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Résumé

Les agrumes, tels que les oranges, trés consommeés au niveau mondial, représentent des
sources riches en magnésium, potassium, calcium et en antioxydants. Cependant, les sous-
produits de I’orange amére (bigarade, Citrus aurantium) utilisé comme un arbre ornemental
en Algérie, représentent une source riche en composés phénoliques, et peuvent étre considérés
comme une source précieuse d’ingrédients fonctionnels.

Dans cette optique, notre travail consiste a faire une étude phytochimique, & savoir le dosage
des polyphénols et des flavonoides ainsi que 1’évaluation de I’activité anti-oxydante des trois
extraits bruts (écorces, feuilles et pépins) et de 1’huile essentielle du Citrus aurantium.

Tout d’abord, les tests phytochimiques ont révélé la présence de différentes familles de
composés chimiques tels que les flavonoides, les tanins et les mucilages.

Ensuite, 1’évaluation quantitative des composés phénoliques a révélé que 1’extrait des écorces
(12,415 £ 0,27mg EAG/g MS) présente la teneur la plus élevée par rapport aux autres extraits,
alors que la teneur la plus élevé en flavonoides est présentée par 1’extrait des feuilles (13,67
+1,96 mg EAG/g MS).

D’autre part, I’extraction de I’huile essentielle par hydrodistillation a partir des écorces
fraiches du C. aurantium a donnée un rendement de 1,43+0,319% avec une densité de
0,705+0,05 et d’un indice de réfraction de 1,473.

L’¢évaluation du pouvoir antioxydant par la méthode de piégeage du radical libre DPPH des
trois extrais bruts et de I’huile essentielle a révélé que nos extraits avaient une activité anti-
oxydante différente. Cependant I’extrait des pépins posséde une meilleure activité (IC50 :
13,775 mg/ml) comparé aux autres extraits testés, mais reste moins actif que I’acide
ascorbique (1C50 = 0,060 mg/ml).

Mots clés : Citrus aurantium, huile essentielle, composés phénoliques, activité antioxydante,
DPPH.



Abstract

Citrus fruits, such as oranges, which are widely consumed worldwide, represent rich sources
of magnesium, potassium, calcium and antioxidants. However, the by-products of the bitter
orange (bigarade, Citrus aurantium) used as an ornamental tree in Algeria, represent a rich
source of phenolic compounds, and can be considered as a precious source of functional

ingredients.

In this perspective, our work consists in carrying out a phytochemical study, namely the
dosage of total phenols and flavonoids as well as the evaluation of the antioxidant activity of
the three crude extracts (peel, leaves and seeds) and oil essential of Citrus aurantium.

First of all, phytochemical tests revealed the presence of different families of chemical

compounds such as flavonoids, tannins and mucilages.

Then, the quantitative evaluation of the phenolic compounds revealed that peel extract
(12,415 £ 0,27 mg EAG/gMS) has the highest content compared to the other extracts, while
the highest content of flavonoids is presented by the leaf extract (13,67 £ 1,96 mg EAG / g
MS).

On the other hand, the extraction of essential oil by hydrodistillation from the fresh peel of C.
aurantium gave a yield of 1,43 + 0,319% with a density of 0,705 £+ 0,05 and an index of
refraction of 1,473.

The evaluation of the antioxidant power by the method of trapping the free radical DPPH of
the three crude extracts and of the essential oil revealed that our extracts had a different
antioxidant activity. However, seeds extract has better activity (IC50: 13,775 mg/ml)
compared to the other extracts tested, but remains less active than ascorbic acid (IC50: 0,060

mg / ml).

Keywords: Citrus aurantium, essential oil, phenolic compounds, antioxidant activity, DPPH,
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Introduction Générale

La nature est une source unique de structures d'une grande diversité phytochimique,
qui possedent des activités biologiques et des propriétés médicinales intéressantes (Saxena et
al. 2013). En effet, les produits naturels, notamment ceux d’origine végétale, ont toujours été
une source importante de molécules thérapeutiques (Adida et al.,2015), qui peuvent conduire

au développement de nouveaux médicaments (Azwanida, 2015).

Ainsi, la recherche de produits naturels représente un sujet de grand intérét ou le régne végétal
est la plus importante source de fourniture de nombreux agents tels que les antioxydants
(Kalt, 2001).

A cet égard, les polyphénols sont particulierement intéressants et sont actuellement
considérés comme des alicaments de part leurs propriétés antioxydantes. Il a été montré in
vitro que les polyphénols avaient des effets protecteurs sur des modeles de stress oxydatif
(Scalbert et al. 2000).

Les agrumes, qui représentent 1’une des récoltes de fruits les plus importantes dans le
monde (Lagha-benamrouche et al.,2017), tels que les oranges, les citrons, et les
pamplemousses (Rock et Fardet, 2014), sont une bonne source de glucides, de fibres
alimentaires, de vitamines, de minéraux et de composés phytochimiques biologiqguement
actifs tels que les caroténoides et les flavonoides, qui fournissent respectivement une activité

de provitamine A et des agents antioxydants naturels (Liu et al.,2012).

En effet, les flavonoides d'agrumes ont montré diverses bioactivités, y compris des activites
antioxydantes, anti-inflammatoires, anti-cancéreuses, antivirales et neuroprotectrices (Yi et
al., 2017). Cette capacité antioxydante peut étre explorée dans l'industrie alimentaire en
utilisant des plantes comme source d'antioxydants pour prévenir le rancissement et I'oxydation

des lipides (Lagha-Benamrouche et Madani, 2013).

Par ailleurs, des études ont montré que les sous-produits d'agrumes sont une source de
composés bioactifs (Sahraoui et al., 2011) tels que les composés phénoliques (Li et al.,
2006; Ortuno et al., 1995; Khan et al., 2010; He et al., 2011).

Environ 80% de la récolte dagrumes est utilisee par l'industrie du jus ; pendant le
processus d'extraction du jus d'agrumes, de grandes quantités de sous-produits (déchets) sont
produites (Moulehi et al., 2012). Ces déchets indésirables de la fabrication pourraient étre
recyclés en tant que compléments alimentaires, qui fournissent des fibres alimentaires et des

polyphénols (Rafiq et al., 2016).
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IIs sont constitués des écorces et des pepins (Moulehi et al.,2012), qui sont
généralement jetés comme déchets dans I'environnement et, peuvent constituer des ressources

nutraceutiques potentielles (Rafiq et al., 2016).

A cet egard, Nous nous sommes intéresses aux sous produits du bigaradier, arbre
ornemental, donnant de oranges ameres ou bigarades (Citrus aurantium), utilisées depuis

longtemps comme nutriments et dans le traitement de plusieurs maladies.

De ce fait, le but de ce travail est de déterminer les groupes phytochimiques présentes
dans les sous produits de la bigarade (écorces, feuilles, pépins) ainsi que 1’évaluation de leur
activité antioxydante et celle de 1’huile essentielle extraite a partir des écorces de la méme

espece.
Notre travail sera donc réparti comme suit :

» Extraction des composés phénoliques d’écorces, feuilles et pépins et de 1’huile essentielle.
» Tests phytochimiques des extraits bruts (écorces, feuilles et pépins).
> Analyse quantitative des composés phénoliques et des flavonoides.

> Evaluation de Pactivité anti-radicalaire  vis-a-vis du radical DPPH.
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I. Les agrumes

I.1. Origine et histoire

Le mot agrume provient du latin acrumen, qui désignait dans 1’antiquité des arbres a fruits
acides (Escartin, 2011 ; Millet, 2014).

Les agrumes, originaire d’Asie tropicale et subtropicale ont été disseminés au cours des
siecles dans différentes régions du monde (Aubert et al.,1997). Le premier agrume introduit
en Europe par Theophrastus en 310 avant J-C est le cédrat. Les oranges et les citrons ont été
importés par les romains de leur province comme un fruit couteux pour leurs banquets
(Bousbia, 2011).

La propagation des agrumes dans d'autres parties du monde a été lente, notamment en
Afrique du Nord et en Europe du Sud. La premiére introduction d'agrumes en Amérique a été
réalisée par des explorateurs espagnols et portugais (Liu et al., 2012), qui introduisirent un ou
plusieurs types d'oranges douces de qualité supérieure en Europe, probablement au 16eme
siécle (Moore, 2001).

Au début du 18eme siecle, les agrumes tels que les citrons et les oranges ameres furent
introduits dans la région mediterranéenne par les arabes, suite a leurs échanges commerciaux
a travers la route de la soie (Loussert, 1985; Arias et Ramon-Laca, 2005).

Le bigaradier (orange amére). est cultivé dans le sud de I’Europe, le littoral méditerranéen
et dans d’autres régions subtropicales notamment dans le sud de la France, I’ltalie, Espagne,

Tunisie, Algérie, Cote d’Ivoire, Haiti, Etats-Unis, Brésil, etc. (Ghédira et Goetz,2015 ).

1.2. Production dans le monde et en Algérie:

Selon les données du Département Américain de 1’Agriculture (USDA), la production
mondiale d’agrumes tous produits confondus s’éléve a plus 90 Mt pour la campagne
2016/2017 avec un TCAM de 1,2% durant la période 2007-2017 (Trabelsi, 2018).

La Chine est le premier producteur d’agrumes dans le monde avec une part de 34% et un
volume de 29,5 millions de tonnes, elle est suivie par le Brésil avec 22%, 1’Union européenne
arrive au 3éme rang suivi par le Mexique (6,7 millions de tonnes) et les Etats unis (4,6
millions de tonnes), le Maroc occupe le septiéme rang, suivi par la Turquie avec une part de
1,6%, quant a la Tunisie, sa part dans la production mondiale est de 0,7%.(Trabelsi,2018).

La production globale d’agrumes en Algérie pour la saison agricole 2018 a été estimée a
plus de 14 millions de quintaux (Mq), dont plus de 11 Mq d’oranges et 2,5 Mq de clémentine
et, enfin pres de 800.000 quintaux de citron (Kaidi ,2019).
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Les agrumes se trouvent dans les plaines irrigables : la plaine de la Mitidja (44 %), le
périmetre de la Mina et le Bas Chelif (14 %), le périmetre de Bouna Moussa et la plaine de
Safsaf (16%), la plaine de Habra de Mascara (25 %) (Kerboua, 2002). Le centre du pays
occupe 56% de cette surface d'agrumes, 30% se trouvent a l'est du pays, et 14% a I'Ouest
(houaoura, 2013). Les variétés d’oranges les plus cultivées sont la Thomson Navel et la
Washington Navel avec plus de 65% alors que le reste est cultivé en citron, clémentine,
mandarine et pamplemousse (Bensadok ,2018)

1.3. Données botaniques:

Les agrumes appartiennent a la famille des Rutacées et correspondent aux especes
exploitées chez les genres Citrus, Fortunella et Poncirus (Dongmo et al., 2002).
Le genre Citrus comprend environ 140 genres et 1300 espéces (, tels que Citrus sinensis
(Orange), Citrus paradisi (Pamplemousse), Citrus limon (Citron), Citrus reticulata
(mandarine), Citrus grandis (shaddock), Citrus aurantium (orange ameére), Citrus medica

(Citron) et Citrus aurantifolia (citron vert) (Kamal et al.,2011).

La classification des agrumes, d’aprés Guignard (2001) est comme suit :

Embranchement Spermaphytes.

Sous-embranchement  Angiospermes.

Classe Eudicotylédones.

Ordre Rutales.

Sous classe Rosidées.

Famille Rutaceae

Genre Poncirus, Fortunella, et Citrus



Synthese Bibliographique

I1. Généralités sur I’espéce étudiée: Citrus aurantium
11.1. Identification botanique:
Le bigaradier est un petit arbuste épineux, de croissance rapide, tres décoratif de 4 a5 m
de haut, avec des fleurs blanches parfumeées, qui produit I’orange amére: Citrus aurantium

(également appelé orange de Séville) (Fugh-Berman et Myers, 2004, Hadrich et al., 2008).

L’orange amére se distingue des oranges douces par son fruit a peau plus €paisse et plus

rugueuse et une pulpe acide et amére (Leroy, 1968) (figure 1).

e Leur feuilles sont vert .Et sont entiéres, elliptiques, persistantes (Ghédira et Goetz,
2015), elles ont une odeur faible et une saveur ameére, elles sont ovales, subaigués au
sommet, a pétiole articulé et plus ou moins ailé, les feuilles mesurent environ 8 cm de
longueur et 4 cm de largeur (Escartin, 2011).

e Les fleurs pouvant atteindre 25 mm, sont blanches et trés odorantes (Escartin, 2011).
Elles sont allongées, elliptiques, pédonculés (Ghédira et Goetz, 2015). possédent de 4
a 5 pétales imbriqués, et sont souvent recourbées vers ’arriére (Polese, 2008).

e Le fruit est rond parfois un peu aplati ou au contraire légérement ovale, avec une peau
un peu rigoureuse (Polese, 2008). En raison de son godt aigre et amer, il n'a pas été
utilise comme fruit comestible (He et al., 1997).

e Les graines sont de couleur blanchatre a verdatre pale, aplaties et angulaires, et sont

polyembryonnaires, (Polese, 2008).

Figurel : Fruit du bigaradier.
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D’aprés (Sidana et al., 2012 ) la position systématique de la bigarade est comme suite :

Embronchement Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Rosidae

ordre sapindales
famille Rutaceae

Genre Citrus

espece Citrus aurantium

11.2. Description morphologique :

Les citrus ont une organisation tres spéciale composée de deux parties morphologiques
distinctes: le péricarpe et I'endocarpe (pulpe) (Terol et al., 2010).
Les écorces de citrus sont subdivisées en épicarpe ou flavédo (surface périphérique colorée) et
mésocarpe ou albédo (Rafiq et al., 2016).

e [’¢épicarpe est la surface périphérique du fruit. Il est coloré par des pigments
caroténoides et représente 8 a 10% du fruit, Il contient de nombreuses glandes
sécrétrices d’essences aromatiques qui sont réparties de fagon irréguliere (M’HIRI,
2015).

e Un mésocarpe (ou albedo) est la couche intermédiaire douce et blanche de la peau
(Ramful et al., 2010). 1l forme avec I'épicarpe, le péricarpe ou peau du fruit (Bousbia,
2011).Des nombreux cellules parenchymateuses contiennent chacune un cristal
prismatique d’oxalate de calcium (Cerdagne, 2004).Elle constitue presque 12 a
13%(M’HIRI, 2015).

e la couche intérieure du fruit ou l'endocarpe, divisé en segments ou carpelles avec des

vésicules juteuses (Guimardaes et al., 2010).
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Figure2 : Les différents organes de bigarade.

1 - Flavedo (la surface périphérique orange de la peau ou de I'épicarpe); 2 — albédo (la
couche mediane blanche en fibres souples de la peau ou du mésocarpe); 3 - la couche
intérieure du fruit ou I'endocarpe, divisé en segments ou carpelles avec des vésicules juteuses;

4 -placenta. (Guimaraes et al., 2010).

11.3. Composition chimique :

L’écorce des oranges se compose principalement de la cellulose, 1’hémicellulose, de
substances pectiques, des pigments chlorophylliens et d'autres composés de faible poids
moléculaire comme le limonéne (Lu et al., 2009). Le limonene est considéré comme le
principal composé volatil de I'écorce d'orange amere et de son huile essentielle (Karoui et
Marzouk, 2013). L’écorce d'orange contient aussi de l'amidon, des fibres, des graisses et des
protéines (Rivas et al., 2008). Elle représente environ 30% de la masse des fruits et les
concentrations les plus élevées de flavonoides se produisent dans 1’écorce (Sawalha et al.,
2009).

Les feuilles sont trés riches en chlorophylles qui sont responsables de leur pigmentation
verte (Bejar et al., 2012), et sont une source importante de composés bioactifs, notamment
des antioxydants tels que l'acide ascorbique, les flavonoides et les composés phénoliques
(Aruoma, 1997 ; Kamran, 2009). Ils contiennent également des protéines, des minéraux et
d'autres nutriments intéressants (Ait Mohamed, 2006).

Quant aux pépins, ils sont riches en acides gras insaturés (Bocco et al., 1998).
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Tableau 1: La composition chimique et valeur nutritive de la bigarade
(Morton, 1987; Souci et al., 1994; Sidana et al., 2013).

Composant Bigarade
Minéraux, g 0,3
Carbohydrates, g 10,9
Fibre, g 0,3
Humidité, g 87,6
Protéine, ¢ 0,7
Gras, g 0,2
Vitamine Cmg 30
Caroténe (ng) 1104
Vitamine E (tocophérol) (ng) 320
Vitamine B9 (Ac. folique) (ng) 42
Vitamine B3 (nicotinamide) (ug) 300
Vitamine B5 (Ac.pantothénique) 240
Vitamine B6 (pyridoxine) 104
Vitamine B8 (biotine) (ug) 2,30
Thiamine (mcg) 100
Riboflavine (mcg) 40
Calories 37-66
Calcium (mg) 18-50
Fer (mg) 0.2
Phosphore (mg) 12
Vitamine A (mg) 290
Acide ascorbique (mg) 45-90
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11.4. Utilisation et effet thérapeutique:

Le fruit, les feuilles, les rameaux et la fleur du Citrus aurantium ont de nombreuses
applications alimentaires ainsi qu’en parfumerie (EL-Akhal, 2014). lls ont été utilisés en
médecine traditionnelle pour leur bioactivité intéressante tels que les soins de la peau ainsi
que leurs effets sédatifs, analgésiques, anti-arythmiques, stomacaux, anti-inflammatoires et
anti-rhumatismes (Hadjiakhoondi et Baligh, 2005; Fleming, 2001; Zargari, 1997).

Les feuilles de I'orange aigre sont utilisées pour abaisser la température d'une fievre qui

résulte d'un rhume, pour traiter les symptémes de la grippe (PAUL et al., 1995).

La bigarade est traditionnellement utilisée pour le traitement de I'insomnie, de I'anxiété
et de 1’épilepsie (Rahnama et al., 2015). Elle déclenche aussi la libération de noradrénaline
au niveau des récepteurs béta-3, favorisant ainsi la dégradation des graisses (Mohamed et al.,
2005).

Les fleurs du bigaradier sont utilisées dans le traitement des troubles neurologiques tels

que I'hystérie et la neurasthénie (Akhlaghi et al., 2011).

Les extraits d'orange amere sont utilisés comme compléments alimentaires depuis
environ 20 ans pour la gestion du poids, la production d'énergie et les performances sportives
(Stohs, 2017). Le jus du fruit est utilisé dans les salades pour un godt aigre et I'écorce est
utilisée dans la production de confiture (Ersus et Cam, 2007).

Certaines variétés donnent des huiles essentielles rentrant dans la fabrication des
parfums, et des savons, elles trouvent également un usage en aromathérapie, et comme

principal constituant des boissons gazeuses (Bousbia, 2011).

I11. Les huiles essentielles:
Les huiles essentielles des agrumes ont été reconnues comme une ressource importante

naturelle, en raison de leur large éventail d'activités biologiques. (Hosniet al., 2010).

111.1.Définition:

Les huiles essentielles sont des produits odorants, de composition géneralement assez
complexe dont les terpénes sont le plus souvent prédominants en nombre et en concentration,
renfermant les principes volatils, non miscibles a I’eau (Vaissiéreet al., 2019). D’ailleurs le
terme « huile essentielle » vient de leur propriété de se solubiliser dans les graisses, et 1’odeur

dégagée par la plante productrice (Chemat et al., 2013) .
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L’utilisation des huiles essentielles remonte aux plus anciennes civilisations, tout
d’abord dans 1’Orient et le moyen Orient et par la suite au nord de I’Afrique et en Europe
(Odoul, 2003).

Les huiles essentielles des plantes ont trouvé leur place dans différents domaine,
aromathérapie, pharmaceutique, parfumerie, cosmétique et dans la conservation des aliments.
Leur utilisation est liée a leurs larges spectres d’activités biologiques reconnues (Amarti,
2009).

Cependant, il reste difficile d’attribuer une seule définition au terme «huile essentielle»
car il en existe plusieurs (Alloun, 2013). Selon la pharmacopée européenne (2016), elle
désigne un produit obtenu a partir d’'une matiére premiere d’origine végétale, aprés séparation
de la phase aqueuse par des procédés physiques n’entrainant pas de changement significatif a
sa composition, 1’extraction se fait soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par des
procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe des plantes contenant des citrals, soit par

distillation.

I11.2.Caractéristiques et composition chimique :

Les HE sont liquides a température ambiante, volatiles, inflammables, odorantes, et leur

densité est généralement inférieure a 1 (Charpentier, 2008).

Les fruits d’agrumes ont des aromes différents parce qu’ils libérent de petites quantités
de composés volatils dans I’atmosphére. La quantité de ces substances augmente avec la
maturité des fruits et 1’¢lévation de la température de stockage. L’émission des substances
volatiles augmente aussi considérablement si la peau est blessée ou coupée, car se trouvent les

glandes oléiferes remplies d'huiles essentielles (Bousbia, 2011).

La composition chimique d’une huile essentielle peut varier en fonction du stade de
croissance, du climat et du patrimoine génétique de I’espéce (Orange Douce, 2016); Ainsi,
dans une méme plante, la composition chimique peut varier selon la nature de la plante et le
sol dans lequel la plante va croitre, le temps de récolte, la partie de la plante (feuille, fleur,

fruit, bois), la culture biologique et la méthode d’extraction, etc (Mattar, 2018).

Des études sur la composition chimique des huiles essentielles ont montré que ce sont
mélanges complexes et variables de constituants appartenant exclusivement a deux groupes
caractérises par des origines biogénétiques distinctes: les composes terpéniques tels que les

monoterpenes et terpenes sesquiterpéniques; et les composés aromatiques dérivés du

10
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phénylpropane, beaucoup moins fréquents comme 1’alcool cinnamique. Elles peuvent
également renfermer divers produits issus de processus dégradants mettant en jeu des
constituants non volatils comme les acides, alcools, aldéhydes, esters, etc (Bakkali et al.,
2008 ; Couic-Marinier et Lobstein, 2013).

Le limonéne comme étant le composé le plus abondant dans les huiles essentielles des
agrumes, au-dela de son odeur fruitée, il est réputé pour ses propriétés antiseptiques,
antivirales, sédatives et il est employé pour divers usages (Hamdani, 2018).

La composition de I’huile essentielle d’orange (Citrus aurautium) (tableau 2) varie
selon les différentes parties d’extraction d’huile. Leur composition comporte une large

proportion de Monoterpenes (Bendali et al., 2019).

Tableau 2 : composition des huiles essentielles du C. aurantium L. extraites de trois parties

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

Essence de Curagao (écorce) | Essence de Néroli (fleurs) Essence de Petit grain (feuilles)
constituant % constituant % constituant %
Linalool 29,14 Limonéne 94,67 Linalool 58,21
B- pinéne 19,08 Myrcene 2,00 a-terpineol 7,11
Limonene 12,04 Linalool 0,76 géranylacétate 4,49
Transf-ocimene | 6,06 B- pinéne 0,62 néryl  acétate | 2,18
E-farnésol 5,14 a- pinéne 0,53 transp-ocimeéne 4,08

111.3. Méthodes d’extractions des huiles essentielles des agrumes

La production des huiles essentielles dans les plantes est généralement, associée avec
la présence des structures spéciales sécrétrices: des cellules sécrétrices, des poiles sécréteurs,
des poches sécrétrices, des canaux sécréteurs et des trichomes glandulaires qui existant dans
toutes les partie aériennes de la plante (Abdelaziz; 2013).

La diversite et la complexité rend le choix d’obtention des huiles essentielles difficile.
La méthode ne doit pas conduire a une discrimination entre les composés polaires et apolaires,
ni induire de réactions biochimiques, de dégradations thermiques, d’oxydation, de réduction,
d’hydrolyse, de changement de pH ou entrainer une perte de composés volatils (Fernandez et
Cabrol-Bass, 2007).

11
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Cependant, Il existe différentes méthodes d’extractions des huiles essentielles

d’agrumes:
e Hydrodistillation :

L’hydrodistillation est la méthode la plus utilisée pour I’extraction des HE a partir
d’agrumes; Le principe de la méthode est celui de la distillation des mélanges binaires nom

miscibles (Chouitah, 2014).

Dans le processus d’hydrodistillation (Figure 3), la matiére végétale est immergée dans
I'eau (contenue dans un flacon) et suivi d’un condensateur, I’ensemble est porté a ébullition,
ce qui provoque la libération des huiles essentielles qui s'évaporent et coulent vers le

condensateur. (Gavahian et Farahnaky, 2018).
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Figure 3: Montage d'extraction par hydro-distillation
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e Extractions a vapeur d’eau:
La vapeur endommage la structure des cellules végétales et libére ainsi les molécules volatiles
qui sont ensuite entrainées vers le réfrigérant. Cette méthode apporte une amélioration de la
qualité de I’huile essentielle en minimisant les altérations hydrolytiques: le matériel végétal ne

baignant pas directement dans 1’eau bouillante (Franchomme et penoel, 1990).

e Extraction par expression a froid :
Le principe consiste a fondé des ruptures de péricarpes riches en huiles essentielles par un
moyen mécanique. L’huile essentielle ainsi libérée est entrainée par un courant d’eau. Une
émulsion constituée d’eau et d’essence se forme. L’essence est alors isolée par décantation

(Farhat, 2010).

12
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111.3.Mode d’action des huiles essentielles

L’huile essentielle est connue pour ses propriétés anti-infectieuses, analgésiques,
anesthésiantes, cicatrisantes, bactéricides et antiseptiques. Cependant, des données en relation
avec des expérimentations récentes ont montré que I’huile essentielle de la bigarade a un effet
sur les symptdmes de la ménopause, sur I’cedeme, effet antidiabétique et radio-
protecteur...etc (Ghédira et Goetz, 2015). En effet, ce sont des substances que les plantes
synthétisent pour se protéger et se défendre contre des bactéries, des virus, des champignons,
des insectes ou d’autre prédateurs, pour attirer tout ce qui peut servir a leur survie ou
reproduction, pour faciliter des réactions chimiques a I’intérieure d’elles ou pour améliorer

leur échange gazeux, hydrique ou nutritif (Bohning et Seigenthaler, 2008).

111.4. Toxicité:

Les huiles et les substances aromatiques ne présentent aucune toxicité si sont utilisées
sous contr6le médical et aux doses physiologiques. Les problemes toxiques peuvent
cependant apparaitre lors de confusion, de volonté suicidaire ou d’automédication irraisonnée.
D’autre part, certaines molécules aromatiques sont potentiellement tres toxiques et font 1’objet
d’interdiction ou de restriction que ce soit en pharmacie, en parfumerie, en ardmes

alimentaires, ou en nutraceutiques (Bouyahya et al., 2016).

Les essences d’agrumes sont toutes photo sensibilisantes, entrainant des réactions
épidermiques aprés exposition au soleil: comme les essences de citron, de mandarine, de
bergamote, de pamplemousse, d’orange douce ou encore d’orange amere (Couic-Marinier et

al., 2013).

Il est indispensable de tester une huile essentielle avant toute utilisation. Car plusieurs
facteurs jouent un réle dans sa dangerosité comme la teneur en molécules toxiques, la maniére
d’appliquer I’huile essentielle, le dosage ou encore la durée de I’application. Aussi, il convient
ne jamais appliquer une huile essentielle pure sur les muqueuses (nez, yeux...etc), ce type
d’application nécessite une dilution systématique de 1’huile essentielle (Chavanne,

2011;Muther, 2015).

13
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IV. Stress oxydatif, radicaux libres et systéme antioxydant:
IVV.1.Définition du stress oxydatif:

Le stress oxydant est communément défini comme un déséquilibre entre le systeme
oxydant et les capacités anti-oxydantes d’un organisme, d’une cellule ou d’un compartiment
cellulaire. La découverte d'espéces chimiques radicalaires présentes normalement dans
I'organisme a bouleversé la compréhension des mécanismes biologiques. Ces radicaux libres
sont produits par divers mécanismes physiologiques car ils sont utiles pour I'organisme a dose
raisonnable ; mais la production peut devenir excessive ou résulter de phénomenes toxiques
exogenes et l'organisme va devoir se protéger de ces excés par différents systemes
antioxydants (Favier, 2006).

IV.2.0rigine des radicaux libres:

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules qui possedent un ou plusieurs
électrons non appariés (électron célibataire) sur leur couche extréme, neutres ou chargées
formés par voie chimique, photochimique ou biologique. Ils sont trés instables, leur durée de
vie est généralement trés courte, les radicaux libres peuvent étre formeés par la perte ou le gain
d’électrons a partir d’un composé non radical, leur réactivité réside dans la recherche d’un
électron afin de réapparier leur électron célibataire; elle entraine la propagation du phénoméne

par création d’un nouveau radical (Tessier et Marconnet, 1995).

Ces radicaux libres sont formés le plus souvent par gain d’électron a partir de 1’0,
(Milane, 2004), qui est a l'origine de la formation des espéces réactives de 1’oxygéne
(Reactive Oxygen Species : ROS), incluant : I’anion superoxyde (O;"), le radical hydroxyl
(OH"), le monoxyde d’azote (NO°), peroxyl (ROQ"), mais également les composés non
radicalaires : I’hydroperoxyde (ROOH), peroxyde d’hydrogene (H20,), le dioxygéne singulet
(*O2)(Milane, 2004; Tessier et Marconnet, 1995)(figure 4).
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Figure4: Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de I'oxygene
impliqués en biologie (Favier, 2003).
Cependant, cette production de ROS peut étre amplifiée de facon excessive par
différents mécanismes physio-pathologiques (inflammation, activité sportive...) ou facteurs
environnementaux (tabac, alcool, médicament, rayons gamma ou ultra-violets...) (figure 5),

créant le deséquilibre de la balance prooxydant/antioxydant (Youn et al., 2014).
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Figure 5 : Facteurs intervenant dans I'équilibre de la balance anti/pro-oxydante(Bayr, 2005).
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IVV.3.Maladies liées au stress oxydatif :

Le stress oxydatif est généré par des situations de stress d’origine physiologique,
environnementale ou nutritionnelle. Il peut avoir des conséquences sur la qualité des produits

mais aussi sur la santé humaine et la santé des animaux (Durand et al., 2013).

Dans plusieurs maladies graves, notamment celles liées au vieillissement, le stress
oxydant est le facteur déclenchant originel; c’est le cas des cancers, des pathologies oculaires
(cataracte et dégénérescence maculaire) et des maladies neurodégénératives (ataxies, sclérose
latérale, maladie d’Alzheimer). Dans de nombreuses autres maladies, le stress oxydant est
secondaire a 1’établissement de la pathologie, mais participe a ses complications immunitaires
ou vasculaires. C’est le cas de maladies infectieuses comme le sida ou le choc septique, le

diabéte, la maladie de Parkinson ou I’insuffisance rénale (Favier, 2006 ; Perrotte, 2019).

Afin de se protéger contre ces pathologies, il est important de disposer de défenses
antioxydantes qui doivent nous étre apportées par une alimentation saine, particuliérement

riche en fruits et Iéegumes (Haleng et al., 2007) .
IVV.3.Les types d’antioxydants:

Un antioxydant est une espéce chimique plus ou moins complexe diminuant le stress
oxydant au sein de 1’organisme. Un antioxydant peut prévenir la synthése de radicaux libres
en inhibant I’initiation des chaines réactionnelles ou désactiver directement les ROS. Les
antioxydants peuvent étre classés selon leurs modes d’actions: systémes enzymatiques,
inhibiteurs d’enzymes oxydantes, chélateurs de métaux et piégeurs de radicaux libres

(Desmier, 2016).

Il est bien connu que les agrumes sont riches en antioxydants naturels tels que la
vitamine C et les caroténoides, ainsi que d’autres molécules bioactives tels que les acides

phénoligues, les flavonoides, etc (Rapisardaet al., 2008).

> Lavitamine C :

La vitamine C ou acide ascorbique est un nutriment trés abondant dans les légumes et
les fruits tels que les agrumes, la plupart des mammiféeres sont capables de la synthétiser dans
leur foie ou dans leurs reins, contrairement a I’homme qui doit I’assurer par I’alimentation. La

vitamine C (Figure 6) est I’antioxydant hydrosoluble majeur et un excellent piégeur des ROS.
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Elle inhibe également la peroxydation lipidique en régénérant la vitamine E a partir de la

forme radicalaire issue de sa réaction avec des radicaux lipidiques (Haleng et al., 2007).

O
HO ,{
Lo
HO LCHOFH
CTH-OFH

Figure 6:structure d'acide ascorbique (Saadi et al., 2013)

> Les caroténoides:

Les caroténoides sont des antioxydants qui piégent les radicaux libres en agissant
comme immunomodulateurs. Certains caroténoides ont aussi le potentiel d’agir comme
précurseurs de la vitamine A (Lafreniere, 2017), ce sont des pigments liposolubles,
responsables des couleurs jaune, rouge et orange des fruits et des légumes. (Dionne, 2002)

(Figure 7).

HO

Figure 7: structure chimique d'un caroténoide( Ptincemail et al.,1998).

> Les composés phénoliques:

Les composés phénoliques ou les polyphénols sont des métabolites secondaires
largement répandues dans le régne végétal, on les trouve dans tous les fruits et les légumes,
Plus de 8000 composés naturels appartiennent a cette famille (Boubkri, 2014). Certains ont
des avantages potentiels pour la santé, vu leur capacité antioxydante en raison de leurs

propriétés piégeuses de radicaux libres (Muanda, 2011).
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Les polyphénols posseédent plusieurs groupement phénoliques, avec ou non d’autres
fonctions (alcoolique (OH), carboxylique (COOH),...). Ces composés sont divises en classes
et présentent une grande diversité de structure en fonction du nombre et de la position des
groupements hydroxyles sur le squelette de base (un noyau benzénique)(Muanda, 2010).

Les principales classes des composes phénoliques sont : les acides phénoliques; les
flavonoides et les tanins:

a) Les acides phénoliques :

Les acides phénoliques sont des dérivés d’acides benzoiques et d’acides cinnamiques
(Rentzsch, 2009), les acides hydroxybenzoiques comprennent [’acide gallique, le p-
hydroxybenzoique, 1’acide catéchique, vanillique et syringique, qui ont une structure (Figure
8) commune (C6-C1). en revanche, les acides hydroxycinnamiques sont des composés
aromatiques d’une chaine latérale a trois atomes de carbones (C6 — C3), tels que la caféine,

d’acide férulique, les acides p-coumarique et sinapique (Balasundram et al., 2006).

R, R.
O
R Rz o
OH N
Rz OoH
Acide hydroxybenzoique Acide hydroxycinnamique

Figure 8: structure chimique des acides phénoliques ( Manach et al., 2004).

b) Les flavonoides:

Les flavonoides sont les composés polyphénoliques les plus abondants contenus dans
les végétaux. lls constituent des pigments responsables des colorations jaune, orange et rouge
de différents organes végétaux (Ghedira, 2005). Leur structure (Figure 08) comprend un
squelette composé de deux cycles aromatiques (A et B) porteurs de plusieurs fonctions phénol
et réunis par une chaine de trois atomes de carbone, ces derniers étant le plus souvent engagés
dans un hétérocycle avec un atome d’oxygene. La présence de plusieurs fonctions phénol
confére a ces composés des propriétés antioxydantes ou oxydantes, suivant la position des
phenols et le milieu ou la réaction prend place (Stoclet, 2011). Pour cela, Les flavonoides sont
des contributeurs majeurs dans 1’activité antioxydante présente dans les agrumes (Bohui et al,
2018).L’écorces et les graines d'agrumes sont trés riches en composés phénoliques, la peau est

riche en flavonoides que les graines(Sawalha et al., 2009).
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En fonction des particularites structurales (Figure 9), les flavonoides sont répartis en six
grandes classes: anthocyanes (baies, fruits rouges, vin) ; flavanols (fruits, cacao, thé, vin) ;
flavonols (oignons, brocolis, tomates, thé); flavones (tisanes, plantes aromatiques) ;

flavanones (agrumes) ; isoflavones (soja, Iégumineuses) (Morand, 2014).

Figure 9: Structure de base des flavonoides ( Erdman et al., 2007).

c) Lestannins:

Les tanins constituent le troisieme groupe important de composés phénoliques, ce sont
des métabolites secondaires des plantes, leur conférant une protection contre les prédateurs
(herbivores et insectes). lls se divisent en deux catégories selon leur structures: les tanins
hydrolysables (groupe principalement responsable des effets toxiques pouvant apparaitre lors
de la consommation de certaines plantes) et les tanins condensés (ils ne traversent pas la
barriere intestinale, ils sont donc beaucoup moins toxiques que les tanins hydrolysables
(Paolini, 2003).

IV.5. Activité antioxydante des Citrus :

Les Citrus sont des fruits largement consommes dans le monde. Sur le plan nutritionnel,
comme beaucoup de fruits, ils apportent des composés de nature organique et minérale

connus pour jouer un réle biologique primordial (Rock et Fardet, 2014).

En effet, la consommation fréquente des fruits et légumes est associée a un moindre
risque de cancer et de maladies cardiovasculaires(Liu et al., 2000, Bazzano et al., 2002), en
raison de leur forte activité antioxydante (Baratto et al., 2003, Katalinic et al., 2006) ainsi
que leur activité de piégeur puissant contre les radicaux libres (Kumaran et Karunakaran,
2007).
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En effet, Plus de 170 antioxydants provenant des agrumes ont été signalés dans la
littérature actuelle, y compris les vitamines, les éléments minéraux, les composés phénoliques,
terpénoides et pectine (Zhuo Zou et al., 2015). La nature chimique de ces composés,
minérale ou organique, permet de les classer en antioxydants indirects comme Cu, Zn, Se,
agissant comme cofacteurs d’enzymes antioxydantes ou en antioxydants directs comme
piégeurs d’espéces chimiques initiatrices et/ou présentant un pouvoir réducteur: vitamines

(A,B,C,E), polyphénols , caroténoides (Rock et Fardet, 2014).
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I.  Matériel végétal:
Le matériel végétal est constitué de 1’orange amére ou bigarade (Citrus aurantium), plus
précisément : les feuilles, les écorces et les pépins. La récolte a été faite manuellement dans la
région d’Ain-Témouchent, située dans le Nord Ouest Algérien, durant le mois de janvier

2020. Les fruits étaient bien murs et ne présentaient aucun signe de blessure ou d’infection.

Il.  Préparation des echantillons:

Les oranges améres récoltées ont été bien lavées a I’ecau du robinet, pour les débarrasser
de la poussiere puis sechés et épluchés, Les écorces étaient coupées en petits morceaux.

Les oranges ont été coupées ensuite pour faciliter I’extraction des pépins, qui ont étaient
lavés abondamment avec I’eau du robinet.

Les écorces et les pépins ainsi que les feuilles ont étaient mis dans 1’étuve a 40°C
pendant 24 heures. Une fois séchés (figure 10), ils ont été broyés a I’aide d’un mixeur
électrique pour obtenir des poudres fines. Ces dernieres ont été ensuite conservées
hermétiquement dans des bocaux en verre et stockeées a I’abri de la lumiére pour les
prochaines utilisations.

Les oranges améres destinées a 1’extraction de 1’huile essentielle, ont été soigneusement

épluchées, afin de récupérer la partie flavédo des écorces fraiches.

.y

Ecorces Feuilles Pépins

Figure 10 : écorces, feuilles et pépins aprés séchage (Photo originale).
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I1.1. Préparation des extraits: (extractions des composés phénoliques)

Apres une étude bibliographique sur les différents procédés et solvants d’extraction des

composés phénoliques, nous avons opté pour le protocole de M’hiri et al., (2014).
e Mode opératoire:

Une prise d’essai de 10g de poudre végetale (écorces, feuilles et pepins) est mise en
contact avec 1’éthanol/eau a 80%. En effet, 1’éthanol et le méthanol sont des solvants qui
donnent des taux élevés en composés phénoliques (Li et al., 2006). Cependant, nous avons
choisi 1’éthanol parce qu’il est plus respectueux pour I'environnement et donc plus utilisé dans
les applications industrielles (Bartnick et al., 2006).

L’ensemble est laissé macérer sous agitateur magnétique pendant 1h pour extraire le
maximum de molécules, a température de 35°C a I’abri de la lumiére afin d’éviter les
phénomeénes d’oxydation, L’agitation des particules dans le solvant permet leur maintien en
suspension et 1’homogénéité des milieux. En plus, l'extraction a lieu par pénétration du
solvant dans la cellule végétale, phénoméne provoquant leur gonflement et la rupture des
liaisons moléculaires de faible énergie. Les extractibles sont alors dissouts et diffusent
progressivement des cellules vers le solvant (Royer et al., 2010).

De chaque matiére végétale, nous avons préparé 3 essais, avec renouvellement du
solvant. En effet, trois extractions sont suffisantes pour obtenir plus de 95% de la teneur en
composés phénoliques (M’hiri, 2015).

Les trois solutions sont réunies et filtrées sous vide, puis évaporées a sec sous pression
réduite dans un rotavapor rotatif a une température de 40°C. Les résidus obtenus sont pesés et
récupérés sous forme solide dans des flacons en verre hermétiquement fermés, bien étiquetés

a I’abri de la lumiére et conserver au le réfrigerateur.

| ——

N B

(a) (b) (c)
Figurell:Les différents extraits d’écorces, feuilles et pépins (photo originale).

(a) : Extrait d’écorces; (b): extrait de feuille; (c): extrait de pepins.
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10g de poudre végétale (écorces, feuilles et
pépins) + 100ml d’éthanol a 80%

Macération pendant 1heur a
35°C

L’opération
se répéte trois Filtration sous vide
fois

Ajouter 100ml d’éthanol a
80% a la poudre

Evaporation a 40°C

!

Les résidus récupérés dans des flacons et réservés au réfrigérateur.

e Calcul du rendement:

Nous avons déterminé le rendement en extrait sec des trois parties du Citrus aurantium, en

calculant le rapport selon la formule suivante:

Rdt (%) = [(P1-P2)/P3]x100

P1: poids du ballon aprés évaporation;
P2: poids du ballon avant évaporation;
P3: poids de la matiére végétale initiale.
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11.2. L’extraction de I’huile essentielle:

Nous avons fait I’extraction de 1’huile essentielle a partir de 1’écorce fraiche du Citrus
aurantium. Pour cela nous avons utilisé des fruits fraichement récoltés, au niveau de la wilaya
d’Ain-Témouchent. Ces derniers ont été soigneusement lavés pour les débarrasser de la
poussiere, puis €pluchés a I’aide d’un couteau en évitant d’inclure I’albédo (la matiére

blanche de I’écorce), ensuite ils ont été coupés en petits morceaux.

La quantité des zestes frais obtenue est ensuite utilisée dans le but d’obtenir 1°huile

essentielle en vue d’évaluer son activité antioxydante.

e Protocole expérimentale:
L’extraction de I’huile essentielle du Citrus aurantium a été obtenue par la technique

d’hydrodistillation.

Des quantités de zestes du Citrus aurantium frais sont introduites dans un ballon
contenant de I’eau distillée porté a ébullition pendant 3h. Apres obtention de la premier goutte
d’huile essentielle, les vapeurs chargées de substances volatiles sont condensées dans un
réfrigérant et I’huile se sépare de I’eau par deux phases organiques, surnageant (huile

essentielle) et aqueuse par différence de densité.

L’huile essentielle extraite est conservée a une température de 4°C, dans des tubes en
verre, fermés hermétiquement pour les préserver de I’air et de la lumiére pour éviter la

dégradation des molécules.
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e Rendement en huile essentielle:

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids d’huile essentielle extraite
et le poids de la biomasse végétale utilisée (Foe et al., 2016)
Nous avons calculé le rendement en huile essentielle extraite a partir de 1’écorce du Citrus

aurantium selon la formule suivante:

Rdt (%) = (Pre/Pmy) X 100

e Pye: poids de I’huile essentielle récupérée (g).

e Pn,: poids de la matiere végétale (g).

11.2.1. Propriétés physicochimiques de I’huile
11.2.1.1. L’indice de réfraction:

L’indice de réfraction est considéré comme un critére de pureté d’une huile, Il varie en
fonction de la longueur d’onde de la lumiére incidente ainsi qu’en fonction de la température
a laquelle I’analyse se fait. Cet indice est proportionnel au poids moléculaire des acides gras
ainsi qu’a leur degré d’instauration (Novidzroet al., 2019).

L’indice de réfraction (Ng) consiste a déterminer le rapport entre le sinus de I’angle

d’incidence et le sinus de I’angle de réfraction d’un rayon lumineux de longueur d’onde

déterminée passant de I’air dans I’huile & une température constante (20°C), en utilisant le

réfractometre comme suit:

» Réglage du réfractométre en mesurant les indices de réfraction d’eau distillée a 20 °C.

= Quvrir le prisme secondaire et déposer quelles que gouttes de I’huile essentielle sur la
partie centrale du prisme principal, fermer ensuite le prisme secondaire.

= Attendre que la température soit stable, puis régler le réfractométre d’une maniére a obtenir
une moitié supérieure claire et une autre moitié inférieure sombre au niveau du cadran.

= effectuer la mesure. =

S Yol
=

Figure 13 : réfractométre (PCE instruments, 2020).
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11.2.1.2. Détermination de la densité:

La densité relative de I’H.E est définiec comme étant le rapport de la masse d’un certain
volume d’huile et la masse égale de volume d’eau distillée a 20°C (Boughendjioua
et Djeddi, 2017).

1. Tests phytochimiques:

L’examen phytochimique permet de détecter la présence ou ’absence des constituants

chimiques a partir d’extrait de plantes ou directement sur la poudre d’échantillon a analyser.

Les tests phytochimiques ont été réalisés sur les trois extraits (écorces, feuilles et

pépins) du Citrus aurantium.
Protocole :

e Flavonoides : Ajoutez a la solution d'extrait a tester, quelques copeaux de magnésium et
quelques gouttes d'acide chlorhydrique (HCI), I'apparition d'une coloration rose ou rouge
indique la presence de flavonoides.

e Tanins : La présence de tanins est démontrée en ajoutant a chaque extrait dilué (1/10), 1 a
2 gouttes de solution de FeCl; (0.1%), L'apparition d'une couleur vert foncé indique un
tanins catéchiques ou noir bleu indique la présence de tanins galliques (Karumi et al.,
2004).

e Saponosides: Ajoutez a 5 ml d’extrait un volume de 10ml d’eau distillée, agiter pendant
2mn, la présence des saponosides est confirmé par 1’apparition d’une mousse persistante
pendant 15 mn (Haddouchi et al., 2016).

e Stéroide: 2 ml d'anhydride d'acide acétique ont été ajoutés au résidu de chaque extrait
avec 2 ml de H,SO,. La couleur vert, bleu ou violet indique la présence de stéroides
(Justin et al., 2014).

e Terpénoides : 5 ml de chaque extrait ont été mélangés dans 2 ml de chloroforme. 3 ml de
H,SO, concentré ont ensuite été ajoutés pour former une couche. Une coloration
précipitée brun rougeatre a l'interface formée indique la présence de terpénoides (Justin et
al., 2014).

e Alcaloides: 1 ml de chaque extrait est pris en tubes avec 5 gouttes de réactif Wagner,

l'apparition de un précipité, révéle la présence d’alcaloides (Wagner, 1983).
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e Mucilages : Introduire 10 ml d’NaOH de ou MeOH dans un tube a essai contenant
I’extrait, I’obtention d’un précipité violet ou bleu indique la présence de mucilages (El-
Haoud et al., 2018).

e Quinones : La présence de quinones est confirmée par I’ajout de quelques gouttes de

NaOH 1/10 aux résidus, la couleur vire au jaune, rouge ou violet (El-Haoud et al., 2018).

IV. Dosage des composés phénoliques:

IV. 1. Dosage des phénols totaux

L’estimation quantitative des polyphénols totaux dans les trois extraits, écorces, feuilles
et pépins, du Citrus aurantium été réalisée a 1’aide du réactif Folin-Ciocalteu (Wong et al.,
2006).

e principe:

Ce dosage est basé sur la quantification de la concentration totale de groupements
hydroxyles présents dans chaque extrait. Le réactif est constitué par un mélange d’acide

phosphotungstique (H3PW1204O) et d’acide phosphomolybdique (H3PM012040). Il est réduit,

lors de I’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne.
La coloration produite, dont 1’absorption maximum est comprise entre 725 et 750 nm est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux. (Boizot et
Charpentier, 2006).

e Mode opératoire :

Une quantité de 100ul de chaque extrait (écorces, feuilles et pépins) est mélangée avec
2,5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu (10 fois dilué) et laissée réagir pendant 5 min. Aprés on
ajoute 2,5ml d’une solution saturée de Na,COs. Aprés une heure a 1’obscurité 1’absorbance est

mesurée a 725 nm (Wong et al., 2006).

Les résultats ont été exprimés en milligrammes équivalent d’acide gallique/gamme de
matiere végétale seche (mg EAG/g MS). Une courbe d’étalonnage réalisée a 1’aide de ’acide

gallique a différentes concentrations est faite dans les mémes conditions que les échantillons.
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IVV.2.Dosage des flavonoides:
e principe:

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode décrite par Kim et al., (2003).
C’est une meéthode colorimétrique au trichlorure d’aluminium et la soude. Le trichlorure
d’aluminium forme un complexe jaune avec les flavonoides et la soude forme un complexe de

couleur rose qui absorbe dans le visible a 510nm.

e Mise on ouvre pratique:

Une quantité de 100 pl de chaque extrait (écorces, feuilles, pépins) du Citrus aurantium
est mélangée avec 0,4 ml d’eau distillée, et 0,03 ml d’une solution de nitrate de sodium
NaNO, a 5% .Aprés 5 minutes, 0,02ml d’une solution d’ALCL3 a 10% est additionnée au
mélange. Aprés 5 minutes on additionne au mélange 0,2 ml de solution Na,CO3 (1M) et 0,25

ml d’eau distillée. Apres on agite I’aide d’un vortex et en mesure I’absorbance a 510nm.

La teneur en flavonoides est calculée a partir d’une courbe d’étalonnage réalisée par la

catéchine a différentes concentrations dans les mémes conditions que les échantillons.

Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent de catéchine par gramme de
matiére séche (mg ECAT/g MS).

V. Evaluation de I’activité antioxydante par le piégeage du radical libre DPPH

L’activité antioxydante des extraits d’écorce, feuille, pépins et I’huile essentielle a été

effectuée par le test DPPH.
e Principe:

Le DPPH (2,2- diphényl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre stable, de couleur
violacée, soluble dans le méthanol ou I'éthanol. Il absorbe dans le visible a une longueur
d'onde autour 515 nm en raison de la présence d'un électron non apparié. En présence d’un
antioxydant (donneur d'hydrogene), I'électron devient apparié et I’intensité d'absorption
diminue (Wollinger et al., 2016), se traduisant par la réduction du DPPH en 2,2-diphényl-1-
picryl-hydrazine de couleur jaune. En effet, une meilleure activité anti radicalaire est indiquée

par une faible absorbance (figure 14) (Milardovic, 2014).
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Cependant, les absorbances mesurées a 515 nm servent a calculer le pourcentage
d’inhibition du radical DPPH, qui est proportionnel au pouvoir antiradicalaire de nos
échantillons.

\_7 Ny oxidized
NN~ )—NO. + Antioxidant ——s + form of
; 7 antioxidant

0.0

T by T il T bei T 1
300 400 500 600 700 800 900

Wavelength (nm)

Figure 14 : Courbe de réaction entre le radical DPPH (violet) et un antioxydant donnant la
molécule DPPH neutralisée (orange).

e Mode opératoire:

Le protocole expérimental utilisé pour déterminer la capacité antioxydante a piéger le
radical DPPH et celui de SanchezMoreno, (1998).

La solution DPPH est préparée par la solubilisation de 2,4mg dans 100ml de méthanol
.Un volume de 50uL de différentes concentrations de chaque extrait (écorces, feuilles et
pépins) est ajouté a 1950uL de la solution méthanolique du DPPH fraichement préparé. Pour
chaque concentration un blanc est préparé. Concernant le contrble négatif, il est préparé en
parallele en mélangeant 50uL de méthanol avec 1950uL de la solution méthanolique de
DPPH.

Aprés incubation a I’obscurité pendant 30 min, a température ambiante, la lecture des

absorbances est effectué¢e a 515 nm a I’aide d’un spectrophotometre.

L’acide ascorbique a été utilis¢ comme contrdle positif.
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50 ul de différente concentration de chaque extrait

1950 pl solution méthanolique de DPPH

Incubation
pendant 30 min

Lecture et spectrophotometre a une longueur d'onde autour 515

e Expression des résultats:

Le calcul des pourcentages d’inhibition est déterminé par la formule suivante :

% d’inhibition = [(Abs controle — Abs échantillon)/ Abs contréle] x 100

e Calcul des IC50:

L’IC50 est la concentration d’extrait nécessaire pour 1’obtention de 50% de la forme
réduite du radical DPPH. Elle 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.
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Résultats et Discussions

I. Etude phytochimique
I.1.Les tests phytochimiques

Les tests phytochimiques est un ensemble de méthodes réalisées sur différents extraits
préparés a partir de matériel végétal réduit en poudre mettant en évidence la présence de
métabolites secondaires. Les méthodes de détection consistent en une précipitation ou une
coloration par des réactifs spécifiques. Ces tests ont permis de detecter les différentes familles

de composeés par des réactions de caractérisation.

Les résultats du screening phytochimique réalisé sur les trois extraits bruts du Citrus

aurantium (écorces, feuilles et pépins) sont mentionnés dans le tableau N°3 :

Flavonoides + + +
Tanins + - +

Saponosides - - -

Steroides - - +
Terpenoides - + -
Alcaloides - - -
Mucilages + + +
Quinones + - +

Nous remarquons que les trois extraits testés sont riches en flavonoides et en mucilages,

tandis que les tanins galliques sont surtout présents dans les écorces et les pépins.

La famille des stéroides est présente dans I’extrait des pépins et absente dans celui des
feuilles et écorces, contrairement aux terpenoides qui sont présents seulement dans les
feuilles, et les quinones dans les écorces et pépins. Par contre, les saponosides et les alcaloides

sont absents dans les trois extraits étudiés.

Nos résultats phytochimiques corroborent avec les travaux de Brixi Gormat et al. (2015)
qui ont montreé la présence des flavonoides, tanins et stérols et I’absence des saponosides dans
les pépins de I’orange ameére de la région de Tlemcen. En revanche, les résultats d’Arora et
Kaur (2013), ont montré la présence des alcaloides et les terpenoides et 1’absence des

quinones dans 1’écorce d’orange, ce qui est contradictoire avec nos résultats. Aussi, I’étude de
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Oulebsir-Mohandkaci et al., (2016) a montré la présence des tanins, des saponosides, des
flavonoides, des mucilages et I’absence de alcaloides dans les feuilles d’orange ameére dans la

région d'Annaba (Est de I'Algérie).

Les résultats de ces tests phytochimiques sont préliminaires et qualitatifs, ils nous
renseignent sur les phytoconstituants majoritaires présents dans les parties de I’orange amére.
Cette différence dans les résultats peut étre due a plusieurs facteurs tels que la nature du
solvant, la méthode d’extraction, la période de récolte ou aux facteurs génétiques, climatiques

et édaphiques de la région de la récolte (Lagha-benamrouche et al., 2017).

En effet, la composition chimique de I'ensemble des agrumes et de leurs sous-produits

peut varier en fonction de 1’écologie et du stade de maturation de ces derniers (Sun et al.,

2005; Huang et al., 2007)
1.2.Les rendements en extrait sec :

Les extractions des composés phénoliques dans les différentes parties du Citrus
aurantium, nous ont permis de calculer le rendement de chaque extrait : écorce, feuilles et
pépins.

Les taux de rendement de chaque partie analysée de I’orange ameére sont exprimés en
pourcentage (%) et sont illustrés dans la figure ci-dessous.

D’aprés les résultats, on observe que le rendement le plus élevé est celui de 1’écorce
(32,83+2,76) suivi par les feuilles (20,30 + 3,79) et enfin les pépins avec un faible rendement
(8,75 £ 0,91).

32,83

35 |
30 -
25 | 20,30
20

15 -

Rendement en %
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T

Ecorce Feuilles Pépins

10 -

Figurel5: Rendement des extraits secs d’écorces, feuilles et pépins du Citrus aurantium.
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Le taux de rendement d’écorce obtenu dans notre travail est supérieur a celui obtenu par
Muthiah et al., (2012), estimé a 22,12%, dans les régions de Maduraie en Inde, qui ont utiliser
I’éthanol comme solvant d’extraction. Cependant, notre résultat est presque similaire a celui
obtenu par Meziani et Saidoune, (2017) avec un pourcentage de 36% ; ces derniers ont utilisé
le méthanol comme solvant d’extraction. De méme, le rendement de 1’extrait des feuilles reste
presque similaire a celui de Muthiah et al.,(2012) avec un pourcentage de 17,5% pour la

méme espece.

Le taux de rendement d’extraction des pépins de la bigarade obtenu par Meziani et
Saidoune, (2017) réalisé par le méthanol (36,6%) dans la région de Bejaia est supérieur par

rapport a celui obtenu dans notre travail.

Toutefois, Il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie, car le
rendement n’est qu’une grandeur relative et semble étre lié & plusieurs facteurs tels la
méthode d’extraction choisie, le solvant utilisé et sa polarité, 1’origine géographique de la
plante étudiée ainsi que sa préparation (conservation, séchage et broyage) (Ghalem et al.,
2014). Cette présence peut étre expliquée par la différence des méthodes et des solvants
d’extraction utilisés, par des facteurs génétiques, climatiques et édaphiques de la région de la
récolte (Lagha-benamrouche et al., 2017). Par exemple, le séchage empéche la
dégradation des écorces d'agrumes mais il peut affecter le rendement d'extraction et les
composés phénoliques des citrus (Giannuzzo et al., 2003). Aussi, I'extraction au solvant
donne une récupération raisonnable, mais présente certains inconvénients, comme son
évaporation qui ajoute des codts supplémentaires et une possible perte de qualité (Li et al.,
2006).

1.3. Extraction et analyse de huile essentielle :

1.3.1. Caracteres organoleptiques :

L’huile essentielle extraite a partir des écorces fraiches du Citrus aurantium, par la
technique d’hydrodistillation, est d’un aspect liquide visqueux et limpide, ayant une
coloration transparente avec de fortes et persistantes odeurs caractéristiques, fraiches et

aromatiques.
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1.3.2 Rendement de I’huile essentielle:

Le résultat du rendement de 1’huile essentielle obtenu a partir des écorces est illustré

dans le tableau 4, Il est estimé par une moyenne de 1,43+0,31.

Par comparaison aux autres etudes qui ont été faites sur les huiles essentielles extraites a
partir de 1’écorce de la méme espéce du Citrus aurantium, le résultat obtenu 1,43% est
supérieur a ceux rapportés par Hosni et al. (2010) sur Citrus aurantium tunisien (1,24%), et
celui obtenu par Djenane, (2015) (0,60%) recolté en Algérie. Cependant, les résultats publiés
par Oulebsir-Mohandkaci et al., (2016) ont montré un rendement plus élevé en HE (9,1%)

extraite par hydrodistillation a partir des écorces fraiches de la bigarade.

L’ensemble des paramétres comme l'origine géographique, la méthode et la période
d’extraction de I’huile ainsi que la maturité¢ du fruit mais également I’organe de la plante
utilisée et le degré de fraicheur peuvent étre la cause de ces différents rendements (Djenane,
2015).

1.3.3. Etude physicochimique :
Afin de contrdler la qualité de I'huile essentielle étudiée, nous avons déterminé la

densité ainsi que I’indice de réfraction de cette huile (tableau 4) :

Tableau 4 : La Densité, I’indice de réfraction et le rendement en huile essentielle de I’écorce

de Citrus aurantium extraite par la méthode d’hydro-distillation.

Taux Rendement (%) Densité Indice de réfraction

Huile essentielle 1,43+0,319 0,705%0,05 1,473

= Ladensité:

On remarque que le résultat de la densité de I’HE obtenue 0,705+0,05 est inférieur a
celui de I’eau (1kg/L). On peut dire que I’huile essentielle de Citrus aurantium extraite a
partir des écorces fraiches est conforme aux normes internationales. Selon 1’association
Francaise de Normalisation, les HE appartenant aux genres Citrus doivent avoir une densité
maximale de 0,876 (Afnor, 2002). La densité est un critére trés important pour évaluer la

qualité et la naturalité d’une H.E dans différents domaines.
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e L’indice de Réfraction :

L’indice de réfraction de I’huile de notre échantillon est estimé a 1,473 ; ce résultat est
similaire a celui obtenu par Boukhennouf et al., (2019) de I’H.E des écorces de bigarade de la
région de Mascara (Ouest d’Algérie) (1,472). En outre, notre résultat se situe dans 1’intervalle
de I’indice de réfraction obtenus par Pradhan et al., (2019) a partir des huiles essentielles des
écorces des différents genre de Citrus (C. reticulata, C. maxima et C. jambhiri) qui oscillent
entre 1,48-1,49.

Ces résultats sont supérieurs a l'indice de réfraction de I'eau, qui est égale a 1,333. Cela
explique la capacité importante de I'huile essentielle Citrus aurantium pour réfléchir la

lumiere, ce qui permet leur utilisation dans des domaine différents (Metoui et al., 2015).
1.4. Teneurs en composes phéenoliques :

Le dosage des polyphénols totaux dans les trois extraits (écorces, feuilles et pépins) a
été réalisé par la méthode colorimétrique qui utilise le réactif de Folin-Ciocalteu. Une courbe
d’étalonnage réalisée a 1’aide de 1’acide gallique a différentes concentrations est réalisée dans
les mémes conditions que les échantillons (voir annexe 6). Les résultats sont exprimés en

milligrammes équivalent d’acide gallique/gamme de matiére végétale seche (mg EAG/g MS).

D’aprés les résultats obtenus dans les trois extraits du Citrus aurantium (figure 16), on
remarque que I’extrait d’écorce représente la teneur la plus élevée en polyphénols estimée a
12,415+0,27mg EAG/g MS suivi par les feuilles et les pépins avec des concentrations de
4,86+0,07mg EAG/g MS et 0,77+£0,01 mg EAG/g MS respectivement.
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Figure 16:Teneur en composés phénoliques des écorces, feuilles et pépins
Du Citrus .aurantium.
Toutes les valeurs sont exprimées par la moyenne des deux essais (n=2). Les résultats sont exprimés
en moyennes + ES, EAG : équivalent d’acide gallique.
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Les teneurs en composés phénoliques de 1’écorce du Citrus aurantium (31,62+0,88mg
GAE/g MS) cultivé en Algérie, déterminées par Lagha Benamrouche et Madani (2013) et
celles obtenues par Ghasemi et al., (2009) (223,2 mg EAG/g MS) pour la bigarade Iranienne
sont supérieurs par rapport a nos résultats. D’autres études réalisées sur les feuilles du Citrus
aurantium ont donné des taux de polyphénols plus élevés, de 1’ordre de 69,97+£1,67 mg
GAE/g MS (Khettal et al., 2017) et de (44,41 £ 0,49 mg GAE/g MS) (Benamrouche et
Madani, 2013).

En plus, Moulehi et al., (2012) ont trouvé des teneurs plus élevées en composés
phenoliques dans les pépins des oranges ameéres cultivés en Tunisie (1,35 mg GAE/g MS,
0,68mg GAE/g MS et 2,11 mg EGA/g MS) a différents stades de leur maturation (immature,

semi-mature et mature respectivement).

La différence entre les résultats obtenus et ceux des différents travaux peut étre liée aux
conditions de travail, les solvants et les méthodes d’extractions utilisées ainsi que la

température et la durée d’incubation.

En général, les solutions d'éthanol ou de méthanol contenant de I'eau, en particulier
celles constituées de 40 a 80% d'éthanol ou de méthanol, avaient une plus grande efficacité
dans I'extraction des composés polyphénoliques que I'eau ou I'éthanol pur ou le méthanol
(Suzuki et al., 2002).

En effet, la solubilité¢ des composés phénoliques est influencée par la polarité du
solvant, le degré de polymérisation des composés phénoliques, ainsi que l'interaction des
composes phénoliques avec d'autres constituants alimentaires et la formation de complexes
insolubles (Naczk et Shahidi, 2004).En plus, la présence de certains groupes chimiques
(acide ascorbique, acides organiques, sucres, amines aromatiques) peuvent également réagir

avec le réactif Folin—Ciocalteu (Ghafar et al., 2010).
1.5. Teneurs en flavonoides :

Les teneurs en flavonoides totaux des extraits d’écorce, feuilles et pépins, ont été
quantifiés par la méthode du trichlorure d’aluminium (AICI3) et du nitrite de sodium
(NaNOy). Une courbe d’étalonnage a été réalisée avec la catéchine, comme molécule de
référence, utilisée a différentes concentrations (voir annexe 9). La teneur en flavonoides
totaux est exprimée en milligramme équivalent de catéchine par gramme de matiere végétale
séche (mg ECAT/g MS).
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Selon les resultats présentés dans la figure 17, Les feuilles représentent la valeur la plus
élevé en flavonoides 13,67 +1,96 mg ECAT/g MS suivi par les pépins avec une concentration
de 10,68+2,88 mg ECAT/g MS et I’écorce en dernier avec une teneur faible de 8,12+0,39 mg
ECAT/g MS.
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Figure 17 : Teneur en flavonoides d’écorces, feuilles et pépins du Citrus aurantium.

Toutes les valeurs sont exprimées par la moyenne des deux essais (n=2). Les résultats sont exprimés
en moyennes + ES, ECAT : équivalent de catéchine.

En comparant nos résultats a d’autres travaux, nous remarquons que les teneurs en
flavonoides des feuilles des oranges améres de notre étude sont supérieures a ceux trouvée par
Al-Anbari et Hasan (2015) avec une valeur de 1,235 mg ECAT/g MS, aussi, Lagha-
Benamrouche et Madani (2013) ainsi que Khettal et al., (2017) ont trouvé des valeurs
inférieures (3,25 mg EQ/g MS et 5,08+0,40 mg QE/g MS respectivement).

Les teneurs des pépins de bigarade en flavonoides obtenues par Al- Anbari et Hasan,
(2015) (3,713 mg/g MS) (cultivé en Angleterre) ainsi que les valeurs de brixi gormat et al.,
(2015) pour l’orange ameére de la région de Tlemcen qui ont utilisé deux solvants
d’extractions acétate d’éthyle et n-butanol (0,033+0,004 mg CE/gMS et 0,043+0,005 mg

CE/g MS sont inférieures a par rapport a celles trouvées dans notre étude.

Cependant, I’extrait de I’écorce des oranges ameres de notre étude sont superieurs a
ceux de l’orange ameére de la région de Bejaia (1,17 = 0,01 mg CE/g MS) (Lagha-
Benamrouche et Madani, 2013).
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Plusieurs facteurs peuvent influencer les quantifications des flavonoides tels que la
variété, les conditions environnementales, le mode d'extraction des substrats, la conservation,
le degré de maturation des fruits et les facteurs génétiques (Rapisarda et al., 1999; Barberan
et Espin, 2001).

Plusieurs flavonoides comme la naringine, I'hespéridine et la néohespéridine sont
connus pour leur accumulation dans les especes de Citrus, et sont responsables du gout ameére

de la plante (Peterson et al., 2006).
1. L’activité antioxydante :

Il existe un certain nombre d'essais d'activité antioxydante dans la littérature avec
différentes méthodologies. Le test DPPH (2,2-diphenyl-1-picarylhydrazyl) est la méthode la
plus couramment utilisée pour déterminer l'activité antioxydante des matériaux naturels et
synthétiques car elle est rapide et simple (Akar et al., 2017).

Cette activité antiradicalaire est basée sur la réduction du radical 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl, suite a un transfert d’hydrogéne qui provient des différents antioxydants qui se
trouvent dans le milieu réactionnel se traduisant par le virage de la coloration violette vers la
coloration jaune mesurable a 515 nm (Hadbaoui, 2012).

Nous avons évaluer 1’activité antioxydante des différentes parties du Citrus aurantium a
savoir : les écorces, les feuilles, les pépins et ’huile essentielle extraite a partir des écorces
fraiches de la méme espece par cette méthode de DPPH afin de déterminer I’extrait ou la
partie de 1’orange la plus active ou l’acide ascorbique est utilis¢ comme molécule de

référence.

Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes représentées dans la figure 17 qui
montrent la variation du pourcentage d’inhibition en fonction des concentrations de nos

extraits (écorce, feuilles, pépins, huile essentielle).
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Figure 18:Pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction des différentes
concentrations des extraits du Citrus aurantium et de I’acide ascorbique.

A : extrait écorces, B : Extrait feuilles, C : Extrait pepins, D : Huile essentielle, E : Acide ascorbique.

D’apres les courbes illustrées précédemment, on remarque que le pourcentage
d’inhibition augmente avec I’augmentation de la concentration pour tous les extraits étudiés
(écorces, feuilles, pépins et I’huile essentielle). Il semble que I’activité antiradicalaire est
fortement dépendante des concentrations des extraits, Plus D’extrait est concentré, plus
I'activité est elevée. Autrement dit, le pourcentage d’inhibition du radical est proportionnel a

la concentration des différents extraits utilisés.
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L’activité antioxydante est tributaire de la mobilit¢ de I’atome d’hydrogene du
groupement hydroxyle des composés phénoliques de I’extrait. En présence d’un radical libre
DPPH®, I’atome H est transféré sur ce dernier pour le transformer en une molécule stable
DPPH, ceci provogue une diminution de la concentration du radical libre et egalement
I’absorbance au cours du temps de réaction jusqu’a 1’épuisement de 1’antioxydant donneur
d’hydrogene (Khoudali et al., 2 014), se traduisant par un phase constante qui s’accompagne
par la saturation des couches électroniques du radical (Bouyahya et al., 2017).

Nous remarquons que I’extrait des pépins présente le pourcentage d’inhibition le plus
¢levé estimé a 90,06%, suivi par ’extrait des feuilles, avec un pourcentage d’inhibition
de75,942% , ensuite 1’écorce 53,03% ,et enfin I’H.E avec un pourcentage d’inhibition de
33,04%, alors que I’acide ascorbique a montré une grande capacité a inhiber le radical DPPH

égale a 83,60 %.

L’étude réalisée par Lagha-Benamrouche et Madani, (2013) a montré que ’écorce de
bigarade présente un pourcentage d’inhibition du radical DPPH de 88% et celui des feuilles
est de 99,5%. Ces valeurs sont supérieures a nos résultats. En revanche, le pourcentage
d’inhibition obtenu de 24,36% par Meziani et Saidoune (2017) de I’extrait des pépins de la
région de Bejaia, est nettement inférieur a celui de la présente étude.

Ces différences s'expliqueraient par les différentes compositions chimiques des mémes
espéces d'agrumes dans différentes régions (Teneva et al., 2019).

e Détermination des IC50 :

Nous avons déterminé a partir des graphes la concentration correspondante a 50%
d’inhibition (IC50, concentration inhibitrice a 50%) pour chaque extrait, c'est-a-dire la
concentration requise pour piéger les radicaux DPPH a 50%, exprimeées en déviation standard
moyenne (Talukder et al., 2013). Plus la valeur de I’'IC50 est petite, plus I’activité
antiradicalaire de 1’extrait est grande. Les valeurs d’IC50 obtenues (Tableau 5) permettent de
classer la capacité de piégeage du radical DPPH par les extraits testés par rapport a I’acide

ascorbique et entre elles.
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Tableau5 : Valeurs des IC50des différents extraits et de 1’acide ascorbique.

Ecorces 51,41
Feuilles 15,029
Pépins 13,775
Acide ascorbique 0,060

D’aprés les valeurs des IC50 obtenues dans le tableau ci-dessus, nous remarquons que
I’extrait des pépins présente 1’IC50 la plus faible (13,775mg/ml), suivi par 1’extrait des
feuilles (15,029 mg/ml) ensuite 1’extrait des écorces (51,41 mg/ml). Cependant, 1’acide
ascorbique ayant 1’IC50 le plus faible, de 0,060 mg/ml, possede alors la plus grande activité

antiradicalaire comparativement aux autres extraits testés.

les travaux de Moulehi et al.,(2012) sur les pépins de 1’orange ameére ont révélé que
l'augmentation des activités antioxydantes des extraits polyphénoliques au cours de la

maturation pourrait étre liée a leurs teneurs élevées en kampférol, naringine et néohespéridine.

D’autres travaux réalisés sur 1’écorce du Citrus aurantium ont montré des valeurs
d’IC50 (1,9 mg/ml) (Ghasemi et al., 2009) et (0,19 mg / ml) (Jabrikaroui et Marzouk, 2013)

largement inférieures a celles dans notre analyse.

D’autre part la valeur IC50 pour I’extrait de feuilles reste supérieure a celle obtenue par
Muthiah et al., (2012) (0,14225 mg/ml), et par Khettal et al., (2017) (0,06844 mg/ml).

L’activité antiradicalaire de I’huile essentielle extraite a partir des écorces de 1’orange
ameére a révélé qu’a une concentration de 1500 mg/ml, le taux d’inhibition ne dépasse pas les
33%.

On constate que notre huile essentielle est moins active, ce qui est peut étre di a sa
composition chimique. Il a été rapporté que I’activité de piégeage des radicaux libres est
fortement influencée par la composition phénolique de 1’échantillon étudié. Cependant, les
huiles essentielles ne contenant pas de composés phénoliques, mais riches en monoterpenes

oxygenés ont des propriétés de pieger DPPH relativement importantes ( Zouari et al., 2011).

En plus, Plusieurs auteurs attestent que la composition chimique et l'activité
antioxydante des sous-produits d'agrumes peuvent varier en fonction du type de culture et du
stade de maturation (Castillo et al., 1993; Sun et al., 2005; Huang et al., 2007).

41



Conclusion et Perspectives



Conclusion et Perspectives

Ces derniéres années, la recherche s'est concentrée sur les plantes médicinales riches
en antioxydants naturels et peu colteux qui peuvent remplacer les additifs synthétiques qui

pourraient étre carcinogene et toxique.

La transformation des agrumes génere des sous-produits riches en composés

phenoliques et en huiles essentielles auxquelles on attribue des capacités antioxydantes.

Le présent travail, nous a permis de réaliser tout d’abord une étude phytochimique a
savoir, I’extraction des composés phénoliques et de I’huile essenticlle et analyse quantitative
des composés phénoliques, ensuite d’évaluer I’activité antioxydante des différents sous-

produits (écorces, pépins et feuilles) et de huile essentielle du C. aurantium.

A Tissu des résultats obtenus, 1’étude phytochimique des différentes parties de la
bigarade ont révélé leur richesse en métabolites secondaires tels que les flavonoides, les
tanins, mucilage et les quinones, qui représentent une source prometteuse de molécules
chimiques possédant des activités biologiques intéressantes. En outre, 1’écorce d’orange

ameére s’est révélé une bonne source en huile essentielle.

L’étude de ’activité antioxydante des extraits issus de 1’espéce Citrus aurantium par
la méthode de piégeage du radical libre DPPH a montré que ’extrait pépins possede la
meilleure activité anti-oxydante, mais qui reste néanmoins nettement inférieure a celle de
I’acide ascorbique. Cependant il s’agit des extraits bruts qui contiennent plusieurs composés,
qui une fois purifiés, peuvent donner une meilleure activité ; d’ou la nécessité d’approfondir

les recherches pour identifier et purifier ces constituants.

En revanche, I’utilisation des écorces, feuilles et pépins et leurs transformations en
produits bioactifs dans les industries est nécessaire pour préserver la santé de I’homme et pour

minimiser les phénomenes de pollution.
Il serait donc intéressant de :

e Réaliser d’autres extraits et fractions par des solvants avec différentes polarités pour
pouvoir extraire le maximum de composés bioactifs, et caractériser les principes actifs.
e Evaluer d’autres activités biologiques in vitro et in vivo, telles que 1’activité anti -

bactérienne, antifongique, anti-inflammatoire et anti- cancéreuse.
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Les annexes

Annexe 1 : Tableau de Rendement d’écorces, feuilles et pépins du Citrus aurantium.

Ecorces 35,6% 30,08% 32,8%
Feuilles 17,4% 18,9% 24.6%
Pépins 8,1% 9,4%

Annexe 2 : résultats des tests phytochimiques d’écorce de Citrus aurantium.

Annexe 3 : résultats des tests phytochimiques des feuilles de Citrus aurantium.
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Annexe 5: la gamme d'étalonnage d'acide gallique.
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Annexe 6: La courbe d'étalonnage de I'acide gallique.

Annexe 7 : dosages des polyphénols d’écorce, feuilles et pépins de citrus aurantium.

Annexe 8: la gamme d'étalonnage du catéchine.
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Annexe 9: la courbe d'étalonnage du catéchine.

Annexe 10 : gamme d’étalonnage d’acide ascorbique .
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) ) . Annexe 12 : extraction de I’huile essentielle par
Annexe 11 : résultat de réfractometre. Hydrodistillation.

Annexe 13 : La Densité, I’indice de réfraction et le rendement en huile essentielle de 1’écorce

de Citrus aurantium extraite par la méthode d’hydro-distillation.

1 1,66 0,754 1,473
2 1,75 0,760 1,474
3 1,38 0,690 1,473
4 0,93 0,620 1,472
Moyenne 1,43 0,705 1,473
Ecart type 0,3192961 0,0559017 0,00070711
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