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Introduction

Depuis I’antiquité, les plantes constituent la principale source de substances thérapeutiques,
utilisees dans les pratiques médicales en tant que principal remede dans la medecine

traditionnelle (Bernstein et al., 2018).

A T’heure actuelle ou I’humanité fait face a des maladies de toutes sortes, la prise en charge
des questions sanitaires se révele étre un véritable probléme de société surtout dans les pays
en voie de développement. Selon 1’organisation mondiale de la santé, plus de 80% des
populations font recours a la médecine et la pharmacopée traditionnelle pour faire face aux

problémes de santé (Mangambu et al., 2014).

Malgré les progres de la biologie et de la médecine de I’heure, plusieurs questions sont
soulevées concernant la sécurité des produits chimiques synthétiques utilisés en médecine ou
dans I’industrie alimentaire, a 1’égard de leurs effets toxiques sur la santé, plusieurs personnes
se sont orientées vers les plantes médicinales (Mangambu et al., 2014). L'un des exemples
actuels de ces plantes médicinales sont les citrus, 1’'une des cultures primordiales, étant cultivé

du 21eme siécle av. J.-C (Yaqoob et al., 2020).

Récemment, les fruits du genre citrus (Citrus reticulata), ont suscité un vif intérét biomedical
car leur utilisation a I'état brut est principalement associée a un faible risque de maladies
gastriques, colorectales, cesophagiennes et cancéreuses grace a leurs teneurs en métabolites
secondaires notamment en composés phénoliques (vitamine C et flavonoides), auxquels ils
sont impliqués dans le traitement de nombreuses maladies liées aux effets toxiques des
oxydants (Rauf et al., 2014 ; Bouterfas et al., 2016 ; Rafiq et al., 2016).

En effet, dans I’industrie agro-alimentaire, les agrumes sont consommés le plus souvent sous
forme fraiche ou sous forme de jus en raison de leur valeur nutritive et la saveur particuliére.
(Ghfar et al., 2010).

Récemment la valorisation des déchets a suscité un intérét scientifique considérable pour les
utiliser comme antioxydants naturels, principalement dans les aliments, afin de prévenir le
rancissement et I'oxydation des lipides, et pour des raisons médicales et cosmétiques (Khan et
al., 2010 ; Justin et al., 2014 ; Khiyaetal., 2018).

C’est dans cet axe de recherche globale sur les plantes douées de propriétés thérapeutiques,
que s’inse€re ’objectif de notre théme, en proposant un moyen de valorisation des sous-

produits de la mandarine (Citrus reticulata) ; écorces, feuilles , pépins et ’huile essentielle, en



Introduction

déterminant la richesse de la mandarine en polyphénols ainsi que 1’évaluation des pouvoirs

antioxydants des différentes parties étudiés : écorces, feuilles, pépins et huile essentielle.
De ce fait, notre travail sera réparti en trois parties :

» L'extraction de I’huile essentielle et les composés phénoliques d’écorces, feuilles et
pépins.

> Les tests phytochimiques des extraits bruts (écorces, feuilles et pépins).

» L’évaluation de I’apport en substance a activité antioxydante (composés phénoliques,
flavonoides...).

> La détermination du potentiel antioxydant (activité antiradicalaire au DPPH).

|-
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I. Les agrumes :

Le mot « agrume » provient du latin « acrumen », qui désignait dans 1’antiquité des arbres a
fruits acides (Ladaniya, 2008), dites hespéridés regroupant les fruits des végétaux de la
famille des Rutacées (Jardin Musée Balaguier, 2015). Le terme agrumes été utilisé dans les

pays méditerranéens et le terme Citrus dans les pays anglo-saxons (Barrére, 1954).
I.1. Origine et production dans le monde et en Algérie :

e Origine:

Différentes hypothéses ont été élaborées sur 1’origine géographique des agrumes (Khan et
Kender, 2007). Selon Loussert (1989) les agrumes sont originaires des pays du Sud-Est
asiatique mais leurs dispersion dans cette région restent flous, comme cela a été récemment
montré (Guohong et al., 2018). Les agrumes ont été disséminés lentement au cours des
siecles dans differentes régions du monde (Aubert et Vullin, 1997 ; Loussert, 1989)
(tableaul).

Quant a leur origine génétique qui été décrite par Stone (2017), presque tous les agrumes ont
la rare combinaison génétique d'étre sexuellement compatibles et trés sujets aux mutations, de
tels traits permettent a leurs genes de se mélanger pendant des milliers d'années par eux-

mémes et éventuellement aux mains des humains.

Tableau 1 : Quelques espéces de Citrus et leurs origines
(Fred et al., 2007 ; Gimitter et al., 2007).

Citron C.medica Inde et chine

Pamplemousse C.grandis Sud-est Asiatique

Mandarine C.reticulata Est d’Inde

Lime C.aurantifolia Chine

Bigarade C.aurantium Chine

(Pamplemoussex mandarine)

Orange (Pamplemousse x mandarine)  C.sinensis Malaisie et Onde

Limon (Citron x Lime). C.limon Iles Barbade
C.pardisi Inconnu, possible

Pomelo (Pamplemousse x orange)

Clémentine

Citrus Clémentina

origine de Chine
Algérie
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e Production dans le monde et en Algérie :

Les agrumes sont l'un des fruits les plus populaires dans le monde, Ils ont été cultivés avec
succes dans plus de 140 pays (Shan, 2016), leur production a connu une période de forte
croissance depuis le milieu des années 80 et un développement notable de taux de production
des oranges, de clémentine tangerines, de citrons et de pamplemousses (Spreen, 2001) dont
chacune de ces dernieres est réparties a part selon le taux de production mondiale comme

suite dans la figure 1 :

] Pamplemousse
Citrons 7%

8%

Figure 1 : Le taux de la production mondiale (%) des variétés d’agrumes (USDA, 2016).

Bien que I’aire moderne de culture des agrumes soit trés vaste, la Chine occupe la premicre
position de pays producteurs d’agrumes suivis du Brésil qui vient en 2éme lieu, puis I’'UE en

eme

rang suivi a son tour par le Mexique, I’EUA et I’Egypte. Le Maroc occupe le 7°™ rang,

3éme

8°M place

suivi par la Turquie (USDA, 2016) (tableau 2). Quant a I’ Algérie, elle occupe la 1
dans le rang mondial, avec une production de 1,2 millions de tonnes par ans (FAO, 2013).

Récemment, une étude effectuée en 2019 par USDA a révélé que la production mondiale
augmenterait de 4,2 millions de tonnes par rapport en 2018 pour atteindre 51,8 millions de

tonnes en 2019 (USDA, 2019).

|.
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Tableau 2 : Classification des principaux pays producteurs d’agrumes et leurs taux en %

durant I’année 2016-2017 (USDA, 2016).

1-Chine 29500000 34%
2-Breésil 19217000 22%
3-Union Européen 10766101 13%
4-Mexique 6775000 7,9%
5-EUA 4601311 5,4%
6-Egypte 3000000 3,5%
7-Maroc 2315040 2,7%
8-Turquie 139900 1,6%

En Algérie, la culture des agrumes remonte a une époque lointaine. Son développement a pris
de ’ampleur a partir du XIVéme siécle avec 1’arrivée des musulmans d’Andalousie (ITAFV,
2011). Elle reflete un revétement d’une importance stratégique comme source
d’approvisionnement en fruits et des débouchés sur le marché international des produits

agrumicoles.

Selon leurs exigences pédoclimatiques, notamment les besoins en eau, les agrumes sont
essentiellement localisés dans les zones irrigables, dans la partie nord du pays, ou elle trouve
la température clémente qui assure sa réussite (Karboa, 2001), dans la plaine de la Mitidja
(Rebour, 1948), a périmétre de la Mina et Bas Chelif (Relizane), le périmetre de Habra
(Mascara), périmétre de Bounamoussa (Annaba) et la plaine Saf-Saf (Skikda et Guelma)
(ITAFV, 2017).

En effet, le verger agrumicole national, s’étend sur une superficie de 67,190 ha, dont 59,935
ha en rapport. La production totale des agrumes est de 13.417.540 gx avec un rendement
moyen de 224 gx/ha (ITAFV, 2017). L’occupation des superficies est mentionnée dans le
tableau 3 (ITAFV, 2017).
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Tableau 3 : L’occupation des superficies et le taux de production d’agrumes en Algérie

(ITAFV, 2017).

L’oranger

(Citrus sinensis) 94,201 73,2
Le cléementinier

(Clémentine) 11,082 16,5
Le mandarinier

(Mandarine commune) 2,623 04

Le Citronnier (Eureka) 4,193 06,2
Pomélo 91 0.1

1.2. Classification botanique :

Selon I’étude de Tanaka, 1961 et Swingle et Reece, 1967, les citrus sont composés de 156 ou

de 16 espéces selon que les auteurs ont pris ou n’ont pas pris en considération les hybrides.

En 2002, une étude Ortiz a démontré que le genre Citrus est subdivisé en fonction de leur
mode de consommation en 2 sous-genres: Citrus Papeda et Eucitrus. Le sous-genre
Papedare regroupe des especes au fruit non comestible tres acide, parmi lesquelles : C.
celebica, C. combra, C. excelsa, C. hytrix, C. Kerri, C. macrophylla, C. macropetra et C.
micrantha. Alors que le sous genre Eucitrusregroupe des espéces comestibles, telles que : C.
aurantium, C. aurantiifolia, C. clémentina, C. grandis, C. limon, C. médeca, C. paradisi, C.

reticulata Blanco et C. sinensis (Ortiz, 2002).
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D’aprés Guignard (2001), la position systématique des agrumes est comme suite :

o Regne : Vegétal.

o Embranchement : Spermaphyte.

o Sous-embranchement : Angiosperme.
o Classe : Eudicotylédon.

o Ordre : Rutele.

o Sous-classe : Rosidée.

o Famille : Rutaceae.

o Sous famille : Aurantoideae.

o Tribu : Citreae.

o Sous-tribu : Citrinae.

o Genre : Poncirus, Fortunella, et Citrus.

II. L’espéce Citrus Reticulata (Mandarine) :
11.1. Description et identification botanique :

L’oranger mandarinier est un petit arbuste au port arrondi d’un parfum exotique a cause de ses
fleurs, il peut atteindre 3-5 m de hauteur et largeur avec de nombreux rameaux épineux
(Lime, 2012), produisant le fruit mandarine qui peut se distinguer des autres agrumes par sa
couleur rougeétre attrayante et sa peau lisse facile & pelée (Ladaniya, 2008) (figure 2). Le
tableau qui suit montre les caractéristiques du mandarinier (tableau 4).

Figure 2 : Fruit du mandarinier ; I’arbre (A), fleurs et feuilles (B) et pépins (C)

(Lim, 2012 ; photo original, 2020).

|.
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Tableau 4 : Les caractéristiques du Mandarinier (Lime, 2012 ; Ladaniya, 2008).

Fruit

Le fruit est sous-globuleux, oblat ou pyriforme légerement aplatie, sa taille est
estimée entre 5-9 cm de diamétre, crodte verte virant au jaune brillant au moment
de la récolte et d’une couleur, orange rougeatre pendant la maturation.

Feuilles

Les feuilles sont unifoliolées, de 6-8cm, ovales, elliptiques-lancéolées, marge
crénelée, base largement cunéiforme, et pétiole a ailes étroites persistante, lisse
d’une couleur verte foncé.

Fleurs

Les fleurs sont blanches parfumées, bisexuées, d’un calice irrégulier 3-5 lobes,
pétales blancs, fleurit deux fois par an en hiver et au printemps.

Ecorce

L’écorce est mince ou épaisse, facilement séparable du sarcocarpe, d’une surface
relativement lisse parfois caillouteuse qui enferme des glandes oléiféres remplies
d’huiles essentielles.

Pépins

La mandarine renferme une quantité assez importante de pépins, 3-7 pépins.

11.2. Morphologie :

Le fruit est composé de deux parties: la peau (écorce) également appelée péricarpe et la pulpe

appelée endocarpe. Le péricarpe est composé d’un exocarpe qui correspond au flavédo et d’un

mésocarpe qui correspond a 1’albédo. L’endocarpe, quant a lui, est la partie inférieure ou se

trouve la columelle qui est I’axe centrale du fuit entouré par des vésicules a jus (sac a jus).

Le flavédo (épicarpe) représente la partie externe ayant 1’épiderme couvert de cuticules et des

cellules de parenchyme colorée (vert, jaune, orange...) contenant les glandes a huiles

essentielles. L’albédo quant-a-lui représente la partie incolore interne, composée de tissus

spongieux de couleur blanchatre ou parfois teintée (comme dans le pamplemousse rouge ou

les oranges sanguines) (figure 3) (Ladaniya, 2008).
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Figure 3 : Une coupe longitudinale (a) et transversale (b) de la mandarine

(Photo originale, 2020).

11.3. Valeur nutritive :

Citrus reticulata est considérée comme une source abondante de polysaccharides bioactifs qui
contribuent a la santé (Yang el al., 2018). En plus, elle est riche en protides, fibres, pectines,
sels minéraux et en acides organiques tel que 1’acide malique, tartrique et citrique, ainsi les

vitamines les phénols, les flavonoides, contenue dans le jus (Gattuso et al., 2007).
11.4. Utilisation et effet thérapeutique :

Depuis longtemps, le genre Citrus reticulata a eté utilise comme herbes médicinales
traditionnelles pour soigner plusieurs maladies grace a leurs teneurs en métabolites
secondaires (Lv, 2015) tels que les flavonoides(les flavones et les flavonols) (Liu, et al.,
2013), de ce fait ils sont connus d’avoir des activités anti-inflammatoires et anti-tumorales,
activité antimicrobienne et forte activité antioxydante (Aruoma, 2012) qui contribuent au
traitement des voies respiratoires comme la toux et les mucosités (Xu et al., 2014), ils
facilitent la digestion (Zhu et al., 2013) et inhibe la croissance des champignons (Wu et al.,
2014), lls sont aussi impliqués dans la modulation de la densité osseuse chez les femmes et la
régulation du taux sanguins des lipides (Adelina et al., 2008).

De plus, la teneur des agrumes en vitamine B9 (acide folique) et en hespéridine permet de
prévenir les maladies cardiovasculaires en réduisant le taux sanguin d’homocystéine ; qui est
considéré comme facteur de risque de ces maladies (Turati et al., 2015 ; Kurowska et al.,
2000). 11 est d’ailleurs conseillé de consommer quotidiennement 750 ml de jus d’orange, afin
d’augmenter le taux de cholestérol HDL chez les personnes souffrant d’hypercholestérolémie

(Kurowska et al., 2000 ; Cesar et al., 2010).

|!
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I11. Les huiles essentielles :
I11.1. Définition :

Pour désigner le composé actif d’un remeéde naturel, le terme « huile essentielle » a été

6eme

inventé au 1 siecle par le médecin Suisse Parascelsus Von Hohenheim (Burt, 2004).
Selon Durvelle (1930-1893), les huiles essentielles dites essences ; sont des produits
odorants, généralement de composition complexe, obtenus a partir d'une matiére premiere
vegétale définie botaniquement. Elles pourraient étre biosynthétisés dans différents organes
végétaux comme métabolites secondaires et extraites par différentes méthodes (Svoboda et

Greenaway, 2003).

Les essences sont des substances de consistance huileuse, plus ou moins fluides souvent
colorées, volatiles a température ordinaire, inflammable, de nature hydrophobe, plus légere
que I’eau, d’une densité estimée entre 0,750 a 0,990 (Fabrice, 2009 ; Nieves Criado et al.,
2008). IIs sont insolubles dans 1’eau et solubles dans les solvants organiques (Svoboda et

Greenaway, 2003).
I11.2. Composition chimique :

La composition chimique d’une huile essentielle est trés complexe et soumise a de trés
nombreuses variables (Couic-Marinier et Lobstein, 2013), de ce fait les composants
principaux peuvent constituer jusqu'a 80 % de I’huile, tandis que d’autres composants sont
présentés seulement comme trace (Sharopov et al., 2015). Les composés contenus dans une

huile essentielle sont :

111.2.1. Les terpenes :

Ce sont les composants les plus répandues dans les huiles essentielles ; des hydrocarbures
naturels, de structure cyclique ou de chaine ouverte, caractérisées par la présence d’unité
isoprénique abatomes de carbone (Cs Hg), (Hernandez-Ochoa, 2005). Les terpénes sont
classés selon leurs fonctions en : alcools (géraniol, linalol), aldéhydes (citral, citronellal)...etc,
et selon leur structure : linéaire (farnésene, farnésol), monocyclique (humuléne, zingiberéne)
(Couic-Marinier et Lobstein, 2013 ; Feitosa et al., 2017) (figure 4).
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Figure 4 : Les composants chimiques de I’huile essentielle de Citrus sinensis
(Feitosa et al., 2017).

111.2.2. Les composés aromatiques :

C’est les dérivés du phénylpropane, Ils sont beaucoup moins fréquents dans les huiles
essentielles que les térpenoides. Citons 1’acide cinnamique et 1’aldéhyde cinnamique (HE de
cannelle), I’eugénol (HE de girofle)... Les lactones dérivées des acides cinnamiques, comme
les coumarines, sont, pour la plupart, entrainables par la vapeur d’eau et ainsi présentes dans

certaines huiles essentielles (HE de céleri) (Couic-Marinier et Lobstein, 2013).
111.2.3. Autres composes :

IIs sont présents en faibles fréquences et en proportion similaire (Pibiri, 2005), on distingue
les composés azotés (peu courants au sein des HE) et les composés soufrés (se rencontrent
souvent a 1’état de traces dans les HE) (Pibiri, 2005 ; Faucon, 2015).

111.3. Méthode d’extraction des huiles essentielles :

Plusieurs méthodes ont été utilisées pour récupérer les huiles essentielles de la matrice
vegétale. Cependant, elles sont classées en deux catégories qui répondent aux besoins et selon

le résultat souhaité (qualité, rendement...) (Asbahani et al., 2015).
» Meéthodes conventionnelles :

e L’enfleurage : est menée d’un procédé basé sur l'adsorption en utilisant la graisse

comme adsorbant, qui peut adsorber 1’huile essentielle sans changer ses



Synthese bibliographique

caractéristiques, par accumulation a l'interface entre la phase ou se trouvait I’huile

essentielle et la phase séparée (Soe’eib et al., 2017).

Extraction par solvant : méthode adaptée au matériaux floraux fragiles a la chaleur ,
utilise différents solvants, notamment I'acétone, I'nexane, I'éther de pétrole, le méthanol
ou I'éthanol (Kosar et al., 2005), dont le solvant est mélangé avec le matériel végétal ,
chauffeé, filtré, puis le filtrat est mélangé avec de 1’alcool pur et distillé par la suite a
basse température, duquel 1’alcool absorbe le parfum et lorsque l'alcool s'évapore,

I'nuile absolue aromatique est récupérée (L. et al., 2009).

Hydrodistillation : Cette méthode consiste a I’immersion compléte des maticres
végétales dans ’eau, portée a I’¢bullition & un point inférieur, prés de 100°C
(Tongnuanchan et Benjakul, 2014), suivie d’une condensation de la vapeur et de
I’huile essentielle formant deux phases hétérogenes, phase aqueuse et phase organique

qui est I’huile essentielle (figure 5) (Asbahani et al, 2015).

f";\
py
1: Chauffage
2: Evaporation
3: Séparation
4: Reflux d’eaun

Condenseur

Echantillon [*= _I

¢) Huile Essentielle

| Phase Aqueuse

Source d'energie

Figure 5 : Schéma du processus d’hydrodistillation (Bousbia, 2011).

Expression a froid : une méthode, réservée uniquement pour extraire les huiles
essentielles d'agrumes. Elle est basé sur la rupture des parois des sacs oléiferes pour
obtenir 1’essence d’HE, cette derniére est entrainée par un courant d’eau froide

formant une émulsion aqueuse, puis récupérée par décantation (Ferhat et al., 2007).

|=



Synthese bibliographique

e Distillation par entrainement a la vapeur : basée sur le méme principe que
I'hydrodistillation sauf qu’il n'y a pas de contact direct entre la plante et 'eau dont la
vapeur est introduite dans la partie inférieure de I'extracteur et passe donc a travers la
charge de matiere premiere. Cette technique évite certain artefacts par rapport a
I’hydrodistillation (Masango, 2005).

» Méthodes innovantes :

e Extraction au CO; supercritique : une technique économigquement viable que la
distillation a la vapeur (Pereira et Meireles, 2007), dont le CO, se transforme en
liquide, pour étre utilis¢ comme un milieu d’extraction des molécules aromatiques de
la matiere premiére. Aucun résidu de solvant ne reste dans le produit final, depuis la
le CO; liquide redevient simplement un gaz et s'évapore dans des conditions normales

(Tongnuanchan et Benjakul, 2014).

Le choix de la méthode se fait selon des critéres influencant 1’extraction tels que la volatilité;

la solubilité; la taille et 1a forme des molécules constitutives et I’adsorption (Bousbia, 2011).

I11.4. Toxicité :

Bien que les huiles essentielles sont naturelles et bénéfiques, elles pourraient entrainer des

conséquences dévastatrices pour la santé des consommateurs (Radulovi¢ et al., 2013).

e Une ingestion accidentelle d’huile essentielle a une dose 1étale 50 (DL50) peut générer
une toxicité élevée voire un coma puis la mort a cause de leurs constituants
biochimiques tels que les phénols qui sont (dermotoxiques- hépatotoxiques), cétones et
lactones (neurotoxiques- épileptisantes) (Hilan et al., 2009).

e [’HE d’agrumes (mandarine, orange douce, bergamote, pamplemousse et citron) riches
en coumarines, sont sédatives et hypnotiques, trés appréciées en diffusion et en
olfaction et photosensibilisantes. Il faut éviter 1’exposition au soleil dans les six heures
qui suivent leur utilisation cutanée (Solari, 2019).

Cependant, en théorie, il n'est pas sdr de l'utiliser pendant la grossesse ou lactation, dans la
population pédiatrique ou chez les patients souffrant de troubles thyroidiens (Ulbricht et al.,
2005). 1l est donc important de connaitre les composés les plus pertinents, mais aussi

d’envisager les contre-indications et précautions d’emploi des HE. Cette connaissance permet
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de choisir les voies d’utilisation et de poser les limites pour un usage sécuritaire (Solari,

2019).

IV. Activité Biologique :
IV.1. Activité antioxydante :
IV.1. 2. Généralités :

Le concept selon lequel 1’oxygene, molécule indispensable pour la vie, peut entrainer des
dommages cellulaires importants, a cause du dysfonctionnement de la chaine respiratoire
mitochondriale, (ischémie—re-perfusion, vieillissement), ot 1’oxygeéne n’est pas réduit en
molécule d’eau, mais en especes réactives de I’azote (ERN) ou en (ERO) espece réactives de
I’oxygene particulierement réactionnelles (peroxyde d’hydrogéne H,0, , I’oxygene singulet
O, le radical hydroxyle HO", I’acide hypochloreux, des dérivés nitrés...), générant ainsi un
stress oxydant, qui est un déséquilibre profond entre les antioxydants et pro-oxydants en
faveur de ces derniers (Pincemail et al., 2002). Or, une mauvaise alimentation pauvre en
antioxydants contribuera également a ’apparition d’un stress oxydant, a cet effet, il est
conseillé de renforcer I’organisme en antioxydant provenant de source végétale pour

s’échapper a ce dernier (Lagha-Benamrouche et Madani, 2013).
IV.1.3. Les antioxydants :

Un antioxydant est toute substance capable d’entrer en compétition avec des substrats

oxydables en empéchant 1’oxydation de ces derniers (Ndoye Foe et al., 2016). On distingue :
IV.1.3.1. les antioxydants endogenes :

Pour se protéger des effets toxiques de I’oxygéne, I’organisme a développé des systémes de
défense antioxydants composés d’enzymes ( la glutathion peroxydase ), de protéines (la
ferritine) et méme d’un systéme secondaire de défense compos¢ de phospholipases, d’ADN
endonucléases et ligases et de macroxyprotéinases ; qui empéche 1’accumulation de lipides,
d’ADN et de protéines oxydés dans la cellule et participe a I’élimination de leurs fragments
toxiques. En situation physiologique, ces systemes antioxydants ont la capacité de réguler

parfaitement la production des ERO (Pincemail et al., 2002).

|=
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IV.1.3.2. Les antioxydants synthétiques :

Les antioxydants synthétiques, tels que I'nydroxyanisolebutylé, I'hydroxytoluénebutylé et la
butylhydroquinone tertiaire, ont été largement utilisés dans les aliments pour prévenir
I'oxydation. Cependant, l'utilisation de ces antioxydants synthétiques dans les aliments est
déconseillée en raison de leur toxicité et carcinogénicité (Sun et Fukuhara, 1997 ; Hiros et
al., 1998).

IV.1.3.3. Les antioxydants naturels :

Ce sont des composés naturels que I'on trouve principalement dans les fruits, les Iégumes, les
céréales et les boissons, (Alfano et al., 2018), tels que les flavonoides, les tanins, les
coumarines, les curcuminoides, les xanthons, les phénoliques et les térpenoides, ayant une
forte activité antioxydante que celle des antioxydant synthétiques (Jeong et al., 2004)
(tableau 5).

Tableau 5 : Les composants antioxydants des agrumes, leurs structures et leurs activité
antioxydante (Zou et al., 2016).

Antioxydants naturels Structure Activité antioxydante

Acide e Ayant différents niveaux de piégeage

Phénolique @‘ COOH des radicaux libres.
e Lacapacité de déshydrogénation du

groupement hydroxyle.

Composes c . O e les coumarines possedent une forte
snoli oumarine . :
Phénoliques &l activité antioxydante en raison de leur

groupement hydroxyle phénolique.

¢ Inhibe les enzymes oxydantes du
o G corps.
g e Inhibition directe des ERO.
e Oxydation anti-lipidique in vitro.
e Améliore l'activité enzymatique
antioxydante du corps.

Flavonoide
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Vitamines

Vitamine A

Inhibition des radicaux libres et les
radicaux pyroxylés.

Vitamine C

Réduit les radicaux soufrés

Donneur d'acide semi-
déhydroascorbique.

Vitamine E

Réduit le Fe*" en Fe*".

Empéche I'oxydation des caroténoides,
en améliorant leur capacité
antioxydante.

Térpenoides

Caroténoides

Elimination des radicaux libres.

Limonoides

Piégeage des radicaux libres
L’élimination de 'O, (oxygéne
singulet).

Eléments
Minérales

Sélénium

Zinc

Cuivre

Fer

Favorisent [’action enzymatique du
glutathion peroxydase.

effet synergique avec la vitamine E
pour protéger les mitochondries contre
les dommages des ERO par
peroxydation.

Pectine

Renforce les enzymes antioxydants
endogenes.

Inhibition des radicaux libres.

IV.1.4. Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante in vitro :

L'activité antioxydante ne doit pas étre conclue sur la base d'un seul modéle de test

antioxydant, plusieurs méthodes ont été adaptées pour I'évaluation de la capacité antioxydante

d'échantillons de plantes, dont chaque méthode est nommée d'aprés le nom de la substance

utilisée comme source de radicaux libres (Zhang et al., 2014).
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e Méthode des radicaux 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) :
Elle consiste a la réduction du radical DPPHe en DPPHH (2.2 Diphenyl 1 picryl
hydrazine) en présence des substances antioxydantes dans le milieu réactionnel qui
s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune mesurable a 517

nm (Do et al., 2014).

e Méthode a I'acide 2,2 -azino-bis (3-éthylbenzthiozoline-6) sulfonique (ABTYS) :
Basée sur la décoloration qui se produit lorsque le cation radicalaire ABTS * " est réduit
en ABTS en présence d’antioxydants. Cette dernieére est mesurée par
spectrophotométrie & 734 nm. Elle est standardisée par rapport au Trolox (Rivero-
pérez, 2007).

e Méthode ferrique réductrice / pouvoir antioxydant (FRAP) :
Elle est basée sur la présence des réducteurs dans les extraits des plantes qui
provoquent la réduction de Fe**, complexe ferricyanure & la forme ferreux Fe?*, dont ce
dernier peut étre évalué en mesurant la densité de la couleur bleu dans le milieu

réactionnel a 595 nm (Conteras-Calderén et al., 2011).

e Méthode de la capacité d'absorption des radicaux d'oxygene (ORAC) :
Méthode évaluée par la fluorescence d’un pigment extrait d’algues, basée sur 1’action
d’antioxydants qui inhibent les radicaux pyroxylés, en présence des ABAP
responsables de la décomposition du pigment ce qui empéche la réduction de la

fluorescence (Rivero-pérez, 2007).

e N, N-dimethyl-p-phenylenediamine (DMPD) :
Basée sur la décoloration produite, lorsque le radical DMPD * " de couleur rose est
réduit a la forme DMPD incolore, cette décoloration est mesurée par spectrofluorimetre
en utilisant des longueurs d'onde d'émission et d'excitation de 584 et 544 nm

respectivement (Rivero-pérez, 2007).

Les méthodes DPPH et ABTS sont pratiques et indépendants d'équipements codteux, elles

sont donc largement utilisées (Zhang et al., 2018).

|=
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IV.1.5. Activité antioxydante des Citrus :

Une alimentation riche en fruits et légumes représente un des meilleurs moyens de protection
des différentes maladies. En effet, I’intérét principal des agrumes pour la santé réside dans
leur richesse en substances bioactives (Lagha-Benamrouche et Madani, 2013). En outre , il
a été démontré que 1’activité antioxydante des Citrus réside dans leur teneur en polyphénols,
en acide ascorbique y’compris les pectines et surtout les flavonoides (hespéridine, narirutin,
eriocitrin, naringin) ; les principaux composants phénoliques des Citrus surtout au niveau de
leurs pelures et feuilles (Zhang et al., 2014 ; Zhang et al., 2018) grace a leur structure en
position hydroxyle étant donneur d’électron (Siddhuraju et Becker, 2007), leur confére un
role primordiale dans la prévention de troubles cardiovasculaires, le diabéte (Graf et al.,
2005), en plus de leur propriété anticancéreuse et anti-inflammatoire (Liu et al., 2013 ; Kim
et al., 2004).
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I. Matériel végétal :
I.1. L’échantillonnage :

La récolte de la mandarine (Citrus reticulata) s’est faite manuellement au hasard a partir
d’une exploitation agrumicole privée située a Ain-kihal, wilaya d’Ain Temouchent durant le
mois de Décembre 2019 ; tandis que les fruits mandarine destinés a ’extraction de I’huile
essentielle ont été achetés d’un marché local a Ain Témouchent, du mois de Janvier au mois
de Février 2020. Les fruits étaient bien murs et ne présentaient aucun signe de blessure ou
d’infection.

L’identification des espéces végétales a été faite par Dr Amara M., maitre de conférences

classes A, a I’'université Belhadj Bouchaib de Ain Témouchent.

1.2. Préparation de I’échantillon :

Toutes les mandarines ont subi un nettoyage et lavage a 1’eau du robinet pour éliminer les
traces de poussiére puis sécher a 1’air libre. Les mandarines destinées a I’extraction d’HE, ont
¢été soigneusement épluchées a I’aide d’un couteau en évitant d’inclure I’albédo, la matiére

blanche (figure 6).

Figure 6 : Les écorces fraiches épluchées du Citrus reticulata (Photo originale, 2020).

Les écorces, les feuilles et les pépins ont été mis au séchage a I’air libre pendant une semaine
puis dans I’étuve a 40°C pendant 2 jours (figure 7). Une fois séchés, ils ont été pulvérisés au
broyeur électrique puis tamisés pour obtenir une poudre fine. Cette derniére a été ensuite
conservée hermétiquement dans des récipients en verre et stockée a 1’abri de la lumiére pour

les prochaines utilisations.

|=



Matériel et méthodes

Figure 7 : Les échantillons écorces (A), feuilles (B) et pépins (C) du Citrus reticulata apres le

séchage (Photo originale, 2020).

1. Méthodes :
11.1. Extraction des polyphénols totaux :
11.1.1. Préparation des extraits bruts :

Les conditions de 1’extraction conventionnelle par solvant (ECS) ont été choisies selon les
données de la littérature (Zia-ur-Rehman, 2006 ; Li et al., 2006 ; Sawalha et al., 2009 ;
Tumbas et al., 2010 ; M’hiri et al., 2014) avec quelques modifications. Pour chaque extrait,
10 g de matiére séche d’écorces, feuilles et pépins ont été macérés dans un volume de 100 ml
de solvant (80% éthanol, 20% d’eau distillé) sous agitation douce pendant 1h a 30°C.
L’opération est répétée 3 fois avec renouvellement du solvant (ce procédé est nécessaire pour
éviter la dégradation des composés phénoliques et obtenir plus de 95% de la teneur en

composés phenoliques).

Les trois fractions sont réunies et filtrées sur papier filtre Wattman, 1’éthanol est éliminé du
filtrat par évaporation a 45-50°C en utilisant un évaporateur rotatif sous vide de type (Stuart)
(figure 8), puis séché dans I’étuve a 40°C. Les résultats sont exprimés en pourcentage par

rapport a la matiére initiale aprés pesée d’un ballon préalablement taré.
11.1.1.2. Rendement d’extraction :

Le rendement d’extraction est déterminé par le rapport entre la masse de 1’extrait sec obtenu
aprés 1’évaporation du solvant et la masse de la poudre végétale utilisée. Selon la formule

suivante :
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Rdt (%)= (m/mg) x100

Rdt : Rendement (en %).
m : Quantité d’extrait obtenue apres 1’évaporation (g).

Mo : Masse de la poudre végétale utilisée (g).

Figure 8 : Evaporateur rotatif sous vide (Photo originale, 2020).

I1.2. Extraction de I’huile essentielle :
11.2.1. Hydrodistillation :

e Principe :

L’hydrodistillation est la méthode la plus simple et la plus utilisée pour la I'extraction des
HEs. Elle consiste a I'immersion compléte du matériel végétal dans 1'eau porté a I’ébullition a
pression atmosphérique. Sous 1’action de la chaleur, les cellules contenant les essences
s’éclatent et donc elles libérent leurs molécules odorantes, ces derniéres sont entrainées
mécaniquement par la vapeur d’eau et condensées en traversant un systeme de
refroidissement. Les gouttelettes d’eau-HE sont récupérées dans une ampoule a décanter.

Deux phases non miscibles apparaissent : une phase huileuse surnageant et une phase aqueuse
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(hydrolat), celles-ci sont séparées par leurs différences de densité (Herzi, 2013;
Tongnuanchan et Benjakul, 2014 ; Asbahani et al., 2015).

e Mode opératoire :

L’huile essentielle de Citrus reticulata a été extraite a 1’aide d’un hydrodistillateur ou 100 g
d’écorces fraiches (zests) sont introduites avec 1’eau distillé dans un ballon de 500 ml. Apres
I’installation et la fermeture du montage (figure 9), la mise en marche du chauffe ballon est
effectuée avec un réglage optimum du chauffage pour permettre une stabilité de 1’extraction a
une vitesse constante et bien maitrisée. Le mélange est porté¢ a 1’ébullition jusqu’a 3h apres
I’obtention de la premicre goutte d’huile essentielle. Une fois terminé, I’huile essentielle
extraite est récupérée par décantation puis conservée dans des flacons fermés dans un endroit

frais (4°C) a I’abri de la lumiére pour une utilisation ultérieure (Bousbia, 2011).

Figure 9 : Le montage d’hydrodistillation (Photo originale, 2020).

11.2.1.1. Taux d’extraction :

le rendement en huiles essentielles est définit comme étant le rapport entre le poids d’huile
essentielle extraite et le poids de la biomasse végétale traité (Ndoye Foe et al., 2016). Le

rendement est exprimé en pourcentage (%) et calculé par la formule suivante :

|u
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R (%) = (PHE /va) x 100

R (%): rendement en HE (%).
Pye : poids de I’HE extraite (g).

Pmv : poids du matériel végétal traité (g).

11.2.2. Détermination des 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).

» Mesure de I’indice de réfraction selon la norme NF T 75-112 :

Pendant la réfractométrie, I’indice de réfraction du matériel étudié est déterminé en mesurant
I’indice de réfraction de la lentille de contact par rapport a I’indice de réfraction du prisme
utilisé dans le réfractométre. Cette méthode est basée sur la propriété que la réfraction d’une

solution simple, est étroitement liée a sa concentration (Gonzalez-Meijome et al., 2006).

e Mode opératoire :
Le refractométre a été étalonné a I’aide d’une solution étalon d’eau distillé en mesurant
I’indice de réfraction de ce dernier a 20°C, mettant en marche la lampe au sodium pour la

lecture. Ce calibrage est important pour assurer le bon fonctionnement du réfractométre.

Une fois la mesure effectuée, nous avons soulevé le prisme mobile et essuyer délicatement,

les deux prismes avec du papier propre.

A T’aide d’une pipette pasteur, nous avons déposé quelques gouttes d’huile essentielle
délicatement sur la face horizontale du prisme réfractométrique. Une fois ceci effectué, nous
avons regardé dans l'oculaire et placer le cercle bicolore au centre du réticule puis effectuer la

mesure en lisant la valeur de I'indice de réfraction sur I'échelle supérieure (figure 10).



e Expression des resultats :

L’indice de réfraction est donné par la loi suivante :

Nd20 = ndt + 0.00035 (t 20)

Nd20 : Indice de réfraction a la température 20°C.

ndt : Indice a la température ambiante ou de mesure.

T : La température ambiante de lecture.

Figure 10 : Refractométre (photo originale, 2020).

» Mesure de la densité selon la norme NFT 75 - 111:

La densité relative de I’H.E est définie comme étant le rapport de la masse d’un certain
volume d’huile et la masse €gale de volume d’eau distillée a 20°C. Cette grandeur est sans
dimension et son symbole est d20. La densité est mesurée a 1’aide d’un pycnometre ou un

densimetre, elle est donnée par la formule suivante :

D20=mH/VH

Dy : la densité d’huile essentielle a 20°C.

My : la masse volumique d’huile essentielle en (g).

Vy : le volume d’huile essentielle en (ml).

|u
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11.3. Etude phytochimique :
11.3.1. Screening phytochimique :

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur les extraits bruts des écorces, feuilles et pépins
du Citrus reticulata selon les auteurs (Wagner, 1983 ; Karumi et al., 2004 ; Justin et al.,

2014 ; Bentabet Lasgaa, 2015 ; El Haoud et al., 2018) avec quelques modifications.

= Les flavonoides :
2 ml de chaque extrait végétal sont traités avec quelques gouttes d’HCL (37%) avec 0,5 g
de tournure de magnésium (Mg). La présence de flavonoides est confirmée par
I’apparition d’une couleur rouge ou orange.

» Lestanins:
A 1 ml d’extrait, ajouter 2 a 3 gouttes de la solution de FeCls a 2%. Aprées deux minutes
d’incubation, un test positif est révélé par 1’apparition d’une coloration bleue-noire ou
verte et un précipité.

= Lessaponosides :
Pour chaque 5 ml d’extraits on ajoute 10 ml d’eau distillée, la solution est agitée pendant
deux minutes. La présence des saponosides est confirmée par 1’apparition d’une mousse
qui persiste en moins 15 minutes et le test est considéré comme positif si 1’épaisseur de la
mousse dépasse 1cm.

= Les stéroides : réaction de Liebermann
2 ml d'anhydride acétique ont été ajoutés aux résidus des extraits avec 2 ml d’acide
sulfurique (H2SO,). L’apparition de la couleur violet ou vert bleuté indique la présence de
stéroides.

= Les térpenoides : test de Salkowski
5 ml de chaque extrait ont ét¢ mélangés a 2 ml de chloroforme suivi par I’addition de 3 ml
de H,SO, concentré. Une coloration brune rougeatre du précipité a l'interface formé

indique la présence de térpenoides.

= Lesalcaloides :
Ils sont caractérisés a partir de réactif de Wagner. Une quantité des résidus de chaque

extrait est solubilisée dans ’eau distillée. Quelques gouttes de réactif sont ajoutées aux
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solutions des extraits. La formation d’un précipité rouge orangé a brun indique la présence
des alcaloides.

= Les composes réducteurs :
Leur détection consiste a introduire 2 ml de 1’extrait aqueux dans un tube a essai, puis 2
ml de la liqueur de Fehling (1 ml de la liqueur de Fehling A + 1 ml de la liqueur Fehling
B) sont ajoutés. Ensuite, I'ensemble est porté au bain-marie bouillant a 40°C durant 8 min.
L’obtention d’un précipité rouge brique indique la présence des composés réducteurs.

= Les mucilages :
Pour chaque 1 ml d’extrait, une quantité de 5 ml d’alcool absolu a été ajouté. L’obtention
d’un précipité floconneux d’une couleur bleue ou violet aprés agitation indique la
présence de mucilages.

= Lesquinones:
La présence de quinones libres est confirmée par I’ajout de quelques gouttes de NaOH

1/10, lorsque la phase aqueuse vire au jaune, rouge ou violet.

11.3.2. Dosage de polyphénols :

Slinkard et Singleton, (1977) ont rapportés que la méthode Folin-Ciocalteu (FC) est la
meilleure méthode d’estimation de la teneur totale en phénols, permettant de caractériser,
tester rapidement et quantifier facilement un grand nombre de composés phénoliques

contenus dans les extraits (Chapuis-Lardy et al., 2002 ; Derkyi et al., 2011).
e Principe :

La méthode FC dépend de I'oxydation sélective des substances similaires facilement
oxydables et contribuent a la teneur total en phénol apparent (Chen et al., 2015). Elle est
basée sur la réduction chimique du réactif (Rover et Brown, 2013).

Le Folin-Ciocaleu est un mélange de 1’acide phosphotungstique (H3PW;,040) et d’acide
phosphomolybdique (H3PMo03,04), il est réduit en présence des phénols totaux en un
mélange d'oxydes bleu de tungsténe (WgO,3) et de molybdéne (MogO,3). La coloration bleu
produite est proportionnelle au taux des composés phénoliques présents dans le milieu

réactionnel (Singleton et al., 1999).


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0168945202000997#!
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e Mode opératoire :

Le dosage a été déterminé par spectrophotométrie, selon la méthode colorimétrique utilisant le
réactif de Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999), modifiee par Wong et al., (2006).

Une quantité de 100 ul d’extrait est mélangée avec 2,5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu (10
fois dilué) et laissee réagir pendant 5 min. 2,5 ml d’une solution saturée de Na,COj3 sont

ensuite ajoutés, aprés une heure a 1’obscurité, 1’absorbance est mesurée a 725 nm.

e Expression des résultats :

La concentration des polyphénols totaux contenus dans les extraits bruts a été calculée a partir
d’une équation de régression linéaire de la courbe d’étalonnage (y = a x + b) utilisant 1’acide
galligue comme référence a différentes concentration. La concentration des polyphénols est
exprimée en milligrammes équivalents d’acide gallique par grammes de matiere végétale

séche (mg EAG/g MS).
11.3.3. Dosage des flavonoides :

Le dosage des flavonoides a été effectué par la méthode colorimétrique au trichlorure

d’aluminium et la soude selon la méthode décrite par Kim et al., (2003).

Le principe, repose sur la capacité des flavonoides a former des complexes avec le trichlorure
d’aluminium (AICl3), résultant de ’apparition d’une coloration jaunatre ; tandis que les
complexes flavonoides-Soude (NaNO,) gardent la couleur rose ; Capables d’absorber dans le

visible 2 510 nm.

e Mode opératoire :

Une quantité de 100 ul de chaque extrait est mélangée avec 0,4ml d’cau distillée et 0,03 ml de
solution de nitrite de sodium (NaNO,) a 5%. Apres 5 minutes, une quantité de 0,02 ml de
solution d’AlCl3 a 10% est additionnée. Apres 5 min, on ajoute au mélange 0,2 ml de solution
de Na,CO3; (1M) et 0,25 ml d’eau distillée. L’ensemble est agité a ’aide d’un vortex,

I’absorbance est mesurée a 510 nm.

e Expression des résultats :
Une courbe d’étalonnage établic par le standard (la catéchine) obtenue a difféerentes

concentrations et dans les mémes conditions operatoires, servira a la quantification des

|n
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flavonoides (annexe 5). Les résultats sont exprimés en milligramme-équivalent de catéchine

par gramme de matiére seche (mg ECAT/g MS).

11.4. Evaluation de I’activité antioxydante par I’effet scavenger du radical DPPH :

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical
DPPHe. Les antioxydants réduit le DPPHe (2,2-Diphenyl-1-1picrylhydrazyl) de la couleur
violette en 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazine de couleur jaune en acceptant un atome

d’hydrogéne (Brand-Williams et al., 1995) (figure 11) selon la réaction suivante :

DPPHs+ AH ———» DPPH-H + A-

NO, NO, </(:)>

. H
oZN—<: :E—N—N OZN—{: :E—N—N

NO, @ a @

DiPhenylelPicrylHydrazyle DiPhenylelPicrylHydrazyle (non
(radical libre) radical)

Figure 11 : Forme libre et réduite de DPPHe ( Molyneux, 2004).

e Mode opératoire :

L’effet scavenger du DPPH de chaque extrait est mesuré par le procédé décrit par Sanchez-
Moreno et al., (1998).

Pour préparer la solution de DPPH, une quantité de 2,4 mg de DPPH en poudre est solubilisée
dans 100 ml de méthanol. Un volume de 50 pl de diférentes concentrations de chaque extrait
et du standard acide ascorbique est ajouté a 1950 pl de la solution méthanolique du DPPH. Le
contrdle négatif est préparer en paralléle en mélangeant 50 pl de méthanol avec 1950 ul de
solution méthanolique de DPPH. Aprés incubation a 1’obscurité pendant 30 min et a la
tempeérature ambiante, la lecture des absorbances est effectuée a 515 nm a I’aide d’un

spectrophotometre.
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e Expression des résultats :
L’activité réductrice est définie par 1’indice de réduction de I’activité anti-radicalaire en
pourcentage 1% (d’inhibition) ou RSA% (Radical Scavenger Activity) (Jing et al., 2011 ;

Molyneux, 2004). Elle est déterminée par la relation suivante :

1% = [(AbSo - AbSl))/(AbSO]) x 100

(Absp) : I'absorbance du blanc (contrdle).
(Abs;) : l'absorbance de 1’échantillon testé a différentes concentrations.

La concentration inhibitrice de 50 % de 1’activité du DPPH (IC50) de chaque extrait a été par
la suite calculée a partir de I’equation des courbes tracées qui déterminent le pourcentage
d’inhibition en fonction des differentes concentrations. Elle a été exprimée en mg/ml et

comparée avec celle de ’acide ascorbique (Andzi Barhé et Feuya Tchouya, 2015).

|g
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. Rendement des extraits de Citrus reticulata :

L’huile essentielle a été extraite des écorces fraiches de Citrus reticulata, par une
hydrodistillation, alors que les extraits bruts, d’écorces, pépins et feuilles ont été extraites par

une macération conventionnelle en utilisant un solvant d’éthanol a 80%.

L'examen organoleptique de 1’huile essentielle et les extraits bruts des différentes parties de

Citrus reticulata, a donné les résultats suivants, (tableau 6 et figure 12).

Tableau 6 : les caracteres organoleptiques des extraits du Citrus reticulata :

caractéristique, fraiche,

Huile essentielle Transparente Liquide ) .
persistante, aromatique.
Pateux . ,
Ecorces Orange i Caractéristique, sucrée
9 caramélisé q
Feuilles Vert foncé Pateux. Aucune
, . Vert clair Pateux
Pepins L . Aucune
jaunatre huileux

Figure 12 : Les extrais bruts des écorces (A), feuilles (B) et pépins (C) du Citrus reticulata
respectivement (Photo originale, 2020).

Classiquement, les composés phénoliques sont extraits par macération avec un mélange
hydro-alcoolique (Gourguillon et al., 2016), I’eau d’une polarité de (1,000) et I’éthanol de

polarité (0,654) ; I’éthanol est le plus souvent utilisé, il représente 1’avantage d’une trés faible
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toxicité par rapport aux autres alcools (Anuchapreeda et al., 2020 ; Murga et al., 2000 ;
Bartnick et al., 2006).

Néanmoins, le développement des techniques plus respectueuses vis-a-vis de 1’environnement
devient un enjeu majeur. En effet, le recours a des méthodes plus efficaces en termes de
rendement, de temps et de cot, mais aussi qui limitent la consommation de solvants sont plus

envisageables (Azmir et al., 2013).

Le rendement de 1’huile essentielle a partir de 100 g d’écorces fraiches et les rendements des
extraits bruts a partir de 10 g de poudre du Citrus reticulata, exprimés en pourcentage sont

représentés dans le tableau 7.

Tableau 7 : Rendement d’extraction de 1’huile essentielle et les extraits bruts du Citrus
reticulata (exprimé en %).

Les extraits Rendement en %
Huile essentielle 1,20 + 0,440
Ecorces 39,13 + 2,695
Feuilles 14,70 + 1,539
Pépins 13,65 + 3,889

Les pourcentages enregistrés sont compris entre 1,20 et 39,13%. Le rendement de 1’huile
essentielle a partir de 1’écorce du Citrus reticulata est estimé a 1,20 %. Tandis que pour les
extraits bruts, le rendement le plus élevé a été enregistré dans 1’extrait d’écorce (39,13%),

suivi par les feuilles (14,70%) et les pépins (13,65%) respectivement.

Par comparaison aux autres études qui ont été faites sur les huiles essentielles extraites a partir
de 1’écorce du Citrus reticulata, le résultat obtenu est supérieur a ceux rapportés sur Citrus
reticulata chinoise (0,689 + 0,01%) obtenue par pressage mécanique (Yi et al., 2018) et sur la
mandarine indienne (1,10%) (Ajikumaran Nair et al., 2017), mais reste inférieur aux
résultats de la mandarine brésilienne et chinoise rapportés par Fouad et Da Camara, (2017)
et Guo et al., (2018 ) qui sont de 2,04% et 1,34% respectivement.
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Dans une étude connexe (Bourgou et al., 2012), le rendement des huiles essentielles obtenu
par la technique d’hydrodistillation des écorces s'est avére étre le plus élevé pour la mandarine
avec un pourcentage de 2,70% par rapport aux autres agrumes : le citron (1,30%), l'orange
(0,74%) et lI'orange ameére blanche (0,46%). Ces auteurs ont exhibés que les rendements en
huiles essentielles peuvent atteindre des valeurs maximales au stade intermédiaire de la

maturité.

Plusieurs auteurs mentionnent que la variabilité du rendement en huiles essentielles est due a
la localisation géographique, la saison, I’organe, et I’espéce (Fadel, 1991 ; Lota et al., 2001),
d’autres ¢tudes avaient montrés I’influence de la technique d’extraction et du cycle végétatif

(Gomes et al., 2004).

Concernant le rendement d’extraction en extraits bruts, 1’extrait d’écorce du Citrus reticulata
estimé dans la présente étude (39,13%) est différent de celui rapporté par Zia-ur-Rehman,
(2006), qui ont testé 1’effet de plusieurs solvants d’extraction sur 1’écorce de la mandarine et
ont montré que la quantité maximale d'extrait d'écorce estimée a 19,87 % a été repérée dans
I’extrait méthanolique, 15% dans 1’acétone et un taux de 11% dans 1'é¢thanol, ce qui est

largement inférieur par rapport a celui obtenu dans la présente étude.

Lors de I’examen du profil phénolique des feuilles de Citrus reticulata indonésienne,
Fadhillah et ses collaborateurs, (2019) ont enregistré un taux modéré de composés
phénolique dans I’extrait aqueux et 1’extrait éthanolique a 96% soit en moyenne (6,30%, 5%)

respectivement. Ces résultats sont largement inferieurs aux notres.

En général, le rendement d'extraction augmente avec I'augmentation de la teneur en eau dans
le systeme éthanol, acétone et méthanol. Cela peut étre di a la combinaison du solvant
organique avec l'eau qui facilite I'extraction de tous les composés qui étaient solubles a la fois

dans l'eau et dans les solvants organiques (Do et al., 2014).

En fait, il y a un consensus sur le fait qu’il existe plusieurs parametres influengant le
rendement d’extraction, a savoir la méthode d’extraction choisie liée a I’appareillage utilisé
(Boulilla et al., 2015 ; Marzouki et al., 2009), la plante étudiée ainsi que sa préparation
(conservation, séchage et broyage) (Da Silveira et al., 2014 ; Marzouki et al., 2009 ;
Ouibrahim et al., 2013 ; Ebadi et al., 2015), le solvant utilisé et sa concentration (Singh et
al., 2020).
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I1. Caractéristiques de I’huile essentielle :

Auparavant, les caractéristiques organoleptiques (couleur, aspect, odeur) étaient les seules
indications permettant d’évaluer la qualité d’une huile essentielle, mais comme ces derniers
ne donnent que des informations trés limitées et incompleétes sur ces essences, il est nécessaire
de faire appel a d’autres moyens de vérification et de contrdle de qualité plus précises.
Récemment, les moyens qui répondent a ce besoin sont constituées par des examens physico-
chimiques tels que: I’indice de réfraction, la densité, I’indice d’ester..., définis par des normes

admises par AFNOR (Taleb-Toudert, 2015).
Les résultats des indices physiques de notre essence sont consignés dans le tableau 8.

Tableau 8 : Valeur des indices physiques de 1I’huile essentielle (Citrus reticulata).

Indices physico-chimiques Valeur pratique Normes AFNOR
Indice de réfraction 1,473+0,0014 /
La densité 0,7854 £ 0,060 < 0,876

11.1. Indice de réfraction :

Calculer a une température de 20°C a 1’aide d’un réfractomeétre, 1’indice de réfraction de
I’huile essentielle du Citrus reticulata déterminé dans notre analyse (1,472), est supérieure par
rapport a I’indice de réfraction de I’eau a 20°C (1,333).

L’indice de réfraction est un parametre d’identification qualitative qui renseigne sur le degré
de pureté des huiles essentielles. Il varie selon la composition chimique : une forte teneur en
monoterpénes et en dérivés oxygénés donnerait un indice élevé. 1l augmente aussi avec

I’instauration ou la présence de fonctions secondaires (Hellal, 2011).

Le faible indice de réfraction de I'HE dévoile leur faible réfraction de la lumiere ce qui
pourrait favoriser son utilisation dans les produits cosmétiques (Koba et al., 2004 ;
Boukhatem et al,. 2010). On ressort de ses résultats que notre huile essentielle est de bonne

qualité.
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11.2. La densité :

Elle renseigne sur la pureté de I’HE, c’est le rapport de la masse d’un certain volume d’HE a
la masse d’un volume égal d’ecau dans la méme température (20°C) (Boukhatem et al.,.
2010).

Notre résultat de 'ordre de 0,7854 est conforme aux normes internationales, selon
1’ Association Frangaise de Normalisation des HEs (AFNOR NF T. 75-202), appartenant aux
espéces Citrus, dont elle est inférieure a 1, ce qui rend I’essence flottante sut I’eau formant

une couche non miscible (figure 13).

| Huile essentielle

[ Disilat weam) _

Figure 13 : La phase d’extraction de I’huile essentielle (Photo originale, 2020).

La densité peut étre mesurée relativement a 20°C avec un pycnometre appelé aussi
densimeétre. Ce parametre est lié¢ a la composition chimique de 1’huile essentielle et influencé
par d’autres paramétres tels que le phénotype, le moment de récolte, le type de terrain, la

conservation, le processus d’extraction et ces conditions (Tenscher et Lobstein, 2005).

I11. Etude phytochimique :

111.1. Screening phytochimique :
Le screening phytochimique est I’ensemble des méthodes et techniques de dépistage
phytochimique des substances organiques naturelles, pour mettre en évidence la présence des

groupes de familles chimiques présentes dans une drogue donnée (El-Haoud et al., 2018).

E
—
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Les tests préliminaires du dépistage phytochimique sont utiles dans la détection des principes
bioactifs qui peuvent conduire par la suite a la découverte ainsi au développement des
médicaments. De plus, ces tests facilitent leur estimation quantitative et la séparation
qualitative de composés chimiques pharmacologiquement actifs (Bhandray et al., 2012) soit
par la formation d’un complexe insoluble en utilisant des réactions de précipitation, soit par la

formation d’un complexe coloré par des réactions de coloration (EI-Haoud et al., 2018).

La présente étude a été concue pour étudier la présence de divers composés phytochimiques
dans les trois différents extraits d’écorce, feuilles et pépins du Citrus reticulata, une plante qui

évoque divers effets thérapeutiques.

De ce fait, un criblage phytochimique qualitatif par réactions a été élaboré pour I’ensemble
des parties du fruit étudié, en vue d’une caractérisation des substances chimiques susceptibles
d’étre exploités a plusieurs échelles (pharmaceutique, alimentaire, cosmétique). Les resultats

sont mentionnés dans le tableau ci-dessous (tableau 9).

Tableau 9 : Résultats des réactions de caractérisation des différents groupes chimiques

recherchés dans les différents extraits bruts du Citrus reticulata.

Flavonoides + + +

Tanins + + -

Saponosides - - -

Stéroides - - +++
Terpénoides + - +++
Alcaloides + + ++
Mucilage - - -
Quinone + - +
+ : Présence en quantité faible. - . Absence totale.
++ : Présence en quantité moyenne. +++ : Présence en quantité abondante.
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Nous remarquons que tous les extraits testés sont riches en alcaloides et déemunis des
saponosides et mucilage. Les flavonoides, les tanins et les térpenoides sont abondants dans les
extraits ecorce et feuilles sauf que ce dernier est dépourvue des térpenoides et quinones.
Quant a I’extrait de pépins, il a enregistré la présence des térpenoides et quinones, par rapport

I’écorce et une forte présence en stéroides et térpenoides par rapport aux autres extraits.

Le criblage phytochimique du Citrus reticulata, a montré des résultats qui sont confirmés
avec d’autres (Justin et al., 2014 ; Rauf et al., 2014 ; Baba et al., 2016), a savoir la présence
ou ’absence de certaines familles chimiques. Ceci peut étre expliqué par une différence au
niveau de plusieurs paramétres soit géographiques, physicochimiques ou biologiques tels que:
la différence du site de récolte y compris I’environnement de la plante, la lumiere, les
précipitations, la topographie, la saison, type de sols, période de récolte, le patrimoine
génétique, la procédure d'extraction utilisée, la partie de la plante étudiée ou leurs produits
phytochimiques (El-Haoud et al., 2018).

I11.2. Teneur en polyphénols :

Les polyphénols sont des antioxydants naturels dans les plantes, largement distribués dans les
agrumes y’compris notre espéce d’étude Citrus reticulata. Ils contribuent aux qualités
nutritionnelles et sensorielles des fruits et 1égumes (couleur, flaveur et gout) (Safdar et al.,
2018 ; Li et Sun, 2017).

L’analyse quantitative des polyphénols est déterminée par la méthode de FolinCiocalteu
(Wong et al., 2006) a partir d’une équation de régression lin¢aire de la courbe d’étalonnage (y
= 2,249x-0,000) d’un R? de 0,964 (annexe 3), utilisant 1’acide gallique comme référence a
différentes concentration. La gamme d’étalonnage d’acide gallique est présentée dans
(annexes 2). Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par

gramme de matiere végétale seche (écorce, feuilles et pépins) (mg EAG/gMS).

Les taux relatifs des polyphénols contenus dans les différents extraits du Citrus reticulata sont

représentés dans la figure ci-dessous (figure 14).
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Figure 14 : Teneur en polyphénols des écorces, feuilles et pépins du Citrus reticulata.
Toutes les valeurs sont exprimées par la moyenne des deux essais (n=2). Les résultats sont exprimes

en moyennes + ES, EAG : équivalent d’acide gallique.

A T’issue des dosages effectués, il s’est avéré que les trois extraits étudiés renferment des
teneurs en composés phénoliques (figure 14). Cependant, 1’extrait brut des feuilles (EBF)
représente la teneur la plus élevée en polyphénols estimée a 4,95+0,169 mg EAG/gMS, suivi
par 1’écorce et les pépins avec des teneurs de 3,697+0,193 et 0,695+0,154 mg EAG/gMS

respectivement.

En fait, peu de travaux concernant les teneurs en composés phénoliques des feuilles du Citrus
reticulata ont été réalisés. Cependant d’autres études (Lagha-Benamrouche et Madani,
2013) portées sur les feuilles de 7 variétés d’oranges algériennes a savoir la bigarade, 1’orange
portugaise, les oranges douces (Thomson et Washington) ont enregistré des valeurs largement
supérieures en polyphenols par rapport nos résultats estimées a 44,41+0,49 ; 20,42+0,90,
19,59+0,59 ; 19,54+0,39 mg EAG/gMS respectivement.

Au regard des résultats obtenus, la teneur en polyphénols totaux des écorces extraites du
Citrus reticulata de notre region (Ain-Temouchent) estimée a 3,697+0,193 mg EAG/gMS est
supérieure a celle déclarée par 1’écorce du C. reticulata Saoudienne (1,695 mg EAG/gMS)

(Al-Juhaimi, 2014), mais reste largement inférieure a celle des extraits d‘écorces du C.

E
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reticulata Pakistanaise (24,80 mg d’EAG/gMS) (Safdar et al., 2017) et indienne (107,30 mg
EAG/gMS) (Justin et al., 2014).

En outre, une étude récente réalisée par SekerKaratoprak et ses collaborateurs. (2020) sur
I’écorce de la lime turque (Citrus aurantifolia) a partir des solvants d’extractions (éthanol,
méthanol et eau), révele des teneurs en polyphénols de 25,91+6,86 ; 24,41+0,90 et 21,59+0,37

mg EAG/g MS respectivement. Ces valeurs sont supérieures a nos résultats.

L’extrait des pépins du C. reticulata de notre région a révélé la teneur la plus basse par
rapport aux autres extraits, avec une teneur modique de 0,695+0,154 mg EAG/gMS,
beaucoup moins importante que celle obtenue par les travaux de Inan et al., (2017) avec une
valeur de 248,646 +11,53 mg EAG/gMS.

En comparant nos résultats a ceux obtenus pour les autres espeéces d’agrumes. Inan et al.,
(2017) ont trouvé des teneurs en composés phénoliques des extraits de pépins de 0,198 mg
EAG/g MS pour I’orange et de 0,194 mg EAG/gMS pour le citron turque. Aussi une autre
étude réalisée par Brixi Gormat et al., (2015) sur la bigarade de la région de Tlemcen a
révélé des teneurs de 2,126+0,0018 mg EAG/g MS.

L’extraction de principes actifs a partir de la matiere vegétale, comme les polyphénols, qui
suscitent actuellement beaucoup d’intérét grace a leur pouvoir antioxydant, est une étape tres
importante dans I'isolement aussi bien que dans l'identification des composés phénoliques. En
conséquence, beaucoup d'auteurs ont étudié¢ l'influence de différentes conditions d’extraction
sur les rendements d’extraction des composés phénoliques de source végétale (Mahmoudi et

al., 2013).

La différence observée entre les résultats des différents travaux et ceux obtenus dans la
présente étude peuvent étre liées selon Inan et al., (2017) aux conditions de culture, au
moment de la récolte, le type de fruit, sa composition, la saison, la méthode d’extraction, le

degré de maturation ainsi qu’aux facteurs de croissance et aux conditions climatiques.

De méme, la variabilité¢ de la teneur en polyphénols est largement dépendante aussi de
plusieurs autres facteurs tels que la partie de la plante étudiee, le rapport soluté/solvant et la
température. Le temps et les cycles dextraction sont des parametres importants qui
déterminent le rendement élevé des composés phytochimique; permettant ainsi un processus
assez laborieux pour comprendre le meilleur solvant et le plus efficace pour I'extraction
(Yaqoob et al., 2020).
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En effet, la variation des teneurs en polyphénols dépendent des polarités des solvants utilisés
ainsi que de leur niveau de concentration, aqueux ou absolu. Entre autre, la solubilité des
composes phénoliques est affectée par la polarité du solvant utilisé. Par consequent, il est trés
difficile de développer un procédé d'extraction approprié a l'extraction de tous les composés
phénoliques de la plante (Mahmoudi et al., 2013). Ces résultats rejoignent ceux trouvés par
Safdar et al., (2017) qui constatent que la faible solubilité des composés phénoliques dans les
solvants absolus, est probablement da a la forte liaison d’hydrogéne entre les protéines et les
polyphénols, et que la solubilité augmente lors de l'ajout d'eau a des solvants organiques
(Safdar et al., (2017).

Eventuellement, la discordance des teneur en polyphénols, peut étre liée aux différentes
méthodes d'extraction adaptées, (Ghafar et al., 2010). L'extraction des polyphénols par
macération, bien que généralement longue et exige des solvants organiques qui sont chers et
dangereux pour la santé, est la seule méthode utilisable dans le cas de I’extraction d’un

ensemble de molécules fragiles (Mahmoudi et al., 2013).

Cependant, Safdar et ses collaborateurs. (2017) ont étudié D’effet de deux méthodes
d’extraction ; la méthode assistée par ultrason et 1’extraction conventionnelle par solvant pour
I’extraction des composés phénoliques a partir 5g de poudre d’écorce du Citrus reticulata
pakistanaise dans 80% de méthanol , ils ont démontré que la méthode d’extraction par
ultrason permettait une extraction en quelques minutes avec une reproductibilité élevée en
polyphénols (32,48+0,36 mg EAG/gMS) par rapport a 1’extraction classique (24,80£0,28 mg
EAG/gMS) dans les méme conditions, ce qui justifie que 1’estimation des polyphénols dépend

la méthode d’extraction adaptée.

La méthode d'évaluation du contenu en composés phénoliques utilisant le réactif de
FolinCiocalteu n’est pas spécifique pour estimer la teneur en polyphénols, étant donné que le
réactif Folin-Ciocalteu peut étre réduit par de nombreux composés non phénoliques tels que la
vitamine C, les sucres et les acides organiques, vu qu’il mesure la capacité de réduction de
I'échantillon grace a la capacité antioxydante a base de transfert électronique (Li et al., 2006 ;
Huang et al., 2005). Il est a noter également que ces mémes composés chimigques en
réagissant avec le réactif FolinCiocalteu induisent a une surestimation des polyphénols
(Ghafar et al., 2010). Afin d’éviter toute interférence des composés phénoliques avec

d’autres substances (cires, chlorophylles, terpénes et composés non phénoliques) il est
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préférable de procéder a un traitement préalable des échantillons avec un solvant non polaire
(hexane, benzene, chloroforme ou éther) puis extraire les composes phénoliques avec un
solvant polaire (acétone, méthanol, éthanol, eau,....ou un mélange de ces solvants) (Ribereau

Gayon, 1968 ; Boizot et Charpentier, 2006).

111.3. Teneur en flavonoides :

Les flavonoides représentent la grande classe des composants poly-phénoliques présents chez
les vegétaux ayant des effets bénéfiques sur la santé. Et comme la majorité des effets
pharmacologiques des plantes est dle a ces substances, un dosage des flavonoides des extraits

a été effectué pour estimer leurs teneurs.

L’étude quantitative des extraits brutes (écorces, feuilles, pépins) du Citrus reticulata au
moyen des dosages spectrophotométriques, selon la méthode de trichlorure d’aluminium

avaient pour objectif la détermination de la teneur totale des flavonoides.

Une courbe d’étalonnage a été tracée pour cet objectif, établie avec la catéchine a différentes
concentration. Des mesures de densité pour chaque fraction réalisées a 510 nm. La gamme

d’étalonnage de catéchine et présentée dans 1’annexe 4.

Les quantités des flavonoides correspondantes ont été rapportées en équivalent milligramme
de catéchine par gramme de matiere végétale séche (mg ECAT/gMS) et déterminés par
I’équation de type: y=a x + b (y = 0,5789x + 0,0055) avec R*de 0,9972 (annexe 5).

Les taux relatifs de flavonoides contenus dans les extraits sec du Citrus reticulata sont

representés dans la figure ci-dessous (figure 15).

Nos résultats ont montré que les teneurs en flavonoides des différentes parties du C. reticulata
(écorces, feuilles et pépins) sont estimées a 5,77+0,491mg ECAT/gMS ; 5,082+1,464mg
ECAT/gMS et 4,631+ 0,436 mg ECAT/gMS respectivement. Nous remarquons que la teneur

la plus élevée a été observée dans le cas des feuilles par rapport aux autres parties de 1’orange.
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Figure 15 : Teneur en flavonoides des écorces, feuilles et pépins du Citrus reticulata.

Toutes les valeurs sont exprimées par la moyenne des deux essais (n=2). Les résultats sont exprimés

en moyennes + ES, ECAT : équivalent de catéchine.

Peu d’¢études ont été réalisées pour I’évaluation des teneurs en flavonoides des feuilles de la
mandarine. Cependant, en comparant nos résultats a d’autres agrumes, comme la bigarade,
Thomson navel, Washington navel et I’orange portugaise qui ont enregistrés des taux de
I’ordre de (3,25+0,07 ; 2,67+0,05; 2,27+0,03 ; 1,35+0,02) mg ECAT/gMS respectivement
Lagha-Benamrouche et Madani, (2013), nous remarquons qu’ils sont largement

supérieures.

La teneur en flavonoides des écorces extraites de la mandarine de notre région est estimée a
5,770,491 mg ECAT/gMS, inférieure a celles rapportés par Justin et al., (2014) sur la
mandarine indienne (99 mg ECAT/gMS, 92,4 mg ECAT/gMS, 16,5 mg ECAT/gMS

respectivement), selon les variétés des solvants ; méthanol, éthanol et acétone.

Comparées a d’autres genre de Citrus, les teneurs en flavonoides renfermés dans 1’écorce du
fruit étudié, sont légerement inférieures a celle rapportées pour le citron vert (Citrus
aurantiofaulia) (7,83+2,66 mg ECAT/gMS) SekerKaratoprak et ses collaborateurs.
(2020).
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La teneur la plus faible a été enregistrée par les pépins avec une valeur de 4,631+0,436 mg
ECAT/g MS. Cependant, notre résultat reste supérieur par rapport a 1’étude d’autres agrumes
comme la bigarade. En effet, D’aprés 1’étude de Brixi Gormat et al., (2015), la concentration
des pépins de la bigarade algérienne (région de Tlemcen) en flavonoides des deux fractions
acétate d’éthyle et n-butanol est de 0,033£0,004 mg ECAT/gMS et 0,043+0,005 mg
ECAT/gMS respectivement, et celle de Moulehi et al., (2012) 1,31-1,50 mg ECAT/gMS pour
les pépins de la méme espeéce.

Le taux d’extraction des métabolites secondaires est influencé par plusieurs parameétres, a
savoir la partie de la plante utilisée, le solvant d’extraction tenant compte de la polarité, la
méthode et le temps d'extraction. La diversité des teneurs en flavonoides peut étre due aux
conditions environnementales (la lumiere, le climat, la saison, le soleil, la température), du
rapport échantillon/solvant ainsi que de la composition chimique et les caractéristiques
physiques des extraits. C’est ce qui ét¢ démontré dans les études de (Xu et al., (2008) ; El-
Haoud et al., (2018 ) et Yaqoob et al., (2020).

L’examen de ces résultats permet de mettre en évidence une corrélation entre la teneur des
extraits en flavonoides et en composés phénoliques. Ceci est logique étant donné que les

flavonoides représentent les composés majoritaires des polyphénols.

Beaucoup d'auteurs ont étudiés l'influence de différentes conditions d’extraction sur le profil
phénolique, ainsi que la composition chimique qui varie d’une espéce a 1’autre (Andzi Barhé

et FeuyaTchouya, 2015).

En effet, lors d'une étude sur I’écorce de mandarine, Safdar et al,. (2017) ont quantifié les
composés phénoliques totale par HPLC qui étaient estimés a 371,16 + 6,79 pg/g de poids sec,
parmi lesquelles I'acide férulique et I'hespéridine étaient les plus abondants (65,21+1,16,
92,94+1,23 ug/g PS respectivement). Comparant ces résultats avec ceux de Khan et al.,
(2010) qui ont enregistré un taux de 205,20 mg/100g et 70,30 mg/100g de poids frais,
respectivement en hespéridine et naringine dans les extraits de peau d'orange. Ces auteurs ont
déduit que la variance de ces composants bioactives influence 1’activité antioxydante qui varie

d’une espéce a une autre.

Cependant, la methode spectrométriqgue du dosage des flavonoides totaux sous-estime la

teneur réelle des flavonoides et cela peut étre expliqué par le fait que certains composés
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phénoliques peuvent ne pas réagir avec le trichlorure d’aluminium (AICl3) comme
I’hespéridine qui est présente en grande quantit¢ dans les écorces de 1’orange (124,489

mg/100g) de poids frais (Khan et al., 2010).

L’extraction des flavonoides au moyen des solvants consomme beaucoup de temps, ce qui
peut entrainer la dégradation de composés thermosensibles de méme qu’elle nécessite de
grandes quantités de solvant. En outre, dans les applications industrielles, 1’éthanol est moins
dangereux vis-a-vis a I’environnement, par rapport a d’autres solvants et le mieux adapté dans
le processus d’extraction des composés phénoliques y’compris les flavonoides (Yaqoob et
al., 2020). En effet, dans une étude connexe, SekerKaratoprak et al., (2020) ont étudié la
teneur en métabolites secondaires du citron vert (Citrus aurantifolia lime), en utilisant
différents solvants d’extraction ; 1’eau, méthanol et 1’éthanol a 70% dans les méme conditions
(24h-37°C). Différents teneurs en flavonoides ont été récupérées, la teneur la plus importante
a été récupérée dans 1’éthanol soit une moyenne de 7,83+2,66 mg ECAT/g d’extrait, alors que
celle traitée par I’cau et le méthanol est estimée a 6,52+0,77 ; 6,27+0,39 mg ECAT/g d’extrait

respectivement.

Ces résultats s’accordent avec ceux rapportés par Mahmoudi et al., (2013) sur la fleur
d’artichaut (Cynarascolymus.L), qui ont exhibés que 1’éthanol est le meilleur extracteur des
flavonoides par rapport a 1’acétone, méthanol et 1’eau soit d’un ordre de (25,75+0,32 ; 24,60 £
0,14 ; 21,08+1,20 ; 12,40+0,47) mg ECAT/g PS respectivement.

En fait, des études antérieurs ont montré que l'utilisation du méthanol produisait un rendement
élevé en phytochimie dagrumes, par contre la nature toxique de ce solvant pour notre
environnement ne soutient pas son utilisation dans les applications alimentaires (Yaqoob et
al., 2020).

De ce fait, I’éthanol et I’eau sont les plus privilégiés dans 1’extraction car ils ont I’avantage
d’étre moins chéres, non polluants, et non toxiques pour la sant¢ (Mahmoudi et al., 2013), ce
qui a justifier notre choix d’utiliser 1’éthanol comme solvant d’extraction dans la présente

etude.
IV. Evaluation de ’activité antioxydante par ’effet scavenger du radical DPPH :

Le test DPPH (2,2-diphenyl-1-picarylhydrazyl) est I’une des méthodes qui relient la quantité
des radicaux piégés a celles d’antioxydant. Le DPPH-e est largement utilisé¢ dans 1’analyse de

I’activité antioxydante vu qu’il est caractérisé par sa capacité a produire des radicaux libres
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stables due a la délocalisation des électrons libres au sein de la molécule. (Hartman et al.,
2007 ; Epifanoetal., 2007).

Afin de justifier ’utilisation des sous-produits de la mandarine dans la pharmacopée pour le
traitement des maladies liées a 1’oxydation, un test de DPPH a été élaboré pour I’ensemble

des extraits, pour évaluer I’activité antioxydante.

L’activité antiradicalaire des extraits de Citrus reticulata vis-a-vis du radical DPPH a été
évaluée spectrophotométriquement, en suivant la réduction de ce radical qui est menée d’un
virage de couleur, de la couleur violette a la couleur jaune mesurable a 515nm (annexe 7). La
cinétique de décoloration de ce radical a été suivie apres 1’addition de 50ul de chacune des

concentrations d’extrait ; écorce, feuilles, pépins et huile (Sanchez-Moreno et al., 1998).

Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes (figure 16) et (figure 17) du
pourcentage d’inhibition en fonction des différentes concentrations qui montrent que 1’activité

antiradicalaire est proportionnelle aux concentrations des extraits dans le milieu réactionnel.

%l % d'inhibition de I'A.A
100 -
80 y =0,8445x - 0,7322
R?=0,9993
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Figure 16 : Pourcentage d’inhibition de 1’acide ascorbique.
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Figure 17 : Pourcentages d’inhibitions des extraits brutes (écorces, feuilles, pépins) et de

I’huile essentielle du Citrus reticulata.

Les profils d’activité antiradicalaire obtenus révélent que tous les extraits possédent une
activité antiradicalaire a dose dépendante déduite graphiquement d’ICso (mg/ml) & partir de la
courbe des taux d’inhibitions (figurel7). Ce parametre est utilis€é pour estimer I’activité
antioxydante, qui détermine la concentration requise en extrait pour réduire 50% de 1’activité
du radical libre DPPH. Plus la valeur de I’IC50 est petite, plus ’activité antiradicalaire de
I’extrait est grande (Safdar et al., 2017 ; Li et Sun, 2017).
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L’extrait d’écorce posséde 1’effet scavenger le plus puissant parmi les quatre extraits étudiés
avec une valeur de ICso de 14,127 mg/ml, suivi par ’extrait de pépins de 14,308 mg/ml,
cependant, leurs potentielle antiradicalaire restent largement inférieur a celle de 1’acide
ascorbique qui est de (60,073 pg/ml) présentant ainsi une 1C50 la plus faible (figure 18). En
revanche, la concentration utilisée de I’huile essentielle et des feuilles n’était pas aussi
suffisante pour inhibé (50%) de 1’activité du radical DPPH présentant ainsi un faible potentiel
antiradicalaire et donc une faible activité antioxydante de l'ordre de (26%) et (24%)
respectivement vis-a-vis du radical DPPH par rapport aux autres extraits (écorces, pépins)
(figurel7). Ces résultats peuvent étre en corrélation avec la concentration d’extrait utilisée,
car plus la concentration en extrait est élevée, plus le taux d’inhibition est grand, plus
I’activit¢ antiradicalaire est importante (Kumaran et Joel Karunakaran, 2007 ;
AndziBarhé et FeuyaTchouya, 2015).
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Figure 18 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH des écorces et des pépins du

Citrus reticulata et de 1’acide ascorbique.

Comparant nos résultats & d’autres, ’activité antiradicalaire d’extrait d’écorce est plus
importante que celle repérée dans 1’étude de Safdar et al., (2017), qui ont indiqué un
potentiel antioxydant soit une moyenne (69,74+1,97% ; 61,37£1,63% ; 25,82+1,15%) dans
I’extrait éthanolique, et un effet scavenger plus important dans I’extrait méthanolique pour les
différents tests ; DPPH, Superoxyde, FRAP respectivement (72,83+1,12% ; 64,80+1,57% ;

27,67+1,91%). Il ressort de ces résultats également que la méthode de DPPH est la meilleure
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dans I’estimation du potentiel antiradicalaire auquel le radical DPPH se dissout facilement

dans le solvant (éthanol et méthanol).

Dans la méme investigation, il a été rapporté que la pulpe d'orange présentait une activité de
piégeage des radicaux puissante (69,31%), suivie par I’écorce de mandarine (68,57%), tandis
que I’écorce de citron avait la plus faible activité de piégeage des radicaux (46,98%) (Safdar
et al., 2017).

Al-Juhaimi et ses collaborateurs. (2014), dans leur étude menée sur 1’écorce d’agrumes, ont
rapporté un potentiel antioxydant modéré (46,98% ; 67,58% ; 68,57% ; 69,31%) pour le
citrons, oranges, mandarines et la pulpe d’oranges respectivement. Toutefois, le potentiel
antioxydant de la présente étude reste le meilleur (86%). Ce méme auteur a déduit que la
teneur en vitamine C contribue plus que les composés phénoliques a I'établissement du
pouvoir antioxydant des agrumes vu que les agrumes sont souvent appreciés en raison de leur
teneur élevee en vitamine C qui présente de multiples avantages pour la santé en prévenant et

en guérissant certaines maladies (Anuchapreeda et al., 2020).

Cependant, les résultats obtenus pour I’extrait des pépins sont moins importants que ceux
repérés dans 1’étude d’Oikeh et al., (2013) qui ont rapporté une valeur d’IC50 d'un extrait
éthanolique a 70% plus faible que la nétre pour les pépins d'orange douce (Citrus sinensis)
avec une moyenne de 0,18 mg/ml, et donc une forte activité de piégeage des radicaux.
Plusieurs études ont été consignées dans 1’évaluation de 1’activité antioxydante d’HE de

Citrus reticulata auxquels différents résultats ont éte obtenus.

(Bouzouita et al., (2008) dans leur étude ont justifié¢ que la variance des résultats de 1’activité
antioxydante des HEs pourrait étre liée a la teneur totale en composés phénoliques testée dans
certains espéce de citrus. Ces résultats sont en désaccord avec ceux de Guo et al., (2018) et
Lopez-Alarcon et Denicola, (2013) qui ont rapporté que ’activité antioxydante peut étre
affecter par la présence d’autres molécules que les composants phénoliques contenus dans les
HEs ou la synergie entre ceux-ci contribuent a I’activité antioxydante, a cause de la
biodiversité de la composition chimique d’HE dans I’espece elle-méme dans différentes
régions ainsi que les différents mécanismes d’actions des différents tests d’activité

antioxydante.

Fadhlillah et al., (2019), dans leur étude menée sur les feuilles de la mandarine, ont montré

une activité antiradicalaire puissante vis-a-vis du radical DPPH, et un potentiel antioxydant
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similaire que celui de 1’antioxydant standard (vitamine C) soit en moyenne de (61%) ce qui

est largement supérieur a celui de la présente étude (24%).

L’effet scavenger des feuilles détecté dans notre analyse, est plus faible comparé a celui de
certaines espéces du genre Citrus dans 1’étude de Lagha Benamrouche et Madani (2013) ;
qui ont donné de faibles concentrations inhibitrices soit en moyenne 0,604+0,211 ; 0,621+
0,242 ; 0,624+0,138; 0,641+£0,144 mg/ml d’extrait pour une variét¢ d’orange douce
(Portugaise, Thomson navel, Washington navel, Sanguinelli) respectivement.

Dans la méme approche, DO et ses collaborateurs. (2014) ont étudié 1’effet du solvant
d'extraction sur la teneur totale en composés phénoliques et sur 1’activité antioxydante, et ont
rapporté que 1’acétone a enregistré le meilleur taux d’extraction des composés phénoliques et
le meilleur potentiel antiradicalaire. Ils ressorts de ces résultats que la teneur en polyphénol
est proportionnelle a leurs activité antioxydante et que plus de 95% de la capacité
antioxydante des extraits est due aux composants phénoliques (Do et al., 2014 ; Ghafar et
al., 2010 ; Li et al., 2006 ; AndziBarhé et FeuyaTchouya, 2015).

L’activité antiradicalaire des extraits est donc relativement dépendante de la teneur en
polyphénols totaux et en flavonoides (Lagha Benamrouch et Madani, 2013). Cependant
I’extrait des feuilles qui représente la fraction la plus riche en polyphénols dans notre étude,
posséde un effet scavenger moins important par rapport aux autres extraits qui ont présenté
une faible teneur en composé phénoliques (écorces, pépins). Ce résultat peut étre expliqué par
le fait que les composants bioactifs contenus dans les feuilles possédent une faible
contribution a Dactivité antioxydante et que particulierement pour le test DPPH, les

flavanones sont exceptés d’avoir une faible participation (Khan et al., 2010).

De méme, le mécanisme de la réaction entre l’antioxydant et le DPPH dépend de la
conformation structurale de I’antioxydant ; ¢’est ce qui été rapporté dans 1’étude de Li et Sun,
(2017) qui ont exhibés que les polyphénols polymériques possedent une activité antioxydante
meilleure que les polyphénols oligomériques et que ses derniers agissent en tant qu'agents
donneurs d’hydrogéne ou d'électrons dans le milieu réactionnel (Ghafar et al., 2010 ; Huang
et al., 2005).

Enfin, Pactivité antioxydante ne peut pas étre mesurée directement en observant seulement
I'effet de la réactivité. Plusieurs facteurs affectent le potentiel antioxydant et la cinétique de

réduction, notamment la maturité de la plante ou du fruit, la matrice végétale, le solvant
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d’extraction ainsi que les conditions d’extraction (température et temps), la méthode
analytique utilisée, et le profil phénolique. Plus I’extrait est riche en composés phénoliques
contenant un nombre plus élevé en groupes hydroxyles, plus il possede une activité
antioxydante puissante (Li et al., 2006 Al-Juhaimi et al., 2014 ; Do et al., 2014;

AndziBarhé et FeuyaTchouya, 2015).
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De nos jours, I’utilisation des agrumes en phytothérapie a regu un grand intérét dans la

recherche biomédicale et devient aussi importante que la chimiothérapie.

Ce regain d’intérét vient d’une part du fait que les plantes du genre Citrus représentent une
source inépuisable de substances et de composés naturels bioactifs, et d’autre part du besoin
de la recherche d’une meilleure médication par une thérapie plus douce sans effets
secondaires. Les extraits naturels issus des agrumes contiennent une variété de composés

phénoliques et des huiles essentielles auxquelles on attribue des capacités antioxydantes.

L’objectif primordial assigné par cette étude englobe le méme contexte afin d’évaluer les
propriétés antioxydantes des extraits bruts éthanolique (écorces, feuilles, pépins) ainsi que
I’huile essentielle de Citrus reticulata, plante largement utilisée en médecine traditionnelle a

travers le monde.

Dans le premier volet, ’extraction et la détermination des rendements en extraits bruts a
montré une rentabilité importante en extrait éthanolique chez les trois parties étudiées de la
mandarine allant de 13,56%, 14,7% et 39,13% respectivement pour les extraits de pépins,
feuilles et les écorces. L’extraction de 1’huile essentielle par hydrodistillation a permis
d’obtenir un rendement plus faible de I’ordre de 1,20%, une densité de 0,78, un indice de
réfraction de 1,473 et des propriétés organoleptiques comparables a plusieurs études

antérieures révélant ainsi que notre huile essentielle est de bonne qualité.

Dans le deuxiéme volet, notre attention s’est accordée aux dosages des métabolites
secondaires. Les résultats obtenus nous ont révélé que les différents compartiments étudiés
(écorces, feuilles, pépins) respectivement constituent une source prometteuse en polyphénols
totaux (3,697 + 0,193, 4,95+0,169 et 0,6955 + 0,154mg EAG/gMS) et présentent des teneurs
en flavonoides de (5,77 £ 0,491, 15,082 + 1,464 et 4,631 + 0,436 mg ECAT/gMS).

La dernicre partie a été consacrée a 1’étude des propriétés antioxydantes de I’huile essentielle
et les extraits bruts de Citrus reticulata par la méthode DPPH. Les résultats obtenus ont réveélé
que les écorces et les pépins possedent le meilleur effet scavenger vis-a-vis du DPPH allant
jusqu'a 84,2% et 86,94% pour une concentration de 14,1274 mg/ml et 14,3083 mg/ml,
respectivement, alors que I’extrait de feuilles et I’huile essentielle extraite a partir des écorces,

ont enregistré une faible activité inhibitrice en inhibant 25% de 1’activité du DPPH.
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Ces résultats restent préliminaires et nécessitent des études complémentaires approfondies a
différents niveaux de 1’approche a travers une caractérisation fine et poussée sur d’autres
composés de Citrus reticulata par d’autres techniques, notamment une chromatographie en
phase gazeuse et une HPLC pour les extraits bruts et une GC-MS pour I’huile essentielle dans
le but d’exploiter le profil biochimique de ces derniers, afin d’établir une relation structure
activité. Les activités antioxydantes doivent étre évaluées par plusieurs tests dans d’autres
systemes in vitro (cellulaires et enzymatiques), tout comme in vivo (modele animal) pour
mieux cerner les interactions moléculaires de ces composés vis-a-vis de leurs cibles dans le

domaine pharmaceutique.

Dans les perspectives souhaités, il serait donc intéressent d’¢largir le panel des activités
biologiques notamment I’activité anti-inflammatoire in vitro et in vivo et pourquoi pas
d’autres tests biologiques : antitumorale, anti-infectieuse, antifongique, antibactérienne et
anti-analgésique, et de caractériser et isoler les principes actifs responsables a ces propriétés

pharmacologiques.
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Glossalre et annexes




Annexe 1 : Dosages des polyphénols et des flavonoides des extraits bruts de Citrus reticulata.

Les extrais bruts Ecorces Feuilles Pépins

Polyphénols mg EAG/g MS 3,69+0,19 4,95+ 0,169 0,69 £ 0,15

Flavonoides mg ECAT/g MS 5,77 £ 0,491 15,08 2 + 1,464 4,631 + 0,436

Annexe 2 : La gamme d'étalonnage d'acide gallique.

y=2,240x- 0,000
R*=0,999
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Annexe 3 : La courbe d'étalonnage d’acide gallique.



Annexe 4 : La gamme d'étalonnage du catéchine.

y =0,5789x + 0,0055
R?=0,9972
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Annexe 5 : La courbe d'étalonnage du catéchine.

Annexe 6 : 50% d’inhibition du radical libre DPPH des extraits bruts des écorces, feuilles et
pépins et I’huile essentielle du Citrus reticulata et de 1’acide ascorbique.

Ecorces Feuilles Pépins Huile essentielle
Echantillon

IC50des 14,12 126865,65 14,30 23222453
extraits
(mg/ml)

IC50 Acide
ascorbique 60

(Hg/ml)
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Annexe 7 : La gamme d'étalonnage de I’acide ascorbique.



Résumé :

Les sous-produits d’agrumes nécessitent d’étre valorisés du fait qu’ils représentent une source
prometteuse en composés phénoliques. L’objectif de notre travail est la valorisation des déchets
d’agrumes a travers I’identification phytochimique, dosage des polyphénols et flavonoides et
I’évaluation des propriétés antioxydantes de 1’huile essentielle et des extraits bruts (écorces, feuilles et
pépins) du Citrus reticulata de la région d’Ain Témouchent. Dans un premier temps, 1’extraction de
I’huile essentielle par hydrodistillation a donné un rendement de 1,20%, alors que les extraits bruts des
écorces, feuilles et pépins ont montré une rentabilité de 39,13%, 14,7%, 13,56%, respectivement. Ces
derniers, ont été soumis au criblage phytochimique par des méthodes standards qui ont révélé leurs
abondances en flavonoides et en alcaloides. A 1’issu du dosage, les taux obtenues en polyphénols
totaux sont de 3,697 + 0,193, 4,95 + 0,169 et 0,695 + 0,154 mg EAG/gMS, ces valeurs sont inferieurs
par rapport a celles des flavonoides qui sont de 5,77 + 0,491, 15,082 + 1,464 et 4,631 * 0,436 mg
ECAT/gMS respectivement pour les écorces, feuilles et pépins. L’évaluation de 1’activité antioxydante
par la méthode DPPH, a révélé des capacités antioxydantes chez tous les extraits ou les écorces et les
pépins ont montré un effet scavenger le plus important allant jusqu'a 84,2%, 86,94% pour une
concentration de 14,127 mg/ml et 14,308 mg/ml respectivement.

Mots clés : Citrus reticulata, huile essentielle, extraits bruts, composés phénoliques, activité
antioxydante, DPPH.

Abstract :

Citrus by-products need to be valorized as they represent a promising source of phenolic compounds.
The objective of our work is the valorization of citrus waste through phytochemical identification,
determination of polyphenols and flavonoids and the evaluation of the antioxidant properties of the
essential oil and raw extracts (peels, leaves and seeds) of Citrus reticulata from the region of Ain
Témouchent. Initially, the extraction of the essential oil by hydrodistillation gave a yield of 1.20%,
while the crude extracts of the peels, leaves and seeds showed a profitability of 39.13%, 14.7%,
13.56%, respectively. The latter were subjected to phytochemical screening using standard methods
which revealed their abundance of flavonoids and alkaloids. At the end of the assay, the levels
obtained in total polyphenols are 3.697 + 0.193, 4.95 + 0.169 and 0.695 + 0.154 mg EAG/gMS, these
values are lower than those of flavonoids which are 5.77 + 0.491, 15.082 + 1.464 and 4.631 + 0.436
mg ECAT/gMS respectively for peels, leaves and seeds. The evaluation of antioxidant activity by the
DPPH method, revealed antioxidant capacities in all extracts where the peel and seed showed the
highest scavenger effect of up to 84.2%, 86.94% for a concentration of 14.127 mg/ml and 14.308
mg/ml respectively.

Key words : Citrus reticulata, essential oil, crude extracts, phenolic compounds, antioxidant activity,
DPPH.
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