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Summery :

The purpose of this study is to highlight the existence of a diversity in the chemical
composition of essential oils according to the varieties and the bioclimatic stages.

For this, we proceeded to an extraction of the essential oils of the varieties, the Thomson
orange and the blood orange, by hydro-distillation and the identification by gas phase
chromatography (GPC) of their various compounds

A chemical screening was carried out in order to reveal the secondary metabolites present in
the orange’s peels.

The yield of essential oil was 1.33 for the Thomson and 0.9 in case of the blood orange, the
chemical screening revealed the existence of catechin tannins and mucilage for both varieties
and the presence of anthocyanins only in the Blood Orange

The CPG has shown that limonene is the major compound with percentages of the order of
93,176 for the Thomson and 90,398 for the Blood Orange.

Chromatographic analysis, as well as phytochemical screening did not reveal any significant
difference between the two varieties studied in terms of chemical composition of essential
oils.

The results of this study lead us to say that there is probabaly an intervariatal difference

KEYWORDS: Diversity, Chemical Composition, Essential Oil, Orange Varieties
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Introduction

Les agrumes représentent I’une des récoltes de fruits les plus importantes dans le monde .
Leur production mondiale est estimée a plus de 115 millions de tonnes par an dont 517 milles
tonnes ont été produits en Algérie . Cette dernic¢re occupe la 19eme place mondiale et la 2eme
dans I’Union Maghreb Arabe . Les agrumes incluent les citrons , les mandarines , les pomelos
, les cédrats , les oranges , les paplemousses et les limes...etc(FAO,2012). Les oranges sont
les plus consommées en raison de leur bonne saveur, leur valeur nutritive élevée et leur
composition riche en molécules bioactives (plus de 170 composés phytochimiques sont
décrits) .Elles sont consommées comme dessert (fruit frais), confiture ou jus (Carmona,et

al.,2012).

La plupart de ces fruits , citron , orange , pomelo , pamplemousse , clémentine , mandarine ,
tangerine , cumbaya , kumquat...appartiennent a la famille des Rutacées , famille comprenant
de nombreuses espéces réparties en 150 genres .les agrumes se répartissent essentiellement en

3 genre :

e Le genre poncirus concerne les agrumes comme |’orange trifoli¢ (poncirus trifoliata
(L.) raf))

e Le genre fortunella regroupe des fruits comme le kumquat .

e Le genre citrus ( le plus connus ) englobe la majorité¢ des agrumes ( citron , orange ,
pomelo , clementine ...) que nous consomons régulierement ou utilisons dans

différents préparation culinaires , cosmétique , en phytothérapie ou en aromathérapie

.(Rachel,2015)

Les huiles essentielles de la famille des rutacées, notamment les huiles d'agrumes

sont largement utilisées comme ardmes et parfums en fonction de la partie de la plante
soumise a I’extraction et des espéces ainsi que, de la méthode employée pour leur extraction.
Ces huiles ont fait I’objet de plusieurs essais pour tester leur efficacité comme agent
antimicrobien, bio-pesticide (JAZET-DONGMO, 2002).

L’utilisation des huiles essentielles dans les domaines citées auparavant nécessite des études
préalables sur ces caractéristiques physico-chimiques et sa composition chimique. Dans cette
optique et suite aux travaux intérieurs sur 1’étude des huiles essentielles des agrumes a
I’échelle mondiale, nous nous somme proposé I’extraction des huiles essentielles, a partir des

fruits d’orange de deux variétés utilisés .



Introduction

L’objectif de notre travail s’inscrit dans :
e La valorisation des fruits d’agrumes par I’extraction des huiles
essentielles a partir des fruits d’orange de deux variétés:La Thomson et La Sanguine .

e La caractérisation physico-chimique des huiles essentielles extraites .

e La caractérisation quantitative et qualitative des composants chimiques.



CHAPITRE I :LES AGRUMES

I.1. Données générales sur les agrumes

Le mot " agrume " est un nom collectif désignant les seules espéces utilitaires du genreCitrus
et de deux genres voisins (Fortunella swing et Poncirus raf) appartenant a la sous-tribu des
Citrinae a la tribu des Citreae, a la sous-famille des Aurantioideae et a la famille des

Rutaceae. (Parfonry, 2001).

En zone tropicale, on observe deux périodes de floraison principales ; la premiére se situe
apres la période fraiche qui est donc une floraison naturelle. La seconde et la plus importante

s'observe peu apres la reprise de la saison de pluie (Parfonry, 2001).

Figure 01 : Les agrumes représentent une grande diversité(Luro et al.,2013).
I.2. Description des agrumes

Les agrumes sont des Arbres ou arbustes pouvant atteindre 15m de haut, mais qui sont la

plupart du temps taillés pour faciliter la récolte de leurs fruits.

Les feuilles(fig.2) sont cireuses et coriaces et possedent souvent un pétiole marginé ou
pétiolé ; elles sont simples découpées en 3 folioles mais fréquemment réduites a la foliole
terminale ; de forme ovale-lancéolée a allongée, leur limbe est entier ou irréguliérement
denté ; les feuilles sont persistantes et présentent souvent une pousse axillaire en forme
d’aiguillon plus ou moins développé, comme dans le cas des orangers, des bergamotiers ou

des limettiers (Karlberg, et a/ ., 1997)
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Ly Feuilles

Figure.02 : Feuilles des agrumes (Ellen levy,2004)

Les fleurs (fig.03) sont soit solitaires, soit regroupées par 2 ou 3, fixées a I’aisselle des
feuilles, mais le plus souvent regroupées en corymbe axillaire terminal ; elles sont bisexuées
ou de sexe male aprés avortement et trés odorantes ; leur calice persistant comprend 3 a 5
sépales soudés, parfois regroupées en une sorte de coupe de 3 a 5 dents ; la corolle est formée
de 4ou 8 pétalées libres, linéaires a allongées, blanc a arroser ;ou glanduleux ; les étamines
sont presque toujours regroupées par 20 (plus rarement limitées a 5) et ont a leurs base un
disque nectarifere rembourre en forme d’anneau ; I’ovaire est super et pluriloculaire

(Karlberg, etal ., 1997)

Figure03: Fleurs des agrumes (Ellen levy,2004)
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Le fruit (fig.04) est une baie, ronde ou allongée souvent pourvue d’un mamelon proéminent

du cote oppose au pédoncule fructifére et de taille variable (Karlberg et al ., 1997) .

Figure04 : Fruits des agrumes (Dymtro,2018)

Peau d’orange (fig.05) du fruit (péricarpe) comprend dans sa partie la plus externe un
épicarpe dénommé « zeste ») coloré en jaune, orangé a rouge a maturité, parsemé de
nombreuses poches sécrétrices schizolysigénes remplies d’huile essentielle ; ce péricarpe se
détache plus ou moins facilement (plus aisément chez la mandarine que chez le citron par
exemple ) ; la partie plus interne du péricarpe comprend un mésocarpe composé d’une

couche externe fine est d’une couche interne cellulosique.

L’ensemble épicarpe et mésocarpe externe forme le « flavedo ». Le mésocarpe interne appelé
« albédo », est de couleur blanche, a une texture lache variable et plus ou moins spongieuse et
d’épaisseur variable il est plus mince chez la limette que chez le citron par exemple
.L’épiderme interne ou endocarpe correspond a la partie comestible du fruit ; chaque carpelle
correspond & un « quartier », en nombre variable selon les agrumes (une dizaine environ),
séparés les uns des autres par une cloison pectocellulosique, renfermant éventuellement des
graines ou « pépins »(absence chez certaines especes)et gorgés d’un suc acidulé et sucré , de

saveur variable selon les Citrus (Karlberg, et al ., 1997).
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Figure0S : Ecorces des agrumes (Siniora,2015)

I.3. Exigences pédo-climatiques des agrumes

1.3.1.Les exigences climatiques

a. La température : 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).

b. La pluviométrie :
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. (Loussert,1989).

c. L’humidité de Pair :
La transpiration du végétal est élevée et ses besoins en eau augmentent. Cette faible humidité
de I’air peut étre amplifiée par des vents chauds desséchants pouvant provoquer des brulures

sur le feuillage et les fruits. (Loussert,1989).

1.3.2.Exigences édaphiques

Les agrumes possédent un systéme 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.

6
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Les sols dont le pH est compris entre 6 et 7 .
Sur le plan physique, il ya lieu de retenir les terrains répondant aux critéres suivants :
e Sol meuble et aéré
e Sol a texture dominante grossiére : éviter les sols trop argileux ou battants
(riches en ¢éléments fins).
Sol homogéne et profond (1m au minimum) ,a drainage externe et interne satisfaisant

(Loussert, 1989).

1.3.3. Valeur nutritionnelle des agrumes

Les agrumes et leur jus sont réputés pour avoir des effets bénéfiques sur la santé et pour leurs
grandes qualités nutritives (tableau I )

Tab.I: Composition de quelques fruits des agrumes (pour 100 g) (Vierling, 2008).

] ] K+ |Na+ [Ca |Vitamine
Protides | Glucides | Valeur ++ | C(mg)
(mg) (mg) énergétique (mg) | (mg)
(kJ) (mg)
Orange 0.2 10 180 170 |14 15 45
Citron 0.4 7.7 140 138 |1 11 53
pamplemousse | 0.53 11.3 200 150 |1.3 9 36
I.4.Les Oranges

1.4.1 .Historique

La culture de I’oranger est trés ancienne, elle se confond avec I’histoire de la Chine d’ou il est
originaire. L.’oranger se propage trés vite a I’ensemble des pays du Sud-est asiatique, puis
arrive en Méditerranée au Vlle siecle. Les oranges ameéres, encore appelées bigarades,
arrivent en Europe a partir du Xe siécle, époque des croisades. Mais 1’orange douce ne fera
son apparition qu’au cours du XVe siccle lorsque des navigateurs portugais la découvrent en
Chine. Par sa douceur, elle évince tres vite 1I’orange ameére. Une fois implanté dans le bassin

méditerranéen, I’oranger est diffusé a travers le monde par les Européens, Amérique du Nord
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et du Sud au XVle siecle, Afrique du Sud au XVlIle et Australie au XVIlle (Webber et
Herbert. 1967).
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Figure 06 : Coupe transversale d’une orange(Hendrix et Redd, 1995 ;Guimaraes et
al.,2010 in bousbia,2013)

1.4.2.Systématique et description botanique
1.4.2.1 Systématique
La classification botanique de I’orange est consigné dans le taleau I (Judd et al .,2002 )

Tableau II : Classification botanique des oranges .

Régne Plantae
Embranchement spermaphytes
Sous Angiosperme
embranchement

Classe dicotylédone
Ordre Sapindales
Famille Rutaceae
Genre Citrus
Espece Citrus sinensis

1.4.2.2.Description botanique

L'oranger est un petit arbre sempervirent, pouvant atteindre 10 métres de haut, avec des
branches épineuses et des feuilles de 4 a 10cmde long. Le fruit du Citrus sinensis est appelé
orange douce pour le distinguer de 1'orange amere . Tous les fruits d’agrumes sont considérés
comme des baies, parce qu'ils sont charnus, contiennent de nombreuses graines et dérivent

d'un ovaire unique. Le tableau III regroupe les principaux caractéres botaniques des orangers.
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Tableau III: Description botanique des oranges (Baches , 2011)

Aspect Arbre au port harmonieux et de croissance
rapide

Taille Grande taille en pleine terre (7a8m)

Fleurs Blanches et immaculées, trés parfumées.

Ecorces grise, lisse ou a peine réche.

Feuilles Vert profond, 1€geérement ailées.

Fruits De forme et de coloration variable en fonction

des différents groupes auxquelles ils

appartiennent.

Pulpe Juteuse differe en couleur et en acidité selon

les variétés.

1.4.3. Les variétés étudiées

1.4.3.1. Variété « Sanguine » :

Elles différent des oranges blondes par la présence de pigment qui en colorent 1’épiderme et
la pulpe . Le nom des oranges sanguines provient de la couleur de leur pulpe et de leur peau.

A mesure que les fruits mirissent, des dérivés de sucres, les anthocyanes, s’expriment du

ceeur du fruit vers I’extérieur ( Loussert ;1989 ) .

Figure 07 : Variété Sanguine (photo originale,2018)
1.4.3.2. Variété « Thomson » :
Cette variété se distingue de Washington par une maturation plus précoce , de 10 a 15 jours
environ .sa peau et lisse et trés fine. Sa pulpe est parfumée, acidulée et peu juteuse. Elle est
cultivée dans le sud de la France. Elle se trouve sur les marchés de décembre a avril .Cette

variété a pris, au cours des derniéres années, une certaine importance en particulier en
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Espagne. Elle est un peu plus précoce que La Washington Navel ; ses fruits a peau plus lisse

ont un épiderme bien coloré en orangé-rougeatre( Loussert ;1989 ) .

Figure 08 : Variété Thomson ( photo originale,2018)
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Un végétal est dit « a huile essentielle », de par sa capacité¢ a développer des structures
anatomiques de stockage de composés organiques volatils (poches d’huile essentielle au
sommet de trichomes de la menthe, canaux résiniféres des aiguilles de pin, poche d’huile

essentielle dans le flavido des agrumes) (Fernandez et Chemat, 2012).

I1.1. Définition d’une H.E

Selon les normes AFNOR (norme NF T 75-006), I’huile essentielle est le produit obtenu a
partir d’une matiere premiere d’origine végétale, soit par entralnement a la vapeur, soit par
des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe des Citrus, soit par distillation « séche ».
L’huile essentielle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques

(Fernandez et Chemat, 2012).
I1.2. Composition chimique

Les huiles essentielles sont des mélanges de structure extremement complexe , pouvant
contenir plus de 300 composés différents . ces substances sont des molécule trés volatile
appartenant pour le grande majorit¢ a la famille des terpénes comme les monoterpénes (
myrcéne, B-pinéne , y-terpinéne) et les sesquiterpénes ( B-caryophylléne , a-humuléne, B-

bisaboléne etc... ) (Croteau et al.,2000 )
I1.3. Propriétes physiques des huiles essentielles

Les HE possedent en commun un certain nombre de propriétés physiques qui permettent avec

leurs composition chimiques de les identifiées :

e Elles sont généralements liquides a temperature ordinaire .

e FElles sont volatiles et entrainables a la vapeur d’eau .

e FElles sont generalment incolire ou jaune pale lorsqu’elles viennent d’etre preparées.
e FElles sont peu solubles dans 1’eau mais lui communique leur odeurs.

e Elles sont solubles dans la plupart des solvants organiques .

e FElles sont sensibles a I’oxydation et donc de conservation limites .(Catier et Roux,

2007) .
I1.4. Le role physiologique des huiles essentielles

Beaucoup de plantes produisent des huiles essentielles en tant que métabolites secondaires.

Leur role exact dans le processus de la vie de la plante reste encore mal connu (Hellel, 2011)

11
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Les spécialistes considérent les huiles essentielles comme des sources de signaux chimiques
de communication et de défense, ils permettent de tolérer les stress biotiques et abiotiques, et
de communiquer des informations vitales a des insectes bénéfiques (des insectes
pollinisateurs) (Porter, 2001). Selon Bakkali, (2008) In hellal, 2011, les huiles essentielles
sont considérées comme source d’énergie, facilitant certaines réaction chimiques, et réduisent

la compétition des autres especes de plantes pars inhibition de la germmination des graines .

II.5.Localisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles se trouvent en général dans les fleurs, les feuilles, les fruits, le bois,
les racines ou les rhizomes et les graines. Cette large distribution des huiles essentielles dans
le régne végétale est associée a des structures cellulaires épidermiques spécialisées dans la
production de ces substances et/ou leur accumulation : Les poils sécréteurs ou trichomes, Les
poches sécrétrices, les cellules sécrétrices et les canaux sécréteurs (Besombes, 2008).

Chez les agrumes, I’huiles essentielles se trouvent dans les feuilles, appelées essence de

petit grain, les différents picces florales (pétales, stylé et étamines) et prennent le nom

d’essence de Néroli et dans I’écorce des fruits (Praleron, 1971).

Cette huile essentielle est renfermée dans de petit poche sécrétrice appelées glandes a

essence inclus dans les tissus sub-épidermiques : tissus palissadiques des feuilles, épicarpe des
fruits tissus adjacents a 1’épiderme des pétales et du calice. Elles sont visibles a 1’oeil nu sur
I’écorce des fruits, signalées par de petites dépressions de 1’épiderme qui peut en compter
jusqu’a 50 par cm2, et sur la face ventrale des feuilles sous forme de petites ponctuations

claires (Medjber et Djoudi, 1995, Praleron, 1971).

La genese des poches sécrétrices débute par la division d’une cellule parenchymateuse en
quatre cellules, qui forment en leur centre une poche. les cellules, entourant la poche, vont se
diviser et s’organiser pour constituer des rangées successives autour de la poche, avec un
phénomene de lyse pour les cellules de la rangée la plus interne, ce qui forme alors une poche

schizolysigéne (Teuscher et al.,2005 et Besombes . 2008,) .

12
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11.6. Procédés d'extraction

Plusieurs techniques et procédes d’extractions ont €té employés depuis longtemps et autres

ont été développées pour obtenir les huiles essentielles .

11.6.1. Hydrodiffusion

Cette technique relativement récente est particuliere. Elle consiste a faire passer, du haut vers
le bas (per descendum) et a pression réduite, la vapeur d'eau au travers de la matrice végétale.
L'avantage de cette méthode est d'étre plus rapide donc moins dommageable pour les
composés volatils. Cependant, 1'huile essentielle obtenue avec ce procédé contient des
composés non volatils ce qui lui vaut une appellation spéciale : « essence de percolation

(Franchommeetal.,1990;Richard,1992).

I1.6.2. Distillation par entrainement a la vapeur d'eau(steam distillation) :Dans ce type de
distillation, le matériel végétal ne macere pas directement dans 1'eau. Il est placé sur une grille
perforée au travers de laquelle passe la 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 un amélioration de la
qualité¢ de I'huile essentielle en minimisant les altérations hydrolytiques : le matériel végétal

ne baignant pas directement dans I'eau bouillante(fig.9) (Franchomme ez al., 1990).

Figure09 : Schéma du procédé d’entrainement a la vapeur d’eau ( Kesbi,2011)

11.6.3. Hydrodistillation (water distillation) :11 s'agit de la méthode la plus simple et de ce
fait la plus anciennement utilisée. Le matériel végétal est immergé directement dans un
alambic rempli d'eau placé sur une source de chaleur. Le tout est ensuite porté a ébullition.Les
vapeurs hétérogeénes sont condensées dans un réfrigérant et S'huile essentielle se sépare de
I'hydrolat par simple différence de densité. L'huile essentielle étant plus 1égere que 1'eau (sauf
quelques rares exceptions), elle surnage au-dessus de l'hydrolat (Franchomme et al.,

1990)(fig.10)

13
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Figure 10 : Montage d’hydro-distillation (Sutour,2010)
11.6.4. Expression a froid

On appelle cette methode d’extraction « expression a froid » , car elle n’implique aucune

chaleur

La plupart des huiles essentielles de noix et de graines et d’agrumessont extraites par pression
a froid . En général , cette méthode produit des huiles de bonne quelité. Le procédé consiste a

soumettre la matiére a une grande pression mécanique.

De tou les procédés d’extraction par pression , la méthode la plus répandue est sans conteste
I’extraction a I’éponge.Dans le passé , cela se faisait a la main .On retirait la puple , I’écorce

et le ceeur du fruit puis on trempait le tout dans I’eau tiéde pour rendre 1’écorce plus souple

En absorbant I’eau , le fruit devient plus ¢€lastique . On retoure le fruit , ce qui brise les
cellules d’huile . On presse ensuite I’ecorce sur une éponge pour exprimer 1’huile volatile

.celle-ci est ensuite recueillie dans un récipient avant d’etre décantée (Beneteaud ;2011)

Figurell : Expression a froid des agrumes (Jacqueline,2009)

14
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I1.6.5. Extraction par solvant

Cette technique, largement utilisée actuellement, consiste a faire tremper les plantes dans

un solvant organique volatil a chaud, soit pour obtenir des produits que I’on ne peut pas
extraire par un autre procédé, soit en vue un rendement plus élevé, en fin d’opération, le
solvant est ¢liminé par distillation sous pression réduite. On obtient alors une substance
appelée concrete (mélange de cire et de constituant odorant), des lavages répétés avec 1’alcool
permet d’¢liminé les cires, I’élimination de ’alcool par distillation conduit aux essences
absolues, ce sont ces dernier qui sont utilisées en parfumerie, cependant les concrete et les
absolues ne sont pas utilisés pour les huiles essentielles a destination

thérapeutiques(fig.12)(Marouf et Tremblin, 2009).

Réfrigérant a
air

Huile essentielle
Phase acqueuse s

Décoction

Micro-Ondes ———

Figurel2 :Montage d’une distillation assist¢é par micro-ondes (Chemat,et al.,2004 In
Duval,2012)

I1.6.7. Extraction par du CO; supercritique

11 s’agit du procédé le plus récent d’extraction a froid des matiéres premiéres végétale utilisant

le gaz carbonique CO?2 .

Sous pression et a température supérieure a 31°C , le gaz carbonique se trouve dans un état dit
« supercritique », intermédiaire entre le gaz et le liquide. Dans cet état , le CO2 présente la

particularité¢ de dissoudre de nombreux composés organique

Cette propriété a été mise a profit pour extrait des matiere premicre végétales intéressantes
pour la parfumerie . Pour cette application , I’extraction au CO2 supercritique présente de

nombreux avantage par rapport aux procédés d’extraction traditionnels.
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La matiere végétale est chargée dans I’extracteur. Puis le CO2 introduit sous pression et
réfrigéré. Le mélange est recueilli dans un vase d’expansion. La pression y étant réduite , le

CO2 repend sa forme gazeuse et est complétement éliminé . L’extrait végétal est isolé

Les matiéres premicres ainsi obtenues sont proches du produit naturel d’origine et sans

solvant résiduel(fig.13) (Beneteaud et al.,2001).

SCHEMA DE PRINCIPE
D'EXTRACTION PAR CO2 SUPERCIITHIUE

e
T

A

Figurel3 : Schéma de principe d’extraction au CO2 supercritique (Duval,2012)
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I1. Objectif d’étude
Mettre en évidence toutes les différences qualitatives et quantitaves de la composition

chimique des huiles essentielles , en fonction des variétés d’ Agrumes étudiées.

IL.1. Matériel végétal

Les oranges (Thomson et la Sanguine) sont récoltées dans la région de Boufarik. La récolte

a été réalisée en pleine maturité des fruits et d’une facon aléatoire en avril 2018.

Les oranges fraichement récoltées sont nettoyées, lavées et séchées avec une serviette propre.
L’écorce est récupérée a I’aide d’un éplucheur.

I1.2.Présentation de la zone d’étude

Boufarik (arabe : <l 5) est une commune de la wilaya de Blida en Algérie, située a 14 km

de la ville de Blida et a 35 km d'Alger (Fig 14). Elle est connue pour ses oranges et est le lieu

de naissance de la boisson Mandarine.
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Figure 14 : Localisation géographique de la région d'étude (Googelmaps.com)

I1.3.Les facteurs influencant les variétés étudiées

Par rapport au climat, les facteurs climatiques sont des facteurs écologiques liés aux
circonstances atmosphériques et météorologiques dans une région donnée. La facteur
climatique intervient dans un biome qui est principalement caractérisé par le climat, en

particulier par les températures et les précipitations.
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Tableau IV : Précipitations mensuelles et leur moyenne durant I’année d’étude.

Mois Pluviométrie en mm

Septembre 2017 40

Octobre 2017 23,40

Novembre 2017 77,66

Décembre 2017 150,90

Janvier 2018 41,60

Février 2018 93,30

Mars 2018 120,90

Moyenne 547,76

Source ITAF BOUFARIK
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Figure 15 : Précipitations mensuelles durant I’année d’étude

Tableau V :Températures moyennes maximales, minimales mensuelleset leursmoyennes

durant 1’année d’étude

Mois T°C min T°C max Moyenne
Septembre 2017 | 16,20 30,11 23,16
Octobre 2017 11,48 26,36 18,92
Novembre 2017 | 5,81 19,71 12,76
Décembre 2017 | 5,33 16,03 10,68
Janvier 2018 3,98 18,5 11,24
Février 2018 3,89 16,33 10,11
Mars 2018 7,05 18,67 12,86
Moyenne 7,67 20,81 14,24

Source :ITAF BOUFARIK
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Figurel6 : Variation mensuelles des températures durant ’année d’étude.
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Figure 17: Schéma générale de la procédure expérimentale

11.4.1. Extraction des huiles essentielles
Les huiles essentielles des deux variétés étudiées ont été extraites au laboratoire de

Science agro-alimentaire faculté SNV-universit¢ SAAD DAHLEB-Blidal. par hydro-
distillation avec un appareil de type Clévenger a partir d’une masse végétal d’écorce fraiche a

raison de deux répétitions par variété.

Pour chacune des deux variétés , on pese 400g d’écorces fraiches , on les met dans une
cocotte minute , on bas rajoute 4L d’eau distillée et on laisse bouillir pendant une heure et

demi.

L’huile essentielle Entrainée a la vapeur d’eau est condensée au niveau du réfrigérant et elle
se sépare de I’hydrolat par différence de densité. Les huiles récupérées sont stockées dans des
eppendorfs transparents recouvert de papier aluminium et hermétiquement fermés pour éviter
le contact avec I’air et la lumiere, qui sont des facteurs de dégradation, les conservées au

réfrigérateur a

4°C.

Figure 18 : Montage de I’hydro-distillation

11.4.2. Paramétres étudiés

I1.4.2.1. La teneur en eau

La teneur en eau est déterminée a partir d’un poids de 36g d’écorce fraiche pour les deux
variétés, mise a I’etude 1’étuve a 50°C pendant 7 jours jusqu’a la fixation du poids.
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Le taux d’humidité est exprimé par la formule suivante :

TH% = 100 — 100 Ps*Pf

Ou:
e TH% : taux d’humidité

e Ps: poids sec

e Pf: poids frais

Séchage dans
I’étuve a 50C°
pendant 7 jours

Les écorces fraiches Les écorces séches

Figure 19 : Ecorces d’oranges avant et apres le séchage .

11.4.2.2. Rendement en huile essentielle

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de I’huile essentielle extraite
et le poids de la matiére végétale seche traitée. Le rendement est exprimé en pourcentage (%)

et calculé par la formule suivante :

RuEY%= 100 PHE/ PMVs

Ou:

e RuEe: Rendement en huile essentielle (%)
e PuE: Masse de I’huile essentielle (g) .

e Pmvs : Masse de la maticre végétale seéche (g).
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I1.4.2.3. Caractéristiques organoleptiques
Les caractéristiques organoleptiques d’un produit peuvent étre définies comme 1’ensemble de

ses caractéristiques pergues et évaluées par les sens du consommateur ou par ceux d’un
expert.

Les propriétés organoleptiques d’un produit jouent un rdle primordial dans sa perception
avant usage ou consommation et dans son appréciation lorsqu’il est consommeé ou utilisé.
Les principaux ¢éléments contribuant a la qualité organoleptique sont : aspect, odeur, couleur
Les propriétés organoleptiques peuvent étre évaluées lors d’une analyse sensorielle et donner

lieu a I’établissement d’un profil sensoriel ( Bathelot,2016)

IL.S. Proprietes physico-chimiques

I1.5.1. Les proprietes physiques
I1.5.1.1. Densité

La densité d’une huile essentielle est définie comme étant le rapport de la masse de 1’huile

essentielle et le volume de celui-ci :

d = MHE/ VHE

d : densité
MHE : Masse de I’Huile Essentielle (g)
VHE : Volume de I’Huile Essentielle (ml)

11.5.1.2. L’indice de réfraction

L’indice de réfraction d’un milieu rapporté a I’air est égal au rapport du sinus de I’angle
d’incidence d’un rayon lumineux dans I’air au sinus de I’angle de réfraction du rayon réfracté
dans le milieu considéré a une température de référence (Pharmacopée européenne
2008).La température de référence est de 20°C, sauf pour les huiles

essentielles qui ne se trouvent pas a 1’état liquide a cette température.

La mesure des indices de réfraction de nos échantillons a été réalisée a 1’aide
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d’un réfractometre(fig20). La prisme du réfractomeétre est nettoyé aprés chaque mesure a

I’éthanol et

étalonné a ’eau distillée.

Figure 20 : Réfractométre

L’indice de réfraction n pd la température de référence t = 20°C, est donné par 1’équation

suivante :

nt= ng+0,0004(t’-20)

t
D

!
Ou: nlt) est la valeur de lecture obtenue a la température t’, a laquelle a été effectuée la

détermination.

I1.5.2. Les proprietes chimiques
I1.5.2.1. L’indice d’acide

La mesure de l'indice d'acide (Ia) est une mesure importante dans le controle des huiles
essentielles. Il est défini comme le nombre de milligrammes d'hydroxyde de potassium
nécessaires pour neutraliser les acides gras libres présents dans 1 g de corps gras.

La détermination de 1’indice d’acide est basée sur le titrage des acides gras libres présents
dans une prise d'essai a l'aide d'une solution d'hydroxyde de potassium en milieu non aqueux,

selon 1'équation suivante :

RCOOH + K+,0H" —p» RCOO-,K+ + H20

Mode opératoire

Dissoudre une prise d’essai de 0,2 g d’huile essentielle dans 10 ml du mélange oxyde
diéthylique / éthanol, ajouter 3 gouttes de phénolphtaléine.

Titrer, en agitant, avec la solution d'hydroxyde de potassium a 0,1 mol/l jusqu’au virage de
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l'indicateur (coloration rose persistante de la phénolphtaléine).

L'indice d'acide est donné par la formule suivante :

56.11
m

[a = VxCx

Ou:
56,11 : est la masse molaire, exprimée en grammes par mole, de I'hydroxyde de
potassium ;

V : est le volume, en millilitres, de la solution titrée d'hydroxyde de potassium utilisé ;
C : est la concentration exacte, en moles par litre, de la solution titrée d'hydroxyde de
potassium utilisée ;

m: est la masse, en grammes, de la prise d'essai.

I1.5.2.2. Indice de saponification

L’indice de saponification (IS) est le nombre qui exprime en milligrammes la quantité
d’hydroxyle de potassium nécessaire a la neutralisation des acides libres et a la saponification
des esters présents dans 1 g de substance (Pharmacopée Européenne, 1997). Cet indice est
trés utile pour I’estimation du poids moléculaire, il permet de prévoir la longueur moyenne

des chaines d’acide gras.

Mode opératoire :

e Dans une fiole de 250 ml de verre introduire la prise d’essai (1g).

e Ajouter 25 ml d’hydroxyde de potassium alcoolique a 0.5 M et quelques billes de
verre (sécularisatriced’ébullition).

e Adapter le réfrigérant et chauffer a reflux pendant 30min

e Ajouter Iml de solution de phénophtaléine et titrer immédiatement par I’acide

chlorhydrique (Hcl) a 0.5 M jusqu'a disparition de la couleur rose de I’indicateur.
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e En parall¢le, effectuez un essai a blanc en suivant le méme mode opératoire et la
méme solution éthanolique d’hydroxyde de potassium a 0.5 ml mais sans la prise

d’essai.

L’indice de saponification (IS) est donne par la formule suivante :

_28.05(V0-V1)
M

Is

IS : indice de saponification.

VO : volume (ml) de I’acide chlorhydrique utilisé pour I’essai a blanc.
V1 : volume (ml) de I’acide chlorhydrique utilisé pour la détermination.
M : masse (g) de la prise d’essai.

28.05 : correspondant a 0.5 M de KOH

I1.5.2.3. Indice d’ester

L’indice d’ester (IE) est le nombre qui exprime en milligramme la quantité d’hydroxyde de
potassium nécessaire a la saponification des esters présents dans 1g d’huile essentielle
(PharmacopéeEuropéenne, 2001). Cet indice renseigne sur la quantité d’acides gras liés
(Gouguan et Baiteche, 1989). Il est calculé a partir de I’indice de saponification IS et de

I’indiced’acide 1A

IE=IS-1A

I1.6. Détermination du profil chimique des HE des deux veriétés d’oranges

Cette analyse concerne l'identification qualitative et quantitative des différents constituants
De I’huile essentielles extraite a partir des écorces des deux variétés :

La chromatographie en phase gazeuse est la méthode la plus utilisée dans le domaine des
huiles essentielles. C'est une méthode de séparation des composés gazeux ou susceptibles

d'étre vaporisés par chauffage sans subir une décomposition .
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I1.6.1. Par chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La chromatographie sous toutes ses formes représente un moyen d’identification et de
séparation trés efficace fréquemment utilisée pour I’analyse quantitative et qualitative des
huiles essentielles.

Les analyses chromatographiques ont été effectuéés au laboratoire de Pr GUERMOUCHE
laboratoire Chromatographie USTHB.

e Chromatographe Perkin-Elmer Total Chrom.

e (Colonne carbowax 20M 30m x 0.32 mm, Imicron 220°C a 4°C suivi d’un isotherme a
cette température pendant 15 min.

e Température programmée de 60°C a détecteur FID 280°C.

e Injecteur Split/splitless en mode Split 1/30 250°C.

Identification des pices essentiels faite par indice de retention et I’analyse quantitative faite
par la normalisation des aires.

I1.6.2.Test de screening phytochimique

Le but de ce test est de connaitre la composition en métabolites secondaires, ils sont effectués

soit sur la poudre de broyat, soit sur un infus¢ (Bouyer, 1996).

Préparation de I’infusé

A 5g de poudre de I’ecorce, sont ajoutés 50ml d’eau distillée bouillant, laissé infuser pendant

15 min avec agitation de temps en temps, puis filtrer(figure ;21).

Figure 21: Protocole de préparation d’infusé
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Identification de quelques métabolites secondaires
Les anthocyanes
A 5ml d’infusé, sont ajoutés quelques gouttes d’ammoniaque 1/2

L’apparition d’une couleur rouge, indique la présence des anthocyanes(Dialla,2000).

Les tanins catéchique

15ml d’infusé, sont additionnés a 7ml de réactive da Stiasny (10ml de formola 40% et Sml

d’HCL concentr¢)
La réaction donne une coloration rouge en présence des tanins catéchique(Harborne, 1998).

Les mucilages :

On introduit 1ml de I’infusé dans un tube et on lui ajoute Sml d’éthanol absolu.
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Conclusion générale

Ce travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation des sous produits des fruits d’agrumes,

spécialement les huiles essentielles, la recherche de toute expression de diversité ou
chimiodiversité et la détermination de ses principes actifs dans le but de trouver une

quelconque différence entre les variétés étudiées ;

D’apres les résultats obtenus, nous mentionnons que le rendement obtenus pour les deux
variétés est trés intéressant qui sont de 1.33% , 0.9% respectivement chez la Thomson et la

Sanguine

Concernant les caractéristiques organoleptiques et physico-chimiques, elles demeurent
conformes aux normes international, sauf pour la couleur des HEs ,qui est différente car nous

avons utilise une méthode d’extraction trés ancienne : « la cocotte minute ».

Pour la composition chimique des huiles essentielles , les résultats obtenus lors de notre étude
révelent la présence de limonéne comme composé majoritaire chez les deux variétés mais
avec une pourcentage plus ¢élevé chez la Sanguine .D’autre composés existent chez les deux

variétés : a-pinéne, B-pinéne, sabinene , myrcene , octanal , decanal , valencene , citral .

A D’issu de cette etude , il sera judicieux de confirmer les résultats obtenus avec des études
ultérieurs plus poussées, en utilisant d’autre moyenne d’identification comme la spéctrométrie
de masse (MS), Chromatographie liquide a haute performance (HPLC), de la
chromatographie en phase gazeuse avec la spectrométrie de masse en tandem (CPG/SM/SM),
et en testant les huiles essentielles étudi¢es dans les différents domaines : pharmaceutique,

lutte biologique et agroalimentaire.

Il sera intéressant égalment d’étudier en premier lieu d’autres espeéces d’agrumes en utilisant
les différents parties de la plante, feuilles bois, fleurs et fruit, et en deuxiéme lieu faire des
prélevement a différent période afin de mettre en exergue la diversité chimique au niveau

variétal .spatial ou autres.
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I11.1. Détermination de la teneur en eau

Les végétaux sont connus par leur richesse en eau elle représente une partie majoritaire de
leur composition.

Les résultats de la détermination de la teneur en eau des deux variétés étudies sont regroupés

dans le tableau

Tableau VI : Teneur en eau de I’écorce du fruit de Thomson et la Sanguine

Variété Thomson La Sanguine

Taux d’humidité % 77.76 75.80

Les analyses des écorces du fruit d’orange des deux variétés étudiées révelent un taux
d’humidité supérieure a 50% (Fig.27).11 est de 77.76% et 75.80% respectivement chez la
Thomson et La Sanguine (Fig.27 et Tab VI) la Thomson présente un taux d’humidité un

peu plus élevé que celui de La Sanguine.

II1.2. Résultat du rendement en huile essentielle

Les huiles essentielles des 2 variétés d’oranges, sont obtenues par hydrodistillation, cette
méthode est la plus utilisée, dans environ 80% des cas, car c’est la plus économique
(Kaloustian et Hadji-Minaglou, 2012). Le tableau 7 résume les rendements moyens en huiles

essentielles extraites.

Tableau VII : Rendement moyen de I’écorce de I’orange Thomson et la Sanguine

Vériété Thomson La sanguine

Rendement moyen % 1.33 0.9

Les rendements moyens en I’huile essentielle , sont de I’ordre de 1.33%,0.9% (tableau VII)
respectivement . Ces valeurs sont inferieurs a celles obtenus par Himed,(2011) qui a obtenu
chez le citronnier, un rendement en huile essentielle de 2.18%, alors que Rega et al (2003)/n
Hellal,(2011),ont obtenu chez Citrus, un rendement différent selon les especes , et ils ont

signalé des rendements de 1 a 3%.
Cette différence pourrait étre expliquée par plusieurs facteurs, Le choix de la période de

récolte, les conditions pédoclimatiques, la variété d’orange, la durée de séchage, les stress
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biotiques, ainsi que la méthodes d’extraction affectent d’une fagon notable la qualité et la

quantité des huiles essentielles.

IIL.3. Caractéristiques organoleptiques

Les caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles extraites de la Thomson et la

Sanguine sont regroupées dans le tableau VIIL

Tableau VIII : Caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles de la Thomson et la

Sanguine
Variétés La Thomson La Sanguine NORME
AFNOR (2000)
Spécification
Liquide, mobile, limpide Liquide-mobile-
Aspect limpide
Transparente Transparente Jaune claire
Couleur
Odeur Tres forte Tres forte

Les HEs des deux variétés étudiées présentent un aspect liquide, mobile, limpide et de

couleur transparente, elles sont caractérisées par une odeur tres forte (caractéristique du fruit

d’agrumes).

Les résultats des caractéristiques organoleptiques obtenus sont conformes aux normes

AFNOR(2000) sauf la couleur, car nous avons utilise une méthode d’extraction trés ancienne

« la cocotte minute ».

II1.4. Grandeurs physico-chimiques

II1.4.1. Grandeurs physiques

Les résultats de la détermination des grandeurs physiques des huiles essentielles de la

Thomson et la Sanguine, sont regroupés dans le tableau VIIIL
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Tableau VIIII : Grandeurs physiques des huiles essentielles de Citrus sinensis.

Spécification Thomson La Sanguine
Densité relative 0.812 0.850
Indice de réfraction 1.637 1.645

Au vu des résultats obtenus, on observe que la densité de 1’huile essentielle de la Sanguine est

un peu ¢levée (0.850) par apport a la Thomson (0.812).

D’apres Mrouf,1990 et pharmacopée européenne,2008 et Hellal ,2011 ,la densité relative est
varie entre (0.84 - 0.85) et I’indice de réfraction entre (1.64 — 1.74).

L’indice de réfraction de I’HE des deux variétés et supérieur aux normes.

Cet indice varie essentiellement avec la teneur en monoteérpenes et en dérivées
oxygénés (koba,2003).Donc nos huiles essentielles sont riches en monoterpénes.

Le faible indice de réfraction d’une huiles essentielle d’orange indique sa faible réfraction de

la lumiére ce qui pourrait favoriser son utilisation dans les produits cosmétiques

(Kanko,2010).

I11.4.2. Les grandeurs chimiques
La connaissance des indices chimiques donne des indications assez précises sur I’huile

Etudiées. Le tableau X, présente I’indice d’acide, indice de saponification, et indice d’ester

des huiles essentielles de la Thomson et la Sanguine.

Tableau X : Propriétés chimiques des HE

Spécification La Thomson La Sanguine Normes
AFNOR
Indice d’acide (IA) 2.21 291 <2
Indice de saponification (IS) | 14.085 14.025 Ns
Indice d’ester (IE) 11.875 11.115 Ns

Ns : Non spécifié

Les résultats mentionnés dans le tableaul 1 montrent que les valeurs des indices d’acide (IA)
pour les huiles des deux variétés, demeurent relativement élevés ce qui signifie que nos HEs

sont acides.

L’indice de saponification est presque le méme chez les HEs des deux variétés.
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D’apres (Salle ,1991), I’indice d’acide permet de donner une appréciation sur le taux d’acides

libres.

L’acidité des deux HEs, traduit par des IA , est relativement élevés en comparaison avec les

normes AFNOR (2000). Cette acidité peut étre due a la dégradation de I’H.E (hydrolyse des

ester) influant sur la qualité de I’HE (Salle, 1991). Notre étude révele que I’indice de

saponification de ’HE de La Thomson est de 14.085 ce qui relativement identique a celui de

La Sanguine qui est de 14.025.

L’indice d’ester renseigne sur la quantité des acides gras liés (Gouguame et Baiteche,1989), il

est de 11.875 chez la Thomson et 11.115 chez la Sanguine, considéré normal du moment

qu’il est en relation avec 1’indice de saponification et I’indice d’acide.

I11.5. Détermination de la composition chimique

II1.5.1.Par la chromatographie en phase gazeuse (CPG) :

ORANGE THOMSON ORANGE SANGUNE

Name | Retenion Time - ofes
1] gpinene 2216 89718 0305 11962 0,252
2| Boinene 29% B6122 0293 114828 0223
3| sabinene 3815 30085 1306 120113 032
4 mucene 100330 9202 1335 S23%% 2213
5 lmonene 11250]  24T13ET 93176 3 65484ET 90,398
6] octana 11899 95906 1326 127874 0211
7| gecand 30051 3531 0,284 1137 0,246
B alncene 40017 97277 0331 129702 0,324
g Ciral 40932 12374 0042 16498 0,132
41794 280 0032 12373 0211
TﬂTﬁL=95.42‘ll; TOTAL =9453%

Tableau XI :Les composés chimiques des huiles essentielles de laThomson et la Sanguine,
identifiés par la CPG
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L’analyse de la composition chimique des huiles essentielles étudiées par la CPG a révélé la
presque quasi-totalité des composés (9 composés chimiques)respectivement chez les deux
variétés, avec un total de I’identification a été effectuée par comparaison avec une solution
¢talon comportant les composés principaux de I’essence d’orange.

Du point de vue quantitatif, la technique utilisée est basée sur la normalisation des aires.
Ainsi, 96.42%, et 94.53 % ont été quantifiés pour les essences des variétés Thomson et

Sanguine.

Les résultats font ressortir, d’une part que le limonéne est le composé majoritaire des huiles
essentielles de la Thomson ( 93.2%), et de la Sanguine (90.4%).D’autre part, certains
composés mono terpéniques ont été identifiés.

Nos résultats sont en accord avec les travaux de El-Khalet et a/.,(2014 ) qui ont obtenus une
valeur de 90.0% chez Citrus aurantium.

En plus du limonéne, d’autres composés figurent dans la composition des deux huiles
essentielles : a-pinéne, B-pineéne, sabinene , myrcene , octanal , decanal , valencene , citral .

Ces composés sont présents a des pourcentages variables :

e Myrcene , présente le taux le plus éléve, concernant la Thomson (1.335%) et la
Sanguine (2.213%).

e Citral , présente le taux le plus faible ,concernant la Thomson (0.032%) et la Sanguine
(0.132%).

D’apres nos résultats obtenus de 1’étude qualitative et quantitative des huiles de deux variétés,
nous pouvons constater que les deux variétés sont constituées de nombreux composants

similaire avec une légere différence quantitative.

Cette similarité peut étre tributaire d’une part de comportement génétique de chaque variété,
des conditions pédoclimatiques, le systéme culturale et la maturité du fruit et d’autre part au

procede d’extraction et des conditions de stockage et conservation.

II1.6.Test du screening phytochimique chimique

Tableau XII : Résultat du screening phytochimique des écorces d’oranges.

La Thomson | La Sanguine
Les anthocyanes - ++
Les tannins ++ ++
catéchiques
Le mucilage + +

32



CHAPITRE III : Résultats et discussion

++ : Présence modérée ; + : Présence faible
- : Absence.

Les résultats du tableau XI révelent la présence des composés phénoliques (tanins
catéchique).cette présence peut étre expliquée par la différence des méthodes et des solvants
d’extraction utilisés, par des facteurs génétiques, climatique et édaphique de la région de
récolte (Lagha-Benamrouche,2017). Et des mucilages dans toutes les écorces des variétés

¢tudiées , avec des proportions variables.

Les écorces de la sanguine contient les anthocyanes par contre chez la Thomson. Les
anthocyanes sont identifiés uniquement dans les variétés rouges (Sanguines, Double fine et

Portugaise)(Lagha-Benamrouche,2017).
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Annexe 1 : Appareillage et petit matériel.

Balance de précision

Réfractometre Réfrigérant

Agitateur ampoule a décanté



Annexe 2 : le materiel
1. Les équipements :
- Autoclave.

- Bain marie.

- Balance de précision.
- Etuve a 50°C.
-Réfrigérateur.

2. verreries :

-Boite de pétri.
-Tubes a assai.
-Bécher.

-Fiole a 100 ml.

- Fiole a 250 ml.
-Pipettes graduée 10 ml.
-Erlenmeyer.
-Spatule.

-Mortier.

-Entonnoir.

-Burette



Annexe 3 : Les produits




Annexe 4 :
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Figure I :Profil chromatographique d’huile essentielle Thomson de analysée par la CPG.
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Figure II :Profil chromatographique d’huile essentielle Sanguine de analysée par la
CPG.
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Figure III :Profil chromatographique solution étalon comportant les composés
principaux de I’essence d’orange.



Tableau II : fiche de spécialisation

Paramétres

Spécification

- Caracteres organoleptique

La Thomson

La Sanguine

. Aspect Liquide, mobile, limpide Liquide, mobile, limpide
Odeur Trés forte Trés forte
Couleur Transparente Transparente
-Teneur en eau 717.76 75.80
-Rendement 1.33 0.9
-densité 0.812 0.85
-Indice de réfraction 1.637 1.645
-Indice d’acide 2.21 2.91
-Indice de saponification 14.085 14.025
-Indice d’ester 11.875 11.115




-Identification Tr

Pinene 2,216

Pinene 2.996

Sabinene 3.815

Myrcene 10.033

Limonane 11.250

Octanal 11.899

Valencene 30.051

Citral 40.011
41.794
-Dosage v

a-Pinene 0.305 0.252
B-Pinene 0.293 0.223
Sabinene 0.306 0.324
Myrcene 1.335 2.213
Limonane 93.176 90.398
Octanal 0.326 0.211
Decanal 0.284 0.246
Valencene 0.331 0.324
Citral 0.042 0.132
{0.032 0.211
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