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Introduction

L’agrumiculture constitue le plus grand secteur de production de fruits dans le monde,
avec plus de 98 millions de tonnes pour la compagne 2020/2021 (USDA, 2021). Les agrumes
sont les fruits les plus consommés au monde en raison de leurs bonnes saveurs, valeurs
nutritives et leurs richesses en molécules bioactives (Wang et al., 2007).

Les déchets agro-industriels sont de riches sources de composés phénoliques (les
flavonoides et les acides phénoliques), l'acide ascorbique, les caroténoides, les sucre
réducteurs...etc. (Singanusong et al., 2015) de haute qualité qui peuvent étre utilisés dans la
médecine traditionnelle et moderne, gréace a leur capacité de neutraliser les radicaux libres dans
les systémes biologiques, ainsi que dans I’industrie agro-alimentaire dans le but de minimiser
I’utilisation des antioxydants synthétiques (Castro-Vargas et al., 2019; Shahidi et al., 2019).

Plusieurs études attestent les propriétés pharmacologiques et nutraceutiques d’écorces
d'agrumes. Ces activités biologiques sont liées a des quantités importantes de polyphénols,
notamment des acides phénoliques et des flavonoides. Récemment, une attention particuliére a
été accordée par de nombreuses industries a la récupération et au recyclage des composés a
valeur ajoutée des écorces d'agrumes afin de les exploiter au cours du processus de production.
Cette attention est essentiellement liée a la quantité de biomasse d'écorces d'agrumes et a sa
disponibilité. Les écorces d'agrumes sont une riche source de glycosides flavonoides, de
coumarines, de stérols, de glycosides et d'huiles volatiles (Rezzadori et al., 2012; Sharma et
al., 2017). Les flavonoides les plus abondants des agrumes, généralement connus sous le nom
de flavanones, comprennent I'hespéridine, la naringine, la narirutine et la néohespéridine. En
outre, les huiles essentielles d'agrumes sont utilisées comme conservateurs naturels en raison
de leur large spectre d'activités biologiques, y compris les effets antimicrobiens et antioxydants
(Mitropoulou et al., 2017). En raison de leur odeur agréable et rafraichissante et riche en
ardbmes, les huiles essentielles d'agrumes sont également utilisées dans les purificateurs d‘air,

les produits d'entretien ménager, les parfums et cosmétiques (Dosoky and Setzer, 2018).

L'oxydation est la principale cause d'altération des aliments huileux tels que la
mayonnaise, provoquant une odeur et un go(t désagréables. Les études montrent que le
mécanisme d'oxydation dans les systémes multiphasés (émulsions) est beaucoup plus complexe
que dans les systemes monophases. Des antioxydants tels que BHA, le BHT sont utilisés
pendant la production pour minimiser les dommages oxydatifs ils sont largement utilisés dans

les produits alimentaires mais possedent des effets néfastes sur la santé humaine. Par




Introduction

conséquent, la recherche d'antioxydants puissants, moins toxiques et plus efficaces dans
I'industrie alimentaire est une nécessité absolue.

D'énormes quantités de déchets d'agrumes sont produites par les industries chaque année
sous forme de pelures. Ces résidus sont utilisés comme aliments pour animaux ou directement
jetés, sans traitement approprié, ce qui entraine des problémes environnementaux. Par
conséquent, la réduction de la quantité de déchets et la promotion de I'industrie des agrumes
par le traitement des déchets restent un défi. De plus, de nombreux composés a valeur ajoutée
commercialement importants peuvent étre efficacement extraits des pelures d'agrumes ou

peuvent étre réutilisés de plusieurs axes.

Notre travail consiste a valoriser le déchet d’agrumes récupérés au niveau de 1’unité de
production agro-alimentaire d’El-kseur (TCHINA) groupe Cevital de deux variétés 1’orange et
la mandarine. Une quantité d’environ 740 tonnes et 100 tonnes d’orange et de mandarine
respectivement ont été transformées durant I’année 2022. Ce qui a généré une importante

quantité de déchets nuisible a la nature s’il est jeté directement.
Dans ce contexte s’inscrit notre étude, dont les objectifs principaux :

- L’optimisation des conditions d’extraction des composés phénolique des sous-produits
de Citrus sinensis et Citrus reticulata par application d’un plan d’expérience de type
composite centré (CCD) et en tenant compte de I'influence de plusieurs variables du
processus, les principales étant le temps d'extraction, la masse de I’échantillon et
notamment la concentration du solvant d’extraction.

- Evaluation de Pactivité antioxydante et antibactérienne des deux extraits phénoliques
d’orange et mandarine.

- Substitution d’antioxydants synthétiques par les extraits phénoliques d’orange et
mandarine dans la mayonnaise Fleurial Cevital dans le but d’évaluer I’activité

antioxydante de nos extraits phénoliques.
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Chapitre | Synthese Bibliographique
I. Généralités sur les agrumes

1.1. Définition

Les agrumes appartiennent a la famille des Rutaceae et se décomposent en 3 genres
principalement cultivés : Fortunella, Poncirus et Citrus (Spiegel-Roy and Goldschmidt,
1996).Agrumes est un terme collectif désignant d’une part les arbres qui portent des fruits tels
que les oranges, les mandarines, les citrons, les pomelos, les kumquats, c’est-a-dire
essentiellement les arbres appartenant au genre Citrus, et d’autre part les fruits de ces mémes

arbres.

Les agrumes sont les fruits (des baies de type hespéride) et par extension les plantes des
genres Citrus, Fortunella, et Poncirus de la famille des Rutaceae, sous famille des
Aurantioideae, tribu des Citreae, sous-tribu Citrinae (Turner and Burri, 2013).

1.2. Données botaniques

Les agrumes se répartissent en plusieurs genres. Poncirus, Fortunella et Citrus sont les
trois genres les plus cultivés a travers le monde. Le genre Poncirus ne renferme qu’une seule
espece le Poncirus trifoliata. Cette espéce est essentiellement utilisée en agrumiculture comme
porte greffe car ses fruits ne sont pas comestibles. Le genre Fortunella comprend six especes
dont deux seulement font I’objet d’une culture dans le monde. Il s’agit de Fortunella japonica
et Fortunella margarita. Le genre Citrus est le plus important. C’est au sein de ce genre que se
rencontrent les principales espéces cultivées: les oranges (Citrus sinensis); les mandarines
(Citrusreticulata); les clémentines (Citrus clementina); les citronniers (Citrus limon); et les
pomelos (Citrus paradis) (Spiegel-Roy and Goldschmidt, 1996).
1.3. Anatomie et description des fruits d’agrumes

Le fruit d’agrumes est une baie généralement ronde, sa couleur et sa grosseur varient
sensiblement selon la variété (Abbaja and Kacioui, 2017). D’aprés Omoba (et al., 2015) est
composé de peau, de pulpe, de graines et de jus (figure 1). L’écorce représente entre 50 et 65
% du poids total du fruit (Hegazy and Ibrahium, 2012; Omoba et al., 2015).

L’écorce est la couche externe du fruit qui est constituée de :

e Epiderme de cire épicuticulaire avec de nombreuses petites glandes d’huiles aromatiques, qui
donnent I'odeur particuliere des agrumes (Favela-Hernandez et al., 2016).
e Péricarpe qui se compose selon (Etebu and Nwauzoma, 2014) de :
- Epicarpe externe ou flavedo, qui est la surface périphérique colorée, trés fine et trés fragile,
constitué en grande partie de cellules parenchymateuses et de la cuticule.
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- Mésocarpe ou albédo, qui correspond a la couche douce et blanche au milieu, située sous le
flavedo, trés riche en flavonoides, il se compose de cellules tubulaires semblables réunies pour
constituer la masse tissulaire comprimée dans la zone intercellulaire.

- L'endocarpe ou la pulpe avec sac de jus, généralement formée de 10 a 14 segments de jus
remplis de saveur allant d’aigre a douce. Le fruit contient habituellement une pate douce et
quelques a de nombreuses graines a l'intérieur (Etebu and Nwauzoma, 2014; Favela-
Hernandez et al., 2016).

- Les graines sont pales, blanchatres ou verdatres, aplaties et angulaires. Elles sont généralement
polyembryonies, ce qui signifie qu'elles ont des embryons multiples qui peuvent germer d’apres
(Milind and Dev, 2012).
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Figure 1 : coupe transversale d’un citrus (Mahawar et al., 2020).

1.4. Composition chimique d’agrume

En général, les agrumes sont constitués de 87% d’eau et 13% de micronutriments, ces
micronutriments représentent les huiles essentielles (05%), les protéines (09%), les fibres
(11%), les acides (16%), les glucosides (10%), la pectine (21%), les minéraux (10%), les
graisses (03%) et les pentosane (15%) (Martinez et al., 2010). Le tableau | représente la

composition chimique des agrumes et des micronutriments des agrumes.
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Tableau I : Composition chimique des agrumes (Martinez et al., 2010)

Composition chimique Quantité (%)
Eau 87%
Huiles essentielles 5%
Protéines 9%
Fibres 11%
Acides 16%
Glucosides 10%
Pectine 21%
Minéraux 10%
Micronutriments 13%
Graisses 3%
Pentosane 15%

I.5. Technologie de fabrication des jus d’agrumes

Les agrumes tiennent leur réputation grace a leur godt agréable et rafraichissant, les
consommateurs en bénéficient a la fois de la vitamine C, de I’acide folique et des fibres
alimentaires (Johnson, 2001).

La transformation des agrumes suit plusieurs étapes avant d’avoir le produit final tel que
le jus, les marmelades, les gelées, les potpourris, les confitures et les ardmes (Kimball, 1999).

Le processus commence par la réception des fruits, par la suite ils subissent un lavage
a I’eau chlorée, calibrage et triage des fruits, ’extraction et la finition du jus, traitement
thermique, enfin le stockage du produit fini avant son emballage et sa distribution (Zema et al.,

2018). La chaine de transformation d’agrumes est représentée dans la figure 2.
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Pectines
et sacs de
jus

=
==

Emballage, étiquetage et stockage

Figure 2 : Schéma de la chaine de transformation des agrumes (Johnson 2001).

1.6. Les sous-produits d’agrumes

L'écorce et les graines entrainent une quantité considérable de sous-produits (Karima
et al., 2016; Omoba et al., 2015). L écorce d’agrume est trés riche en polyphénols que la
partie comestible du fruit (Teh et al., 2014), ce qui lui conférent une activité antioxydante et
des effets thérapeutiques importants par rapport a d'autres parties du fruit (Karima et al.,
2016; Rafiq et al., 2018). Mais plus souvent, elle est éliminée comme déchets contenant une
grande variété de composants secondaires et d’huiles essentielles.

Les sous-produits d’agrumes pourraient étre utilisés, en industries alimentaire, comme
ingrédients bioactifs dans la production d'aliments fonctionnels, car ils sont de bonnes sources
de fibres alimentaires et de composés bioactifs. L’écorce d’agrume est une bonne source de

composés phénoliques susceptibles d'étre utilisés dans des formulations alimentaires ou
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lorsqu'ils sont extraits, peuvent étre utilisés comme antioxydants naturels pour empécher
l'oxydation d’aliments sélectionnés (Omoba et al., 2015). Les différents types d'agrumes ainsi

que leurs sous-produits sont illustré dans la figure 3.
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Figure 3 : Les différents types d'agrumes ainsi que leurs sous-produits (Panwar et
al., 2021).
1.7. Valorisation des sous-produits d’agrumes
La consommation et I’industrie de transformation des agrumes générent de
gigantesques masses de sous-produits tels que les écorces, les pulpes et les pépins. Ces
derniers présentent unemarge de 45 a 60 % du fruit entier et qui sont souvent rejetés dans la
nature. Au cours de la transformation des agrumes, les écorces sont les sous-produits

primaires, non traitées, elles deviennent une source de pollution environnementale.

I1. Composés phénoliques

11.1. Définition

Les polyphénols, également dénommés composes phénoliques, sont des molécules
spécifiques du régne végétal. Cette appellation générique désigne un vaste ensemble de
substances aux structures variées qu’il est difficile de définir, cependant 1’élément structural de
base est un noyau benzénique auquel sont directement liés un ou plusieurs groupes hydroxyles,
libres ou engagés dans une autre fonction chimique (éther, ester, hétérosides...) (Manach et

al., 2004).
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Ils sont caractérisés par la présence d’un cycle aromatique et d’un ou plusieurs
groupements phénoliques dans leur structure et se différencient par le nombre et 1I’enchainement
des noyaux aromatiques, le nombre et la position des groupes hydroxyles ainsi que la présence

de divers substituant (groupes alkyles, glycolyses, acides organiques) (Macheix et al., 2005).
11.2. Localisation

Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des végétaux (racines, tiges,
feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois). 1ls sont présents aussi dans diverses substances
naturelles comme les fruits rouges, le raisin ...etc (Middleton et al., 2000). A I'échelle
cellulaire, ces molécules sont stockées dans des vacuoles cytoplasmiques (figure 4) mais
seulement dans les cellules périphériques des épidermes de la plante (Martin et
Andriantsitohaina, 2002).

paroi ce cellulaire cytoplasme .
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Figure 4 : Localisation des composes phénolique au niveau de la cellule (Toivonen
and Brummell, 2008).

11.3. Principales classes des composés phénoliques

Les composes phénoliques, constituent le groupe le plus nombreux et le plus largement
distribué dans le royaume des vegétaux, avec plus de 8000 structures phénoliques connues
(Lugasi, 2003). Ces composés peuvent étre regroupés en plusieurs catégories (Figure 3) qui
se différencient d’abord par la complexité¢ du squelette de base, ensuite par le degré de
modification de ce squelette (degré d’oxydation, d’hydroxylation etc.) et enfin par les liaisons
possibles de ces molécules de bases avec d’autres molécules (glucides généralement).

Les formes les plus simples sont représentées par deux principaux groupes dont
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dérivent de nombreux composés sont les acides hydroxycinnamiques et les flavonoides. Les
formes complexes quant a elles, sont pour la plupart issues de la condensation de certaines
formes simples et renferment, entre autres, les tannins et les lignines. (Dacosta, 2003).

On retrouve principalement deux classes de composés phénoliques dans les sous-

produits d’agrumes : les flavonoides et les acides phénoliques.

11.3.1. Flavonoides

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement répandus
dans le regne végétal. Ce sont des composés phénoliques de faible poids moléculaire possédant
un squelette carboné en C6-C3-C6. Ils sont constitués d'un squelette a 15 atomes de carbone
formant 2 noyaux aromatiques (A et B) et un hétérocycle (C) a oxygene dont la nature définit

I’appartenance du flavonoide a un groupe déterminé (Ojito Ramos et al., 2012).

Les principaux groupes de flavonoides présents dans les écorces d’agrumes sont les
flavanones, les flavones et les flavonols (figure 5). Chaque groupe comprend lui-méme de

nombreux composés qui est différent selon le degré d’hydroxylation et de glycosylation.

OoH O OH ﬂ
Flavanones (hesperetine) Hydroxyflavanones — pihydr
(dihydroquercétine)

Figure 5 : Structures chimique des différentes classes des flavonoides (Ref’at et al., 2008).
11.3.2. Acides phénoliques

Les acides phenoliques sont des substances photochimiques, ayant au moins un groupe
carboxyle et un groupe hydroxy-phénolique. La dénomination générale d’acides phénoliques
englobe les formes les plus simples des composés phénoliques qui se séparent en deux grands
groupes distincts (figure 6) : les acides hydroxy benzoiques qui sont des dérivés de I’acide

benzoique et ont une structure en C6-C1, ils sont trées communs aussi bien sous forme libre que
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combinée a I’état d’ester ou d’hétérosides ; et les acides hydroxy cinnamiques qui dérivent de

I’acide cinnamique et possédent une structure en C6- C3 (Wang et al., 2007).

R2 1 OH
R =
O O
R3
R
OH 2
RE
R4
Acide hydroxybenzoique Acide hydroxycinnamique

Figure 6 : Structure chimique de quelques acides phénoligues.

11.4. Propriétés fonctionnelles des composés phénoliques

Les composés phénoliques, de par leur structure phénolique, sont des agents réducteurs
capables de réagir avec les radicaux libres produits par notre organisme. Les composés
phénoliques, apportés par l'alimentation, renforceraient les défenses antioxydants de
I'organisme en captant les radicaux libres et protégeraient les lipides, les protéines et 'ADN des
dommages oxydatifs. Cependant, une fois ingérés, les composés phénoliques sont métabolises,
les modifications structurales peuvent alors entrainer des variations de leurs activités (Koga
and Meydani, 2001). D’autre part, peuvent agir en tant qu’antioxydants de différentes manieres
(tableau I1).
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Tableau I1. Propriétés fonctionnelles et domaines d’utilisation des composés phénoliques du

sous-produit d’agrumes (M’hiri et al., 2015).

Composé Famille Propriété Application

- Activité antivirale. - Préparations
-Activité antimicrobienne modérée contre Salmonella | pharmaceutiques.
typhi et S. typhimurium.

- Activité antiallergique via ’inhibition de la
libération de 1’histamine.

- Réduction du risque du cancer du tube digestif.
Hespéridine - Activité sédative.

- Activité hypoglycémiante par la régulation du
métabolisme du glucose.

- Atténuation des anomalies de la rétine et du plasma.
- Activité anti-obésité.

- Utilisé dans plusieurs complexes multivitaminés.

- Maintien de I’intégrité et de la circulation
Eriocitrine périphérique.

- Stabilité élevée durant le traitement et le stockage.
- Réduction du niveau du cholestérol dans le plasma.
- Réduction du risque de I’athérosclérose.
Flavanones | - Protection du niveau de vitamine E dans le plasma.
- Amélioration du métabolisme de 1’éthanol.

- Exhausteur de godt (goQt amer) pour les bonbons,

Naringine les boissons et les produits de boulangerie.
- Stabilisant d’huile (activité antioxydante et -Industrie agro-
antimutagene). alimentaire.
Nohespéridine Synthése des dihydrochalcones (édulcorants)
Nobiletine, Flavones -Activité anti-inflammatoire: activation de 1’énergie - Préparations
tangeretine, Polymé- vitale, la pharmaceutiques
sinensetine thoxylés circulation sanguine et disperse la stagnation
physique.

-Ingrédient actif de certains médicaments (maladie de
I’appareil circulatoire).

Flavones -Amélioration du tonus musculaire et de la résistance
Diosmine glycosylés | vasculaire & des processus inflammatoires (veineuse
chronique et l'arthrite

rhumatismale).

Anthocyanes | Phénols -Propriété organoleptique : colorant. -Industrie
agroalimentaire

11.5. Différentes méthodes d’extraction des extraits phénoliques

La méthode d’extraction conventionnelle par solvant peut causer la dégradation des
composés phénoliques a cause des températures élevées et de la durée d’extraction. De
nouvelles techniques combinant I’extraction conventionnelle avec d’autres facteurs accélérant
I’extraction (extraction par micro-ondes, extraction par ultrasons, extraction sous haute pression
hydrostatique, extraction par fluide supercritique ou par eau sous critique) (Nkhili et al., 2009)

sont utilisées pour pallier cette dégradation.
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Certains auteurs (Manthey and Grohmann, 1996) suggérent I’utilisation d’approches
combinées appliquées de maniere séquentielle telles que la technologie de chute de pression
instantanée contrdlée et 1’extraction assistée par micro-ondes et ultrasons) pour intensifier
I'opération d'extraction et améliorer le rendement d’extraction.

11.5.1. Extraction conventionnelle par solvant (ECS)

L’extraction solide-liquide est un phénomeéne lent qui permet d’extraire une substance
présente dans un solide pour la faire passer dans un solvant liquide. On peut utiliser
successivement des liquides dont le pouvoir solvant vis-a-vis des constituants de la phase solide
est différent (dissolution fractionnée). La macération, I’infusion et la décoction sont des
méthodes d’extraction solide-liquide (Bourgou et al., 2016). L'extraction conventionnelle par
solvant est la méthode la plus utilisée pour I'extraction des composés phénoliques. De nombreux
paramétres d’extraction doivent étre pris en compte pour l'optimisation de cette méthode : le
type et la concentration du solvant organique, la température, le temps d'extraction et le nombre
de cycles d'extraction (Kallela et al., n.d.).

11.5.2. Extraction assistée par micro-ondes (EAM)

Les premiers travaux utilisant les micro-ondes pour extraire des composés organiques
ont été publiés par (Ganzler et al., 1986). Depuis cette date, I’extraction végétale assistée par
micro-ondes a été le fruit de nombreuses recherches et de brevets. « MAE : microwav eassisted
extraction ». Extraction assistée par Micro-ondes (MAE) Cette méthode relativement récente
combine I’utilisation de micro-ondes (300 MHz & 800 GHz) a la méthode conventionnelle
d’extraction par solvant (Azmir et al., 2013). L’énergie délivrée dans le milicu est absorbée et
est convertie en énergie thermique (Joana Gil-Chavez et al., 2013). Les micro-ondes
augmentent la température du solvant et de la plante, augmentant les cinétiques d’extraction.
Dans un premier temps, grace a I’augmentation de température et de pression au sein de
I’échantillon, les extractibles se séparent de la matrice ligno cellulosique, le solvant se diffusant
dans la matrice peut alors les solubiliser. Cette méthode offre des avantages, tels que
I’augmentation de la pureté des extraits, la possibilité de réduire les quantités de solvants
toxiques utilisés, celle de réduire les cofits d’opération, I’énergie nécessaire et la consommation
en solvants, ce qui en fait une technologie plus respectueuse de 1’environnement. De plus, le
temps d’opération peut étre significativement réduit. De récentes applications d’extractions
assistées par micro-ondes, et utilisant un procédé sous pression ou sans solvant, ont également

été développées (Azmir et al., 2013).
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Cependant, bien que leurs utilisations permettent de réduire les temps de traitement et
la consommation en solvants, tout en présentant de hauts rendements d’extraction, ils
augmentent egalement de maniere significative la température de la cellule. Cette élévation de
température peut détruire certaines molécules thermolabiles d’intéréts pour 1’industrie
(Zellagui et al., 2011). De plus, les coiits d’investissement sont élevés, ce qui peut étre un frein

a I’utilisation de ce type d’extraction (Ajila et al., 2011).
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Figure 7 : Représentation du spectre électromagnétique et positionnement des micro-ondes
domestiques (Sahin and Sumnu, 2006).

11.5.3. Mécanisme d’extraction par micro-ondes

Le mécanisme de chauffage par micro-ondes, aussi appelé chauffage diélectrique, se fait
par interactions entre la composante électrique de I'onde électromagnétique avec les substances
lors que celles-ci sont soumises a un champ électrique statique ou alternatif. 1l procéde donc
par un mécanisme de polarisation dipolaire des molécules ou par conduction ionique des ions
en phase liquide ou incrustés dans les interstices solides (Galema, 1997). Le principe de
chauffage de la matiére par les micro-ondes est di a deux phénomeénes qui interviennent
simultanément : la conduction ionique et la rotation dipolaire.

e La conduction ionique

Les charges électriques libres (ions) soumises a un champ électrique E vont migrer dans
le sens du champ et sont a I’origine d’un courant de conduction Jc. Il s’agit du mécanisme de
conduction ionique.
JC =0.E ...
jc: courant de conduction, o: conductivité électrique, E : champ électrique.
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Figure 8 : Interaction de la matiére avec 1’énergie micro-onde. (a) rotation dipolaire,

(b)conduction ionique (Sahin and Sumnu, 2006).
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e Rotation dipolaire
L’application d’un champ électrique statique ou alternatif (figure 9) au sein d’un matériau
diélectrique provoque une déformation des molécules ainsi qu’une réorientation de ses

moments dipolaires permanents (Dressen, 2009).
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Figure 9 : Distribution des dipdles sous 1’effet dans un champ électrique (Dressen, 2009).

II1. Modélisation statistique : les plans d’expériences

Traditionnellement, un chercheur effectue des expériences de maniére séquentielle en
faisant varier les parametres les uns apres les autres. Cette méthode donne des résultats mais
elle est colteuse en temps et nécessite la réalisation d’un grand nombre d’expérience.

Pour résoudre ce probléme, il faut adopter une démarche rigoureuse dans la réalisation
des essais. La méthode des plans d’expériences se base sur le fait qu’une expérience
convenablement organisée, conduira fréqguemment a une analyse et a une interprétation
statistique relativement simple des résultats. La méthode des plans d’expériences vise a
organiser de facon économique et rationnelle une expérience dépendant de plusieurs
paramétres. Cette méthode permet d’assurer la qualité des résultats de I’expérience tout en
apportant le maximum de renseignements pour un minimum d’expériences a réaliser
(Demonsant, 1996).

Un plan d’expériences consiste a établir un modéle, exprimant la réponse en fonction
des facteurs, sur la base des expériences ainsi que 1’équation correspondante aux variations du
phénomene étudié en fonction des facteurs influents (Goupy, 1999).

Ce modele appelé « modele postulé » peut étre écrit sous cette forme :

k k k
Y‘=b0+z.bjxj+zbujxuxj+ijjxj2...+£
=1

u,j=1 j:l
u*j
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e Dpo: Terme constant de 1’équation de régression ;
e Dbj: Effets linéaires ;
e buj: Effets d’interactions ;
e Djj: Effets quadratiques ;
Pour utiliser les plans d’expériences, nous devrons abordés une méthodologie. Cette

méthodologie s’article selon les étapes suivantes :

e Formalisation du probléme
e Planification
e Expérimentation
e Analyse des résultat et I’optimisation de la réponse (Goupy, 2005).
I11.1. La surface de réponse
Les niveaux Xi représentent les coordonnées d'un point expérimental et Yi est la valeur
de la réponse en ce point. La représentation géométrique du plan d'expériences et de la réponse
nécessite un espace ayant une dimension de plus que I'espace expérimental. Un plan a deux
facteurs utilise un espace a trois dimensions pour étre représenté : une dimension pour la
réponse, deux dimensions pour les facteurs.
A chaque point du domaine d'étude correspond a une réponse. A l'ensemble de tous les points
du domaine d'étude correspond a un ensemble de réponses qui se localisent sur une surface
appelée la surface de réponse.
On cherche a obtenir la meilleure précision possible sur la surface de réponse tout en

limitant le nombre d’expériences.

I11.2. Le plan composite centre

Selon Goupy, (2006) les plans composites prennent facilement la suite d'un premier
plan factoriel dont les résultats sont insuffisamment expliqués par un modeéle du premier degré.
Il suffit d'effectuer les expériences correspondant aux points en étoile et de faire les calculs sur
I'ensemble de toutes les expériences. Les plans composites sont parfaitement adaptés a une
acquisition progressive des résultats. Ce plan est constitué de trois parties :

Les Nf expériences du plan factoriel dont les facteurs prennent deux niveaux (Nf= 2¥),
avec k nombre du facteur, les NO points au centre (NO), les Na points « en étoile », situés
symétriquement sur les axes du domaine a une distance + a du centre, (Na=2k), avec a est

appelé « bras de 1’étoile ».
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Les coordonnées des points en étoile dépendent du critéere d'optimalité choisi. En
général, on retient le critére de presque orthogonalité ou le critére d'isovariance par rotation.
Le nombre N, des essais d’un plan composite est comme suit : N = Nf+NO+ Na.

111.3. Analyse statistique

111.3.1. Analyse de la variance

L’analyse de la variance (ANOVA) est un outil essentiel dans la détermination de la
signification d’un effet ou d’un modéle mathématique. Le principe de I’analyse de la variance
est basé sur le calcul de I’écart total entre les différentes mesures Yi du plan d’expériences et la

moyenne de ces mesures (Angellier, 2005).

111.3.2. Probabilité P

La statistique la plus importante dans le tableau de I'analyse de la variance est la valeur de P.
Cette valeur peut prendre des valeurs comprises seulement entre 0 et 1. Si elle est inférieure a
0,05 ; on conclut que I’effet est significatif et si elle est inférieure a 0,01 ; il est possible de

conclure que le facteur est hautement significatif (Ryan, 2011).

111.3.3. Coefficients de détermination (R?)

On définit le coefficient de détermination R2 comme étant la fraction des variations de la

réponse expliquée par le modeéle seul.
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Chapitre 11 Materiel et Méthodes

Le travail a eté effectué au niveau des laboratoires génie biologique et biochimie appliquée
de I'université de Bejaia et laboratoire de recherche et développement Cevital, dans de but
d’une valorisation d’un sous-produit d’agrume durant la période allant de la fin du mois d’avril

au début du mois de juillet de ’année 2022.

Notre étude est réalisée sur la valorisation de sous-produit récupérer d’un Procédé de

transformation de Citrus sinensis (orange) et de Citrus reticulata (mandarine) en jus pulpeux.
I. La matiére végeétale

La présente étude est réalisée sur des déchets (écorce, pulpe et méme pépins) de deux
variétés d’agrumes a savoir Citrus sinensis (orange) et Citrus reticulata (la mandarine)
récupérées au niveau de I’Unité El-Kseur Groupe Cevital (19 décembre 2021) apres un
écrasement total du fruit. Les échantillons ont été transportés dans des boites couvérent avec
des sacs noirs pour minimiser I’'impact de la lumiére sur la matiére. Aussitot arriver au

laboratoire le déchet est conserver a -4°C.

Avant que le produit final soit mis sur le marché, la matiere premiere doit subir des

transformations tout en suivant les étapes représentées dans le diagramme suivant Figure 10 :

Broyage total Blanchiment et

Du fruit » Désaération » Préchauffage » raffinage
1 \ 4

Cuisson sous

Triage
manuel Déchets Vide
(écorces, pépins .
t et trace de
oeme Pulpes) Stérilisation a
Lavage 110°C

t Refroidissement
1°r a 30-35°C
Lavage

t Stockage Remplissage
* Reszption du ruit = e

Figure 10 : Diagramme de transformation d’agrumes en jus pulpeux.
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e Lyophilisation
La lyophilisation est un processus de séchage a basse température permettant de retirer
I’eau contenue dans un produit, cela consiste en trois étapes : la congélation de ce dernier puis
sa sublimation et en fin la désorption (Jo et al., 2004).
Le déchet a été stockées a —4°C puis lyophilisées (lyophilisateur CHRIST Alpha 1-2 LD,
France) pendant 48h a -50°C et 0,025 mbar (figure 11).

Figure 11 : lyophilisation des sous-produits d’agrumes.

e Broyage

Le broyage des échantillons lyophilisé (figure 12) a été réalisé a I’aide d’un broyeur de

marque(robuste) afin d’obtenir des poudres avec des granulométries plus au moins fines.

Figure 12 : broyeur électrique lors de broyage des poudres.
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e Tamisage

Le Tamisage des poudres obtenues a été réalisé a 1’aide d’un tamiseur de marque (Retsch
AS200) de mailles de 125 um de diamétre (figure 13). La poudre ainsi obtenue a été
conditionnee dans des flacons en verre opaques et hermétiques, étiquetee, stockée a I’obscurité
pour éviter I’oxydation de cette derniére et conservée a temperature -4 °C dans le congélateur

pour une utilisation ultérieure.

Figure 13 : tamiseur électrique lors de tamisage des poudres.

I1. Analyses physico-chimiques des sous-produits

I11.1. Taux d’humidité

Les teneurs en humidités des déchets (écorces et pépins) de I’orange et mandarine sont
déterminée selon le protocole de Doymaz (2004). Elle est mesurée par la dessiccation de 10 g
d’échantillon mis dans une étuve ventilée a une température de 105°C (figure 14) jusqu‘a un

poids constant(24h).

L’humidité et la mati¢re séche ont été calculées selon les formules suivantes :
Taux d’humidité (%) = [mi —ms /mi] *100
Ou : mi est la masse initiale de 1’échantillon avant dessiccation,

> ms est la masse séche de 1’échantillon apres dessiccation.
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Figure 14 : Photographie des résultats du test humidite.

11.2. Taux de cendre

Les teneurs en cendres des déchets (écorces et pépins) de [’orange et mandarine sont
déterminés selon la méthode Officielle AOAC 972.15. Une quantité de 2 g de 1’échantillon a
été pesée dans des creusets en porcelaine préchauffés. Les creusets sont placés dans un four a
moufle a 550°C pendant 5 heures puis refroidis dans un dessiccateur, et pesés (M’hiri et al.,
2015).

Le pourcentage de la teneur en cendres a été déterminé selon 1’équation ci-dessous :
Teneur en cendre (%) = [mi / ms] *100
Ou : mi est la masse de cendre

> ms est la masse initiale de I’échantillon

II1. Choix de solvant et la méthode d’extraction

L’extraction des composés bioactifs peut étre décrite comme étant un phénomene de
transfert de masse ou les solides solubles, contenus dans les structures végétales, migrent dans

les solvants jusqu’a I’équilibre (Dahmoune et al., 2013).

111.1. Protocole d’extraction conventionnelle par solvant (CSE)

0,3 g de la poudre (écorce et pulpe) de chaque cultivar (C. sinensis et C. reticulata) ont
éteé placée dans des fioles de 250 ml contenant de 20 ml de différents solvants a savoir 1’éthanol,
I’acétone, le méthanol et ’eau, les concentrations des trois solvants sont fixées a 50%
solvant/eau (v/v). L’extraction est assistée par une plaque agitatrice (figure 15) pendant 30
minutes a température ambiante et a I’abri de la lumiére puis centrifugés a 5000 (rotation/min)
pendant 10 min. Les surnageant obtenus sont filtrés a travers un papier filtre de Wattman. Les

extraits sont ensuite stockés a 4°C jusqu’a utilisation (M’hiri et al., 2015).
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Figure 15 : plaque agitatrice utilisée lors de I’extraction des composés phénoliques.

I11.2. Protocole d’extraction assisté par micro-onde

Un appareil de micro-onde (MAXMO23S, MAXIPOWER) avec une capacité de 23 L,
puissance de 800 watts et fréquence de travail de 2450 kHz a été utilisé. L appareil était équipé
d’un systéme de contréle numérique pour le temps et la puissance d’irradiation. L’appareil a
été modifié afin de condenser dans 1’échantillon les vapeurs générées lors de I’extraction
(figure 16).

Figure 16 : Appareil de MAE utilisé lors de I’extraction des composés phénoliques.

0,3 g de la poudre (écorce et pulpe) de chaque cultivar (C. sinensis et C. reticulata) ont
été placée dans des fioles de 250 ml contenant de 20 ml de différents solvants a savoir I’éthanol,
I’acétone, le méthanol et 1’eau, les concentrations des trois solvants sont fixées a 50%
solvant/eau (v/v). L’extraction assistée par micro-onde puis centrifugés a 5000 (rotation/min)
pendant 10 min. Les surnageant obtenus sont filtrés a travers un papier filtre de Wattman. Les

extraits sont ensuite stockés a 4°C jusqu’a I’utilisation (M’hiri et al., 2015).
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111.3. Dosage des polyphénols totaux
Principe

Les polyphénols totaux ont été determinés par spectrophotométrie en utilisant la
méthode de Folin-Ciocalteu. Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune
constitué d’un mélange de deux acides : acide phosphotungstique (H3PW12040) et acide
phosphomolybdique (H3PM012040). 1l est réduit lors de I'oxydation des phénols pour former
un complexe bleu stable d'oxydes de tungsténe et de molybdéne. La coloration produite, dont
I'absorption maximum est au voisinage de 765 nm, est proportionnelle a la quantité des

composés phénoliques présents dans les extraits vegétaux.

Mode opératoire
La méthode adoptée pour le dosage des composés phénoliques totaux est celle décrite par
Ozcan et al., (2021) et ses collaborateurs.

400 pl de I’extrait est mélangée avec 1ml du réactif de Folin—Ciocalteu, aprés 3 minutes,
une solution de NA2COz a 7,5 % (10 ml) est ajoutée tout en agitant. Le volume total est ajusté
a 25 ml avec I’eau distillée et le mélange est agité Vigoureusement.

Aprés une incubation de 60 min dans I’obscurit¢ et a température ambiante,
I’absorbance est mesurée a 765 nm a ’aide d’un spectrophotomeétre contre un blanc.

Les résultats sont exprimés en mg équivalents d’acide gallique par 100 g MS par rapport

a une courbe d’étalonnage (Annexe 1).

IV. Optimisation des conditions d’extractions des composés bioactifs par
micro-ondes

IVV.1. Méthode des surfaces de réponses

L’optimisation de 1’extraction des composés phénoliques des échantillons (poudre de
déchet orange et mandarine) est réalisée par la méthode des surfaces de réponse par le biais
d’un plan composite centré en utilisant le logiciel MINITAB 17.

Les variables indépendantes utilisées dans le présent travail sont la concentration de
I’acétone (X1, %0, V/V), le temps d’extraction (X2, seconds) et la masse de la poudre (xs, g), La
variable réponse est les composés phénoliques totaux. Ces paramétres sont testés sur deux

variétés d’agrumes qui sont (Citrus sinensis) et (Citrus reticulata).
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Les niveaux codés et naturels des variables indépendantes et le plan expérimental sont donnée
dans le tableau Il1.

Tableau 111 : Matrice d’expériences du plan composite centré pour trois facteurs.

- Temps % du Solvant  [Poudre] (g/L) X1 X2 X3
(S) (X1) (X2) (X3)
e 40 30 0,2 -1 -1 -1
2 8o 30 0,2 1 I -1
B 40 70 0,2 -1 1 -l
g 380 70 0,2 1 1 -1
s 40 30 0,4 -1 -1 1
e 8o 30 0,4 1 -1 1
L 70 0,4 -1 1 1
g a0 70 0,4 1 1 1
9 | 60 50 0,3 0 0 0
L 10 60 50 0,3 0 0 0
1 60 50 0,3 0 0 0
L 12 60 50 0,3 0 0 0
13 60 50 0,3 0 0 0
14 60 50 0,3 0 0 0
B 50 0,3 -1,69 0 0
Bl 0 50 0,3 1,69 0 0
B oo 10 0,3 0 -1,69 0
Bl o 90 0,3 0 1,69 0
Bl o 50 0,1 0 0 -1,69
Bl o 50 0,5 0 0 1,69

IV.2. Modélisation

Toutes les données expérimentales ont été centrées a I’aide de trois mesures. Les
données expérimentales ont été ajustées a un modeéle polynomial de second ordre et des
coefficients de régression ont été obtenus. Le modéle polynomial généralisé du second ordre

utilisé dans 1’analyse de surface de réponse était 1’équation suivante :

Y= b0+be, Zbu]xux,+z W

u,j=1
u*jJ

e Dpo: Terme constant de 1’équation de régression ;
e bj: Effets linéaires ;
e buj: Effets d’interactions ;

e Djj: Effets quadratiques
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Le test de Fischer a été utilisé pour valider 1’équation du modeéle, tandis que le test t de
Student a été effectué pour la détermination de la signification statistique des coefficients de

régression.

1VV.3. Validation

Les conditions optimales pour 1’extraction des PPT dépendant de la concentration du
solvant, de la masse de 1’échantillon et du temps d’extraction ont été¢ obtenues a 1’aide des
équations prédictives de MSR. Les valeurs expérimentales et prédites ont été comparées afin
de déterminer la validité du modéle.

V. Dosage des composes bioactifs

V.1. Flavonoides totaux

Principe

Le dosage des flavonoides totaux (FT) est effectué par une méthode colorimétrique
selon (Wang et al., 2008) avec le trichlorure d'aluminium et la soude. Le principe de ce dosage
est basé sur la formation de complexes suite a la chélation de métaux AI**, utilisés sous forme
de chlorure d’aluminium (AICI3), par les groupements OH
Mode opératoire

La méthode adoptée pour le dosage des flavonoides totaux est celle décrite par Wang et
ses collaborateurs (Wang et al., 2008).
0,3 ml de NaNO2 a 5% a été ajouté a 1 ml d'extrait dans un tube d’essai de 20 ml. Le mélange
a été maintenu pendant 6 min a température ambiante, puis on ajoute 0,3 ml de AI(NO3)3 a

10% au mélange.

Aprés 6 min, le mélange est additionné de 4 ml d’hydroxyde de sodium (IN) et le
volume total est ajusté a 10 ml avec 1’eau distillée, apres une incubation de 15 min I’absorbance
est mesurée a 510 nm. La teneur en flavonoides est exprimée en mg équivalent de catéchine par

100g de matiere seche, en se référant a une courbe d’étalonnage (annexe I)

V.2. Caroténoides
La structure chimique des caroténoides présente un systeme conjugué de doubles
liaisons alternées avec des liaisons simples formant la partie centrale de la molécule qui
constitue le chromophore responsable de 1’absorption de la lumi¢re (Zaghdoudi, 2015).
L’extraction est réalisée selon la méthode de (Lee, 2001), 5 g poudre (écorce et pulpe)

de chaque cultivar (C. sinensis et C. reticulata) ont été placée dans des fioles de 250 ml
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contenant de 50 ml de n-hexane-acétone-éthanol (v/v ; 50:25:25). L’extraction est assistée par
micro-onde puis centrifugés a 5000 (rotation/min) pendant 10 min. Le surnageant obtenu est
filtré & travers un papier filtre de Wattman. Les extraits sont ensuite stockes a 4°C.

La teneur en caroténoides est déterminée par la mesure de I’absorbance a 450 nm et
les résultats sont exprimés en milligramme équivalent de beta-caroténe par 100g de la matiére
séche, en se référant a une courbe d’étalonnage (Annexe I1).

V.3. Evaluation de ’activité anti radicalaire DPPH
Principe

L’activité antiradicalaire des extraits est déterminée par une méthode basée sur la
réduction du radical DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl), suite a un transfert d’hydrogéne
qui provient des différents antioxydants qui se trouvent dans le milieu réactionnel (figure 17).
Le piegeage des radicaux libres de DPPH provoque un changement de couleur de la solution
initiale du violet foncé au jaune suite a la réduction du DPPH en DPPH-H (1,1-diphényl-2-
picrylhydrazyl) qui est mesurée par un spectrophotometre a 517 nm.

Ci-dessous, la figure représentant la réduction du radical libre DPPH.

NO, </ > NO, </ >
L} H
OZNQN_N + A-H—fozNAQN—N + A"

1]

VIOLET JAUNE

Figure 17 : Réaction de réduction du DPPH.

Mode opératoire

La solution DPPH est préparée par dissolution d’environ 0,003g de DPPH dans 100mL
de méthanol pur, dans un flacon en verre fumé. Mesurer son absorbance avec un
spectrophotomeétre a 517 nm. Sa valeur doit étre comprise dans I’intervalle [0.7-0.8].

L’absorbance de la solution de DPPH qui est ’absorbance de contrdle Ac est notée.
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300uL de I’extrait acétonique additionner de 3mL de la solution DPPH. L’absorbance
est mesurée a 517 nm aprés 30min d’incubation a I’obscurité. Les IC50 ont été déterminées
pour chaque extrait, et définies comme étant la concentration du substrat qui entraine la
neutralisation de 50 % de I’activité du DPPH.

L’inhibition du radical libre de DPPH en pourcentage (I %0) est calculée avec la relation
suivante :
Ac : Absorbance du controle.

Ae : Absorbance de 1’échantillon.

% d’inhibition du DPPH = DPPH (%) = 2<moe-Acctantiion . 19

A controle

V.4. Evaluation de ’activité antibactérienne

V.4.1. Les souches cibles

L’activité antibactérienne des extraits phénoliques est testée sur 5 souches

Bactériennes.

e Bactéries a Gram positif :
Staphylococcus aureus Résistant a la Méthicilline ATCC 43300
Staphylococcus aureus ATCC 25923

e Bactéries a Gram négatif
Salmonella Typhi ATCC 14028
Escherichia coli ATCC 25922
Vibrio cholerea ATCC 14035

V.4.2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)

Les Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) ont été déterminées en utilisant la
technique de micro-dilution avec le bouillon Muller Hinton (NCCLS, 2006). Des plaques
contenant 96 puits sont préparées en distribuant dans chaque puits 50 pl de bouillon Muller
Hinton, on rajoute les différents extrais afin d'avoir une concentration finale de 4mg/ml. On
additionne un volume de 50ul de ce mélange a la cupule adjacente et ainsi de suite jusqu’a la
derniére cupule ou 1’on élimine les 50ul restant. La derni€re cupule contient une concentration
de 50mg/ml. Un volume de 50ul de la suspension microbienne a 106 est ajouté¢ dans chaque
cupule. Les plaques sont incubées a 37°C/24h. La CMI a été définie comme la concentration

minimale d’extrait pour laquelle on n’observe pas de croissance visible a 1’ceil nu.
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V1. Elaboration et caractérisation de la mayonnaise enrichie avec les extraits
(orange et mandarine)

V1.1. Formulation de la mayonnaise

Dans ce travail, nous avons formulé des mayonnaises dont la composition globale :

L'huile de colza, jaune d'ceuf industrielle, vinaigre, sel, sucre cristallisé, concentré de citron,
gomme de xhantane, 1’acide citrique, amidon modifié ultra tex, Ethyléne - diamine - tétra -
acetate (EDTA : conservateur)

Trois types de mayonnaise sont formulées

Mayonnaise 1 : Substitution de ’EDTA avec 100ppm Extrait de sous-produit d’orange
Mayonnaise 2 : Substitution de ’EDTA avec 100ppm Extrait de sous-produit de mandarine

Mayonnaise 3 : Mayonnaise Témoin avec 100ppm EDTA

On mélange le jaune d'ceuf avec le sel, le sucre, et les autres ingrédients, lentement : en
remuant a l'aide d'un Stephan a vitesse réduite, puis on ajoute progressivement I'huile de colza
enrichie en I’huile d’olive a différentes proportions. L’amidon, le vinaigre et le jus de citron ont
été introduits aprés I'obtention d'une masse dense et homogene. A ce moment, la vitesse du

Stephan est réglée au maximum.

Les échantillons de mayonnaise obtenus ont été placés dans des récipients alimentaires

en verre stériles avec des couvercles fermeture hermétique et conservés au réfrigérateur.

V1.2. Analyse physico-chimique de la mayonnaise

V1.2.1. Potentiel d’Hydrogéne (pH)
La détermination du pH consiste a la mesure de 1’acidité ou de I’alcanité d’un produit.

Dans notre étude, la mesure du pH est réalisée avec un pH-metre en introduisant la sonde a

I’intérieur de I’échantillon. Le résultat est directement lu sur I’écran de 1’appareil.
V1.2.2. Aciditeé

Il s'agit d'un titrage acido-basique, l'acide acétique est neutralisé par une solution
d'’hydroxyde de potassium KOH (0,1N) en présence de phénolphtaléine comme indicateur
coloré (Tiirkmen and Eksi, 2011).

15g de mayonnaise Diluer dans 100 ml d’eau a 80° distillée d’échantillon dans un

Erlenmeyer suivi par 1’Agitation du mélange aprés 1’ajout de quelques gouttes de
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phenophtaléine suis un titrage avec une solution de KOH jusqu’a I’apparition d’une coloration
rose pale persistant.

L’ Acidité est calculée selon la formule suivante :

V() xM x N

AC
PE

PE : Masse de la prise d’essai ;
N : Normalité de la solution KOH (0,1) ;
V : Volume de la chute dans la burette ;

M : Masse molaire d’acide acétique 60g/Mol ;
V1.2.3. Indice de peroxyde

L’indice de peroxyde (IP) représente la quantité d’oxygene liée chimiquement a un acide
gras ou a des chaines organiques d’un corps gras sous forme de peroxyde. La valeur de peroxyde
est exprimée en milliéquivalent d’oxygene actif par kilogramme d’huile (meq d’O,/Kg).

On dépose du thiosulfate de sodium dans une burette a 0.01N (évitant les bulles d’air
lors du remplissage de la burette), aprés séparation da la phase grasse de la mayonnaise en
utilisant un bain marie a température de 80°C, on pese 5¢g de I’huile apres décomptage dans un
ballon préparé, bien séché et a I’abri du contact avec ’air. On prépare dans un petit bécher 0.5g
d’iodure de potassium (KI) complété a 1 ml d’eau distillée en assurant une bonne agitation. Le
ballon préparé et contenant 1’échantillon a titrer, on rajoute (12ml) de chloroforme et (18ml) de
I’acide acétique au mélange en agitant le tout pour bien dissoudre ce dernier, puis on ajoute en
dernier lieu I’iodure de potassium. On doit boucher le ballon, en agitant bien pendant une
minute et on laisse a 1’abri de la lumiére pendant une minute.

On ajoute 75ml d’eau distillée (afin d’arréter la réaction) et quelques gouttes d’empois
d’amidon comme indicateur coloré, le titrage se fait a 1’aide de la solution de thiosulfate de
sodium & 0.01N. La lecture s’effectue sur la burette (J.O.R.A. N64). La détermination de
I’indice de peroxyde est faite selon la formule suivante :

[N.(V1—-V2).1000]

m
Ip : Indice de peroxyde (Meq d’O2 / kg d’huile).

N : Normalité de Na2S203 (N).

V1 : Volume de Na2S203 utilisé pour titrer I’échantillon (ml).
V2 : Volume de Na2S203 utilisé pour I’essai a blanc (ml).

m : masse de la prise d’essai (Q).
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V1.2.4. Extrait sec

L'extrait sec total ou matieres seches totales est I'ensemble de toutes les substances qui,

dans des conditions physiques déterminées, ne se volatilisent pas.

L’appareil utilisé dans cette étape s’appelle un dessiccateur ou une thermobalance.
Mode opératoire :

A T’aide d’un dessiccateur, 2g de mayonnaise est étaler sur la coupelle et la remettre
dans I’appareil, la fin de I’évaporation se manifeste lorsque la perte du poids soit constante et

une valeur en pourcentage de 1’extrait sec sera affichée sur 1’écran du dessiccateur.
V1.2.5. Viscosité

C’est le méme principe suivi pour la détermination de la viscosité de I’huile. La seule

différence est le diameétre de mobile.
V1.2.6. Activité de ’eau

L’activité de I’eau (AW for activity water) indique la disponibilité d’eau libre dans un
produit alimentaire. Il ne s’agit pas de la teneur exacte en eau d’un aliment, mais seulement de
I’eau susceptible d’intervenir dans des réaction chimiques, biologique et microbiologiques. On

la définit par rapport a un état de référence qui est ’eau pure, donc sans aucun soluté.

Elle évolue dans une gamme comprise entre 0 et 1 qui est définie comme le rapport de
la pression partielle de vapeur de I’eau et la pression de vapeur saturante de 1’eau pure a la

méme température.
V1.3. Test de vieillissement accéléré :

Ce test consiste a oxyder la mayonnaise dans une étuve portée a 40° C durant 30 jours.
La mise en évidence de I’oxydation est montrée par la mesure de I’acidité et ’indice de

peroxyde chaque 7 jours pendant un mois pour les trois mayonnaises.
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VII. Analyse statistique

Une analyse descriptive des résultats obtenus en triplicata pour chaque parameétre
analyse a été réalisée a I’aide du logiciel Microsoft Office Excel 2016, afin de déterminer les
moyennes et les écarts types (moyennex SD).

Une analyse de la variance (ANOVA) a éventuellement été appliquée a I’aide du logiciel
STATISTICA 5.0, afin de mettre en évidence les différences significatives entre les résultats
pour chaque paramétre. Le degre de signification des données est pris a la probabilité p<0,05.

Un logiciel MINITAB (Version 17.0) a été utilisé pour construire un plan d’expériences

pour le traitement des résultats.
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I. Caractéristiques physico- chimiques des deux poudres obtenues

Les résultats de I’étude des caractéristiques physico-chimiques des déchets de 1’orange

et de la mandarine sont représentés dans les diagrammes circulaire ci-dessous :
I.1. Taux d’humidité

A la lumiére des résultats, on constate que le taux d’humidité des deux variétés
d’agrumes orange et mandarine sont tres proches avec un taux de 15,28% et 14,67%,
respectivement. Les teneurs en matiere seéche sont de 84.72% pour 1’orange et 85.33% pour la
mandarine figure 18.

Nos résultats sont inférieurs a ceux de Olfa et al., (2021) pour lesquelles les valeurs
varient de 19- 42,9%. Les faibles teneurs freinent la prolifération microbienne et permettent

une bonne conservation du matériel vegetal.

Selon Lavollay, (1947) la teneur en humidité des sous-produits de la fabrication
industrielle des jus d’grumes (orange et mandarine) est de 14%, cette petite différence peut étre
liée a I’espéce végétale ou a ’origine géographique et probablement due aux conditions de

croissance telles que la qualité des sols.

(orange) (mandarine)

H Taux d'humidité B matiére séche H Taux d'humidité B matiere séche

Figure 18 : Teneur en eau et en matiére séche obtenu des sous-produits d’orange et de

mandarine.
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1.2. Taux de cendre

D’apres les résultats obtenus (figure 19). La teneur en matiére organique des déchets de
d’orange et de mandarine est de I'ordre de 96,17% et 96,13% respectivement, et une teneur en
cendre de 3,83% pour I’orange et 3,87% pour la mandarine, la valeur maximale est enregistrée

pour les déchets d’orange.

Cette teneur est proche de celle enregistrée par Lavollay, (1947) soit 95,9 % comme

matiere organique. Elle montre également la richesse du substrat en sels minéraux (4,1%).

Les variations dans les teneurs en matiéres minérales (taux de cendre) sont tres
probablement dues aux conditions de croissance telles que la qualité des sols (distribution des

¢léments minéraux dans le sol), le volume d’eau et la composition des engrais utilisés

(Lépez et al., 2008).

(orange) (mandarine)
3,83 3,87
et/ 96,13
Taux de cendres matiére séche Taux de cendres = matiéere séche

Figure 19 : Représentation graphique des résultats de la teneur en cendres des sous-produits

d’orange et de mandarine.

I1. Choix du type de solvant et la méthode d’extraction

La solubilité des composés phénoliques est affectée par la polarité du solvant utilisé,
pour ce, quatre solvants de polarité croissante sont employés pour 1’extraction des composés
phenoliques a partir des sous-produits d’agrumes C. sinensis et C. reticulata a savoir 1’éthanol
(5,2), I’acétone (5,4), le méthanol (6,6) et I’ecau (9,0) (Bourgou et al., 2016). Etant donné que

la majorité des extractions des composés phénoliques a partir des matrices végétales se font en
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utilisant des solvants mixtes (solvant/eau), les concentrations des trois solvants sont fixées a
50% solvant/eau (v/v).

Les (figures 20 et 21) montrent les effets du type de solvant d’extraction ainsi que la
méthode d’extraction (conventionnelle et extraction par micro-ondes) sur les teneurs en
composés phenoliques des sous-produits des cultivar C.sinensis (A) et C.reticulata (B). Les
résultats révélent une influence significative de la variation du type de solvant ainsi que la

méthode d’extraction sur les teneurs en composés phénoliques.

11.1. Choix du solvant

Les solvants testés sont montrés particulierement efficaces avec des teneurs allant de
603,5 a 1329,5 mg EAG/100g MS pour le sous-produit C.sinensis (A) et de 565 a 1071 mg
EAG/100 g MS pour le sous-produit C.reticulata (B).

En effet, pour les deux types sous-produit C. sinensis et C. reticulata, les extraits
acetonigques montrent les taux les plus éleves en composes phénoliques avec des taux de 1329,5
et 1071 mg EAG/100g MS respectivement, dévoilant 1’acétone comme meilleur solvant
d’extraction. Des différences significatives (p<0,05) sont détectées entres les teneurs en
polyphénols des extraits obtenus par I’acétone et les extraits obtenues par d’autres solvants.
L’étude de Liew et al., (2018) sur I’extraction des polyphénols des écorces variété C. sinensis
a montré que le meilleur solvant pour I’extraction des composés phénoliques est 1’acétone. Par
contre (Safdar et al., 2017) ont rapporté que le méthanol est le meilleur solvant d’extraction
des composés phénoliques et de I’activité antioxydante de la variété C.reticulata, 1’acétone et
1’éthanol sont moins efficaces.

L’utilisation de I'eau montre une faible extraction de composés phénoliques pour le
sous-produit de C. sinensis (603,5 mg EAG/100g MS) tandis que le méthanol présente les plus
faibles teneurs pour C. reticulata (565 mg EAG/100 g MS). L'utilisation de I'eau pure pour
I'extraction présente de nombreux inconvénients comme la dissolution de nombreuses

substances indésirables tels que les glucides et les protéines, en particulier a haute température.
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( ) H conventionelle B micro-onde
1600
1400
1200 f
e
1000 d .
800 b ¢
a
600
400
200
0
M acétone M méthanol M éthanol M eau

Figure 20 : Effet du type de solvant et la méthode d’extraction sur I’efficacité d’extraction
des composés phéenoliques (C.sinensis).

Les barres verticales représentent les écarts-types. Les résultats qui portent des lettres différentes sont
significativement différents (p<0,05) avec a <b <c.

(B) M conventionelle W micro-onde
1200
1000
d
800
b
C C b C
a I I I I
0 I

M acétone M méthanol M éthanol M eau

60

o

40

o

20

o

Figure 21 : Effet du type de solvant et la méthode d’extraction sur I’efficacité d’extraction
des composés phénoliques (C.reticulata).

Les barres verticales représentent les écarts-types. Les résultats qui portent des lettres différentes sont
significativement différents (p<0,05) avec a <b <c.
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11.2. Choix de la méthode d’extraction

L'efficacité d'extraction des composés phénoliques des deux sous-produits sont
significativement influencées par le type d’extraction. Le recouvrement des composés
phénoliques est nettement plus élevé pour les extraits obtenus par la méthode assistée par le
micro-ondes.

On constate des valeurs oscillent entre 679 et 1329,5 EAG/100g MS pour la méthode
assistée par le micro-ondes et entre 565 et 996 EAG/100g MS Pour la méthode conventionnelle.
Des différences significatives (p<0,05) sont détectées entre les deux méthodes utilisées pour
les différents solvants.

Les valeurs les plus élevées sont de 1329,5 et 1071 EAG/100g MS pour les sous-produit
d’orange et mandarine respectivement obtenues par méthode non conventionnelle, Nos résultats
sont en accord avec ceux de Boudraa et al., (2021) qui atteste que la méthode d’extraction
assistée par micro-ondes des substances bioactives a partir d’écorces de Citrus permet
I’extraction des taux élevés en polyphénols comparant a I’extraction par macération, plusieurs
¢tudes ont attestées I’efficacité de la méthode non conventionnelle telle que la méthode
d’extraction assistée par micro-ondes et ultrasons dans I’extraction des composés bioactifs

(Dahmoune et al., 2013).

L'extraction assistée par micro-ondes réduit considérablement le temps d'extraction des
antioxydants. Dans le cas des déchets d’agrumes, les teneurs en composés phénoliques totaux
extraits par macération pendant 30 min sont de 829 et 996 mg EAG/100g, cependant, en
utilisant I'extraction assistée par micro-ondes, un temps d'extraction de 100 secondes a permis

d'extraire le maximum de contenu phénolique.

I11. Modelisation et optimisation de I’extraction des composés phénoliques

L’étude de I'influence de trois paramétres opératoires, a savoir le temps d’extraction
(x1), la concentration du solvant (x2) et la masse de I’échantillon (X3) sur ’extraction des
composés phénoliques a été modalisé par le biais d’un plan d’expérience de type composite
centré (CCD). Les valeurs ainsi obtenues des réponses de ce plan sont regroupées dans la

matrice d’expérience présentée sur le tableau V.

Ce plan est composé des huit essais du plan factoriel (essais 1 a 8) et les trois (3) essais
réalisés au centre du domaine (essais 9,10 et 11) et enfin les six essais du plan en étoile (essai
12 a2 17).
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Tableau IV : Valeurs expérimentales et prédites de I’optimisation des conditions d’extraction

des PPT a partir de la poudre des déchets d’orange et de mandarine.

40
80
40
80
40
80
40
80
60
60
60
60
60
60
20
100
60
60
60
60

Temps
(S) (X1)

% du
Solvant
(X2)

30
30
70
70
30
30
70
70
50
50
50
50
50
50
50
50
10
90
50
50

(g/L)
(X3)

0,2
0,2
0,2
0,2
0,4
0,4
04
04
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,3
0,1
0,5

841
1000

848
1043
1018
1296
1205
1235
1313
1362
1187
1313
1362
1187
1106
1423

935

870

622
1256

[Poudre] Réponse Réponse

Mesurée Prédite

830
1057

870

990
1109
1312
1187
1284
1274
1274
1274
1274
1274
1274
1082
1406

877

888

633
1205

Réponse Réponse

Mesurée

616
890
726
835
832
985
1043
1025
797
923
870
797
923
870
931
1053
614
695
292
961

Prédite

564
805
658
731
847
964
1038
987
892
892
892
892
892
892
941
1131
640
757
401
940

Les résultats montrent que la teneur en CPT des extraits d’orange est comprise entre 622

et 1423 mg EAG/100g MS et ceux de ’extrait de mandarine varient entre 292 et 1053 mg

EAG/100g MS. Ces résultats sont trés proches des valeurs prédites avec 633 et 1406 mg
EAG/100g MS de la réponse des PPT pour I’orange et avec 401 et 1131 mg EAG/100g MS

pour la mandarine.

Les coefficients du model de second degrés (les effets linéaires, d’interactions et

quadratiques) sont au nombre de 10 que ce soit pour I’orange ou pour la mandarine, ces derniers

ont été déterminés et leurs valeurs sont regroupés dans le tableau V et VI :




Chapitre Il Résultats et Discutions

Tableau V : Valeurs estimés des coefficients du model pour I’orange (en unités codées).

_ Coef SE coef T =

_ 1274,3 b0 42,7 29,83 0,000*
_ 162,0 bl 38,7 418 0,004*
_ 5,7 b2 38,7 0,15 0,886
_ 286,3 b3 38,7 7,39 0,000*
_ -29,4 b1l 70,4 -0,42 0,689
_ -391,4 b22 70,4 -5,56 0,001*
_ -354,9 b33 70,4 -5,04 0,001*
_ -106 b12 109 -0,97 0,365
_ -23 b13 109 -0,21 0,840
~ Solvant*poudre 38 b23 109 0,35 0,739

Tableau VI : Valeurs estimés des coefficients du model pour la mandarine (en unités codees).

. Terme = Coef SE coef T P

| Constante 8929 BO 51,5 17,34 0,000%
. Temps | 953 B1 46,7 2,04 0,081
. Solvant | 585 B2 46,7 1,25 0,250
. Poudre | 2695 B3 46,7 577 0,001*
| Temps*temps | 1434 B11 84,8 1,69 0,135
. Solvant*solvant | -194,1 B22 84,8 -2,29 0,056
~ Poudre*poudre  -222,1 B33 84,8 -2,62 0,035*
. Temps*solvant | -168 B12 132 -1,27 0,244
- Temps*poudre ~ -124 B13 132 -0,94 0,379
~ Solvant*poudre 98 B23 132 0,74 0,482

111.1. Analyse statistique du model

I11.1.1. Veérification de la signification des coefficients par le test de Student
Le test de Student permet de déterminer si parmi les coefficients du modele, il existe

des coefficients non significatifs, lesquels seront éliminés de 1’équation de régression car leur

influence sur I’extraction des CPT est négligeable.

Pour chaque coefficient, la comparaison de la valeur calculée du test de Student avec la valeur

tabulée (ou en se basant sur la valeur de P) permet de vérifier sa signification. Seuls les
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coefficients ayant une valeur de P inférieur a 0.05 (seuil de confiance) peuvent étre considérés

avoir une influence sur la réponse.

1.0range

D’aprés les résultats du tableau V, on remarque que les coefficients significatifs sont
b0, b1, b3, b22 et b33. Les coefficients non significatifs (P> 0,05) sont exclus de 1’équation de
régression du model, qui sous réserve de validité, s’écrit :
¥=1274,3 + 162,0 X1+ 286,3 X3-391,4 X7 -354,9X2............ (1)
Le model obtenu (équation 1) montre que le temps d’extraction (X1) et la masse de 1’échantillon
(X3) qui présentent un effet significatif sur I’extraction des composés phénoliques. Le facteur
qui a le plus d’influence sur la réponse est la masse de 1’échantillon (X3) avec un effet positif
de (+286,3), suivi par le deuxiéme parametre le temps d’extraction (X1) qui également un effet
positif de (+162). Enfin, le facteur concentration du solvant (X2) un effet positif mais non
significatif sur la réponse avec (+5,7). Aucune interaction significative entre les différents

facteurs opératoires n’est détectée.

2. Mandarine

L’analyse des résultats du tableau VI, on remargue que les coefficients significatifs sont
B0, B3 et B33. Les coefficients non significatifs (P> 0,05) sont exclus de I’équation de
régression du model, qui sous réserve de validité, s’€crit
¥=892,9 + 269,5 X3-222,1X%......... (2)

Le model obtenu (équation 2) montre que la masse de 1’échantillon (X3) est le facteur
qui présente un effet significatif sur I’extraction des composés phénoliques, avec un effet positif
sur la réponse de (+269,5), suivi par les deux facteurs le temps d’extraction (X1) et
concentration du solvant (X2) qui ont un effet positif non significatif de (+95,3) et (+58,5)
respectivement. Aucune interaction significative entre les différents facteurs opératoires n’est
observée.

111.1.2. Analyse de variance (ANOVA)

Les résultats de I’analyse de variance obtenus par logiciel de modélisation sont rassemblés

dans le les tableaux VII et VIII.
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Tableau VI1 : Résultats de 1’analyse de variance (orange).

_ DF AdjSS  AdjMS  F-Value  P-Value
_ 9 734001 81556 13,60 0,001*
_ 3 432864 144288 24,07 0,000*
_ 3 6604 2201 0,37 0,779
_ 7 41962 5995
_ 5 25661 5132 0,63 0,708*
_ 2 16301 8150

Tableau V111 : Résultats de I’analyse de variance (mandarine).

_ DF AdjSS  AdjMS F-Value  P-Value
_ 9 549391 61043 7,01 0,009*
_ 3 340500 113500 13,03 0,003*
_ 3 26602 8867 1,02 0,440
_ 7 60995 8714
_ 5 52990 10598 2,65 0,297*
_ 2 8005 4002

D’aprés les deux valeurs P (>0,05) (orange et mandarine) correspondant au test F du
lack of Fit (manque d’ajustement), on peut avancer que 1’équation du model postulé ne présente
pas de biais, c’est a-dire que I’erreur due au modele est non significative devant 1’erreur
aléatoire (erreurs expérimentales). D’une autre part, la comparaison de la variance de régression
(effets principaux et quadratiques) a la variance résiduelle permet de vérifier que I’équation du

model est significative.
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Tableau 1X : Le coefficient de détermination R? et R? ajusté des composés phénoliques.

Orange Mandarine
94,59% 90,01%
87,64% 87,16%

Le R2 est une valeur corrigée de R2 ajusté apres I'élimination des termes du modele non
significatif. S'il y avait beaucoup de termes non- significatifs qui ont été inclus dans le modeéle,
le R2 ajusté serait plus petit que le R2 (Chan et al., 2009). Le tableau X montre que le R2 ajusté
est proche de la valeur de R2 ce qui affirme la significativité des modéles, et que les valeurs
experimentales sont fortement expliquées par les valeurs prédites.

111.1.3. Diagramme des résidus

Nous avons également présenté dans la (figure 22 et 23) les variations des résidus (c’est la

différence entre la valeur du CPT et prédit par le model) en fonction des valeurs prédite du CPT.

Diagramme des résidus
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Figure 22 : Diagramme des résidus (plan orange).
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Diagramme des résidus
(response is Y (MANDARINE))
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Figure 23 : Diagramme des résidus (plan mandarine)

Le diagramme des résidus ci-dessus (figures 22 et 23) ne laisse apparaitre aucune
relation entre les valeurs prédites et les résidus, car les points semblent disposés aléatoirement,
ce qui traduit ’absence d’informations dans les résidus et que tout est expliqué par le modele
de régression obtenu.

Ce résultat confirme que le modéle de second degré obtenu explique bien les résultats
expérimentaux.

111.1.4. Conditions optimales

Les conditions optimales de I’extraction des composes phénoliques a partir des sous-
produits d’orange et de mandarine sont indiquées dans le tableau X.

Les résultats indiquent les optimums obtenus a partir de I’étude préliminaire des paramétres
étudiés.

Tableau X : Conditions optimales de I’extraction des CP obtenues dans I’étude préliminaire.

PPT (mg EAG/100g MS)

Temps (S) 100s Y prédite =1455,71
% du solvant 50% 1242,33 £ 21,19

Poudre (g) 0,374g

Temps (s) 100s Y prédite =1162,19
% du solvant 45% 1146,83 + 8,57

Poudre (9) 0,360g
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Les valeurs prévues et réelles des facteurs pour un rendement maximal sur I’extraction
des composés phénoliques a partir des sous-produits de la fabrication industrielle des jus

d’grumes (orange et mandarine) sont indiquees sur les (figures 24 et 25).

New Temps (S % du Sol [Poudre]

_ High 100,0 90,0 0,50
= 1'0_00 Cur [100,0] [50,0] [0,3740]
Predict  Low 20,0 10,0 0,10

Y (moyen
Maximum
y = 145571122
d = 1,0000

Figure 24 : Valeurs prévues et réelles des facteurs pour un rendement maximal sur

I’extraction des composés phénoliques (orange).

New Temps (S % du Sol [Poudre]
High 100,0 90,0 0,50
D: 1,000 ! ! .
o Cur [100,0] [45,0] [0,360]
Predict  Low 20,0 10,0 0,10

Y (MANDA

Maximum
y = 1162,1987

d = 1,0000

Figure 25 : Valeurs prévues et réelles des facteurs pour un rendement maximal sur
I’extraction des composés phénoliques (mandarine).
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IV. Teneurs en composes bioactifs de I’extrait d’agrumes (orange et

mandarine)

Tableau XI : Teneurs en composés bioactifs.

1242,33 £21,19° 1146,83 + 8,57°
Mg équivalent d’acide Mg équivalent d’acide
gallique/100 g MS gallique/100 g MS
106,75 + 5,13° 91,13 + 4,382
Mg équivalent de Mg équivalent de
Catéchine/100 g MS Catéchine/100 g MS
21,06 + 0,042 21,75 +0,025°
4,06 + 0,02 4,44 + 0,07

Dans chaque ligne les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents
(p<0,05) avec a<b <c.

IV.1. Teneur en polyphénols totaux

Les teneurs en composés phénoliques totaux sont de 1242,33 + 21,19 et 1146,83 +
8,57mg EG/100g MS pour les sous-produits de C.sinensis et C.reticulata respectivement
(Tableau XIl). Des différences significatives (p<0.05) sont détectées entre les deux résultats
(figure 26) témoignant la richesse des déchets d’orange en composés phénoliques totaux. La

teneur en polyphénols totaux est élevée de 7.74 % pour C.sinensis par rapport a C.reticulata.
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Figure 26 : Teneur en polyphénols de sous-produit d'orange et de mandarine.

Les barres verticales représentent les écarts-types. Les résultats qui portent des lettres différentes sont
significativement différents (p<0,05) avec a <b <c.

Les différences observées peuvent principalement étre attribuées a la différence
génomique des cultivars, d’une part, ainsi que les conditions d’extraction. Nos résultats sont
inférieurs a celles rapportées par Zhang et al., (2014) pour les variétés de mandarine sauvage
(Citrus reticulata Balnco) et celle de Boudries et al., (2015) pour les variétés de citrus
implantées en Algérie région de Bejaia, mais supérieur a celle rapportés par Mehmood et al.,
(2018) pour difféerentes variétés Citrus implantées a Pakistan. La fluctuation des teneurs en
polyphénols des différents sous-produits d’agrumes récupérés au niveau de 1’industrie est
probablement due au type d’extraction de jus et la nature du déchet. Ces derniers sont constitués
d’écorces pulpes et pépins, en effet, dans le procédé d’extraction c’est le fruit en entier qui subit

un écrasement puis un chauffage ce qui entraine une perte des polyphénols dans le sous-produit.

D’aprés Panwar et al., (2021), les pelures de C. sinensis contiennent de I'acide gallique,
de l'acide férulique et de l'acide p-coumarique en quantités abondantes, alors que dans les

pelures de C. reticulata se sont révélées riches en acides férulique et gallique uniquement.

1VV.2. Teneur en flavonoides

En ce qui concerne la teneur en flavonoides des sous-produits des cultivars étudies, les
concentrations sont de 106,75 et 91,13 + 4,38 mg d’équivalents de catéchine /100g MS pour les

variétés C.sinensis et C.reticulata respectivement. Des différences significatives sont détectées
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entre les différents échantillons (figure 27). Encore une fois le sous-produit d’orange présente
une teneur plus élevée en flavonoides, nos résultats sont en accord avec ceux de Lamine et al.,
(2021) portant sur les sous-produits de trois variétés Citrus aurantium, Citrus sinensis et Citrus

reticulata.

mg de EQ/100g MS
120

100
80
60

40

teneur en flavonoides

20

Orange Mandarine
Figure 27 : Teneur en flavonoides de sous-produit d'orange et de mandarine.

Les barres verticales représentent les écarts-types. Les résultats qui portent des lettres différentes sont
significativement différents (p<0,05) avec a <b <c.

En effet, Choi et al., (2007) ont remarqué que, de maniére générale, les teneurs totales
en flavonoides dans les différentes pelures d'agrumes mars sont significativement plus basses
que celles des pelures de fruits immatures, ce qui confirme que le contenu en flavonoides des
pelures d'agrumes change de fagon spectaculaire au cours de la maturation.

Les flavonoides constituent la catégorie la plus importante de polyphénols présents dans les
sous-produits d'agrumes. Is sont classés en quatre sous-groupes, a savoir les flavanones
(Narirutin, Hesperidin, Naringin, Neohespiridin) qui sont majoritaire suivies par les par les
flavones (Luteolin, Apigenin, Diosmin), les flavonols (Rutin, Quercetin, Kaempferol) ainsi que

les anthocyanines (Panwar et al., 2021).

1VV.3. Teneur en caroténoides

Dans I'extraction des caroténoides des déchets d'agrumes, la partie utilisée est
principalement I’écorce, les caroténoides sont responsables des couleurs jaune, orange et rouge

des agrumes.
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Concernant les carotenoides les valeurs enregistrées sont de 21,06 £ 0,04 et 21,75 +
0,025 respectivement (figure 28), Nos résultats sont proches des teneurs en caroténoides totaux
dans les pelures de trois variétés de citrus étudiées par Xu et al., (2006) qui varient de 3- 218
mg/100MS et ceux de (Wang et al., 2008).

mg de EC /100g MS
22

21,8
21,6
21,4

21,2

carotenoides

21

20,8

20,6
Orange Mandarine
Figure 28 : Teneur en caroténoides de sous-produit d'orange et de mandarine

Les barres verticales représentent les écarts-types. Les résultats qui portent des lettres différentes sont
significativement différents (p<0,05) avec a <b <c.

Deux grandes classes de caroténoides, principalement présentes dans les sous-produits
d'agrumes sont les caroténoides oxygénés connus sous le nom de xanthophylles tels que la
lutéine et la violaxanthine et les caroténoides hydrocarbonés appelés caroténes tels que le -
caroténe et le lycopéne ; il est noté que plus de 115 caroténoides, ainsi que leurs isoméres, ont
été détectées dans les agrumes (Panwar et al., 2021).

V. Propriétés pharmaceutiques de Pextrait d’agrumes (orange et

mandarine).

V.1. Evaluation de pouvoir anti radicalaire par le DPPH :

L’activité antioxydant évaluée pour les deux extraits orange et mandarine, le standard
utilisé est exprimé en 1C50 (concentration inhibitrice 50) c’est la concentration d’extrait qui
neutralise (réduit) 50% de radical libre (DPPH), plus L’IC50 est faible plus 1’extrait est ayant
d’un potentiel antioxydant puissant. L’ensemble des résultats de [’activité antioxydante

exprimée en IC50 est représenté dans la (figure).
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Figure 29 : Activité de piégeage du radical DPPH de sous-produit d'orange et de mandarine.

Les barres verticales représentent les écarts-types. Les résultats qui portent des lettres différentes sont
significativement différents (p<0,05) avec a <b <c.

Les valeurs des IC50 présentent des différences significatives (figure 29), I'extrait d’orange
présente le pouvoir anti radicalaire le plus élevé (4 ,06g/ml), suivi par extrait de mandarine
(4 ,44 mg/ml). Les agrumes qui contiennent une quantité notable de polyphénols et de

flavonoides peuvent jouer un rble majeur dans I'inhibition antioxydant (Bourgou et al., 2016).

D’apres Liew et al., (2018), le citron vert de Tahiti (Citrus latifolia), le citron (Citrus limon),
I'orange douce (Citrus sinensis) et la mandarine (Citrus reticulata), I'écorce de l'orange douce
(Citrus sinensis) ont montré de forte capacité antioxydante. Le y-terpinéne et le terpinoléne sont

les flavonoides qui ont montré les fortes capacités de piégeage du DPPH.

En outre, la méthode d'extraction, le solvant utilisé, I'origine géographique, le temps de
stockage, les parties d'agrumes, le stade de maturation pourraient également influencer cette
capacité antioxydante. En effet, (Halvorsen et al., 2002) ont rapporté que 1’origine

géographique influence I'activité antioxydante des échantillons de fruits prélevés dans

différentes régions du monde.

V.2. Evaluation de P’activité antibactérienne

V.2.1. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI)
Afin de déterminer I’efficacité de nos extraits, on a procédé¢ a la détermination des CMI.
Globalement, les résultats des CMI relatifs aux extraits actifs ont mis en évidence des niveaux

d’activité antibactérienne trés variables selon 1’extrait utilisé et la souche testée.
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Bubonja-Sonje et al., (2011) ont distingué différents niveaux d’activité des extraits en se
basant sur les concentrations minimales inhibitrices : Forte activité < 0,4 mg/ml, intermédiaire
0,4 > CMI > 0,8mg/ml et faible CMI > 0,8mg/ml

Tableau XI1 : Concentrations minimales inhibitrices (CMI) des extraits d’orange et de la

mandarine.

SARM S.aureus S.Typhi V. cholerea E.coli
0,13 0,13 >16,16 0,13 >16,16
++ + +++ - - - ++ + - - -
0,13 0,13 >16,16 0,13 >16,16
+++ +++ - - - +++ - - -

Les deux extraits possédent des activités similaires vis-a-vis des différentes souches
bactériennes avec des CMI allant de 3,13 — 16,16 mg/ml. Les souches les plus sensible sont les
Gram + (SARM et S.aureus) et V. cholerea tandis que S.Typhi et E.coli montrent une résistance
vis-a-vis des deux extraits. Nos résultats sont supérieurs a ceux de Fiorentini et al., (2021) pour

les extraits d’écorces de Citrus.

Les extraits d'écorces d'agrumes ont montré un effet sur les agents pathogénes en raison
de leur teneur en composés phénoliques. Plusieurs auteurs suggérent que les interactions des
composés phénoliques composés phénoliques (la rutine, la quercétine et la naringénine)
conduisent a une augmentation de la perméabilité de la membrane des cellules bactériennes, a
diminuer la production d'ATP, la liaison aux enzymes métaboliques et la perturbation de
I'intégrité de la membrane, qui conduisent a la destruction des membranes cellulaires
bactériennes (Bouarab-Chibane et al., 2019). Les flavonoides, est un grand groupe de
composés poly-phénoliques qui peuvent inhiber le métabolisme et les synthéses d'/ADN et
d'’ARN dans les bactéries (Mirzoeva et al., 1997).
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V1. Résultats d’analyses réalisées sur la mayonnaise

V1.1. Analyse physico-chimique de la mayonnaise

Les résultats obtenus des analyses physico-chimiques des trois mayonnaises sont présentés dans

le tableau X111 suivant :

Tableau XII1I : Analyses physico-chimiques de mayonaise avec extrait orange et mandarine

et mayonaise industrille.

0,39+ 0,01 0,42+0,01 0.412+0.01

3,352+ 0,01 3,34+0,1 3.372+£ 0.01
191,375+ 21,43 140,740° + 32,76 80,813 + 13,5769
74,312+ 0,1 79,322*0,01 76,332*0,9
0,889%+ 0,008 0,8972+ 0,001 0,890+ 0.1

44+ 0,1 42+ 0.1 3,62+0

Dans chaque ligne les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents
(p<0,05) avec a<b <c.

Les résultats du paramétre physico-chimique sont conformes aux normes internes de 1’unité
interne de I’entreprise. D’apres 1’étude statistique on constate que le pH, 1’acidité, activité de
I’eau, extrait sec de produit mayonnaise échantillons mandarine et orange ne révele aucune

différence significative or on la détecte avec les résultats des viscosités et indice de peroxyde.

Pour la viscosité, I’étude statistique révele des différences significatives (p<0,05) entre les
différentes mayonnaises. Il est a mentionné que plus la valeur de la viscosité trouveé et grand
plus le produit et visqueux. Donc d’aprés cette interprétation on ne déduit que la mayonnaise

¢tablie avec I’orange est plus visqueuse que la mayonnaise enrichie a I’extrait de mandarine.

Ainsi I’étude statistique des résultats de I’indice de peroxyde des trois échantillons révéle des
différences significatives (p<0,05) entre Les trois échantillons. Ainsi aucune déférence n’est

enregistrée entre la MEOR et MEM et MI.

V1.2. Test de vieillissement accélére

Apres 30 jours d’incubation des trois produits de mayonnaise dans une étuve a 40 °C,
en suivant les parameétres physico-chimique et microbiologique chaque 7 jours. Les résultats
obtenus ainsi leurs études statistiques sont illustrées dans la (figure 29).
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Le test de Schaal a été utilisé pour évaluer la stabilité accélérée des mayonnaises, La
figure 29 montre les changements de PV obtenus pour les mayonnaises additionnés aux
différents extraits de sous-produits d’agrumes et la mayonnaise témoin & ’EDTA pendant la
période de stockage (30j). L’indice de peroxyde évalué au jour O est le méme pour toutes les
mayonnaises formulées. Les résultats démontrent la fraicheur des échantillons qui n'ont pas subi
le phénoméne d'oxydation. Aprés une semaine on observe une augmentation significative de
I'indice de peroxyde de la mayonnaise a extrait d’orange par rapport aux mayonnaises témoin
et celle avec extrait de mandarine. Cela peut s'expliquer par le développement de I'oxydation

des lipides et la formation de ses produits primaires (Angelo and Jorge, 2008).

Indice peroxyde

6,46
6
5,4 5,4
4,4 4,4 4,4
4 4
4
32 4 3

3
2
1
0

7 jrs 15 jrs 21jrs 21 jrs

EMIT ®MEPOR MEPM

Figure 29 : Valeurs de I’indice peroxyde du test de vieillissement.

La mayonnaise enrichie avec les extraits des sous-produits de 1’orange et mandarine qui offre

les meilleures protections contre I'oxydation accélérée comparant au témoin.

Apreés 30 jours, l'indice de peroxyde de la mayonnaise témoin est passé de 3,2 a 6,46 mg
eq O actif/lkg de mayonnaise. Les mémes observations sont signalées pour la mayonnaise

additionnées avec ’extrait de 1’orange (3-6 mg eq O actif/kg de mayonnaise)

Concernant la mayonnaise additionnée a I’extrait de la mandarine on remarque apres
15j d’incubation 1’indice de peroxyde diminue a 3 mg eq O actif/lkg de mayonnaise puis
augmente a 4 puis a 5,4 au bout de 21 et 30 jours d’incubation. Cela signifie que le maximum
des composés d'oxydation primaire a été formé apres 15jours, Ensuite, les produits d'oxydation
primaires ont eté dégradés et des produits d'oxydation secondaires ont été créés. Ce phenomene
a été illustré précédemment par Olmedo et al., (2015) ou les huiles essentielles d'origan,
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romarin et de laurier ont empéché la formation de composés d'oxydation volatils dans I'huile de
tournesol pendant le stockage. Les propriétés des huiles essentielles dans ce test dépendaient de
plusieurs parameétres tels que le caractere hydrophile-lipophile dans un produit alimentaire, les

conditions de stockage (température), la composition chimique du produit, etc.
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D’énormes quantités de déchet d’agrume sont produites par I’industrie chaque année sous
forme de pelure. Ces résidus sont utilisés comme aliments pour les animaux ou directement
jeté, sans traitement approprié, ce qui entraine des problémes environnementaux. Ce travail a
pour objectif de la substitution d’antioxydants synthétique par des substances naturelles

extraites de sous-produit de fabrication de jus orange et mandarine dans la mayonnaise.

Quatre solvants sont employés pour 1’extraction des composés phénoliques a partir des
sous-produits d’agrumes C. sinensis et C. reticulata a savoir 1’éthanol, 1’acétone, le méthanol
et I’eau pour les deux types sous-produit C. sinensis et C. reticulata, les extraits acétoniques
montrent les taux les plus élevés en composés phénoliques avec des taux de 1329,5 et 1071
EAG/100g MS respectivement, dévoilant 1’acétone comme meilleur solvant d’extraction.
D’autre part deux méthodes d’extractions sont employés pour I’extraction des composés
phénoliques (extraction par maceration et extraction assistes par micro-ondes). Le
recouvrement des composés phénoliques est nettement plus élevé pour les extraits obtenus par
la méthode assistée par le micro-ondes.

Une modélisation statistique a été entreprise par le biais d’un plan composite centré en
vue d’optimiser I’effet des trois parametres opératoires pouvant influencer sur 1’extraction des
composés bioactif. Nous avons trouvé que le seul facteur qui a un effet significatif sur
I’extraction des composés bioactifs pour les échantillons orange et mandarine. Le facteur qui a
le plus d’influence sur la réponse est la masse de 1’échantillon avec des effets positifs de +286,3
et +269,5 respectivement.

L’optimisation des conditions optimales d’extraction a été réalisée par le CCD pour
¢tudier les effets d’interaction des trois variables étudiées (le temps d’extraction (20-100s), la
concentration en acétone (30-70%) ainsi que la masse de 1’échantillon (0,2-0,4g) sur la réponse
étudiée qui est la teneur en CPT. L’analyse de la surface des réponses a révélé 1’acétone a 50%,
a un temps 100s et a une masse d’échantillon de 0,374g pour I’orange et une concentration de
45% en acétone, a un temps 100s et a une masse d’échantillon de 0,360g pour la mandarine
comme conditions optimales de I’extraction des composés phénoliques.

Différentes analyses sont appliquées sur les extraits phénoliques a savoir, dosage des
polyphénols, flavonoides et caroténoide, aussi 1’évaluation des effets antioxydants des deux
extraits. Les résultats indiquent la richesse de 1’extraits de sous-produit d’orange en composés
bioactives (1242,33 + 21,19 EAG/100g MS pour 0,374g de poudre). L’activité antioxydante
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suit le dosage avec une meilleure activité pour 1’extrait de sous-produit d’orange (IC50=0,6
g/ml). A propos de l'activité antibactérienne, ont mentionnés que les activités antibactériennes
des extraits testés C.senensis et C.reticulata vis-a-vis de cing microorganismes, a Gram+ et
Gram-, les deux extraits par une activité élevée vis-a-vis des Gram+ Dans le but de valoriser
les sous-produits d’agrumes les différents extraits on les a additionnées a la mayonnaise
Fleurial, afin de substituer les antioxydants synthétique (EDTA) par un antioxydant naturel. Les
résultats de pH, acidité, viscosité ainsi qu’indice de peroxyde ne révéle pas des différences avec
la mayonnaise témoin.

Le test de Schaal a été utilisé pour évaluer la stabilité accélérée des mayonnaises, avec
un suivie d’indice de peroxyde durant 30 jours. La mayonnaise enrichie avec les extraits des
sous-produits de I’orange et la mandarine qui offre les meilleures protections contre I'oxydation

accélérée comparant au témoin additionné a EDTA.

L’ensemble des résultats obtenus nous permettent de dégager de nombreuses
perspectives. Il serait souhaitable :
- Elargir I'étude a d’autres sous-produits ;
- Approfondir I’étude des activités en faisant appel aux tests in vivo pour une meilleure
évaluation de ces activités biologiques ;
- Détermination de la cytotoxicité des extraits ;

- Caractérisation par HPLC-MS et détermination de la composition des différents sous-produits.
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ANNEXES



Annexe | : Courbe d’étalonnage des composés phénoliques (a) et Courbes d’étalonnage
des flavonoides (b).
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Figure 31 : Courbe d’étalonnage des composes phénoliques (Concentration en Acide
galligue mg/ml)
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Figure 32 : Courbe d’étalonnage des flavonoides (concentration en catéchine
(mg/ml)



Annexe Il : Courbes d’étalonnage des caroténoides.
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Figure 33 : Courbes d’étalonnage des caroténoides (concentration en B caroténe

mg/ml).



Résume

Ce travail s'inscrit dans le cadre de la valorisation des sous-produits d'agrumes
générés par l'industrie. Le pressage des agrumes produit des millions de tonnes de déchets
par an dans le monde. Ces déchets (peaux, pulpes et pépins) sont généralement dédiés a

I'alimentation animale ou bien éliminés par compostage ou incinération.

Les citrus comme d'autres fruits et Iégumes sont une source importante de composés
bioactifs (composés phénoliques, flavonoides, acide ascorbique...etc.). Ces composés ont
des effets bénéfiques sur la santé humaine, car ils possédent de nombreuses activités
biologiques comme l'activité antioxydante, anti-inflammatoire, antibactérienne. . .etc.; ce qui

protége et inhibe les effets néfastes des radicaux libres sur I'organisme humain.

Mots -Clés: valorisation, agrumes, citrus, composés bioactifs, activité antioxydante.

Abstract

This work is part of the valuation of citrus by-products generated by the industry.
The pressing of citrus fruits produces millions of tons of waste per year in the world. This
waste (skins, pulps and seeds) are generally used for animal feed or else disposed of by

composting or incineration.

Citrus, like other fruits and vegetables, are an important source of bioactive
compounds (phenolic compounds, flavonoids, ascorbic acid, etc.). These compounds have
beneficial effects on human health, because they have many biological activities such as
antioxidant. anti inflammatory, antibacterial activity...ete: which protects and inhibits the

damaging effects of free radicals on the human body.

Key words: valorization, citrus fruits, citrus, bioactive compound, antioxidant.



