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Résumeé :

La présente recherche se concentre sur la valorisation des déchets d'agrumes en vue de la
production de bio-ardbmes et de pectine. Le déchet utilisé ici est, exclusivement, les écorces de
fruits d’oranges et de citrons. Pour ce faire, trois méthodes d'extraction ont été appliquées et
comparées en I’occurrence ; I'hydrodistillation traditionnelle, I'extraction assistée par micro-
ondes sans solvant, et la méthode novatrice proposee ici, reposant sur la combinaison des
technologies d'extraction, assistée par micro-ondes VapoilWaves. L'objectif principal
recherché par cette approche est I'amélioration du rendement en bio-arébmes et en pectine, et
I'amoindrissement du temps de 1’extraction. Le point fort de cette technique est I’absence de
tout produit chimique, ce que la qualifie comme étant respectueuse de I’environnement. Dans
la méthode traditionnelle, I'nydrodistillation a été employée, impliquant la distillation des
déchets d'agrumes en présence d'eau en tant que solvant. Ce procédé a permis la séparation des
composés volatils et I'extraction des bio-ardmes. En revanche, la méthode de I'extraction
assistée par micro-ondes sans solvant, repose sur utilisation des fréquences spécifiques
générant de micro-ondes qui chauffent 1'échantillon se trouvant dans de 1’eau. Ce procédé
facilite la libération des bio-ardmes présents dans les déchets d'agrumes. La méthode innovante
VapoilWaves repose sur ’utilisation des microondes pour éclater les cellules végétales des
déchets, libérant les ardmes, qui seront entrainés par la vapeur vers le systeme de distillation.
La vapeur, produite par un générateur de vapeur installé a I’extérieur, traverse I’échantillon et
entraine, par gravité, les ardmes libérés vers le bas et sera réceptionnée par le systeme de
distillation pour séparation. Cette approche, exempte de tous produits chimiques, exploite
l'exposition de 1’échantillon aux micro-ondes pour améliorer la libération des composés
volatils, tout en mettant en ceuvre un protocole innovant afin de maximiser I'efficacité de
I'extraction des biomatériaux et de la pectine. Les rendements de cette technique sont nettement
supérieurs a ceux obtenus par les deux méthodes précédentes. En effet, les essais sur le citron
ont donné des rendements de 2,1% avec VapoilWaves, tandis que, avec I'hydrodistillation, le
rendement ¢€tait seulement de 0,39%. De méme, pour les essais sur I’orange, la VapoilWaves a
enregistré un rendement de 2,87% contre 0,59% pour I'hydrodistillation assistée par micro-
ondes. Cette méthode offre des perspectives prometteuses quant au potentiel de valorisation
des déchets d'agrumes pour la production de bio-ardmes et de pectine. En effet, la méthode
VapoilWaves a abouti a des résultats satisfaisants, offrant, ainsi, une alternative efficace et
durable pour I'extraction de composés précieux a partir des déchets d'agrumes a moindre co(ts.
Mots clés : Déchets d'agrumes, Bio-arémes, Pectine, Extraction, Valorisation, Micro-Ondes.



Abstract:

The present research focuses on the valorization of citrus waste for the production of bio-
flavors and pectin. The waste used here exclusively consists of orange and lemon peels. To
achieve this, three extraction methods were applied and compared, namely traditional
hydrodistillation, solvent-free microwave-assisted extraction, and the innovative method
proposed here, based on the combination of microwave-assisted extraction technologies,
VapoilWaves. The main objective of this approach is to improve the yield of bio-flavors and
pectin while reducing the extraction time. One of the strengths of this technique is the absence
of any chemical products, which qualifies it as environmentally friendly.

In the traditional method, hydrodistillation was employed, involving the distillation of citrus
waste in the presence of water as a solvent. This process allowed for the separation of volatile
compounds and the extraction of bio-flavors. On the other hand, the solvent-free microwave-
assisted extraction method relies on the use of specific frequencies that generate microwaves,
which heat the sample in water. This process facilitates the release of bio-flavors present in
citrus waste.

The innovative VapoilWaves method is based on the use of microwaves to rupture the plant
cells of the waste, releasing the flavors, which are then carried by steam to the distillation
system. The steam, produced by an external steam generator, passes through the sample and
gravity carries the released flavors downwards to be collected by the distillation system for
separation. This chemical-free approach utilizes microwave exposure to enhance the release of
volatile compounds while implementing an innovative protocol to maximize the efficiency of
biomaterial and pectin extraction.

The yields obtained with this technique are significantly higher than those achieved by the two
previous methods. For example, trials on lemons yielded 2.1% with VapoilWaves, while
hydrodistillation yielded only 0.39%. Similarly, for orange trials, VapoilWaves recorded a
yield of 2.87% compared to 0.59% for microwave-assisted hydrodistillation. This method
offers promising prospects for the valorization of citrus waste for the production of bio-flavors
and pectin. Indeed, the VapoilWaves method has yielded satisfactory results, thus providing an
effective and sustainable alternative for extracting valuable compounds from citrus waste at
lower costs.

Keywords : Citrus waste, Bio-flavors, Pectin, Extraction, Valorization, Microwaves.
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Introduction

Introduction

Les résidus d'écorces d'agrumes sont devenus un défi majeur pour l'industrie du jus et les
collectivités locales, avec des millions de tonnes générées chaque année. Cependant, ces
déchets renferment des composeés bioactifs précieux tels que les bio-ardbmes, la pectine, les
polyphénols et les terpénes. Aussi, I’orientation actuelle au niveau des structures de recherche
et de I’industrie est vers la recherche des valeurs ajoutées de ces déchets en explorant des
méthodes d'extraction alternatives et complémentaires a I'enfouissement ou a la conversion
énergétique totale (M’Hiri, 2015).

Dans le cadre de cette étude, nous proposons une approche novatrice pour une valorisation
intégrale de ces sous-produits grace a I'extraction assistée par micro-ondes et la vapeur. Cette
méthode repose sur des équipements simples, offrant rapidité, efficacité et efficience élevée,
ainsi qu'une évolutivité adaptée aux besoins industriels. De plus, elle se conforme aux principes
de I'extraction verte en minimisant l'utilisation de solvants et en réduisant l'impact
environnemental.

Cette approche prometteuse de I'extraction des composeés bioactifs des écorces d'agrumes ouvre
de nouvelles perspectives pour la valorisation de ces déchets. Elle contribue non seulement a
réduire leur impact environnemental, mais également a exploiter leur potentiel économique en
tant que sources précieuses de bio-ardmes et de pectine (Bellande, 2009). Cette étude revét une
importance considérable pour I'industrie pharmaceutique et alimentaire et la gestion durable
des déchets agricoles (Bellande, 2009).

Par conséquent, les objectifs majeurs de cette recherche sont les suivants :

« Evaluer le potentiel de valorisation des déchets d'écorce d'agrumes en extrayant des
composeés bioactifs tels que les bio-ardmes et la pectine.

* Explorer des méthodes d'extraction innovantes, notamment 1'extraction assistée par micro-
ondes avec utilisation de la vapeur, afin d'optimiser I'efficacité de I'extraction des précieux
composés contenus dans les déchets d'écorce d'agrumes.

* Réduire 1'impact environnemental des déchets d'écorces d'agrumes en les valorisant et en
exploitant leur potentiel économique et leur valeur ajoutée.

» Developper des techniques d'extraction simples, rapides et respectueuses de
I'environnement afin de promouvoir la durabilité et de se conformer aux principes de

I'extraction verte dans la valorisation des déchets.
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Revue bibliographique

1- Revue bibliographique
1.1-Les agrumes

1.1.1-Généralités sur les agrumes

Les agrumes sont cultivés depuis des milliers d'années et ont joué un role important dans
I'histoire de I'numanité. Le mot « agrumes » provient du terme latin acrumen, qui décrivait les
arbres portant des fruits acides dans les temps anciens. Les agrumes sont les fruits des végétaux
des genres Citrus, Fortunella et Poncirus (famille des Rutaceae), Ces fruits sont connus pour
leur goQt acidulé, qui est d0 a la présence d'acide citrique dans leur composition. Les agrumes
renferment ; les citrons, les clémentines, les kumquats, les bergamotes, les limes, les
mandarines, les oranges, les pamplemousses, les pomelos, les tangerines et les cédrats (Nicole
et Francois, 2013) Les agrumes ont une longue histoire de culture, avec la premiere mention
enregistrée en Chine ancienne vers 2200 av (Loveday et Garouste, 2019 ; Dabo, 2022).
Actuellement, ces fruits sont largement cultivés au Brésil, aux Etats-Unis et en Chine, étant les
plus grands producteurs mondiaux (Spleen et al., 2020). Les commercants arabes les ont
introduits dans la région méditerranéenne au, et les explorateurs européens les ont amenés dans

le Nouveau Monde a I'ere de I'exploration (Janick, 2005).

Figure 1: Les formes d’agrumes.

1.1.1.1- Culture des agrumes en Algérie

La culture des agrumes est une pratique agricole importante en Algérie depuis plus d'un siécle,
et le pays a été I'un des plus grands producteurs d'agrumes au monde (Schimmenti et al., 2013).
La culture des agrumes en Algerie utilise, a la fois, des techniques agricoles traditionnelles et
modernes. De ce fait, le pays exporte chaque année une grande quantité d'agrumes vers

différents pays du monde et différentes variétés d’oranges, de citrons, de pamplemousses, de
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mandarines et de tangerines sont les cultivars les plus couramment plantés (Amrouni, 2016).
Cette culture s'est developpée principalement dans les zones cétieres du pays, notamment dans
les plaines de Mitidja, de Chlef, de Skikda, d’Annaba et d’Oran, couvrant une superficie
estimée a 50 000 hectares (FAO, 2018). Le développement de ces cultures est dd
essentiellement a des conditions adéquates telles que, une bonne précipitation, des températures
modérées, un ensoleillement abondant, un bon drainage et une fertilité élevée du sol (FAO,
2020). En effet, la culture des agrumes nécessite en moyenne 140 jours par hectare et par an
(Boukhobza, 2021). Le marché algérien des agrumes a également connu une croissance
significative ces dernieres années. Due essentiellement, a la consommation progressant estimée

a 2,2 millions de tonnes en 2020 (www.meys.eu).

1.1.1.2-Importance des agrumes dans I'industrie alimentaire et I'économie en Algeérie

L'industrie des agrumes en Algérie revét une grande importance pour I'économie nationale,
générant des revenus considérables, offrant en conséquence, des opportunités d'emploi
importantes. Le gouvernement a activement soutenu ce secteur, notamment par des subventions
aux agriculteurs et des fonds alloués a la recherche et au développement visant a améliorer la
qualité et la quantité des agrumes dans le pays (Laoubi et Yamao, 2009).

Les agrumes sont des ingrédients essentiels dans de nombreux produits culinaires tels que les
jus de fruits, les confitures et les desserts, et ils sont tres appréciés dans l'industrie alimentaire
en raison de leur saveur distinctive et de leur valeur nutritionnelle (Vicente-Sanchez et al.,
2021). lls sont riches en vitamines et en minéraux, ce qui est crucial pour maintenir une bonne
santé chez le consommateur (Khan et al., 2021).

Par ailleurs, les agrumes occupent une place prépondérante dans 1’industrie pharmaceutique et
parapharmaceutique en Algérie, contribuant de maniére significative a I'économie nationale
tant par les exportations que par la consommation locale. Leur golt exquis les rend
indispensables dans le secteur pharmaceutique, et leur croissance continue ces dernieres années

a consolidé leur position en tant que secteur stratégique pour le pays (FAOSTAT, 2021).

1.1.1.3- La composition d'agrumes

Les agrumes, en particulier les oranges, les citrons, les pamplemousses, les mandarines et les
tangerines, sont principalement transformés en jus, constituant ainsi le principal produit final

de l'industrie de leurs industries. Selon le cultivar, les agrumes contiennent entre 45 % et 58
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% de jus (Suri et al.,2022). Cependant, la production de jus d'agrumes génére également
d'importants coproduits, représentant entre 50 % et 70 % du poids total du fruit. Au niveau
mondial, la production annuelle de ces coproduits est estimée a prés de 10 millions de tonnes
(Nieto et al., 2021). Ces coproduits sont composés d'enveloppes (60 & 65 %), de tissus internes
(30 a 35 %) et de graines (jusqu'a 10 %) (Nieto et al., 2021). La figure 1 schématise la structure
de fruits d’agrumes (Suri et al.,2022).

Les déchets d'agrumes, tels que les pelures et la pulpe, contiennent de nombreux composés
bioactifs, tels que des sucres, des fibres, des acides organiques, des acides amineés, des
protéines, des minéraux, des polyphénols, des vitamines, des graisses et des ardbmes bioactifs
(principalement le d-limonéne), ainsi que de la pectine en grande quantité. Ces composés
peuvent étre utilisés dans diverses industries (Gonzélez-Molina, 2021) (Sharma et al.,2021).
La pectine, en exemple, est largement utilisée dans l'industrie alimentaire en tant qu'agent
gélifiant et stabilisant, tandis que, les huiles essentielles sont utilisées dans la production de

parfums et d'arémes.

Flavedo
(Essential oils,
Phenols, Albedo
Flavonoi_ds, (Pectin, Cellulose,
Carotenoids) Hemicellulose,
Lignin,
Dietary Fibre)

Pulp
(Sugars,
Citrate,

Pigments)

Seeds
(Essential oils,
Limonoids)

Juice Sacs

Segments/ Carpels

Figure 2: Anatomie des agrumes (Suri et al., 2022).
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1.2- Les aromes

1.2.1- Généralités sur les aromes

Les ardbmes sont des substances chimiques ou naturelles qui ont une odeur ou un goQt
caractéristique (Du et al., 2021). lls sont, largement, utilisés pour ajouter de la saveur ou du
parfum aux aliments, boissons, produits de soins personnels et produits ménagers. Selon
I’ Autorité européenne de sécurité des aliments (Trisha et al., 2022) « les ardmes sont définis
comme des substances ou des mélanges de substances dont la fonction principale est de donner
de la saveur a un aliment » (EFSA, 2016 ; Chéng, 2022).

Les ardmes peuvent étre synthétiques ou naturels. Les ardmes synthétiques sont fabriqués en
laboratoire par des procédures chimiques, tandis que, les arémes naturels sont dérivés de
sources naturelles telles que, les plantes, les fruits ou les Iégumes. Les arémes naturels sont,
souvent, considérés comme plus sains et plus slrs que les arbmes synthétiques, car ils
proviennent de sources naturelles et sont exempts de produits chimiques synthétiques (Areekal
et al., 2023).

Les arbmes sont utilisés dans une grande variété de produits alimentaires et de boissons, comme
les bonbons, les boissons gazeuses, les produits de boulangerie et les produits laitiers. Ils sont
également utilisés dans les produits de soins personnels, comme les parfums, les savons et les
lotions, ainsi que dans les produits ménagers, comme les désodorisants et les nettoyants
(Chandrasekaran, 2015). Cependant, 1’utilisation des aromes dans les aliments et d’autres
produits est réglementée par diverses autorités, comme I’EFSA de 1’Union européenne et la
FDA des Etats-Unis, pour assurer leur salubrité et leur qualité. Par exemple, I’EFSA établit la
sécurité des substances aromatisants utilisées dans les aliments et fixe des niveaux maximums
pour leur utilisation (EFSA, 2016). La FDA réglemente également 1’utilisation des ardmes dans
les aliments et a établi une liste de substances aromatisants, généralement reconnues comme
slres (GRAS) (FDA, 2019).

1.2.2- Production des ardmes

Les ardbmes peuvent étre classés en trois types principaux : chimique, naturel identique et
naturel, selon leur méthode de production (figure 3). Pour ce faire, la 1égislation de 1’Union
européenne divise les saveurs en deux familles :

Les ardmes naturels dérivés de matiéres animales ou végétales et les ardbmes artificiels

(Commission européenne, 2012).
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1.2.2.1- Les ardmes naturels

Les ardmes naturels sont obtenus par des procédés physiques, biologiques ou enzymatiques, a
partir de matiéres végétales ou animales, tout en respectant les normes du Codex Alimentaires.
Ces normes stipulent que seuls les arémes naturels ont subi des transformations autorisees et
sont présents en petites quantités (Commission du Codex Alimentarius, 2019). La poudre de
cannelle extraite de I’écorce du cannelier, I’eugénol, une molécule aromatique naturellement
présente dans le girofle, et le limonéne présent dans les agrumes sont des exemples de parfums

naturels (Commission européenne, 2012).

1.2.2.2- Les arbmes naturels identiques

Les ardbmes naturels identiques sont fabriqués en laboratoire a 1’aide des mémes composés
chimiques que ceux trouveés dans les naturels (Rowe, 2012). Ces parfums sont chimiquement
identiques aux composés présents dans les matériaux naturels, mais ils sont souvent moins
colteux et de qualité plus constante que leurs équivalents naturels (Commission européenne,

2012). Comme exemple, la vanilline est le principal composant de I’extrait de vanille.

1.2.2.3- Les arbmes chimiques

Les arbmes chimiques sont synthétisés en laboratoire et congus pour imiter I’odeur des
matériaux naturels (Commission européenne, 2012). Ces parfums sont souvent moins chers et
plus faciles a produire que des parfums naturels ou similaires. Toutefois, certaines personnes
peuvent avoir des préoccupations au sujet de sa sécurité et des effets possibles sur la santé
(Burger, 2019). Les ardmes de fruits artificiels comme la fraise, le raisin et la pomme, ainsi que
les parfums floraux comme la rose et la lavande sont des exemples de parfums chimiques (Zhu
et Xiao, 2022).
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Natural flavorings

= From plant or animal raw material

= Isolated by physical methods.

= Obtained from microbial or
enzymaltic processes.

—_—
Flavors

= Not intended yet in a natural

product
= Typically produced by fractional
distillation and additional chemical

= Obtained by synihesis or isolated
through chemical
= E.g. Vanillin from lignin

Figure 3:Classifications des saveurs dans les aliments et les boissons et contribution des composés
chimiques a divers ardmes (Branen, 2002 ; Food additives, 2012).

1.2.3- Classification du composé aromatique

Les saveurs des aliments peuvent étre classées, en différentes catégories, en fonction de leurs
propriétés chimiques et sensorielles. Selon la Figure 4. Les principales classes de composés
aromatiques dans les aliments comprennent les aldéhydes, les cétones, les esters, les lactones,
les terpenes, les pyrazines et les composés contenant du soufre. Ces composés contribuent au

golt et a ’arome de la nourriture (Reyrolle, 2022).
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Alcohol Esters i Diketones

Isoamyl alcohol Ethyl acetate Acetaldehyde Limonene
LogP 1.09 LogP 0.28 logP -038 LogP 340 LogP 322 methoxypyrazine LogP 1.10
LogS -0.69 LogS 0.03 LogS 084 LogS -3.13 logS 341 LogP 154 LogS 053

Isoamyl acetate Methylpropanal Quercetin Linalool LogS 117 2,3-pentanedione
Isobutanol LogP 153 LogP 086 LogP 216 LogP 285 2,3-dimethyipyrazine LogP 040
LogP 0.73 LogS -1.41 LogS -0.06 LogS -243 LogS -2.10 LogP 020 LogS -0.12
logS -0.16 Ethyl hexanoate Furfural Epicatechin Menthone LogS 068

LogP 231 LogP 075 LogP 180 LogP 3.5

LogS -1.99 LogS -067 logsS -1.72 logS -2.75

Ethyl valerate Phenylacetaldehyde Taxifolin Menthol

LogP 1.87 LogP 145 logP 1.82 LogP 266

LogS -146 LogS -084 logS -228 logS -2.84

Ethyl octanoate

LogP 320

LogS -3.05

Les alcooIs et 1es esters sont aes composes Volatlls qul apportent des notes Trultees et Tiorales
a la saveur des aliments. On les trouve couramment dans les fruits, comme les pommes, les
bananes et les fraises, ainsi que dans les boissons alcoolisées, comme le vin et la biere (Dra-
gone et al., 2009).

1.2.3.3- Phénols

Les phénols sont des composés aromatiques qui apportent des notes fumées, épicées et
médicinales a la saveur des aliments. On les trouve dans de nombreux aliments d’origine

végétale, comme les herbes, les épices et les noix grillées (Jelen et Gracka, 2016).

1.2.3.4- Terpénes

Les terpenes sont une grande classe de composés organiques qui contribuent a la saveur et a
I'arbme de nombreux aliments, en particulier les fruits et les Iégumes. lls sont responsables des
parfums caractéristiques des herbes et des épices, ainsi que de I'arbme des agrumes (Schwab et
al., 2008).

1.2.3.5- Pyrazines
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Les pyrazines sont une classe de composés qui apportent des notes de noisette, de chaleur et de
terre a la saveur des aliments. On les trouve dans de nombreux aliments torréfiés et grillés, y

compris le café (Chen-Yen-Sun, 2014).

1.2.3.6- Dicétones

Les dicétones sont des composés qui apportent des notes de beurre et de créme a la saveur des
aliments. On les trouve couramment dans les produits laitiers, comme le beurre, la créme et le
fromage (Clark et Winter, 2015).

En plus de la classification chimique des composés aromatiques, les ardmes peuvent également
étre classés en fonction de leurs caractéristiques organoleptiques. Selon la figure 5 Les cing
godts de base sont le sucré, I'acide, I'amer et le salé. La douceur se révele par la présence de
sucres ou d'édulcorants artificiels. L'acidité est détectée par la présence d'acides. L'amertume
est détectée par la présence d'alcaloides ou de composés a nouveau. La salinité est détectée par

la présence de sodium ou d'autres sels.

1.2.4- Valorisation des écorces d’agrumes pour la production des bio-aromes

Les écorces d’agrumes, qui sont habituellement jetées comme déchets, sont une riche source
de composés bioactifs qui ont de nombreuses applications dans I’industrie alimentaire, en
particulier dans la production de saveurs. L utilisation des écorces d’agrumes pour produire
des saveurs a gagné en importance ces derniéres années, car ¢’est un moyen durable et rentable

d’ajouter des saveurs uniques et complexes aux produits alimentaires (Baker, et al., 2021).

1.2.4.1- La composition chimique des bio-aromes d’origine d’agrumes

La composition chimique des écorces d’agrumes est diverse et complexe, avec plus de 150
composés (Moshonas et Shaw, 1979). Il s’agit notamment d’hydrocarbures terpéniques
(monoterpénes, sesquiterpenes), alcools, esters, aldehydes, cétones et acides organiques
volatils (Tableau 4).

Les composés volatils soufrés, tels que le sulfure d'’hydrogéne, le sulfure de diméthyle, le
méthanethiol et le disulfure de diméthyle, a des concentrations de I'ordre de la ppm. Au cours
d'une saison, la quantité de sulfure d’hydrogene diminue considérablement, principalement en
raison de l'augmentation de la fréquence des gelées nocturnes plutdt que d'une maturation
normale. De plus, le sulfure de diméthyle peut étre responsable du mauvais golt des jus
d'agrumes (Shaw et al., 1981).
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Le (+) -limonéne, un hydrocarbure monoterpénique, est présent dans les bio-arémes d'agrumes
a une concentration variant entre 80 et 95 %. Les terpénes oxygénés, quant a eux, représentent
environ 5 % la composition des bio-ardmes et conferent des caractéristiques aromatiques
distinctes a chaque espece d'agrumes (Stanley, 1962). La composition des substances volatiles
differe significativement, tant sur le plan qualitatif que quantitatif, entre les différentes espéces
d'agrumes. Parmi les composants prédominants, on trouve les hydrocarbures monoterpéniques
tels que l'a-pinéne, l'a-thujéne, le camphéne, le B-pinene, le sabinéne, le myrcéne, le A-3-
caréne, l'o-phellandréne, l'a-terpinéne, le B-terpinéne, le p-cymene, le terpinolene, le p-
isopropenyltoluéne et le 2,4-p-menthadiéne. Les sesquiterpenes incluent la cubébene, le
copacéne, 1'élémene, le caryophylléne, le farnéséne, I'a-humuléne, le valencéne et le A-cardinene
(Hunter et Brogden, 1965). Parmi les sesquiterpénes, le valencéne revét une importance
particuliere (Hunter et Brogden, 1965).

Les esters, bien qu'ils ne représentent qu'une fraction faible des bio-ardmes d'agrumes en termes
de quantité, contribuent significativement a leur ardbme caractéristique. Parmi les esters
importants identifiés, citons le formate d'éthyle, le caprylate d'éthyle, I'acétate de Lina Lyle,
I'acétate d'octyle, I'acétate de nonyle, l'acétate de décyle, l'acétate de terpinyle, l'acétate de
géranyle, I'éthyl-3-hydroxyhexanoate, le butyrate de citronellyle, le butyrate de géranyle,
I'anthranilate de méthyle et le méthyl-N-méthylanthranilate. 1l convient de noter que le butyrate
d'éthyle est présent en quantité significative dans I'huile essentielle d'orange (Shaw, 1979 ;
Wolford et al., 1971 ; Ikeda et Spitler, 1964).

Les aldéhydes et les cétones, en tant que composés carbonylés, revétent une importance
significative dans le processus de formation des bio-ardmes des agrumes (Stanley et al., 1961).
Les aldéhydes terpéniques tels que le néral et le géranial contribuent a I'arbme caractéristique
des citrons, tandis que la cétone sesquiterpénique nootkatone est un élément majeur dans
I'ardme du jus de pamplemousse (MacLeod et Buigues, 1964). Il convient de mentionner que
le valencene subit une oxydation en présence de chromate de tétrabutyle, ce qui permet de
produire la cétone sesquiterpénique nootkatone (Hunter et Brogden, 1965). Dans la formation
des ardmes des oranges, les aldéhydes et les cétones, en tant que composés carbonylés, revétent
une importance substantielle. Parmi ces composés, on distingue le 2-hexénal, le n-octanal, le
n-décanal et le géranial.Des traces d'acétaldehyde, d'acétone, de n-butyraldéhyde, de n-hexane,
de meéthyl éthyl cétone, de n-heptane, de n-nonanal, de furfural, de méthylhepténone, de
citronellal, de n-undécanal, de n-dodécanal, de néral, de carvone, de périlaldéhyde, de

piperiténone et de B-sinensal ont également été signalées.
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Les agrumes renferment également des composeés alcooliques qui contribuent a leur aréme. Les
alcools principaux présents dans I'huile d'orange et I'essence sont le linalol et I'octanol, tandis
que le 4-terpinéol et l'a-terpinéol sont également présents en quantités importantes. D'autres
alcools tels que le méthanol, I'éthanol, le n-propanol, I'isobutanol, le n-butanol, I'iso-pentanol,
le n-pentanol, le n-hexanol, le 3-hexénol, le n-heptanol, le méthylhepténol, le 2-nonanol, le n-
nonanol, le n-décanol, le citronellol, le nérol, le géraniol, le carvéol, I'undécanol et le dodécanol
sont présents a I'état de traces (Attaway et al., 1962 ; Hunter et Moshonas, 1965). Les mémes
alcools sont présents dans les huiles de citron, de pamplemousse et de mandarine, bien que
leurs proportions difféerent (Hunter et Moshonas, 1966). Les acides organiques volatils qui se
trouvent dans I'essence de jus d'orange sont l'acide acé-tique, n-propionique, n-butyrique,
caproique et caprique (Attaway et al., 1964). On peut, également, trouver des traces d'acides

volatils tels que I'acide isovalérique, valérique, isocaproique et caprylique.

Tableau 1: Taux des constituants les plus importants de bio-ardbmes issues des peaux de fruits
d’ Agrumes

(Source : Shaw 1979 ; Kefford et Chandler, 1970 ; Attaway et al., 1968 ; Norman et al., 1967 ; Hunter
et Brogden, 1965 ; Ikeda et Spitler, 1964 ; Kesterson et Hendrickson, 1964, 1963, 1962 ; Stanley, 1962
; Yokoyama et al., 1961)
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. ; Tangerine : Lime (pressée a o
Constituants Orange Mandarine Satsuma Pamplemonsse Citron . Lime (distillée)
Daney froid)
Monoterpénes

Total) B9 -91 (% de I'buile) 08 (%% de 'huile) - (% de buile) 88 (% de Fhuile) 81 — 85 (% de 'buile) 69 (% de 'bmile) 77 (% de Pnile)

d-limongne 83-90 6568 §7-93 88-90 12-80 64 60
Hydrocarbures
a-pinene 0,5 03 10 16 20 12 08
[-pinene 10 04 1-13 12 048
Myrcéne 20 20 12 19 20 08
y-terpinene 0,1 34 05 10,0 N0 0.6
p-Cymene 23 04 04 19 120
Aldehydes 1,8 (% de huily 1,3 = 1.8 (% de Ibuile
Heptanal 3,0 % ds aldebydis 4,0 %o des aldeydes 1,0 % des aldihydes
Octanal 390 40 16-33 40 03
Nonanal 50 10 6.0
Decanal 420 30 43-33 30 0,09
Cimal 005-02 0uce 0.06 (el | 19-26(%delinde) | 31-53(hdelimde) | 03 (odelnale)
I"hil)

Alcools 0,9 (%% de 'huile) 0,3 = 1,3 (v de Ibuile)
Octanol 18 1
Decanol
Linalol 5,3 (o da sl 2 0=3 04 thcin

deterpeness)
Esters 2.9 (b4 de Pbuile) 3= 4 (%0 de huile)

1.3- Techniques d’extraction

L’objectif principal de ces techniques est d’extraire des composés bioactifs, comme les huiles
essentielles, les flavonoides et les caroténoides, des écorces d’agrumes, qui peuvent ensuite
étre utilisées dans les industries alimentaire, pharmaceutique et cosmétique (Kanatt et al.,
2019).

1.3.1- Techniques Conventionnelles
1.3.1.1- Distillation

La distillation est l'une des principales techniques utilisées pour I'extraction des arémes. Ce
processus implique des echanges de matiére entre différentes phases, solide, liquide et la
vapeur, ce qui influence la qualité et le rendement de la production des essences végétales.
Trois procédés distincts exploitent le principe de la distillation : I'hydrodistillation, I'hydro-

diffusion et I'entrainement a la vapeur d'eau (Ouis, 2015).

24



Revue bibliographique

1.3.1.1.1- L’hydrodistillation

L'hydrodistillation est la méthode d'extraction la plus couramment utilisée. Elle implique
I'immersion du matériau végétal, qu'il soit sec ou frais, dans une cuve remplie d'eau, qui est
ensuite portée a ébullition. Les vapeurs résultantes, qui sont hétérogéenes, sont ensuite
condensees a l'aide d'un systéme de réfrigération a circulation d'eau, permettant ainsi la

séparation de I'aréme de I'hydrolat en raison de leur différence de densité (Chenni, 2016).

Condanax
Colonne de distillaton <J |
Cobobage
\ Hule evsenticlle
‘ Phase aquere
¥ . Vase flormto
Reéacteut -
Matériel vepdal w‘ bau
Plaque chanffante -
® &
4 :
B e | =

Figure 5: Schéma de montage de I'hydrodistillation (Chenni, 2016).

1.3.1.1.2- Entrainement a la vapeur d’eau

L'entrainement a la vapeur d’eau est la technique la plus récente de distillation dans laquelle il
n’y a pas de contact direct entre la matiere végétale et I’eau. Elle apporte une amélioration a la
qualité de I’ardme en réduisant les altérations hydrolytiques. Son procédé consiste a produire
un vapeur d’eau dans une chaudiére séparée, puis I’injecter a la base de I’alambic. Ensuite elle
remonte a I’intérieur et traverse la plante en dissolvant et évaporant les molécules aromatiques.
Apres, la vapeur hétérogene passe par un systeme de refroidissement qui entraine sa

condensation en liquide saturé d’eau sur lequel flotte I’ardme (Deschepper, 2017).
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Figure 6 : Schéma de montage de I'entrainement a la vapeur d'eau (Chenni, 2016).

1.2.1.1.3- Hydro-diffusion

L’hydro-diffusion (figure 7) est une technique relativement récente. C’est une variante de

l'entrainement a la vapeur d’eau. Son principe consiste a pulser du haut vers le bas de la vapeur

d’eau a pression réduite de sorte qu’il traverse la masse végétale. La condensation du mélange

de vapeur contenant I’ardme se produit sous la grille retenant la matic¢re végétale. L’avantage

de cette méthode est d’étre plus rapide donc moins dommageable pour les composés volatils

(Abdelli, 2017 ; Hessas, 2018).
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Figure 7: Schéma de dispositif de I'hydro-diffusion (Chenni, 2016).
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1.3.2- Techniques d’extraction développées

1.3.2.1- Technique d'extraction par fluide supercritique (SFE)

La technique d'extraction par fluide supercritique (SFE) est innovante car elle utilise un solvant

dans des conditions de température et de pression ou il se situe entre les phases liquides et
gazeuses, présentant ainsi des propriétés physicochimiques uniques. Le dioxyde de carbone
(CO2) est le solvant le plus couramment utilisé pour cette méthode, car il est facilement
disponible a des pressions et des températures critiques relativement basses. En outre, il est non
toxique, ininflammable, inerte et disponible en haute pureté a faible colt (Bonnafous, 2013 ;
Boukhatem et al., 2019).

CO; & I'état supercritique + Extrait CO; a l'état gazeux

. .
>

Séparateur
Extracteur a® J Condenseur
J.J\l’)"l' )
Pompe
A |
2 N "
) .~
CO; & l'état supercritique b CO: & létat liquide

Figure 8: Schéma du procédé de I'extraction par CO2 supercritique (Negahban et al., 2012).

1.3.2.3- Extraction assistée par micro-ondes (MAE)

L’extraction assistée par micro-ondes (MAE) est une méthode d’extraction rapide et efficace
qui utilise I’énergie micro-ondes pour chauffer le solvant et faciliter le processus d’extraction.
Le processus consiste & mélanger la pelure d’agrumes avec le solvant dans un réacteur a micro-
ondes, qui est ensuite chauffé a 1’aide d’énergie micro-ondes. L’extrait est, ensuite, séparé du
solvant par distillation ou évaporation. Il a été démontré que le MAE est tres efficace pour
I’extraction des huiles essentielles et des flavonoides des écorces d’agrumes. Il présente
également plusieurs avantages, comme un temps d’extraction plus court, un rendement

d’extraction plus élevé et une consommation réduite de solvants (Vinatoru et al., 2017).
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Figure 9: Schéma de montage de I'extraction sans solvant assisté par micro-ondes (Chenni, 2016).

1.3.2.4- Extraction assistée par ultrasons (EAU)

L’extraction assistée par ultrasons (EAU) est une méthode d’extraction non thermique qui
utilise des ondes sonores a haute fréquence pour perturber les parois cellulaires des écorces
d’agrumes et faciliter le processus d’extraction. Le procédé consiste & mélanger la peau
d’agrumes avec le solvant dans un bain ultrasonique, qui est ensuite soumis a des ondes sonores
a haute fréquence. L’extrait est ensuite séparé du solvant par distillation ou évaporation. Il a
été démontré que les EAU sont trés efficaces pour I’extraction des huiles essentielles, des
flavonoides et des caroténoides des écorces d’agrumes. Il présente également plusieurs
avantages, comme un rendement d’extraction plus élevé, un temps d’extraction plus court et

une consommation réduite de solvants (Tzortzakis et Economakis, 2017).
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Figure 10: Extraction aux ultrasons bac et sonde (Mnyayer, 2014).
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1.4- Caractéristiques des bio-arémes (BAS)
1.4.1-Propriétés physico-chimiques et organoleptiques
1.4.1.1- Caractérisation physique

La densité ou densité relative d'une huile essentielle est définie comme le rapport de sa masse
volumique a la masse volumique de I'eau distillée & une température de 20°C. Il est courant
d'observer que la densité des huiles essentielles est généralement inférieure a 1, ce qui

correspond a une densité inférieure a celle de I'eau (Deschepper, 2017).

1.4.1.2- Les propriétés organoleptiques

Les propriétés organoleptiques des bio-ardmes d'agrumes sont évaluées par les sens afin
d'appréhender leur apparence, leur couleur et leur odeur. Pour étudier ces caractéristiques
organoleptiques, une évaluation sensorielle est réalisée en se basant sur des critéres tels que la
couleur, 'odeur et I'apparence. Ces analyses ont été réalisées par un groupe de référence
composé de 20 étudiants et 10 professeurs du laboratoire LaMyBAM et du laboratoire

Obtention des substances thérapeutiques.

1.4.2-Activités biologiques
1.4.2.1-Activités antibactérienne

Les bio-ardmes et leurs composants actifs présentent de nombreuses activités biologiques
spéecifiques, notamment une activité antibactérienne. Ils ont démontré plusieurs capacités
thérapeutiques et médicinales, telles que leur potentiel antimicrobien.

Les antibiotiques ont une capacité limitée a combattre les micro-organismes nuisibles en raison
de leur potentiel a causer le cancer, leur toxicité aigué, leur impact environnemental et la
résistance accrue des bactéries a ces médicaments. Par consequent, la recherche se tourne vers
la découverte de nouvelles molécules présentant un effet antibactérien efficace et étendu. Les
bio-arébmes naturels extraits des écorces d'agrumes sont un exemple de biomolécules
prometteuses pour lutter contre diverses maladies infectieuses (Bertella, 2019).

Les mécanismes précis par lesquels les bio-ardmes exercent leur activité antibactérienne ne
sont pas encore pleinement compris en raison de la complexité de leur composition chimique.

Il est donc difficile de déterminer avec précision leur mode d'action. Des études antérieures
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suggerent que l'activité antibactérienne des huiles essentielles ne peut étre attribuée a un
mécanisme unique, mais plut6t a plusieurs sites d'action au niveau cellulaire (Dorman et Deans,
2000).

La détermination de I'effet bactéricide et bactériostatique d'une huile essentielle est réalisée en
effectuant un repiquage des zones d'inhibition formées ou aucune croissance bactérienne n'est
visible a I'ceil nu sur un milieu de culture. Les composés qui inhibent la croissance bactérienne
sont qualifiés de "bactériostatiques”, tandis que ceux qui tuent les bactéries sont appelés
"bactéricides".

1.4.2.2-Activité antifongique

L'activité antifongique se référe a la capacité d'une substance a combattre les infections
fongiques en entravant leur croissance ou en les éliminant. Les antifongiques sont utilisés pour
traiter diverses infections fongiques, notamment celles qui affectent la peau, les ongles, le
systéme respiratoire et les organes internes (Bertella, 2019).

Les bio-arémes ont démontré des effets antifongiques prometteurs, notamment ceux extraits
des écorces d'agrumes qui sont riches en composés phénoliques. Les bio-arbmes peuvent agir
en perturbant la membrane cellulaire des champignons, en inhibant leur croissance ou leur
reproduction, ou en perturbant leur métabolisme (Thomaz, 2008).

1.4.2.3-Activities antioxydants :

Les antioxydants sont des composés qui peuvent agir en tant qu'agents de terminaison pour
rediriger ou piéger les radicaux libres. Certains antioxydants sont capables d'interrompre la
réaction en chaine de la peroxydation en réagissant rapidement avec un radical d'acide gras
avant qu'il ne puisse réagir avec un nouvel acide gras. D'autres antioxydants sont capables
d'absorber l'excés d'énergie de l'oxygene singulier et de le convertir en chaleur. En tant
qu'agents préventifs, les antioxydants peuvent bloquer le processus d'initiation en se

complexant avec des catalyseurs (Lobo et al.,2010).

1.5- La pectine

La pectine est une substance d'origine vegétale qui appartient a la famille des polysaccharides
complexes. Elle se trouve principalement dans la lamelle moyenne et la paroi primaire des
plantes supérieures (Paquot et al., 2010). La pectine, également connue sous le code E440, est

principalement composée d'une chaine d'acides D-galacturoniques liés par des liaisons a (1-
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4). Ces acides peuvent étre estérifiés avec du méthanol ou amidés. Les degrés d'estérification
et d'amidation font référence au nombre de fonctions carboxyliques méthylées ou amidées pour
chaque motif d'acide galacturonique. La pectine est extraite a partir des déchets issus de la
fabrication de jus d'agrumes et de pommes (Gharsallaoui, 2008).

Les propriétés exceptionnelles sur le plan de la santé et les multiples fonctions de la pectine
justifient son utilisation croissante dans divers secteurs tels que, lI'alimentation, la cosmétique,
la médecine et I'industrie pharmaceutique (Efsa, 2010). Au cours des deux dernieres décennies,
la demande mondiale d'aliments a augmenté de maniere constante, entrainant une croissance
du marché des hydrocolloides, dont la pectine est I'un des plus recherchés et conviviaux
(Willats et al., 2006). Sur le plan médical, la pectine est utilisée dans des préparations
cicatrisantes et des adhésifs médicaux spéciaux, tels que les dispositifs de colostomie
(Sriamornsak, 2011). En tant que composant naturel de l'alimentation humaine, la pectine
présente de hombreux avantages, notamment sa capacité a se lier au cholestérol dans le tractus
gastro-intestinal, ce qui réduit les niveaux de cholestérol, et a ralentir I'absorption du glucose
en capturant les glucides (Seisun, 2012). De nombreux medicaments sont encapsulés dans des
films de pectine pour protéger la muqueuse gastrique et permettre une libération contrdlée des
principes actifs dans la circulation sanguine (Wicker, 2014). Dans I'industrie cosmétique et des
produits de soins personnels, la pectine est utilisée non seulement comme agent texturant pour
les onguents, les huiles et les créemes, mais aussi comme épaississant et stabilisant pour les
shampooings, les lotions et les toniques capillaires (Sriamornsak, 2011). De plus, la pectine est
désormais reconnue comme un agent anti-age efficace pour la peau. Le marché mondial de la

pectine aurait atteint 850 millions de dollars (Ciriminna et al., 2016).
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2- Matériel et méthodes

Le présent travail s'est concentré sur la valorisation des écorces d'agrumes pour la production
de bio-aromes et de pectine. Les échantillons de pelures d’orange et de citrons utilisés dans ce
travail ont été collectés de differents lieux (restaurants universitaires et différents Fast-foods).
La partie expérimentale a été réalisée dans différents laboratoires de 1’université des fréres
Mentouri, Constantine. Pour ce faire, plusieurs procédures ont été appliquées :

Extraction de bio-arémes par hydrodistillation et extraction sans solvant assistée par micro-
ondes (SFME) a partir de pelures d’agrumes. Cette opération a été effectuée au sein du
laboratoire ‘Obtention des Substances Thérapeutiques’, département de chimie, université des
fréeres Mentouri, Constantine 1.

Extraction de bio-arémes et de pectine par micro-onde assistée par vapeur. Cette étape a été
réalisée au laboratoire de Mycologie, de Biotechnologies et de I'Activité Microbienne
(LaMyBAM), département de Biologie Appliquée, université des freres Mentouri, Constantine
1.

Etude de I'activité antibactérienne, antifongique et antioxydante des produits obtenus, réalisées

dans le méme laboratoire (LaMyBAM).
2.1- Matériel végétal (Matiere premiére) :

Le matériel végétal utilisé est constitué d’écorces d’oranges (Citrus sinensis) et de citrons
(Citrus limon). Les bio-arbmes et la pectine étudiés ont été extraits des zestes conservés a
température ambiante.

Selon Guignard (2001), la position systématique de I'orange douce (figure 11) est la suivante :
Régne : Végétal

Embranchement : Spermaphytes

Sous-embranchement : Angiospermes

Classe : Eudicotylédones

Ordre : Rutales

Sous-classe : Rosidées

Famille : Rutaceae

Genres : Poncirus, Fortunella et Citrus

Espéce : Citrus sinensis.
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Figure 11: fruits d’agrumes (oranges).

La position systématique du citron (figure 12) est la suivante :
Régne : Végétal.

Embranchement : spermaphytes

Sous-embranchement : Angiospermes

Classe : Eudicotylédones

Ordre : Rutales

Sous-classe : Rosidés

Famille : Rutacées

Genre : Agrumes

Espéce : Citrus limon

Figure 12: fruits d’agrumes (citrons).
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2.2- Appareil d’extraction proposé

L’appareil proposé dans ce travail est baptisé VapoilWaves. Le but recherché a travers cette
conception est la proposition d’une technologie polyvalente et adaptable pour I'extraction de
bio-arémes avec un colit moindre et un rendement élevé en comparaison avec le procédé
conventionnel. Le procédé repose sur la combinaison entre les microondes pour la libération
de bio-arémes d’origine végétales, et entrainement de ces de bio-arbmes par la vapeur,
préalablement, produite par chauffage. Le rendement de ce dispositif, démontré

expérimentalement, est nettement supérieur a celui de la méthode classique.

2.3- Méthodologie

2.3.1- Méthodes d'extraction

Les déchets dagrumes collectés ont été triés et soigneusement lavés pour éliminer les
contaminants superficiels, les résidus de terre et les débris non désirés.

Les composés aromatiques présents dans les agrumes sont extraits en utilisant trois méthodes
différentes. La premiére méthode est I'nydrodistillation traditionnelle (HD), ou les composes
volatils sont extraits en utilisant de la vapeur d'eau. La deuxieme méthode est la méthode
d'extraction sans solvant assistée par micro-ondes (SFME), ou les micro-ondes sont utilisées
pour chauffer I’eau contenant I’échantillon ce qui facilite 'extraction des composés aromatiques
sans l'utilisation de solvants. Enfin, la troisieme méthode est la méthode d'extraction qui repose
sur I’utilisation de microondes appelée VapoilWaves, qui permet d'extraire les bio-arbmes et la

pectine d'agrumes, sans nécessiter l'utilisation de solvants ni le bain d’eau.

2.3.1.1-Méthode traditionnelle : Hydrodistillation

Dans cette méthode, les résidus sont introduits dans un extracteur de type Clevenger, qui est
un équipement de distillation. Une quantité précise d'eau est ajoutée a l'extracteur en fonction
de la quantité de déchets utilisée. L'appareil est ensuite chauffé pendant environ 3 a 4 heures,
ce qui permet aux vapeurs d'eau chargées de bio-arbmes de s'élever et de se diriger vers le
systeme de condensation. Le melange d'eau et de BAs qui se forme est recueilli dans un

récipient approprié.
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2.3.1.2- Extraction sans solvant assistée par micro-ondes (SFME)

Cette méthode fait usage d'un four a micro-ondes spécifique, le MILESTONE EOS-GR, équipé
d'un réacteur fonctionnant a une fréquence de 2 450 MHz. Les déchets d'agrumes sont préparés
en utilisant la méme quantité de poids que pour 1’autre méthode. Les déchets sont placés dans
un récipient approprié avec une quantité d’eau adéquate, la préparation est exposée a des micro-
ondes dans des conditions constantes de température et de puissance, afin de garantir la
comparabilité avec les autres méthodes. Les micro-ondes générent de la chaleur a I'intérieur des
déchets, facilitant ainsi I'extraction des bio-ardbmes sans avoir recours a des solvants. Les
composés aromatiques volatils sont apportés par la vapeur d’eau et seront séparés apres

condensation.

2.3.1.3- Extraction par la méthode VapoilWaves

Les déchets d'agrumes sont soumis a un traitement spécifique par micro-ondes en suivant un
protocole développé spécialement pour cette méthode combinée. Ce protocole permet une
extraction simultanée des bio-arémes et de la pectine, sans avoir recours a des solvants ni au
bain d’eau pour contenir 1’échantillon. Les conditions de température et de puissance des micro-
ondes sont optimisées afin de maximiser I'extraction des composes recherchés. Ces composes
sont entrainés sous gravité par la vapeur produite a I’extérieur de 1’appareil générant les micro-
ondes. Cela assure une efficacité élevée dans le processus d'extraction, permettant d'obtenir des
bio-ardbmes et de la pectine de haute qualité a partir des déchets d'agrumes. Les bio-ardmes et

la pectine sont conservés au réfrigérateur, a I'abri de la lumiére, a une température de 4°C.

2.3.2- Détermination du rendement d’extraction de bio-aromes

Le rendement d'extraction de bio-ardmes de zestes de Citrus limon et Citrus sinensis a été
déterminé afin d'étudier la cinétique d'extraction. Des quantités de BAs ont été récupérées et
utilisées pour calculer le rendement a chaque extraction. Conformément a la norme AFNOR
(1986), le rendement des bio-ardmes (R%) est défini comme le rapport entre la masse des bio-
arbmes obtenus apres extraction (M") et la masse de la matiére végétale utilisée (M). Il est
calculé selon la formule suivante :

R% = (M'/ M) x 100

Oou

R% : est le rendement des bio-arébmes en pourcentage ;
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M’: est la masse des bio-arbmes obtenues en g ;

M : est la masse de zeste d’agrume en g.

2.3.3-Détermination des propriétés physiques et organoleptiques

2.3.3.1-Propriétés physiques par la mesure de la densité relative

Pour déterminer la densité relative de bio-ardbmes extraits des zestes de citrons et d'oranges, la
méthode suivante a été appliquée : avec une balance de précision, 1 ml d'eau distillée, de bio-
ardme d’orange et de citron ont été pesés s€éparément et la masse de tout un chacun a été obtenue.
La densité relative (d) a été calculée en utilisant la formule suivante :
d=m(BA)/ m(eau)

Ou:

d représente la densité relative ;

m(Ba) représente la masse de bio-ar6mes ;

m(eau) représente la masse de |'eau distillée.
Pour rappel, la densité relative est une grandeur adimensionnelle qui représente le rapport de la
densité de la substance a la densité de référence (dans ce cas, I'eau distillée). Elle fournit une
indication sur la Iégereté ou la lourdeur d'une substance par rapport a I'eau. Une densité relative
inférieure a 1 indique que la substance est plus légére que I'eau, tandis qu'une densité relative

supérieure a 1 indique gu'elle est plus lourde que I'eau.

2.3.3.2-Propriétés organoleptiques

Les caractéristiques organoleptiques des bio-ardmes ont été évaluées en utilisant des méthodes

sensorielles basées sur les sens, I'apparence, la couleur et I'odeur.

2.3.4-Activité antimicrobienne

2.3.4.1- Activité antibactérienne

Les souches bactériennes utilisées dans ce test (tableau 2) ont été réactivées par ensemencement

dans des boites de Pétri contenant des milieux sélectifs appropriés.
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Les boites de Pétri ont été incubées a 37°C pendant 24 heures afin de permettre la croissance
des bactéries.

Tableau 2: Souches microbiennes testée

Souche Famille Gram | Infection

Escherichia coli Enterobacteriaceae _ Diarrhées dysentériformes
Gastro-entérites

Pseudomonas Pseudomonadaceae _ Crampes abdominales

aeruginosa Troubles digestifs

Staphylococcus Micrococcaceae + Infections urinaires

Aureus L'ostéomyélite et L'arthrite

Bacillus subtilis Bacillaceae + Gastro-entérites

Salmonella Enterobacteriaceae _ Gastro-entérites ; Fievre

typhimurium

Figure 13: boites de Pétri contenant des milieux sélectifs.

2.3.4.1.1- Préparation des dilutions de bio-arémes

Pour la préparation des dilutions adéquates de bio-ardme, un millilitre (1 ml) de chaque bio-
arébme a été dilue dans 1 ml de DMSO (50/50 v/v).
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2.3.4.1.2- Préparation des suspensions bactériennes

Pour la préparation des bactéries test, il a été préleve a partir d'une culture jeune, quelques
colonies, a I'aide d'une anse de platine et déposées dans des tubes stériles contenant 9 ml d'eau
physiologique, suivi d’une agitation vigoureuse jusqu’a I|’obtention d’une suspension

homogéne.

Al

Figure 14: obtention de suspensions bactériennes.

2.3.4.1.3- Ensemencement sur Mueller Hinton

Le test antibactérien a été réalisé milieu gélosé Mueller Hinton. Une fois solidifiée, une
suspension bactérienne fraichement préparée a été étalée, uniformément, a la surface de la
gélose, en utilisant un écouvillon stérile. Les boites ont, ensuite, été laissées sécher pendant
quelques minutes. Des disques de papier wattman (O 0.5mm) ont été imbibés de 40 ul de la
solution de bio-ardmes préparée précédemment. Les disques ont été déposés de maniéere stérile
sur la surface des boites préalablement ensemencées avec la suspension bactérienne. Les boites
ainsi préparées ont été placées au réfrigérateur a une température de 4°C pendant 30 minutes
pour permettre la diffusion des bio-ardbmes, ensuite, incubées a 37°C pendant 18 heures.
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Figure 15: Préparation des disques.
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Figure 16 : Protocole de détermination de I’activité antimicrobienne par la méthode des disques.
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Pour ce faire, plusieurs souches fongiques ont été utilisées (tableau 3).

2.3.4.1.5-Préparation de la suspension fongique

Pour les levures, a partir d'une culture de levures agée de 48 heures cultivée a 37°C sur milieu

de Sabouraud (pH = 7), une suspension dense a été préparée en utilisant de I'eau physiologique

stérile. En ajoutant 3 a 5 ml d'eau physiologique, la suspension a été agitée vigoureusement a

I'aide d'un vortex. Une partie de cette suspension mére a été diluée de maniére appropriée afin

d'obtenir une densité optique mesurée a 623 nm, comprise entre 0,14 et 0,16, ce qui correspond

a une concentration d'environ X10° levures/ml (Bastide et al., 1986).

Pour les moisissures, des cultures jeunes ont été préparées sur milieu Sabouraud et 1’incubation

a ¢té réalisée a 30°C, jusqu’a I’obtention d’une couleur caractéristique de la souche. Les

suspensions sporales ont été obtenues par I’ajout de 1’eau physiologique dans des ces boites,

suivi par I’enlévement de spores par anse de platine. La suspension est regue dans des tubes,

agitée vigoureusement.

Tableau 3 : Souches fongique testées

Souches Famille Infections

Penicillium sp. Trichomaceae Onychomycoses ou
kératites

Aspergillus niger Trichocomaceae Vaginal

Candida albicans Saccharomycetaceae Infections chroniques
sévére

Alternaria sp. Pleosporaceae Plantes cultivées ou non

Fusarium oxysporum Nectriaceae Flétrissement vasculaire
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Figure 17: Préparation de la suspension fongique.

Les suspensions fongiques obtenues précédemment ont été ensemencées d’une manicre
uniforme sur des boites contenant du milieu Sabouraud. Des disques contenant I’aréme,

préalablement, préparés (voir la rubrique précédente) ont été déposés de maniére stérile sur la
surface de la gélose. Les boites ainsi préparées ont été incubées a la température appropriée

jusqu’a I’obtention d’une croissance apparente et distinctive.

2.3.4.1.6- Lecture des résultats

La présence d'une zone d'inhibition claire et mesurable est considérée comme une réaction
positive. Les diameétres des zones d'inhibition des souches étudiées ont été mesurés et par
consequent, les souches ont été classées :

Non sensible (-) ou résistante : absence de zone.

Sensible (+) : diamétre entre 9 a 14 mm.

Tres sensible (++) : diamétre compris entre 15 a 19 mm.

Extrémement sensible (+++) : diamétre plus de 20 mm. (Ponce et al., 2003)

Disque de papier .
imbibé Thuile Tapis bactérien
essentielle
—
Incubation a 37°C
Inoculum
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bacténien ' '
' M >
o S Diamétre
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Figure 18: Principe de la méthode de la diffusion sur gélose.
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2.3.5-Test antioxydant

Ce test repose sur le pi¢geage du radical hydroxyle (OHe). Cette technique est réalisée selon la
méthode de Smirnoff et Cumbes (1989). Le principe est basé sur la production de OHe dans le
milieu réactionnel a travers la réaction de Fenton, ensuite le radical OHe produit réagit avec le
sodium salicylate pour produire le complexe hydroxyle salicylate.
Le volume finale du milieu réactionnel est de 3.0 ml, le milieu est constitué de 1.0 ml de
FeSO4 (1.5 mM), 0.7 ml de peroxyde d’hydrogéne (6 mM), 0.3 ml de sodium salicylate
(20 mM) et 1 ml des différentes concentrations de I’huile totale et la fraction neutre. Apres une
incubation a 37°C pendant 1h, I’absorbance du complexe hydroxyle salicylate est mesurée a
562 nm. Le pourcentage d’inhibition de OHe est calculé selon la formule suivante :

% d’inhibition = [1- (A1-A2) / A0] x100

AQ : I’absorbance du contrdle (sans extrait) ;
Al : I’absorbance en présence d’extrait ;

A2 : ’absorbance sans sodium salicylate.

2.3.6- Détermination du rendement d’extraction de la pectine

Le rendement en pectine a été exprimé en pourcentage et calculé par I'équation suivante :

Yp % = (Mp/ MT) x 100

ou Yp est le rendement en pectine ;
Mp est la masse de la pectine extraite en g ;

et MT est la masse de zeste d’agrume en g.

2.3.7- Détermination de la teneur en pectine

Les échantillons de pectine extraits d’oranges et de citrons ont été prépares selon un protocole
d'extraction approprié. Une quantité de 0,2 ml de chaque échantillon a été transférée dans des
tubes a essai individuels, en veillant a ce que les échantillons contiennent une quantité adéquate
de pectine. Ensuite, une solution d'acide sulfurique (1,2 ml) a été ajoutée a chaque tube a essai
contenant les échantillons, et un mélange doux a été réalisé pour assurer une homogeénéité. Les

tubes ont été placés dans un récipient contenant de la glace pilée pendant quelques minutes pour
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maintenir une température basse. Afin de favoriser la réaction entre I'acide galacturonique et le

réactif m-hydroxydiphényl, les tubes ont été régulierement agités.

Ensuite, les tubes ont été placés dans un bain-marie maintenu a une température de 100°C
pendant 5 minutes pour permettre la réaction. Aprés le chauffage, les tubes ont été rapidement
refroidis dans un bain d'eau glacée pour arréter la reaction. Une quantité de 20 pl du réactif m-
hydroxydiphényl a été ajoutée a chaque tube contenant les échantillons, en s‘assurant de bien
agiter les tubes pour obtenir un mélange homogeéne. Les tubes ont été laissés au repos pendant
environ 5 minutes pour permettre la réalisation de la réaction. L'observation d'une couleur rose

indique la présence d'acide galacturonique dans les échantillons.
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3. Résultats et discussion

3.1-Extraction et rendement en bio-ardmes

Les essais d’extraction réalisés par les trois méthodes d’extraction appliquées ont abouti a des
rendements différents et ce, suivant la nature de I'échantillon et la méthode appliquée (tableau
4). Ces résultats révelent que les écorces d’oranges et de citrons sont riches en Bio-aromes d’une

part, et facilement extractibles d’autre part (Lagha-Benamrouche et al., 2018).

Tableau 4 : Rendements en bio-ardmes des agrumes explorés

Agrume Citron Orange
Essai
Hydrodistillation 0.71% 0.83%
SFME 0.39% 0.59%
VapoilWaves 2.1% 2.87%

I1 apparait, en outre, des résultats que la méthode d’extraction proposée, pour la premiére fois,
dans ce travail en I’occurrence, VapoilWaves, qui combine entre les microondes et la vapeur
par gravité, a réalisé le meilleur rendement en comparaison avec les méthodes conventionnelles
déja référencées ; I'nydrodistillation et I'extraction assistée par micro-ondes combinée a
I'nydrodistillation (SFME). Cette amélioration d’extraction est estimée a 4,83 pour I’orange et
a 5,38 pour le citron.

Ces résultats intéressants laissent conclure que la méthode d’extraction proposée ici est
concurrentielle sur le plan rendement et co(t. Et son extrapolation vers la production industrielle

ne peut étre que rapporteuse.

3.2-Caractéristiques physiques et organoleptiques des bio-arémes :

3.2.1- Caractéristiques physiques :

Les caractéristiques physiques de bio-ardmes d'orange et de citron, notamment la densité, est
été évaluées conformément aux méthodes de référence de 'AFNOR et de la Pharmacopée

européenne. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 5.
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Tableau 4:Indices de la densité de bio-aromes d’agrume

Bio-arome d’orange

Bio-aréme du citron

Densité

0.79

0.81

L'analyse de ces résultats révéle que les propriétés physiques (densité) des bio-ardmes obtenus

a partir de citrons et d’oranges par la méthode VapoilWaves varient en fonction de I'agrume

utilisé. En effet, les densités relatives des ardbmes de I'orange et citron sont estimées a 0,79 et a

0,81 respectivement. Ces valeurs respectent les critéres de qualité fixés par les organismes

internationaux, tels que I'AFNOR qui préconise a ces produits une densité inférieure a

0,925. Par consequent, les propriétés physiques des bio-ardbmes obtenus par la méthode

VapoilWaves respectent les normes de qualité requise.

2.2-Caractéristiques organoleptiques

Les caractéristiques organoleptiques des bio-ardmes d'agrumes obtenus par VapoilWaves sont

évaluées selon différentes normes, notamment celles établies par AFNOR (2000). Les résultats

de ces évaluations sont présentés dans le tableau 6 et figure 19 :

Tableau 5 : Caractéristiques organoleptiques des bio-ardmes d’agrumes explorés

Bio-arémes Aspect Couleur Odeur
Bio-aréme Liquide Jaune clair Odeur caractéristique
d’orange d’orange fraiche,
fruitée et acidulée
Bio-aréme de Liquide Jaune plus clair Odeur caractéristique
citron du citron, fruitée et
acidulée

a7



Résultats et discussion

Figure 19 : Bio-arbmes d'orange et de citron.

Les résultats des évaluations des caractéristiques organoleptiques des bio-arémes obtenus par

VapoilWaves sont conformes aux normes établies par 'AFNOR (2000), en particulier sur leur

aspect fraicheur et sont par conséquent de qualité établie, ce qui est un indicateur positif pour

leur utilisation dans diverses applications industrielles, notamment, pharmaceutiques.

3.3-test antimicrobienne

3.3.1- Test antibactérien

Lorsque l'activité antibactérienne est présente, elle se manifeste par la formation d'un halo

d'inhibition autour des disques imbibés en bio-ardmes. Les résultats montrés dans le tableau 7

résument 1’activité antibactérienne des bio-ardémes obtenus :

Tableau 6: Résultats de I’activité antibactérienne des bio-ar6mes obtenus

Bio-ardbmes Citron Orange
Souches
Escherichia coli + +
Pseudomonas aeruginosa + +
Staphylococcus aureus + ++
Bacillus subtilis ++ ++
Salmonella typhimurium + ++
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Ces résultats révelent que les bio-arémes, soient ceux obtenus des oranges soient ceux obtenus
des citrons, développent des activités antibactériennes sur toutes les bactéries test, Gram + et
Gram — a des degrés différents et la meilleure activité est obtenue par les bio-arémes d’oranges
sur la Bactérie Bacillus subtilis. Globalement, ’effet antibactérien est constaté chez tous les
bio-ardbmes, ce qui permet de conclure que ce résultat procure aux produits testés une valeur
sanitaire supplémentaire. Ces résultats corroborent ceux obtenus par d’autres études, qui ont,
également, mis en évidence les propriétés antibactériennes des extraites d’agrumes, notamment
les especes Citrus sinensis et Citrus limon, sur plusieurs bactéries notamment Pseudomonas
aeruginosa et Salmonella typhimurium (Bertella, 2019). Par ailleurs, dans une étude menée par
Ze-Hua Li et al. (2019) ou ils ont évalué l'activité antibactérienne de BA de Citrus medica L.
var. sarcodactylis (un agrume connu sous le nom de "finger citron™) contre des bactéries
d'origine alimentaire dont Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et
Micrococcus luteus, les bio-ardmes de cet agrume a montré une activité antibactérienne
modérée contre ces bactéries, avec un effet bactéricide plus prononcé sur les bactéries a Gram
positif que sur les bactéries a Gram négatif. L'étude a également examiné les mécanismes
d'action antibactérienne, montrant que les bio-ardbmes induisent des changements
morphologiques et endommageant la membrane cellulaire des bactéries, entrainant leur mort.
Une autre étude menée par Francesca Mancianti (2019) a évalué I'activité antibactérienne de
bio-arémes de finger citron (Citrus medica L. var. sarcodactylis) contre des bactéries d'origine
alimentaire, dont Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et Micrococcus
luteus, ou il a été révélé une activité antibactérienne modérée de BA de finger citron contre ces
bactéries, avec un effet bactéricide plus remarqué sur les bactéries & Gram positif que sur les
bactéries a Gram négatif. Les mécanismes d'action antibactérienne comprenaient des
changements morphologiques des bactéries, une augmentation de la perméabilité de la
membrane cellulaire et une lyse de la paroi cellulaire, conduisant a la mort des bactéries (Li et
al., 2019). Dans une autre étude portant sur bio-ardme de Citrus limon (citron) a révelé qu'elle
posséde une activité antimicrobienne. Cette BA a montré une activité inhibitrice contre Listeria
monocytogenes, une bactérie pathogeéne, dans de la viande de beeuf hachée (Ben Hsouna et al.,
2017). Ces études mettent en évidence le potentiel de BAs d'agrumes, telles que Citrus sinensis

et Citrus limon.
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3.3.2-Activité antifongique

Les résultats obtenus (tableau 8) ont démontré que toutes ces souches fongiques étaient
sensibles aux bio-ardmes étudiés. En particulier, Candida albicans qui a montré une sensibilité
plus prononcée vis-a-vis de ces produits. Ces résultats sont similaires a ceux obtenus par
HIMED et al (2016) qui a évalué I'effet des huiles essentielles du genre Citrus sur des souches
fongiques, ces résultats ont montré des propriétés antifongiques importantes. Par ailleurs, Nidhi
et al (2020) ont confirmé I'efficacité de bio-aréme de Citrus sinensis contre Candida albicans.
Dans I'ensemble, ces résultats suggérent que BA extrait de Citrus présente un potentiel
prometteur en tant qu'agent antifongique. Cependant, des recherches supplémentaires sont
nécessaires pour approfondir notre compréhension des mécanismes d'action spécifiques de ce
BA et pour évaluer son potentiel d'application dans le traitement des infections fongiques. En
conclusion, ces effets peuvent permettre de suggérer 1’utilisation de ces produits comme

compléments alimentaires.

Tableau 7: Résultats de ’activité antifongiques des bio-ardmes

Bio-arbmes Citron Orange
Souche
Penicillium sp. + +
Aspergillus niger + ;
Candida albicans ++ ++
Alternaria sp. + +
Fusarium oxysporum - -
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3.4-Test antioxydant

La capacité antioxydante, mesurée par le potenticl a piéger le radical OHe, a été évaluée en
fonction de la concentration des extraits de bio-aromes. Le pourcentage d'inhibition du radical
OHe a été déterminé pour chaque bio-aréme, et les résultats obtenus sont illustrés par la Figure
19. Les valeurs des 1C50, qui représentent la concentration nécessaire pour inhiber de maniére

significative 50% du radical OHe, sont présentées dans la figure 20.
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Figure 20 : Pourcentage d'inhibition du radical OHe.
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Figure 21: IC50 des différents échantillons.

Dans cette étude, il a été observé que la vitamine E ainsi que les bio-arémes de citron et d'orange
ont montré une capacité a réduire les radicaux libres OHe, avec des concentrations respectives
de l'ordre de 89,92 pg/ml, 250 pg/ml et 220,26 pg/ml. Les bio-ardmes de citron et d'orange ont
montré une activité antioxydante inférieure a celle de la vitamine E, avec des valeurs d'IC50 de
250 pg/ml pour le citron et de 220,26 ug/ml pour l'orange. Cependant, lors de l'analyse
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statistique en tenant compte des écarts-types, aucune différence significative n'a été observée
entre l'activité antioxydante des bio-arémes et celle de la vitamine E. Cela suggére que les bio-
arébmes de citron et d'orange ont un potentiel similaire a celui de la vitamine E en termes

d'activité antioxydante.

Figure 22: étude ’activité antioxydant.

3.5- Rendement en pectine

La pectine extraite d'oranges et de citrons ont été préparés conformément a un protocole

d'extraction approprié, les résultats de rendements sont exprimés en pourcentage dans le tableau
(9):

Tableau 8: Rendement de la pectine

Agrume Citron Orange
Rendement 15.7% 19%

Les rendements d'extraction obtenus dans cette étude étaient de 19 % pour les écorces d'orange
et de 15,7 % pour les écorces de citron. Ces valeurs représentent le pourcentage de pectine
extraite par rapport a la teneur totale en pectine présente dans les pelures de fruits respectives.
Le rendement plus élevé obtenu a partir des écorces d'orange suggére que le processus
d'extraction est adéquat d’une part, la contenance en pectine dépend de la nature de

I’échantillon.
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Figure 23: Pectine extraite.

3.6- Détermination de la teneur en pectine

Lors de I'analyse colorimétrique, il a été observé que les échantillons d'orange ont produit une
couleur rose foncé, indiquant la présence de pectine. En revanche, les échantillons de citron ont
également montré une coloration rose, mais d'intensité moins prononcée. Ces observations
suggerent une teneur plus élevée en pectine dans les écorces d'orange par rapport aux écorces

de citron.
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Figure 24: Analyse colorimétrique de la pectine.
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4-Conclusion

Les quantités de déchets d’agrumes produites augmentent avec la production et la
consommation et le développement de I'industrie fruitiere. Par conséquent, le cumul de grandes
quantités de déchets constitue un probleme de pollution majeur pour I’environnement. La
valorisation de ces déchets forme une voie alternative de dépollution d’une part et génére une
valeur ajoutée sur le plan économique.

La présente étude a pour objectif principal de valoriser les écorces d’agrumes (orange et citron),
par la production de bio-ardbmes et de pectine.

Trois méthodes d’extraction de bio-ardmes a partir des écorces d’agrumes ont été appliquées et
comparées. Il a été conclu de cette expérience que, ces écorces sont trés riches en bio-aréme et
en pectine, et que leur extraction est tres facile avec des rendements élevés, et que la méthode
innovante proposée ici pour cet objectif, en I’occurrence, VapoilWaves s’avere, de loin, la plus
efficace et la moins colteuse, en comparaison avec les autres méthodes testées.

Le dispositif VapoilWaves, développé spécifiquement pour ce processus d'extraction, repose
sur la combinaison des microondes et I'entrainement par vapeur, générée en dehors du systeme
microondes, de bio-ardmes vers le systeme de distillation sous I’effet gravitaire. Ce processus
est une avancée significative dans le domaine de la valorisation des déchets d'agrumes. Les bio-
arébmes produits par cette méthode présentent des caractéristiques physiques et organoleptiques
de haute qualité, répondant aux normes AFNOR et pharmacopée Européenne, ce qui ouvre la
voie pour leur utilisation dans I’industrie alimentaire et pharmaceutique. Ces Bio-arémes
développent, en outre, une activité antimicrobienne et antioxydante.

Au terme de ce travail, une seule perspective peut étre envisagée. Il s’agit de I’extrapolation du

processus vers 1’échelle industrielle.
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