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Résume

Ce travail a visé une étude générales sur les agrumes plus précisément la variété des orange douce citrus
sinensis qui est originaire de la méditerrané et des régions tropicales, c’est un arbuste fruitier a
importance économique et considéré comme une plantes médicinale a effet thérapeutique pour le
traitement des maladies cardiovasculaire , respiratoire , digestifs et psychologique vu sa richesse en
Glucides Acides organiques ,Vitamines ,Minéraux ,Oligoéléments ,Pigments ,Flore mésophile
,Substances aromatiques et Fibres.

Ses composés sont localisés dans plusieurs parties de la plantes dont les écorces qui sont riche en huiles
essentielle ; notre résultat d’extraction par la méthode d’hydrodistilation a révélé une quantité¢ de 0.48
ml d’huiles essentielle de 100 gramme des oranges douce.

En effet le résultat trouvé aprés le séchage d’une quantité des écorces fraiches des oranges douces a
montré un taux d’humidité (tenneur en eau) qui est 62.30%.

En outre, I’étude de 1’activité anti oxydante des écorces fraiches et séches a été faite par Bouhali Halima
en 2015 par le test du DPPH ; a démontré un pouvoir antioxydant avec un pourcentage d’inhibition de

11 +0.46% et 9.07 £0.0.06%0 pour les huiles essentielle du zeste frais et sec, respectivement.

Mots clés : agrume, citrus sinensis, huiles essentielle, activité anti-oxydantes.



Abstract

This work aimedat a general study on citrus fruits more precisely the variety of sweet orange
citrus sinensis which is native to the Mediterranean and tropical regions, itis a fruit shrub of
economic importance and considered as a medicinal plant with therapeutic effect for the
treatment of cardiovascular, respiratory, digestive and psychological diseases given its richness
in carbohydrates, organic acids, vitamins, minerals, trace elements, pigments, mesophilicflora,

aromatic substances and fibers.

Its compounds are located in several parts of the plant including the barkswhich are rich in
essential oils; our extraction result by the hydrodistilation method revealed an amount of 0.48ml

essential oil in 250 grams of sweet oranges.

Indeed the result found after drying a quantity of the fresh peels of the sweet oranges showed a
moisture content (water tenor) whichis 62.30%.

In addition, the study of the antioxidant activity of fresh and dry bark was carried out by Bouhali
Halima in 2015 using the DPPH test; demonstrated antioxidant power with a percentage
inhibition of 11 + 0.46% and 9.07 + 0.0.06% for the essential oils of the fresh and dry peel,
respectively.

Key words: citrus, citrus sinensis, essential oils, anti-oxidantactivity.
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Introduction

De nos jours, les agrumes sont les fruits les plus consommeés dans le monde. La production
mondiale des agrumes se situe autour de 66,4 millions de tonnes en 2010 avec une augmentation
de 14 % par rapport a celle enregistrée durant la période 1997- 1999. Et de 60 millions de tonnes
en 2000, dont 18 millions de tonnes produites par le Brésil a lui seul, suivi par la Floride avec
11 millions et le bassin méditerranéen avec 10 millions.(Loeillet, 2010). Le Maroc est I'un des
premiers producteurs d’agrumes. Il forme avec I’Espagne, Palestine et 1’Italie les principaux
pays exportateurs de la région mediterranéenne. (Zaouiet, 2010). En Algérie, Selon Aouane et
Ghezli (2001), a Tl’instar de D’arboriculture fruitiére, 1’agrumiculture occupe une place
primordiale et constitue 1’une des préoccupations majeures des décideurs au niveau du ministére
de I’agriculture algérien 55,000 ha de superficie sont productives en 2011 dont 56 % se situent

au centre du pays. (Houaoura 2013)

La production des agrumes dépend de 4 facteurs, les plus importants sont le matériel
végétal (porte-greffe,greffon) et le climat (température, pluie, humidité, vent...) ; d’ou « La
température est le facteur le plus important dans la date de manifestation des étapes de
développement de la flore » En Partant du fait que les hausses des rendements dépendent
fortement de bon déroulement des stades phénologiques tels que le débourrement et la floraison
(dont les fleurs constituent les organes les plus vulnérables aux fluctuations des températures et
des précipitations).

A T’heure présente, les plantes sont encore le premier réservoir des principes actifs utilisées en
plusieurs domaines (Fouché e tal., 2000). Notre choix s’est porté sur le ’espece végétale :
cistrus sinensis les extraits naturels des plantes contiennent une variété de composes (huiles
essentiels) auxquels sont attribuées diverses activités thérapeutiques. Certains d’entre eux sont
destinés au traitement des troubles liées au stress oxydatif et qui sont de plus en plus propagés
dans notre monde actuel.

Nous présentons dans ce mémoire une recherche sur les citrus sinensis : la morphologie,
distribution, la caractérisation physique, chimique ainsi que son réle dans le traitement des
stress oxydatif.
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Chapitre I : Les agrumes
I.1. Description morphologique

Les agrumes sont des fruits charnus de type baie avec un péricarpe structuré en trois parties
bien différenciées I’épicarpe (Flavédo), mésocarpe (Albédo) et I’endocarpe (pulpe). D un point
de vue botanique tous les fruits des citrus cultivés présentent la méme structure anatomique
(Ramful et al., 2010). La position taxonomique des agrumes d’aprés (JACQUEMEND et
BICOLLEL1986) se présente par la Classification de TANAKA :

Embranchement : Spermaphytes.
Sous/ embranchement : Angiospermes.
Classe : Eudicots
Ordre : Géraniales.
Famille : Rutaceae.
Sous / famille : Aurantoideae.
Tribu : Citreae.
Sous/ tribu : Citreneae.
Genre : Citrus.
I.2.Répartition géographique :
e Dans le monde

La production des agrumes est trés diversifiée avec 68 Mt d’oranges ; 29 Mt des petits
agrumes ; 14 Mt de citrons et de limes et 5 Mt de pomelos en 2009. (Loeillet, 2010). La
production mondiale des oranges est de 1’ordre de 66,4 millions de tonnes en 2010 ce qui
représente une hausse de 14 pour cent par rapport au volume enregistré pendant la période 1997-
1999. Et de 60 millions de tonnes en 2000, dont 18 millions de tonnes produites par le Brésil a
lui seul, suivi par la Floride avec 11 millions et le bassin méditerranéen avec 10 millions.
(Anonyme, 2012).

Les plus grands producteurs d'orange sont le Brésil, les Etats-Unis, la Chine, I'Espagne et le
Mexique, Inde, Iran, Italie, Egypte, Indonésie.
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o En Algérie

La culture des Citrus est localisée essentiellement dans les zones irrigables de la partie
Nord du pays, ou elle trouve la température clémente qui assure sa réussite. La plaine de la
Mitidja ; zone potentielle en agrumiculture, elle couvre une surface de : 36 219 ha en 2013 ce

qui représente environ 56,4% de la superficie agrumicole totale.
= Les variétés d’oranger cultivées en Algérie

Les variétés précoces, Thomson et Washington navel, qui nous viennent de la Californie
sont les plus cultivées, alors que 1’orange d’été Valencia-Late, commence a peine a étre connue.
Son extension n’est pas douteuse; elle arrive a une période ou les fruits de ce genre sont rares.

(Rebour, 2007). Le tableau suivant engendre quelques variétés cultivé en Algérie:

Sanguines (semi
Les Navel (précoce) Les blondes (tardive) précoce)
-Washington navel -Valencia Late -Sanguine
- Navelina -Salustiana -Sanguinelli
- Thomson navel -Shamouti -Double Fine
-Washington Bernard -Hamlin -Maltaise

Tableau 01 : Quelques variétés cultivées en Algérie (Anonyme, 2007)

1.3. Les exigences climatiques des agrumes
« Latempérature

Les agrumes sont considérés comme des arbres a climat chaud, néanmoins, les températures
minimales et maximales constituent un facteur limitant. Le zéro végétatif des agrumes est de
13°C. La température optimale de croissance serait de 25 a 26°C ; au-dela, I’activité décroit

pour s’arréter aux environs de 38 a 40°C (Loussert, 1989).
« Lapluviométrie

Selon le méme Auteur Les agrumes sont des arbres a feuilles persistantes a fort besoins en
eau qui varient entre 900 et1200mm par an. Ces besoins sont plus marqués notamment durant
le stade grossissement coincidant avec la période estivale, L’humidité de I’air : Selon le méme

Auteur La transpiration du végétal est élevée et ses besoins en eau augmentent. Cette faible
16



humidité de I’air peut étre amplifiée par des vents chauds desséchants pouvant provoquer des

brulures sur le feuillage et les fruits.
1.4. Les exigences édaphiques

Les agrumes possédent un systéeme racinaire important et exigeant des sols profonds. La
large gamme de porte-greffe disponible permet, avec un choix judicieux, d’implanter les
agrumes dans des sols trés variables en termes de pH, de texture et d’équilibre chimique. Les
sols dont le pH est compris entre 6 et 7 conviennent en général mieux. Sur le plan physique, il
y a lieu de retenir les terrains répondant aux critéres suivants :

Sol homogeéne et profond (1m au minimum).a drainage externe et interne
satisfaisant. (Loussert, 1989).Les portes greffes : En agrumiculture, le porte-greffe
joue un role déterminant dans la vitesse de croissance et la vigueur des arbres. En
effet, certains porte-greffes conférent aux variétés une croissance rapide tels que
le bigaradier, le Citrange 'Troyer' et le Rough lemon; et d’autres. (Anonyme,
1968). retenir les terrains répondant aux critéres suivants :

Sol meuble et aéré.

Sol a texture dominante grossiére : éviter les sols trop argileux ou battants (riches

en éléments fins).
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Chapitre Il : Citrus sinensis

Les Rutaceae comprennent plus de 700 espéces, en grande partie arborescente, appartenant
aux pays chauds. C’est une famille qui n’offre qu’un petit nombre de caractéres. La systématique
des Citrus et trés difficile a cause des croisements intergénétiques et interspécifiques qui
s’opposent facilement entre eux.

Il existe deux systemes principaux de classification pour le genre Citrus :

Celui Suingle qui ne comprennent que 16 espece et celui de TANAKA beaucoup plus précis
avec 156 especes.

Les principales especes cultivées du genre Citrus sont :
Citrus nobilislour :Mandarinier a gros fruits.

Citrus unichin(MAK) Marc : Mandarinier a Satsuma.
Citrus deliciosa Ter :Mandarinier commun.

Citrus reticulate blanc :Clémentinier.

Citrus grandis (L) OSB :Pamplenoussier.

Citrus paradis Macf :Pomelo.

Citrus limon :Citronnier.

Citrus limonia :Lime mandarine.

Citrus limetta:Limette.

Citrus limettoidestan :Limettier doux.

Citrus amantium L :Bigaradier.

Citrus sinensis (L) : Oranger.

I1.1. Taxonomie

Régne : Plantae

Sous regne: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordre: Sapindales
Famille: Rutacées

Sous famille :Aurantoideae
Tribu: Citreae
Sous-tribu: Citrinae

Espéce: Citrus sinesis
Genre: Citrus

18



11.2. Description botanique

o L’apparence : La forme et la croissance des arbres varient selon leur génétique et la matiere
dont ils sont implantés (soit par ensemencement des graines soit par greffage). Généralement,
les citronniers Citrus limon présentent de longues branches qui ont une croissance assez lente,
la forme typique chez Citrus sinensis (orange douce) tend a étre conique vers le somment et
rétrécie vers la base de 1’arbre. Avec un tronc droit ; les branches sont longues, compactes et
horizontales (Figure 01).
Chez les pamplemoussiers Citrus grandis, le tronc est large (0,5-0,75m de diametre) avec un
semis conique (PRALORON, 1971). Les arbres issus de graines tendent a avoir plus d’épines et

une croissance plus droite de branches que ceux issus a partir du greffage (ROBERTO, 1982).

Figure 01 : Arbre d’orange de Thomson navel. (La ferme pilote BELAIDOUNI, 2016)

o Les feuilles et les branches : Les feuilles sont simples, de 4 a 8 cm de longueur, unifoliées,
denses, avec des pétioles ailés et articulés. Elles sont oviformes, ovales ou elliptiques, avec un
aigu ou obtus, et contiennent des essences dans des poches, libres une fois écrasées (Figure
02). Les jeunes brindilles sont orientées vers le haut ; elles sont vertes, axillaires et unilatérales
tandis que les brindilles et les branches plus anciennes, sont de couleur terreuse (circulaire

dans la section transversale) et multilatérales (MACKEE, 1985).
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Figure 02 : feuilles et branches de d’orange douce.

o Les fleurs :Les fleurs ont entre 2 a 4 cm de diametre, axillaires, parfumées, simples souvent
parfaites (ayant les étamines et les pistils fonctionnels) et parfois staminées (comportant des
étamines tout en étant dépourvues de pistils), le calice est lobé, composé généralement de
cing pétales avec des glandes d’essences aromatique. Les étamines sont entre 20 et 40. Les
pétales sont de couleur blanc-rosatre, rose-violette, vers 1’extérieur chez le citron et rougeétre
chez les autres variétés d’agrumes (Figure 03). L’ovaire est sur monté d’un stigmate en
masse, composé de 8a 18 loculés (cavites), avec 4 a 8 ovules par loculé, dans deux rangées
(SOMON, 1987).

Figure 03: les fleures des oranges.

o Les fruits :Le genre Citrus comme toutes les plantes de la famille des rutaceaes, posséde un
fruit trés particulier, « Agrume » ou « Hespéride ».C’est une baie indéhiscente puisqu’il est
charnu, globuleux ou ovoidal et contient des pépins, mais la partie charnue trés juteuse a une
origine particuliere ; elle est due a la prolifération de poils succulents issus de I’endocarpe, c’est

la partie consommeée.
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La taille des fruits varie de 4cm de diametre pour le citron a plus de 25cm pour le pamplemousse
(STONE, 1970). L’endocarpe charnu est divisé en 7a 14 segments, séparés par des sepal minces
(cloison des segments). Chaque segment contient des pulpes (vésicules a jus) qui contiennent
un jus acide et parfois sucree. Le mésocarpe blanc a une consistance spongieuse qui couvre de

nombreuses glandes sécrétrices d’essence qui donnent son odeur particuliére a 1’orange

(PURSEGLOVE, 1974).

Les graines :Les graines sont blanches a verdatres, aplaties et angulaires. Elles sont généralement
polyembroyonique, signifiant que plusieurs embryons sont “ zygotiques” ( résultant de I'union
d’un gameéte male et d’'un gameéte femelle) ou « Nucellaire » (qui a rapport aux nucelles) .Les
embryons zygotiques sont issus de la pollinisation de I'ovaire, c’est-a-dire de la reproduction
sexuée, donc, leur qualité corticole ne soit pas toujours semblable avec celle de I'arbre parent,
tandis que les embryons nucellaires sont complétement issus de la plante mére et présentent
des caractéristiques tres similaires avec celle de I’arbre parent (MANNER , 2005).

Le systeme racinaire Chez les oranges :le systeme racinaire occupe plus de 70% de la taille
de I’arbre, les racines ont un pivot qui peut dépasser 2m au dessous de la surface, ces racines
fibreuses se prolonge généralement bien au-dela de la canopée (écran formé par la partie
supeérieure de la végétation du verger), (WALTER et SAM 2002).

I1.3.Composition chimique et valeur nutritive d’orange

L’orange contient de glucides (40% de saccharose), de la vitamine C, vitamines P, B1, B9, E,
provitamine A. Riche en calcium, riche en pectines, elle a un réle de régulateur du transit
intestinal. Elle contient une flore mésophile (levures et lactobacilles) indispensable pour une
bonne digestion (Bousbia, 2011) Les principaux composés de I’orange sont résumes dans le
Tableaun® 02.

Tableau 02 : Principaux composés de 1’orange (Anonyme, 2007)

Constituants Teneurs

Fructose et glucose

Glucides 8.5 a 12 % dans le fruit a maturité, représente par le saccharose (40 %).

Acides 1.2 %, surtout de 1’acide citrique et de 1’acide malique
organiques
Autres composes Lipides concentres dans les pépins peu de protéines

Energétiques
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Vitamines Teneur élevée en vitamine C (40 a 80 mg pour 100g). Vitamines
hydrosolubles qui sont toutes des vitamines du groupe B (B1 et B9, en
particulier), vitamine A (0.05 a 0.2 mg pour 100g), vitamine E (0.24mg pour
100g).
Minéraux Calcium, Magnésium, Potassium et Phosphore

Oligoéléments

Fer, Cuivre, Zinc, Manganése, Nickel, lode, trace de Bore et de Sélénium
Fibres

Fibres

Une teneur de 2.4 % en moyenne, elles ont I’originalité d’étre riches en

pectine (environ 50 %)

Flore mésophile

Levures et lactobacilles indispensables & sa bonne digestion

Substances

aromatiques

Ce sont des composés complexes caractéristiques de ce fruit (aldéhydes,

esters), des essences odorantes

Pigments

Donnent a la pulpe sa couleur plus ou moins marquée jaune orange pour les
lavonoides et les caroténoides, jaune pour les xanthophylles, rouge ou rouge

violace pour les anthocyanes

Composition chimique des écorces : La composition chimique des écorces d’agrumes est

sujette a des variations sous ’influence de divers facteurs et notamment la variété. De plus,

dans une méme variété, la teneur en divers composés dépend des facteurs climatiques et

environnementaux).

Les écorces d’agrumes présentent des teneurs élevées en eau (variant de 2,97-3,79 g/g bs), soit
60% a 75% en base humide) et en sucres solubles (6,52-47,81 g/100g bs). De ce fait, c’est un

coproduit hautement périssable qui fermente et présente un développement des moisissures

(Ferhat et al., 2011;Kammoun et al ., 2011). De plus, ce coproduit est riche en protéines (1,79-

9,06 g/100g bs) et en minéraux (2,52-10,03 g/100 bs) alors que les lipides sont tres peu
abondants (de 0,48 jusqu’a 4 g/100g bs).
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Les écorces sont particulierement riches en composés digestibles et offrent de nombreuses
possibilités d’utilisation pour I’alimentation fonctionnelle humaine et animale ainsi qu’en tant
que complément alimentaire (Bampidis & Robinson, 2006). L utilisation des écorces fraiches
en alimentation pour bétail est limitée a cause des maladies que peut provoquer la
consommation de ce produit (mycotoxicose, para kératose du rumen) (Duoss-Jennings et al .,
2013).Les écorces d’agrumes sont une source importante d’essences odorantes et d’huiles
essentielles de 0,6 a 1% (Oreopoulou et al ., 2007;Yeoh et al., 2008 ; Hosni et al., 2010 ;Farhat
et al., 2011). Les écorces contiennent aussi des pigments, essentiellement des caroténoides
(0,01-0,20 g/100g bs) mais aussi des anthocyanes (dans le cas des oranges Sanguines).

D’autre part, plusieurs études montrent que les €écorces d’agrumes contiennent aussi des
composés biologiquement actifs comme la vitamine C (0,109-1,150 g/100g bs) (Goulas et
al.,2012 ; Barros et al., 2012) et les fibres alimentaires (6,30-82,69 g/100g bs) (Ghasemi et
al.,2009 ; Magda et al ., 2008). Les écorces d’agrumes sont aussi riches en composés
phénoliques (0,67-22,32 g/100g bs).

e LesPigments: La couleur verte des oranges immatures est due aux chlorophylles. Au cours
de la maturité, la couleur de I’épicarpe ou flavédo vire du vert au jaune orangé. Ce virage
résulte de la dégradation des chlorophylles et I’augmentation de la synthése des caroténoides
associée a la disparition des chloroplastes et la formation des chromoplastes (Meléndez-
Martinez, 2007). Ainsi, la couleur des écorces et de la pulpe de la plupart des oranges
matures est due aux pigments caroténoides. La couleur de certaines variétés appelées orange
sanguines telles que 1‘orange Maltaise est due aux caroténoides et aux anthocyanes. Une
alimentation riche en caroténoides peut diminuer le risque du cancer, la dégénérescence
musculaire, les dommages de la peau induits par les bralures du soleil et les maladies
cardiovasculaires (Aust et al., 2001;

Wang et al .,2008).

Huiles essentielles : Les écorces d’oranges sont riches en huiles essentielles qui sont localisées
dans des glandes situées dans le flavédo. Ces huiles essentielles sont extraites a partir des
écorces par une simple pression a froid ou bien simultanément avec I'extraction du jus. En
effet, les huiles essentielles d’oranges peuvent étre extraites a froid. Ces huiles sont ensuite
entrainées par un courant d’eau froide. Une émulsion constituée d’eau et d’huile se forme
(Dugo et al., 1997; Oreopoulou et al., 2007 ; Yeoh et al., 2008; Sahraoui et al., 2011). Les huiles

essentielles des écorces d’oranges peuvent aussi étre extraites par la distillation a la vapeur
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ou I’hydro-distillation (Gamiz-Garcia &Luque de Castro, 2000 ; Gamarra et al., 2006) et par des
solvants organiques (Lin et a/.,2010).

Les Fibres : Les écorces d’agrumes sont riches en fibres (13,9-78,66 g/100g bs) et surtout en
fibres hydrosolubles (pectines). En effet, les teneurs en pectine varient selon la variété
d’agrumes : 2,58-3,73% pour la mandarine, 6,52-13,00% pour le citron et 0,22-23,02% pour
les oranges . Les écorces d’agrumes contiennent aussi des fibres insolubles (I’hémicellulose, la
cellulose et la lignine). Les teneurs en lignine sont de 1’ordre de 7,52% pour les oranges et de
13,54% pour la mandarine (Kratchanova et al., 2004; Liu et al., 2006; Marin et al., 2007; Wang
et al., 2008), alors que pour la cellulose, c’est I’orange qui a la teneur la plus €élevée par rapport
a la Mandarine et au citron respectivement 30,53% et 23,06%.

Les Minéraux: Les écorces d’agrumes sont riches en minéraux majeurs (Ca, Mg, K, Na) et
quelques minéraux mineurs (Zn, Fer, Cu). Ces teneurs varient selon la variété considérée
d’agrumes. Selon Kammoun et al. (2011) les oranges Maltaise sont riches surtout en calcium
(1201,21 mg/100g bs) et en potassium (220,40 mg/100g bs) alors que les mandarines sont,
essentiellement, riches en potassium (641-831 mg/100g bs) (Xu et al., 2008). Concernant les
éléments mineurs, on remarque que les oranges « Maltaise » contiennent des concentrations
appreéciables en zinc, en cuivre et en fer (1,86; 1,13; 1,58 mg/100g bs) par rapport & la mandarine
qui en contient respectivement 0,42; 0,31; 2,67 mg/100g .

11.4.Utilisation et effets thérapeutiques des oranges

De nombreuses études ont montré que les especes du genre Citrus sont riches en principes actifs
tels que les composeés phénoliques et les flavonoides, utilisés a des fins thérapeutiques ou dans
les domaines cosmétiques ou alimentaires (Kahkonen et al., 1999 ; Shahaib et al., 2011).

La saveur ameére et aromatiques de la pulpe d’orange amére ouvre I’appétit et facilite la

digestion (Touscher et al., 2005).

= La pulpe d’orange fraiche est utilisée pour traiter les maladies de la peau : I'acné,
soins de visage. (Valnet, 2001).

= e citron a été utilisé contre I'insomnie, I'asthme et dissoudre des cristaux rénaux
(Okwu and Emenik, 2006).

= Stimulation de I'appétit (zestes) (Santo et al., 2011; Karimi et al., 2012).

= Activité anti-microbienne, anti-inflammatoire, anti-oxydante, anticancéreuse (Del-rio
et al., 2004).

= Abaissement de la pression artérielle, traiter I'obésité (Ramful et al., 2011).
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11.5. Description morphologique

Les fruits des principales especes et variétés cultivées du genre Citrus different par leur
coloration, leur forme, leur calibre, la composition de leur jus et leur époque de maturité.
Cependant, tous les fruits des Citrus cultivés présentent la méme structure anatomique présentée
dans (la figure 04 Ramful Et Al., 2010). D’un point de vue botanique, les agrumes sont des
fruits charnus de type baie avec un péricarpe structuré en trois parties bien différenciées :
I’épicarpe appelé flavédo, le mésocarpe appelé albédo et I’endocarpe (pulpe). L’épicarpe est la
surface périphérique du fruit. Il est coloré par des pigments caroténoides étre présente 8 a 10%
du fruit. Il contient de nombreuses glandes sécrétrices d’essences aromatiques qui sont réparties

de fagon irréguliére.

[ (5] e

Epicarpe (Flavédo)

,\1&‘\(’(;[“\. (A lh\,'ll”)>—- l’(‘lic-qu‘

Endocarpe

Pépin (Graine)

Loge Carpellaire

Figure 04 : Schéma détaillant la structure du péricarpe de I’orange D’aprés Huet,

Ces glandes sont des poches bordées par plusieurs assises de cellules sécrétrices dont la
formation fait intervenir des cellules épidermiques et des nodules méristématiques Superficiels.
Le meésocarpe est la couche intérieure blanchatre, de structure spongieuse, plus ou moins épaisse
par rapport a la taille du fruit, elle peut constituer 12 a 30% du fruit. Elle est intimement associée
a I’épicarpe avec lequel elle forme ce qu’il est convenu d’appeler les écorces d’agrumes.
L’endocarpe est la partie comestible d’agrumes. Il est constitué d’une fine membrane qui tapisse

les nombreuses loges carpellaires.
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Du c6té interne, cette membrane porte des poils succulents dont I’ensemble forme la partie
comestible ou pulpe renfermant les graines ou pépins (Huet, 1991;Albagnac, 2002 ; Bennici et
al., 2004 ; Ramful et al., 2010)
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Chapitre 111 : les huiles essentielles

111.1. Définition des huiles essentielles

Les huiles essentielles (essences = huiles volatiles) sont : «des produits de composition
géneralement assez complexe renfermant les principes volatils contenus dans les végétaux et

plus ou moins modifiés au cours de la préparation». . (Jean-Frangois Cavalli 2002).

Les huiles essentielles sont des substances huileuses, volatiles, d’odeur et de saveurs
Généralement fortes, extraites a partir des différentes parties de certaines plantes aromatiques,
Par les méthodes de distillation, par enfleurage, par expression, par solvant ou par d’autres
Méthodes (Belaiche, 1979 ; Valnet, 1984 ; Wichtel et Anthon, 1999). La norme francaise
AFNOR NF T75-006 définit I’huile essentielle comme : « un produit obtenu a partir d’une
matiere premiere végeétale, soit par entrainement a la vapeur, soit par des procédés mécaniques
a partir de I’épicarpe des Citrus, et qui sont séparés de la phase aqueuse par procédés physiques
» (Garnero,1996).

Elles ont des applications importantes en médecine soit par leur qualité odorante soit pour
soulager la douleur ou pour leur efficacité physiologique (Valnet, 2003).

111.2. Criteres déterminants la qualité des huiles essentielles
Jouault (2012) a rapporté que les criteres définissant la qualité des huiles dépendent de plusieurs
facteurs pouvant étre résumés comme suit :

a) Lasélection de la plante qui est tributaire du genre et de I’espéce botanique ;

b) Le chémotype (chimiotype) représentant les différents panels de molécules chimiques que
des plantes de la méme espéce peuvent produire si elles sont placées dans des conditions de
cultures différentes. Le chémotype dépend de I’ensoleillement, de la température, de

I’humidité, de la nature du sol, de la pression atmosphérique, de la photopériode.
c) Lapériode de récolte : la récolte doit se faire au moment ou les principes actifs les plus

intéressants produits par la plante sont a leur concentration maximale ;

d) La conservation des huiles essentielles : elle doit se faire dans des flacons en verre
opaque hermétique, dans un endroit frais, a 1’abri de la lumiére et de la chaleur pour

éviter leur oxydation et la polymeérisation de leurs composants.

27



e) La partie de la plante considérée pour I’extraction est déterminante pour la qualité de I’huile.

En effet, les différentes parties d’une plante ne possedent pas un équipement enzymatique
uniforme, ce qui entraine une différence de composition dans les constituants produits. Il est
donc impératif de preciser la partie considérée lors de I’extraction de I’HE ;

Elles sont largement répandues chez les végétaux supérieurs. Elles peuvent étre stockées dans
tous les organes, les sommités fleuries, les feuilles, les rhizomes, les fruits, les écorces et les
graines.

Les huiles essentielles permettent aux plantes de s’adapter a leur environnement et a assurer
leur défense. En effet, étant fixées au sol elles n’ont que les composés chimiques issus du
métabolisme secondaire, stockés a I’endroit ou ils seront le plus utiles comme arme de défense
contre les parasites et les déprédateurs. Les plantes possédant ces composes toxiques, qualifiés
de phagodetérrants ou d’inappétants, sont moins consommées (Houél, 2011).

111.3. Caractérisation des huiles essentielles

L’importance des huiles essentielles dans divers domaines (pharmacie, cosmétique,
Parfumerie...) nous ameéne a vérifier leur qualité. La caractérisation d’une huile consiste a :
Vérifier ses caractéristiques organoleptiques (Aspect, couleur, odeur) ;

Déterminer ses indices physico-chimiques (densité, indice de réfraction, et indice d’acide) ;
Obtenir son profil chromatographique et une quantification relative des différents
Constituants.

111.3.1. Caractéristiques organoleptiques

Chaque extrait est caractérisé par ces propriétés organoleptiques telles que 1’odeur ,1’aspect et
la couleur.

L’odeur : L'odorat est un sens chimique tres sensible et I’habilité des parfumeurs a classer
et caractériser des substances chimiques parviennent a doser les produits naturels et leur
perception peut aller jusqu’au dix millioniemes de grammes par litre d’air.

La couleur :La coloration d’une huile essentielle dépend des produits qui la constituent.
Certains solvants ont le pouvoir d’extraire beaucoup de pigments, ce qui intensifie la
couleur d’une huile donnée.

L’aspect : L'aspect d’un extrait dépend des produits qui la constituent, qui peuvent nous
apparaitre sous forme solide, liquide ou bien solide- liquide.
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111.3.2. Propriéteés physico-chimiques

Les caracteristiques organoleptiques (aspect, couleur, odeur) étaient autre fois les seules
indications permettant d’évaluer la qualité d’une huile essentielle, mais comme ces propriétés
ne donnent que des informations trés limitées sur ces essences, il est nécessaire de faire appel a
d’autres techniques de caractérisation plus précises. La qualité d’une huile essentielle et sa

valeur sont définies par des normes admises et portant sur les indices physicochimiques.

Densité : La densité ou la masse volumique est une grandeur physique qui caractérise la
masse d'un matériau par unité de volume, donc c’est le rapport du poids d’un certain
volume d’uncorps et le poids du méme volume d’un corps de référence (eau).
Indice de réfraction : L'indice de réfraction d’une huile essentielle est le rapport entre le
sinus de I'angle d’incidence et le sinus de 'angle de réfraction d’un rayon lumineux de
longueur d’onde déterminée, passant de I'air dans I'huile essentielle maintenue a une
température constante (Mohamdi Z, 2005).L'indice de réfraction n'a pas d'unité car c'est
le rapport de deux vitesses. Plus la lumiéere est ralentie, plus la matiére a un indice de
réfraction élevé. L’indice de réfraction des huiles essentielles est généralement élevé. Il
est supérieur aceux de I'eau a 202C = 1.3356, et de I'huile d’olive a 202C= 1.4684. Ceci
montre leur richesse en composants qui dévient la lumiere polarisée.
Indice d’acide : C’est le nombre de milligrammes de KOH nécessaire pour la neutralisation
des acides libres contenus dans 1g d’huile essentielle. La teneur en acides libres des corps
gras augmente avec le temps, l'indice d'acide permet donc de juger de leur état de
détérioration.(Mohamdi Z, 2005) .
111.3.3.Analyse physico-chimique des huiles essentielles
Les propriétés physico-chimiques sont des indices propres constants d'une substance pure. Elles
sont toujours mesurées, mais elles sont indiquées a titre indicatif, car la complexité des huiles
essentielles ne permet pas de detecter les fraudes uniqguement grace a elles. L'analyse physico-
chimique reste donc indispensable et la mieux adaptée pour connaitre la composition exacte
d’huile essentielle, et donc la plante de laquelle elle estextraite. L’analyse quantitative et
qualitative des huiles essentielles fait appel a plusieurs techniques et méthodes. Parmi ces
méthodes nous parlons sur les méthodes micro analytiques qui permettent 1’identification et le
dosage des produits méme a 1’état de traces. Ces méthodes consistent en 1’utilisation des

techniques de séparation et d’analyse des structures chimiques.
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Chromatographie en phase gazeuse

11 s’agit d’une technique de chimie analytique qui permet de séparer des composés volatils ou
volatilisables sans dégradation (non-thermolabiles). Son pouvoir de séparation dépasse celui de
toutes les autres techniques, du moins pour les huiles essentielles.

La chromatographie en phase gazeuse CPG est une technique tres répandue. Elle possede
plusieurs avantages : sensibilité, polyvalence, rapidité de mise au point des analyses nouvelles
et aux possibilités d’automatisation, qui augmentent plus son intérét (Rouessac. F et al., 2007).
La technique a été perfectionnee et permet maintenant de séparer les constituants des mélanges
trés complexes contenant jusqu’a 200 composés (Mendham et al., 2005). Elles'applique
principalement aux composés gazeux ou susceptibles d'étre vaporisés par chauffage sans
décomposition. Elle est de plus en plus utilisée dans les principaux domaines de la chimie. Le
mélange a analyser est vaporisé a l'entrée d'une colonne, qui renferme une substance active
solide ou liquide appelée phase stationnaire, puis il est transporté a traverscelle-ci a I'aide d'un
gaz porteur (ou gaz vecteur). Les différentes molécules du mélange vontse séparer et sortir de
lacolonne les unes apres les autres apres un certain laps de temps qui est fonction de I'affinité
de la phase stationnaire avec ces molécules (Burgot. G et Burgot. J, 2011).

e La spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse (mass spectrometry ou MS) est une technique physique d'analyse
permettant de détecter et d'identifier des molécules d’intérét par mesure de leur masse, et de
caractériser leur structure chimique. Son principe réside dans la séparation enphase gazeuse de
molécules chargées (ions) en fonction de leur rapport masse/charge (m/z).

Le spectrometre de masse est souvent couplé avec un systeme de chromatographie en phase
gazeuse, et cette association, d'une méthode séparative et d'une méthode d'identification, permet
d'étudier des mélanges complexes a I'état de traces (quelques nano grammes de mélange). Le
principe de la spectrométrie de masse est le suivant :

Un composé organique introduit dans le spectrométre de masse est ionisé par
bombardement électronique a 70 eV. L'ion ainsi obtenu, appelé ion moléculaire, permet
la détermination de la masse molaire du composé.

Il peut y avoir des ruptures des liaisons chimiques au sein de I'ion moléculaire, formant
ainsi des ions fragments caractéristiques puisque cette dissociation éventuelle ne se fait
pas au hasard mais selon des mécanismes bien déterminés.

Ces ions fragments sont ensuite séparés en fonction de leur rapport masse/charge par
I'application d'un champ magnétique et/ou électrique, puis collectés par un détecteur.
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L'ensemble de ces ions fragments constitue le spectre de masse dont la lecture permet
I'identification de la structure moléculaire

e Analyse par couplage CPG/SM

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse est une methode
d'analyse qui combine les performances de la chromatographie en phase gazeuse et de la
spectrométrie de masse afin d'identifier et/ou de quantifier précisément de nombreuses
substances. La méthode est basée sur la séparation des constituants a I’aide de la CPG et leur
identification par le biais de la SM.
La chromatographie en phase gazeuse sépare des fractions moléculaires composant 1’échantillon
en se basant sur la vitesse de déplacement et le temps de rétention mis pour parcourir une colonne
remplie d’une phase stationnaire. La spectroscopie de masse utilise des sources énergétiques
pour ioniser, fragmenter et enfin séparer les groupements moléculaires selon le rapport
masse/charge électrique (m/q).
La combinaison de ces deux techniques d’analyses CPG/SM permet de séparer les composants
de I’échantillon et d’identifier chaque composant, donc de faire une analyse compléte aussi bien
qualitative que quantitative du produit a analyser. L’identification est ensuite réalisée par
comparaison des indices de rétention (Ir) et des données spectrales (spectres de masse) des
constituants individualisés avec les caractéristiques de produits de référence contenus dans des
bibliothéeques de spectres. L’avantage d’un couplage en chaine d’une interface
chromatographique avec un spectrometre est la possibilité d’analyser le spectre individuel d’un
composeé.

I11.4. Activités biologiques et pharmacologiques des HES
Les huiles essentielles, par leurs propriétés nombreuses et variées, sont utilisées dans différents
secteurs : en parfumerie, en cosmétologie, en conserverie, en patisserie, dans la fabrication des
mastics, des condiments, des insecticides, et dans les industries pharmaceutiques. Ceci a été
prouvé par plusieurs études (Dorman et Deans., 2000 ; Schelz et al, 2006 ; Lahlou., 2004 ; Rota
et al., 2008 ; Prabuseenivasan et al ., 2006). Depuis longtemps, les huiles essentielles sont
utilisées en thérapeutique. Les applications thérapeutiques des huiles essentielles sont vastes.
Elles requiérent de bonnes connaissances de ces substances et du fonctionnement du corps
humain (Soto-Mendivil et al., 2006). L usage des huiles essentielles en médecine ne fut jamais

abandonné malgré la decouverte de processus de synthése organique et la naissance de
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I’industrie pharmaceutique. Elles sont considérées comme un véritable réservoir de molécules
de base qui sont irremplagables (Ouraini et al., 2007).
De nombreuses huiles essentielles se trouvent dans la formule d’un trés grand nombre de
produits pharmaceutiques : sirop, gouttes, gélules. Elles rentrent aussi dans la préparation
d’infusion telle que : la verveine, le thym, la menthe, elles ont une action anti-inflammatoire
,antiseptique, antibactérienne, insecticide et antioxydante (Prabuseeninivasan et al., 2006 ;
Domaracky et al., 2007).
I11.5. Domaines d’utilisation des huiles essentielles
En raison de leurs diverses propriétés, les huiles essentielles sont devenues une matiere
d’importance économique considérable avec un marché en constante croissance. En effet,elles
sont commercialisées et présentent un grand intérét dans divers secteurs industriels comme en
pharmacie par leurs pouvoirs, antispasmodique, antidiabétique, analgésique, apéritif,
antiseptique..., en alimentation par leur activité antioxydante et leur effetaromatisant, en
parfumerie et en cosmétique par leur propriété odoriférante.

eDans I’industrie agroalimentaire
Les huiles essentielles jouent un role capital dans 1’aromatisation des aliments. En effet, elles
donnent la flaveur aux condiments (poivre, gingembre) et aux aromatisants (menthe, anis,
oranger, thym, laurier). A faible dose, certaines substances ont un effet favorable sur la
digestion, ce qui explique leur utilisation en liquoristerie (essence d’anis oude badiane). Les
huiles essentielles entrent donc, pour leurs diverses propriétés, dans la composition des aromes
employés de maniere fréquente aujourd’hui dans tous les produitsalimentaires comme les plats
cuisinés ou préts a ’emploi (Porter,2001).
Maintenant, l'industrie agroalimentaire utilise les HEs dans les préparations surgelées non
seulement pour rehausser le got mais aussi pour empécher les contaminations alimentaires qui
se développent (effet antimicrobien).

e En parfumerie et cosmétique
Les propriétés odoriférantes des huiles essentielles conférent a ces dernieres une consommation
importante en parfumerie et en cosmétique. Elles présentent environ 60% des matieres premiéres

de l'industrie des parfums synthétiques, du par fumage, des savons et des cosmétiques.

A la cosmétologie et le secteur des produits d’hygiene on notera la présence des Hes dans les
préparations dermo- pharmacologique, bais « calmant » ou « relaxant », et leur emploi dans les
rouges a levres, les shampoings, les dentifrices, se sont surtout les huiles essentielles de lavande,
de citron, de citronnelle, qui sont utilisées. On notera gu'il y a une possibilité d'adsorption

percutanée des constituants terpéniques. (Bouamer et al, 2004 ; Bouanane et Boussehel, 2005).
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Actuellement, on préfere utiliser des produits naturels qui sont censés ne pas avoir d’effets
secondaires graves par rapport aux produits de synthese. En effet, il ne faut pasoublier que «

naturel » ne signifie pas non toxique.

e En pharmacie

L'industrie pharmaceutique utilise les huiles essentielles dans le domaine des antiseptiques
externes ; elle tire parti des propriétés bactériostatiques, bactéricides,antifongiques, protectrices,
des essences naturelles.
Les huiles essentielles constituent le support d'une pratique de sois particuliére I'aromathérapie.
Elles ont grande intérét en pharmacie, elles s'utilisent sous la forme de préparations galéniques,
et dans la préparation d'infusion (verveine, thym, menthe, mélisse, fleurs d'orange.). Tout fois,
il faut souligner que la majorité des constituants de ces derniers sont lipophiles, et de ce fait,
rapidement absorbés que ce soit par voie pulmonaire, par voie cutanée ou par voie digestive.
Elles sont egalement utilisées pour I'obtention des huiles essentielles dans un
intérétmédicamenteux (en particulier dans le domaine des antiseptiques externes). Plus de 40%
du médicament sont a base de composants actifs de plants. De nombreuses huiles essentielles se
trouvent dans la formule d'un trés grand nombre de spécialités pharmaceutiques : sirop, goutte,
gélules pommade ...

111.6. Conservation des huiles essentielles
Les huiles essentielles se conservent plusieurs années. Elles ont méme tendance a se bonifier
avec le temps (a I'exception des huiles essentielles extraites des zestes d'agrumes qui ne se
conservent pas plus de 2 ans).
Il est recommandé de les stocker dans des flacons en verre ambre ou foncé, de maniere a les
protéger de la lumiére, il faut éviter les forts écarts de température et le contact avec l'air, il faut
bien refermez les flacons aprés usage car les arémes s'évaporent dans I'atmosphere. Tenir les
flacons hors de portée des enfants. Les flacons doivent étre stockés en position verticale, en
position horizontale, il y a un risque que le bouchon soit attaqué par I'huile (les huiles ont une
action corrosive sur le plastique). Dans ces conditions, les huiles essentielles se conservent
plusieurs années (Longevialle, 1981).

I11.7. Toxicité des huiles essentielles
Bien que les huiles essentielles sont des substances naturelles, mais cela ne signifie pas qu'il est
sans danger pour la santé humaine. 1l est ainsi important de connaitre le produit, le choisir selon

des critéres qualificatifs rigoureux, de respecter avec précision les doses et de choisir le mode
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d’administration adéquat, et pour éviter la survenue d’effets indésirables, et les interactions avec
d’autres médicaments.

Ainsi, les huiles essentielles peuvent s’avérer allergisants, photosensibilisants, cytotoxiques,

irritants, néphrotoxiques, hépatotoxiques, neurotoxiques ; on distingue :

La toxicité aigué qui se manifeste peu de temps aprés l'introduction de I'HE dans
I’'organisme (en général quelques minutes apres).

La toxicité a long terme ou toxicité chronique survenant aprés plusieurs années
d’utilisation. Cette toxicité est relativement mal connue. En effet, les effets indésirables
survenant apres plusieurs années d’utilisation sont rarement signalés en raison de la
difficulté a établir le lien de causalité. (BRUNETON J ;2009).

111.8. Quelques conseils lors d’'une intoxication aux HE

En cas d’application trop importante sur la peau ou les muqueuses : ¢liminer 1’excédent a

I’aide d’un linge puis appliquer une quantité importante d’huile végétale. ( N.Purchon, Paris
2008)

En cas de projection d’HE dans I’ceil : rincer abondamment sous 1’eau fraiche puis appliquer

de I’huile végétale a I’aide d’un coton imprégné.( D. Festy, Paris ; 2013).
II1.9. Techniques et méthodes d’extraction
D’apres Guenther (1949), les huiles essentielles sont obtenues le plus souvent par distillation.
a- Distillation — Evaporation

La différence entre distillation et évaporation, est I’intérét porté aux produits séparés. Dans la
distillation, c’est la phase vapeur qui a de la valeur car elle contient le ou les constituants
a séparer, alors que dans I’évaporation, c’est le résidu solide ou liquide obtenu par

vaporisation du solvant, qui est le produit intéressant (Peyron, 1992).

- Codistillation avec vapeur d’eau

C’est probablement sur le plan tonnage, que la codistillation avec vapeur d’eau est la principale

technique de production des huiles essentielles. Trois groupes de techniques sont utilises :

- Ladistillation a la vapeur, ou hydrodistillation
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Dans laquelle le végétal est en contact direct avec 1’eau bouillante, ce qui évite d’agglutiner les
charges végétales comme le fait 1’injection de vapeur. Quelques utilisations actuelles : rose,

fleurs d’oranger, amande pulvérisée.

!
amvéc de §

vapowr Jesa ¥
'

3

|
vagew Feas sanave o
e

)

o ! \
(@ )
Loh \\\\‘ )

| (( .K\(\g\qu

réfrigérant
serpentin A
oM

arrivee de v l1'<'“' e hmlc rwmm-lk
vapeur e recondensé
Entrainement a la vapeur d'cau Hydrodiffusion

Figure 05: Entrainement a la vapeur d’eau ascendante et descendante (Lucchesi, 2005).

- Ladistillation a la vapeur saturée : le végétal est supporté dans I'alambic par une plaque
perforée située a une certaine distance au-dessus du fond rempli d’eau (Le végétal est

en contact avec la vapeur d’eau saturée, mais pas avec |’eau bouillante.

- La distillation a la vapeur directe : saturée ou surchauffée, souvent a des
pressions supérieures a l'atmosphérique, est identique a la précédente, sans eau dans
le fond de I'alambic, la vapeur étant introduite au-dessous de la charge végétale (ou en
dessus dans le systéme d’hydrodiffusion). Technique la plus utilisée actuellement, elle
évite le contact prolongé du végétal avec I'’eau en ébullition et la formation de certains
artefacts (Peyron, 1992 ; Garnero, 1996).

D’une fagon générale, I’hydrodistillation, de méme que I’entrainement a la vapeur, engendrent
des réactions d’isomérisation, de saponification ou de polymérisation. Par ailleurs, le temps de
distillation affecte la composition de I’huile essentielle dans la mesure ou I’hydrodiffusion des
composés volatils présents dans les tissus végétaux a travers les parois cellulaires constitue
I’étape limitante du processus. Le mélange huile essenticlle—eau est recueilli par un col de cygne
et refroidi dans un condenseur : la séparation se fait le plus souvent par simple décantation dans

un vase florentin (Crouzet, 1998).
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111.10. Les huiles essentielles de Citrus et leur synthese

Ce sont bien sdr les fruits des Citrus spp.-les hespérides- qui conferent a la famille son
importance économique. Les mémes Citrus fournissent a 1’industrie agro-alimentaire pectines
et huiles essentielles, lesquelles sont également utilisées en parfumerie (Bruneton, 2001).Les
Citrus sont caractérisés par la présence dans les feuilles, fleurs, tiges et péricarpe des fruits, de
poches schizolysigénes contenant de 1’essence aromatique (Goris, 1967 cité par Ferhat et al.,
2010). Dans les fleurs de Citrus, les poches secrétrices se situent dans le parenchyme des
pétales, sous 1’épiderme. Ce sont les fleurs d’orangers, trés odorantes, qui en contiennent le
plus. Dans les feuilles, le limbe est formé du parenchyme palissadique et du parenchyme
lacuneux dont I’ensemble constitue le mésophylle. C’est dans le parenchyme lacuneux que se
forment les poches a essence (Ferhat et al., 2010).(fig. 6)Il a été rapporté que les huiles
essentielles d’écorces de Citrus font partie des sources riches en composés bioactifs a savoir les
coumarines, les flavonoides, les caroténes, les terpenes et linalool, etc. (Mondello et al., 2005).
Elles sont aussi utilisées contre 1’anxiété, les troubles du sommeil. Elles ont également des effets

stomachique, eupeptique, sédatif et antispasmodique (Chevallier et Crouzet-Segarra, 2004).

Figure 06 : Microscopie électronique d’une coupe de péricarpe du fruit de Citrus sp. G X 100

(La cavité correspond a une poche sécrétrice videe de son HE) (Caissard et Baudino, 2012).
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Chapitre 1V : Oxydation
IV.1.Définition de I'oxydation
Le stress oxydatif est défini comme étant le déséquilibre entre la génération des espéces réactive

de I’oxygene et la capacité du corps a neutraliser et a réparer les dommages oxydatifs (Boyd et

al., 2003).
1V.2. les radicaux libre

Les radicaux libres sont des espéces chimiques, atomes ou molécules, possédant un ou plusieurs
électrons non appariés. La tendance des électrons non appariés a interagir avec les autres
molécules ou atomes voisins, pour former des liaisons covalentes, procure aux radicaux libres
une tres grande instabilité (Cheesman et al., 1993). On distingue deux types des radicaux libres
- L’Espéce Réactive d’Oxygene (ERO)

Le terme ROS réfere aux especes oxygeénées qu’elles soient radicalaires tels 1’anion super oxyde
et le radical hydroxyle ou non radicalaires tel le super oxyde d’hydrogéne. La génération des ROS
est liee au fonctionnement normal de la cellule. Cependant, elle est amplifiée dans certaines
conditions pathologiques telles I’inflammation et I’ischémie/reper fusion, qui peuvent évoluer vers
de multiples maladies (Fuji et al., 2003; Mates, 2000).

- L’espéce réactive d’azote (RNS)

L’oxyde nitrique est un radical libre synthétisé par trois iso formes de 1’oxyde nitrique
synthétase (NOS). Il peut étre formé par voie non enzymatique a partir de nitrite a pH bas ( O2.
Il est impliqué dans plusieurs fonctions biologiques comme la respiration, la transmission

nerveuse, I’apoptose et I’homéostasie (Roncon et al., 2005).

L’effet des radicaux libres sur les molécules biologiques

e Les lipides

L’oxydation des lipides est initiée par 1’arrachement d’un hydrogéne situé entre deux doubles
liaisons; formant un radical diéne conjugué qui s’oxyde en radical peroxyl. Ce dernier évolue
en peroxyde en contact avec un autre acide gras pour produire un nouveau radical diéne
conjugué (réaction en chaine). Les hydroperoxydes et les radicaux peroxyles se transforment
soit en d’autres especes moléculaires ou propagent le processus de peroxydation lipidique

(Favier, 2003).
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e L’ADN

Les études expérimentales sur 1’action des ROS sur I’ADN ont mis en évidence quatre grands
types de,lésions:

1. Modification des bases nucléiques.

2. Apparition des sites abasiques.

3. Apparition des adduits de ’ADN.

4. Cassure de simple ou double brin.
L’ ADN mitochondrial est plus sensible au stress oxydatif a cause de 1’absence des histones et
la génération des ROS dans ce site, de méme pour les cellules en division car leur ADN est nu
et non enroulé (Davier, 2000; Lee et al., 2004).
Le déséquilibre dans la balance oxydants/antioxydants contribue au développement des cancers
par différents mécanismes: Modulation des geénes d’expressions. Induction des altérations

géneétiques (Valko et al., 2004).

e Les protéines
Les protéines sont tres sensibles a 1’attaque du radical hydroxyle (HO¢ ) qui peut dénaturer les
sites actifs des protéines enzymatiques. Les ROS sont a I’origine des changements fonctionnels,
des fragmentations et une augmentation des attaques protéolytiques des protéines (Gardes et
al., 2003).
L’accumulation des protéines oxydées peut étre a I’origine de nombreuses maladies telles que
la maladie d’Alzheimer et la dystrophie musculaire (Berlette et Stadtman, 1997).

e Les glucides
Les ROS attaquent les muccopolysaccharides particulierement les proteoglycanes du cartilage.
Par ailleurs, le glucose peut s’oxyder dans les conditions physiologiques en présence des traces
d’ions métalliques libérant le peroxyde d’hydrogeéne, le radical hydroxyle et le cetoaldehyde,

entrainant I’hydrolyse des protéines ou leur glycation (Favier, 2003).
IV.3. Classification des antioxydants

Les antioxydants sont classés sur plusieurs classes :

A) Les antioxydants naturels

Des études ont montré qu’un taux élevé d’anti oxydants obtenus grace a une alimentation riche
en fruits et légumes réduits le risque relatif de mortalité dans diverses pathologie : concerts,

maladies cardiovasculaire et broncho pneumonies.
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Les fruits et les 1égumes contiennent une grande quantité d’antioxydants comme la vitamine C,
la vitamine E, les caroténoides, les oligoéléments et surtout les polyphénols (defraigne et

pincemail, 2008) L’organisme posséde deux types de systémes de défense trés efficaces

a. Les antioxydants enzymatiques qui constituent la premiere ligne de défense de notre
organisme contre les ROS tels que la catalase

b. Les antioxydants non enzymatiques : Contrairement aux antioxydants enzymatiques, la
plupart de ces composés ne sont pas synthétisés par 1’organisme et doivent étre apportés
par D’alimentation. Dans cette catégorie d’antis oxydants nous retrouvons les
oligoéléments, les vitamines E et C et les polyphénols tels que les tanins les flavonoides
(Marwah et al., 1991).

B) Les antioxydants de synthése

Dans I’industrie alimentaire, les antioxydants synthétiques, tels que le galate propylée (PG) et
la butylhydroxytoluéne(BHT), sont largement utilisés parce qu’ils sont efficaces et moins chers
que les antioxydants naturels. Cependant, leur sécurité est trés discutée car ils génerent un
besoin de recherche comme mati¢ére de substitution d’aprés les sources naturelles comme
antioxydants de la nourriture (Lisu et al., 2003).

IV.4. Mécanisme d’action des antioxydants

Les antis oxydant produit par 1’organisme agissent en harmonie avec les antis oxydants

exogenes issus principalement de 1’alimentation par deux mécanismes :

La neutralisation de radicaux libre : en empéchant les réactions en chaine initialisés par ces
derniers, les radicaux libres agissent dans ce cas, comme des accepteurs d’électrons et arrachant
donc des électrons a d’autres molécule. Cette perte caractéristique d’un électron correspond au
phénomeéne d’oxydation et les radicaux libres sont donc considérés comme des agents oxydants

puisqu’ils incitent les molécules a donner des électrons.

La destruction des hydro peroxydes (composant intermédiaire formant des radicaux libres)
diminuant ainsi la vitesse de formation des radicaux libres (Ribeiro 2001, Sherki et al., 2001,
Tapiero, 2006).
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Matériels et méthodes
Ce travail consiste a une étude sur les huiles essentiels des extraites fraiche et seches de 1’écorce

d’orange douce Citrus sinensis.

I.1. Matériel
1.1.1. Matériel végétal

Le matericls vegetales est constitué¢ des fruits d’orange douce Citrus sinensis (variété
Washington navel) ont été directement récoltés au hasard a partir d’une exploitation agrumicole
privée située a Berbissa , wilaya de Tipaza, le mois de Mars 2020.

1.1.2. Méthode utilisé dans I’extraction des huiles essentiels

L’huile essentielle a été extraite a 1’aide d’un hydrodistillateur de type Clevenger (Kamal et al.,
2011)

Réfrigérant

Sortie d'san

Ballon

Matériel végital

Chauffe ballon
Distillat

Figure 07 : Appareil d'extraction des huiles essentielles type Clevenger.
1.2. Méthodes

1.2.1. Préparations du matériels végétal

Les fruits ont été soigneusement lavés, et épluchés a 1’aide d’un économe (en évitant d’inclure
I’albédo). 500 gramme des écorces ont €té coupées en petits morceaux d’environ 1 cm
maximum. (Figure 07)
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Figure 08 : Les écorces fraiches de Citrus sinensis

1.2.2. Extraction de I’huile essentielle

Nous avons immergé la matiére végétale (dans notre cas I’épicarpe frais de 1’orange douce) dans
de I’eau distillée : 250 gramme d’écorces sont introduites dans le ballon. Apres addition de 1’eau
distillée (1.5 L), le mélange est porté a ébullition jusqu’a 3h apres obtention de la premiere goutte
d’huile essentielle. (Ferhat et al., 2010). L’expérience est réalisée 3 fois.

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

Phe
R (%)= X 100
Ou Pmv

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

Pmv : poids du matériel végétal traité (g)

L’huile essentielle est conservée a 4°C dans des flacons opaques pour une utilisation ultérieure
(Chanthaphon et al., 2008 ; Sharma et Tripathi, 2008).

1.2.3. Taux d’humidité

Le taux d’humidité des échantillons a été déterminée selon la méthode du séchage. Une quantité
d’écorces est pesée a 1’¢état frais, puis apres séchage, et le taux d’humidité est calculé selon la
formule suivante : Mf — Ms
H (%)= x 100
Mf

Ou

H : humidité (%)

Mf : masse du matériel végétal frais (g)
Ms : masse du matériel végétal sec (Q)



1.2.4. Méthode d’évaluation de D’activité antioxydante des écorces fraiches et séches
d’orange douce

L’expérience est faite par Bouhali Halima 2015 ; L’activité antioxydant des huiles essentielle
extraites des écorces fraiches et seches a été determinée par le test de piégeage du DPPH.
Activité scavenger du DPPH

Ce test qui se base sur lutilisation d’un radical libre fait partie des méthodes
spectrophotométriques les plus populaires pour la détermination de la capacité antioxydante
(Gllcin et al., 2010).

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

du DPPH au cours de la réaction et a un changement de coloration dans la solution initiale.

H
05N ;‘ a— O2N N—N
NO 5 "l
(a) : DPPH (radical libre) (b) : DPPH (non radicalaire)

Figure 09 : Formes du DPPH, (a) radicalaire et (b) réduite (Molyneux, 2004).

Le protocole expérimental suivi était celui de Cuendet et al., (1997) et Burits & Bucar(2000)
décrit par Tepe et al. (2005) avec certaines modifications. Cinquante microlitres de cing
différentes dilutions (5, 10, 15, 20, 25 mg/ml) des HE dans du méthanol sont ajoutés a 5 ml
d’une solution méthanolique de DPPH a 0.004%. Apres Agitation, le mélange a été laissé pour
une incubation a 1’obscurité pendant 30 min et I’absorbance a été mesurée contre un blanc a
517 nm. L’acide ascorbique et le BHA ont été utilisés comme standards. Le pourcentage

d’inhibition du radical libre DPPH (1%) est calculé Suivant la formule :

I1.1. Rendement des huiles essentielle :
Apres la réalisation de 1’hydrodistilation on des écorces fraiches d’orange douce nous avons
obtenus une huile essentielle ; limpide de couleur blanchéatre Iégerement jaune et une certain

fraicheur concernant 1’odeur.



Nous avons obtenu 0.48% d’huile essentielle de 250 gramme des écorces fraiches d’orange
douce, ces resultats sont proches de celui trouvé par Bouhali Halima en 2015 de BEJAIA avec

un pourcentage de 0.5% de I’huile essentielle extraite par la méme méthode.

Figure 10 : Huiles essentielle de 1’orange douce.

I1.2. Le taux d’humidité
Le but de ce test ¢€tait d’estimer la quantité d’eau présente dans le matériel végétal. Ce dernier

¢tant séché a température ambiante. Le pourcentage de taux d’humidité trouvé est 62.30%.

11.3. Activité antioxydante realisé par Bouhali Halima en 2015

11.3.1. Activité scavenger du radical DPPH
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Figure 11 : Activité scavenger du DPPH des HES exprimée en pourcentage

d’inhibition en fonction de la concentration (mg/ml)
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Figure 12 : Activité scavenger du DPPH de I’acide ascorbique exprimée en

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

Le pouvoir scavenger a I’égard du DPPH exercé par ’HE du zeste sec était plus ¢levé que celui
du zeste frais D’apres les résultats du test effectué, nous avons constaté qu’a la plus grande
concentration utilisée qui et de25 mg/ml nous avons obtenu un pourcentage d’inhibition de 11
+0.46% et 9.07 £0.0.06% avec les HEs du zeste frais et sec, respectivement, et suite a la faible

quantité de ces huiles, nous n’avons pas pu aller au dela de la concentration 25 mg/ml, par



conséquent, il était impossible de déterminer la concentration correspondante a
50%d’inhibition de I’HE. D’ailleurs, Sarrou et al., (2013) ont obtenu un pourcentage
d’inhibitionde I’HE de d’écorces de C. aurantium vis-a-vis du DPPH égal a 19.29%. Nous
avons constaté qu’il y a un tres fort coefficient de corrélation entre la concentration de 1’huile
essentielle et son effet scavenger du DPPH (ce coefficient est égal a 0.83 et 0.96 pour I’huile
essentielle du zeste frais et sec respectivement).

Figure 13 : changement de coloration de la solution du jaune vers le bleu, test du pouvoir
réducteur .



Conclusion

Les agrumes occupent aujourd’hui la seconde place dans les échanges mondiaux des produits
végétaux. Dans I’industrie agroalimentaire, les oranges sont largement exploitées pour en
extraire leur jus, vitamine C, voire des pectines. Mais, les dechets de ces transformations,
principalement les écorces, sont souvent jetées.
Ces dernieres peuvent nous fournir des composés a propriétés biologiques importantes
notamment les huiles essentielles ; notre étude été basé sur les huiles essentiels extraite des
¢corces d’oranges douces citrus sinensis Qui sont des substances aromatiques, d’une
composition chimique complexe, ce qui leur confere des propriétés biologiques trés
intéressantes a mettre a profit dans divers domaines : industrie pharmaceutique,
agroalimentaire, cosmétique, Dans ce travail, nous avons fait une extraction par la méthode
d’hydrodistilation cette méthode montre un rendement de 0.48% des huiles essentielle des
écorces fraiches de citrus sinensis . Notre recherche ; nous a guidé a une étude comparative
entre les huiles essentielles extraites des écorces fraiches et seches de C. sinensis en prenant
I’exemple de la variété Valencia late faites par Bouhali Halima 2015.
L’activité antioxydante d’huile essentielle du zeste sec présente généralement plus d’efficacité
par rapport au zeste frais (11 +0.46% et 9.07 £0.06% respectivement. pour le test DPPH, Bien
que leurs effets antioxydants semblent étre faibles en comparaison aux antioxydants standards,
les huiles essentielles de C. sinensis exercent un effet antioxydant et pourront étre utilisées dans
la conservation d’aliments, en pharmacologie ou en cosmétique. Etant donné la complexité de
la composition des huiles essentielles il serait intéressant :

e De les caractériser par GC-MS et HPLC, pour identifier les composés responsables

de Pactivité antioxydante;
e D’extraire ces composés et de tester leurs activités biologiques séparément ;

e D’effectuer une étude de 1’activité antimicrobienne pour éventuellement 1’utiliser

comme antibiotique ou conservateur ;

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

e De rationaliser les paramétres variables tels que le temps de séchage ;
e Drutiliser d’autres techniques d’extraction des huiles essentielles afin d’optimiser
lesrendements ainsi que la qualité des huiles essentielles
e Extraire les huiles essentielles a partir des autres partie de la plante (fleurs, feuilles)

e Etudier les différentes activités biologiques in vivo.
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