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INTRODUCTION GENERALE

L'important progres réalisé dans le domaine de la chimie, de la biologie et de 1'agriculture
(conception, adaptation aux nouvelles matieres, progres techniques des procédés, amélioration
génétique des plantes, ...) a permis une meilleure exploitation des agro-ressources. Les
récents développements industriels des produits respectueux de 1'environnement (bio-diesel, le
bio-solvant et les bio polymeres), sous l'impulsion de la demande des consommateurs et
l'instauration de réglementations restrictives, sont plus qu'encourageant pour une exploration
des applications potentielles des agro-ressources. Par ailleurs, la valorisation des déchets des
industries de transformation des agro-ressources permet non seulement d’alléger 1’impact
écologique en minimisant la pollution mais aussi de proposer de nouvelles opportunités
permettant un développement économique durable de nombreux secteurs. Ainsi, la charge
économique de recyclage des déchets devient une production de coproduits a haute valeur

ajoutée destinés a étre revendus a d’autres industries.

L'utilisation des agro-ressources et leurs coproduits est motivée par leur abondance, leur
renouvelabilité, leur biodégradabilité et I’apport de valeur ajoutée qui doit justifier toute
valorisation industrielle. En effet, les agro-ressources pourraient offrir une nouvelle source de
matieres premieres dans beaucoup de domaines tels que le biomédical, 1’alimentaire, le
cosmétique, la chimie et la conception des matériaux d’emballage. Ainsi l'utilisation des agro-
ressources et leurs coproduits issus des industries de transformation pour de nouvelles
feme

applications industrielles serait 1'un des défis majeurs du XXI" siecle.

L’objectif général de ces travaux de theése est de proposer un moyen de valorisation des
¢corces d’orange (coproduit majeur de 1’industrie de transformation des agrumes en jus) et
porte en particulier sur les composés phénoliques des écorces de l’orange Maltaise 2

sanguine.

La production mondiale d’agrumes se situe autour de 89 millions de tonnes (MT), dont 73%
sont consommés en frais et 26% sont destinés a la transformation en produits dérivés
essentiellement en jus (USDA, 2014). En Tunisie, la culture des agrumes est ’'une des
principales activités agro-économiques. La superficie actuellement occupée par la production
d’agrumes en Tunisie est aux alentours de 25250 ha dont 7950 ha destinée a la culture des
oranges Maltaise. Le cap bon constitue la principale zone de production avec a peu prés de 17
543 ha de vergers soit 69,48% de la surface agrumicole totale (Ministére de 1’agriculture de la

Tunisie, 2014).
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La production Tunisienne de I’orange Maltaise '% sanguine est estimée a 121500 tonnes pour
I’année 2014. Les coproduits de 1’orange Maltaise peuvent représenter 50% du poids du fruit
entier (Djilas et al., 2009 ; Ledesma-Escobar & Luque de Castro, 2014), ce qui correspond a
plus de 60750 tonnes/an. Bien qu’a 1’échelle mondiale, les industries de transformation
d’agrumes en jus sont souvent munies d’unités de récupération des huiles essentielles ; en
Tunisie aucune valorisation industrielle n’est actuellement disponible pour la valorisation de
ces coproduits. La valorisation de ces coproduits devient alors un enjeu clé d’un point de vue

environnemental et économique.

Les écorces d’orange constitue un gisement riche en ingrédients nutritionnels (eau, protéines,
sucres et minéraux) et en ingrédients fonctionnels (huiles essentielles, fibres, caroténoides,
vitamine C, composés phénoliques). Toutefois, la voie de la valorisation industrielle la plus
répandue demeure 1’extraction des essences et des huiles essentielles qui peuvent étre utilisées
comme une alternative aux fongicides synthétiques (Tian et al., 2001; Fisher & Phillips, 2006;
Ververis et al., 2007 ; Fisher & Phillips, 2008; Virot et al., 2008; Chutia et al., 2009; Singh et
al., 2010). D’autres valorisations ont été également rapportées telles que 1’extraction des
fibres comme la cellulose et la pectine (Fernandez-Lopez et al., 2004; Marin et al., 2007; Bicu
et al,, 2011; Wang et al., 2014) pour les utiliser dans la formulation des aliments diététiques
mais aussi 1’incorporation directe des écorces dans la filiere de production des confiseries
(bonbons, confitures, ..) (Bocco et al, 1998). Les co-produits d’agrumes peuvent tre aussi
utilisés en tant qu’aliment pour bétails (Bampidis & Robinson, 2006; Ledesma-Escobar &
Luque de Castro, 2014). L’utilisation des écorces pour la production des biocarburants
(éthanol) et des biogaz (Wilkins et al., 2007; Pourbafrani et al., 2010 ; Lohrasbi et al., 2010),
pour la production du plastique biodégradable (Byrne et al., 2004) et comme inhibiteur de la
corrosion des métaux et des alliages (Saleh et al, 1982; Da Rocha et al, 2010) est
relativement récente. Les travaux de la littérature portant sur les effets d’anti-corrosion des
extraits de plantes, de feuilles et des coproduits de fruits suggerent des effets inhibiteurs liés a
plusieurs molécules. Les phénols, particulierement les flavonoides, caractérisés par des
structures polycycliques, jouent le role d’antioxydants en plus d’autres molécules comme la
vitamine C et les caroténoides qui peuvent contribuer a cet effet. Les polysaccharides comme
les pectines contribuent a la formation de film protecteur sur les surfaces métalliques (Raja &
Sethuraman, 2008 ; Da Rocha et al., 2010). L'inconvénient majeur de ces €tudes est que

l'analyse phytochimique des extraits est rarement explorée et que la contribution des
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différentes molécules est non identifiée. De plus, ces études sont effectuées uniquement en

milieu acide.

Les écorces d’agrumes sont riches en composés phénoliques, essentiellement des flavonoides
et des acides phénoliques. Les flavonoides des écorces d’agrumes sont caractérisés par leur
activité antioxydante, thérapeutique, antivirale, antifongique et antibactérienne (Bocco et al.,
1998 ; Ma et al., 2009; Huang et al., 2010). Grace a cette richesse, 1’extraction des composés
phénoliques a partir des écorces d’agrumes a considérablement attiré 1’intérét scientifique
pour les utiliser comme des antioxydants naturels, conservateurs principalement dans les
aliments mais aussi dans I’industrie pharmaceutique et cosmétique (Ramful et al., 2010). Ces
quelques applications potentielles des substances bioactives des écorces d’agrumes en
alimentation fonctionnelle, en pharmacie et en cosmétique ou en d’autres applications telles
que la chimie et la conception de nouveaux matériaux ne sont possibles que si les molécules
sont extraites tout en gardant leurs fonctionnalités. Certains auteurs se sont intéressés aux
méthodes d’extraction par des techniques dites conventionnelles et non conventionnelles
basées sur des nouvelles technologies d’extraction dites « vertes ». Ces techniques sont
utilisées pour intensifier 'opération d'extraction et améliorer le rendement comme 1’extraction
par fluide supercritique (Cheigh et al., 2012), I’extraction assistée par micro-ondes (Jawad &
Langrish, 2012), I’extraction assistée par ultrasons (Khan et al., 2010) I’extraction par liquide
pressurisé (Li et al,, 2012a) et ’extraction assistée par des enzymes (Li et al, 2006b). Mais
l'extraction demeure une étape difficile en raison de la sensibilité des composés phénoliques a
la chaleur, ce qui conduit a leur dégradation et l'altération de leurs activités antioxydantes.
Ioannou et al. (2012) ont examiné I'effet des procédés sur les flavonoides. Les auteurs ont
montré que ces molécules présentent une sensibilité a certaines conditions de processus telles
que la température, la lumiere ou la matrice alimentaire. Manach et al. (2004) ont signalé que
le traitement entraine souvent des changements importants des teneurs en composés
phénoliques et surtout des pertes. Ainsi, les procédés d'extraction utilisés doivent Etre
effectués dans des conditions douces pour empécher la dégradation de composés phénoliques

mais aussi pour minimiser les cotts (I’énergie, la quantité du solvant...).

Ainsi les deux objectifs spécifiques de ces travaux de thése sont :

(1) I’étude de I’'impact des différentes méthodes (méthodes conventionnelles et non
conventionnelles) et conditions d’extraction sur les composés phénoliques des écorces

de I’orange Maltaise et sur I’activité antioxydante des extraits,
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(i1) I’étude de I’effet inhibiteur de la corrosion de 1’acier au carbone par I’extrait des

écorces en milieu acide et en milieu basique.

La premiere partie de ce manuscrit a été consacrée a une analyse bibliographique en trois
chapitres regroupant les différents thémes de cette étude. Le premier chapitre met 1’accent sur
I’importance de I’agrumiculture en tant qu’une des principales activités agro-économiques du
pays surtout a travers la production et 1’exportation des oranges Maltaise et présente la
composition chimique globale des écorces d’agrumes, la composition phénolique, leurs
propriétés fonctionnelles et leurs domaines d’utilisation. Un aper¢u sur les voies de
valorisation des sous-produits d’agrumes est présenté aussi dans ce chapitre. Le deuxiéme
chapitre présente les différentes méthodes d’extraction et d’analyse des composés phénoliques
des écorces d’agrumes. Le troisiéme chapitre présente les inhibiteurs de la corrosion des
métaux et leurs mécanismes d’action. Une partie de cette revue bibliographique a fait 1’objet
de deux publications scientifiques (une publication dans le journal « Food Reviews

International » et un papier soumis).

La deuxieme partie de ce manuscrit porte sur la méthodologie expérimentale adoptée dans ce
travail. Les protocoles expérimentaux d’analyse de la composition chimique globale et la
composition phénolique des écorces d’orange de la variété Maltaise ont été présentés. Les
différents dispositifs expérimentaux utilisés pour 1’extraction des composés phénoliques des
¢corces d’orange et pour 1’étude de ’effet anti-corrosion de ’acier par I’extrait des écorces
d’orange et leurs molécules antioxydantes ainsi que les traitements des données

expérimentales ont été aussi décrits dans cette seconde partie de la these.

Les résultats obtenus ont fait I’objet de publications scientifiques (02 publications parues et 01
papier soumis). L’ensemble de ses résultats et leurs interprétations ont fait 1’objet de la
troisieme partie de la theése qui comporte trois chapitres. Le premier chapitre a été consacré a
la détermination de la composition chimique globale des écorces de 1’orange Maltaise ainsi
que I’identification et la quantification des composés phénoliques des écorces. Le deuxieme
chapitre a été consacré a I’étude des effets des conditions opératoires des différentes méthodes
d’extraction des composés phénoliques (I’extraction conventionnelle par solvant, I’extraction
assistée par ultrasons, 1’extraction assistée par micro-ondes, I’extraction par CO, supercritique
et ’extraction sous hautes pression) sur le profil phénolique et ’activité antioxydante des
¢corces de I’orange Maltaise. Une comparaison de ces méthodes d’extraction en termes de

teneurs en composés phénoliques et en activités antioxydantes a été effectuée.
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La valorisation de la fraction phénolique de notre extrait en tant qu’inhibiteur de la corrosion
de l’acier en milieu acide (pH=1) et en milieu basique (pH=12) a fait 1’objet du troisi¢me
chapitre. Pour cela, 1'efficacité d'inhibition de la corrosion de I’extrait des écorces d’orange,
des principaux composés phénoliques des écorces (la néohespéridine et la naringine) ainsi que
celle de I'acide ascorbique a été évaluée. Finalement, I’ensemble de ce travail est cloturé par

une conclusion générale avec des perspectives de recherche envisageables.
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I.1.Agrumes: composition chimique, propriétés fonctionnelles et
composés phénoliques
Introduction

L’agrumiculture constitue le plus grand secteur de production de fruits dans le monde, avec
plus de 89 millions de tonnes produites durant I’année 2014 (USDA, 2014), plus que le tiers
de cette production est transformé industriellement en jus. La quantité correspondante de
déchets industriels d’agrumes est estimée a 15x10° tonnes (Marin et al., 2007). Le coproduit
de la transformation industrielle des agrumes est constitué essentiellement des écorces
d’agrumes et de résidus de graines (Bocco et al., 1998). Les écorces d’agrumes sont
I’association du flavédo qui est la surface périphérique du fruit coloré par des pigments
caroténoides et de 1’albédo qui est la couche intérieure blanchatre du fruit (Huet, 1991;

Ramful et al., 2010).

Les écorces d'agrumes sont une matrice hautement valorisable vue sa richesse en ingrédients
fonctionnels (huiles essentielles, fibres, caroténoides, vitamine C, composés phénoliques)
ayant des applications tres variées dans les industries agroalimentaires, cosmétique,
nutraceutique et dans les industries de production de biocarburant et de matériaux
biodégradables (Ledesma-Escobar & Luque de Castro, 2014). Les écorces d’agrumes
représentent un gisement important de composés phénoliques, essentiellement des flavonoides
et des acides phénoliques. Les flavonoides présents dans les agrumes sont les flavanones
glycosylés et les flavones polyméthoxylés (Mouly, 1994; Kawaii et al., 1999; Manthey &
Grohmann, 2001). Les flavonoides des écorces d’agrumes sont caractérisés par leur activité
antioxydante, thérapeutique, antivirale, antifongique et antibactérienne (Bocco et al., 1998 ;

Ma et al., 2009; Huang et al., 2010).

L’objectif principal de ce premier chapitre est de présenter la composition chimique globale
des écorces d’agrumes, leurs composés phénoliques caractéristiques ainsi que leurs propriétés

fonctionnelles et leurs domaines d’utilisation.
I.1.1. Agrumes

I.1.1.1. Données botaniques
Le groupe des agrumes appartient a la famille des Rutaceae, sous famille des Aurantioideae,

tribu des Citreae et sous tribu des Citrinae (Praloran, 1971).
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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 espece 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 1’objet d’une culture dans le Monde. 11 s’agit de Fortunella
Jjaponica et Fortunella margarita. Le genre Citrus est le plus important. C’est au sein de ce
genre que se rencontrent les principales especes cultivées: les oranges (Citrus sinensis); les

mandarines (Citrus reticulata); les clémentines (Citrus clementina); les citronniers (Citrus

limon); et les pomelos (Citrus paradis).

1.1.1.2. Production mondiale d’agrumes

La production mondiale d'agrumes se situe autour de 89 millions de tonnes (MT), dont 73%
de la production sont consommés en frais, 26% sont destinés a la transformation et 9% a
I’exportation. Cette production est répartie en plusieurs variétés d’agrumes dans laquelle
I’orange représente 57%, la mandarine 30%, le pamplemousse 7% et le citron et la lime 6%
(USDA, 2014). Avec une production de 17,34 MT, le Brésil est le premier producteur
d’oranges dans le monde. Il assure 34% de la production mondiale, suivi par la Chine (7,6

MT), les Etats-Unis (6,29 MT) et 'Union Européenne (6,07 MT).

Dans la région Méditerranéenne, 22,5 MT d’agrumes sont produites par les 12 pays membres
du Comité de Liaison des Agrumes Méditerranéens (CLAM) dont I’Espagne, le Maroc, la
Turquie, I’Italie, I’Egypte, la Grece, la Tunisie (USDA, 2014).

I.1.1.3. Importance de I’agrumiculture en Tunisie

Cette culture généralement intensive vient au deuxieme rang apres les oliviers. La superficie
réservée pour la culture d’agrumes est d'environ 25 250 ha dont 7950 ha destinée a la culture
de I’orange Maltaise, ce qui représente environ 31% de la superficie totale. La moyenne de la
production d’agrumes est estimée a 355 000 tonnes/an en 2014 représentant pres de 1,5% de
la production Méditerranéenne. La branche de la production de 1’orange Maltaise %2 sanguine
représente a elle seule 34% de la production totale des agrumes, soit une moyenne de 121 500

tonnes au cours du dernier quinquennat.

La principale zone de culture d’agrumes en Tunisie est la région de Nabeul (69%) puis la
production d'agrumes se répartit un peu partout dans le pays (Ben arous, Arina, Manouba,

Bizerte, Béja, Jendouba, Kairouan, Sidi bouzid) (Ministére de 1’agriculture de Tunisie, 2014).
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La répartition variétale d’agrumes en Tunisie montre que la variété dominante est 1’orange
Maltaise (34%), suivie par le citron (17%), I’orange Navel (16%), I’orange Meski (12%), la
clémentine (11%), ’orange Valence (3%) et la mandarine (2%) (Ministére de 1’agriculture de
Tunisie, 2014). L’exportation d’agrumes représente 6% de la production totale d’agrumes en
Tunisie. L’orange Maltaise représente a elle seule 84% de 1’exportation totale d’agrumes suivi
par le citron (10%), I’orange Thompson (3%) et les autres variétés. La France est le premier
pays acheteur de I’orange Maltaise (82%), suivie par 1’Algérie (13%), la Libye (4%), les
autres pays Européens, et les pays du Golfe (GIF, 2014).

1.1.1.4. Description morphologique et physiologique

Les fruits des principales especes et variétés cultivées du genre Citrus different par leur
coloration, leur forme, leur calibre, la composition de leur jus et leur époque de maturité.
Cependant, tous les fruits des Citrus cultivés présentent la méme structure anatomique
présentée dans la figure 1 (Ramful et al, 2010). D’un point de vue botanique, les agrumes
sont des fruits charnus de type baie avec un péricarpe structuré en trois parties bien
différenciées : 1’épicarpe appelé flavédo, le mésocarpe appelé albédo et I’endocarpe (pulpe).
L’épicarpe est la surface périphérique du fruit. Il est coloré par des pigments caroténoides et
représente 8 a 10% du fruit. Il contient de nombreuses glandes sécrétrices d’essences

aromatiques qui sont réparties de fagon irréguliere.

—_—

Epicarpe (Flavédo)
Meésocarpe (Albédo)

~ Péricarpe

Endocarpe

Pépin (Grame)

Loge Carpellaire

Figure 1. Schéma détaillant la structure du péricarpe de l’orange (D apres Huet, 1991).
Ces glandes sont des poches bordées par plusieurs assises de cellules sécrétrices dont la

formation fait intervenir des cellules épidermiques et des nodules méristématiques

superficiels.
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Le mésocarpe est la couche intérieure blanchatre, de structure spongieuse, plus ou moins
épaisse par rapport a la taille du fruit, elle peut constituer 12 a 30% du fruit. Elle est
intimement associée a 1’épicarpe avec lequel elle forme ce qu’il est convenu d’appeler les
¢corces d’agrumes.

L’endocarpe est la partie comestible d’agrumes. Il est constitu¢ d’une fine membrane qui
tapisse les nombreuses loges carpellaires. Du c6té interne, cette membrane porte des poils
succulents dont I’ensemble forme la partie comestible ou pulpe renfermant les graines ou

pépins (Huet, 1991; Albagnac, 2002 ; Bennici et al., 2004 ; Ramful et al., 2010).

I.1.1.5. Composition chimique globale des écorces d’agrumes

La composition chimique des écorces d’agrumes est sujette a des variations sous 1’influence
de divers facteurs et notamment la variété. De plus, dans une méme variété, la teneur en
divers composés dépend des facteurs climatiques et environnementaux. Le Tableau 1
présente la composition chimique globale des écorces d’agrumes des principales variétés

comestibles, exprimée en g pour 100g base seche (bs).

Les écorces d’agrumes présentent des teneurs élevées en eau (variant de 2,97-3,79 g/g bs),
soit 60% a 75% en base humide) et en sucres solubles (6,52-47,81 g/100g bs). De ce fait, c’est
un coproduit hautement périssable qui fermente et présente un développement des moisissures
(Farhat et al., 2011; Kammoun et al, 2011). De plus, ce coproduit est riche en protéines
(1,79-9,06 g/100g bs) et en minéraux (2,52-10,03 g/100 bs) alors que les lipides sont tres peu
abondants (de 0,48 jusqu’a 4 g/100g bs).

Les écorces sont particulierement riches en composés digestibles et offrent de nombreuses
possibilités d’utilisation pour I’alimentation fonctionnelle humaine et animale ainsi qu’en tant
que complément alimentaire (Bampidis & Robinson, 2006). L’utilisation des écorces fraiches
en alimentation pour bétail est limitée a cause des maladies que peut provoquer la
consommation de ce produit (mycotoxicose, parakératose du rumen) (Duoss-Jennings et al.,

2013).

Les écorces d’agrumes sont une source importante d’essences odorantes et d’huiles
essentielles de 0,6 a 1% (Oreopoulou et al, 2007; Yeoh et al., 2008 ; Hosni et al., 2010 ;
Farhat et al., 2011). Les écorces contiennent aussi des pigments, essentiellement des
caroténoides (0,01-0,20 g/100g bs) mais aussi des anthocyanes (dans le cas des oranges

sanguines).

10
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Tableau 1. Composition chimique globale des écorces de différentes variétés d’agrumes (g/100g bs).

Variété de citrus Orange Mandarine Citron Pamplemousse
Eau 2,97%-3,14° 3,79 3,01° -
Lipides 0,95 1,57° 0,48° -

1,66° 2,97° 1,51¢
4,00° - 1,89¢
Protéines 1,79 2,16° 5,87° -
2,67° 7,33° 6,79
7,90 8,55 7,888
8,01° - -
9,06° - -
Glucides 15,01° 8,50° 6,52° -
46,60° 18,27° 13,778
47,81° - 14,89°
Minéraux 2,56° 3,96 2,52° -
3,31° 4,06° 4,68"
3,45° 10,03° -
4,24° - -
Fibres 6,30° 7,14° 14,00" 82,69
13,38° 27,89° - -
13,90" - - -
41,64° - - -
42,13 - - -
Caroténoides totaux 0,04% 0,20% 0,01% -
Phénols totaux 0,67 0,78° 2,45° 22,32°
0,96' 2,91° 440" -
1,13% 17,21° 13,01° -
1,89 - - -
2,51 - - -
3,94™ - - -
7,30" - - -
16,03° - - -
19,62° - - -
Huiles essentielles 0,6-1" - - -
Vitamine C 0,145%1,15° 0,280° 0,109° -

4 Kammoun et al., 2011; ® Ghanem et al., 2012 ; ¢ Marin et al., 2007 ;d Fiaguerola et al., 2005 ; © Magda et al.,
2008 ; fGrigelmo—Minguel et al., 1999 ; € Masmoudi et al., 2008 ; " Gorinstein et al., 2001; j Chinapongtitiwat et
al., 2013 ; k Wang et al., 2008 ; lLagha-Bernamrouche et al., 2013 ; ™ Chen et al.,, 2011 ;" Cheynier et al.,
2006 ; ° Ghasemi et al., 2009 ; ? Goulas et al., 2012; "Espiard, 2002 ; ° Barros et al., 2012.

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

propriétés fonctionnelles seront détaillées dans la section 1.1.2.

11



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE M’HIRI N. (2015)

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

2001; Wang et al., 2008).

Le tableau 2 montre que les teneurs en caroténoides des écorces sont variables d’une variété
d’agrumes a une autre (orange, mandarine, citron, pamplemousse). Par exemple, pour la
lutéine, les teneurs peuvent aller de 0,80 pg/g bs pour le pamplemousse jusqu’a 29,3 pg/g bs
pour les oranges. Pour le B-carotene, le pamplemousse contient 0,96 ug/g bs alors que la

mandarine en contient 69,2 ug/g bs.

Tableau 2. Composition en caroténoides des écorces d’agrumes (ug/g bs) (Wang et al., 2008).

Variété Lutéine Zeaxanthine B-cryptoxanthine p-carotene
Mandarine 7,75 6,46 30,50 69,20
Orange 29,30 27,70 0,76 50,30
Citron 2,95 0,81 0,81 10,30
Pamplemousse 0,80 0,51 0,40 0,96

Les oranges contiennent la plus grande quantité de zeaxanthine (27,7 pg/g bs), suivie par la
mandarine (6,46 pg/g bs), le citron et le pamplemousse et concernant la B cryptoxanthine,
c’est la mandarine qui présente la concentration la plus importante (30,5 pug/g bs), suivie par

les autres variétés (<1 ug/g bs).

% Huiles essentielles

Les écorces d’agrumes sont riches en huiles essentielles qui sont localisées dans des glandes

situées dans le flavédo. Ces huiles essentielles sont extraites a partir des écorces par une

simple pression a frold ou bien simultanément avec I’extraction du jus.

12
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En effet, les huiles essentielles d’agrumes peuvent étre extraites a froid. Ces huiles sont
ensuite entrainées par un courant d’eau froide. Une émulsion constituée d’eau et d’huile se
forme (Dugo et al., 1997; Oreopoulou et al., 2007 ; Yeoh et al., 2008; Sahraoui et al., 2011).
Les huiles essentielles des écorces d’agrumes peuvent aussi étre extraites par la distillation a
la vapeur ou I’hydro-distillation (Gamiz-Garcia & Luque de Castro, 2000 ; Gamarra et al.,
20006) et par des solvants organiques (Lin et al., 2010). La composition en huiles essentielles

des écorces de trois variétés d’agrumes est présentée dans le tableau 3.

Tableau 3. Composés aromatiques des huiles essentielles des écorces d’agrumes

(“Huet, 1991; “ " “Hosni et al., 2010 ; “Farhat et al., 2011).

Substance aromatique % d’huiles essentielles
Orange® Mandarine” Pamplemousse*
Monoterpenes
o pnene 0,21-045 0,61 0,15
Dpinene 0.04-1,82 1.55 1,52
Murane 0,10-0,60 0,34 0,19
Limed 0,03-2 0,03 0,03
OV 94,88-97,3 92,6 95,40
T 0,02-0,22 3,39 0,01
CIpING e <0,1 0,15 Nd
Sesquiterpenes
Valencene 0.09-0.20 ) )
B 0,01-0,05 0,03 0,03
pelemene 0,01-0,06 - 0,42
Composés carbonylés
[-sinensal <0.1 ) 0.01
Nootkatone
Décanal <0,1
Nonanal 0,18-0,60 ) i
Alcools 0,10-0,20
Linalol 0,04-1 0.31 0,09
Temiran o 0,02-0,50 - -
erpinéne-1-ol- 0.01-0.20 i i
Esters
Acétat de néryles
) . <0,1 - -
Acétate de géranyle <01 ) )

Les hydrocarbures monoterpéniques sont les composés quantitativement les plus importants.
Le limonéne est le compos¢é majoritaire dans les différentes variétés des écorces d’agrumes
(92,6% pour la mandarine, 95,4% pour le pamplemousse et 94,88- 97,3% pour les oranges).
Les autres hydrocarbures monoterpéniques présents en quantités importantes sont : le -
pinene (0,04-1,82%) et le myrcene (0,03-2%) pour les oranges, le B-pinene (1,55%), le
terpinéne (3,39%) pour la mandarine, le B-pinene (1,52%) et le sabinene (0,19%) pour le

pamplemousse.

13
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Concernant les hydrocarbures sesquiterpénes, on trouve le valencéne (0,09-0,2%) pour les
oranges, le a-copaene (0,01-0,05%) pour la mandarine et le B-elemene (0,42%) pour le
pamplemousse. Les huiles essentielles des écorces d’agrumes contiennent aussi des composés
carbonylés, des alcools (linalol), des esters et des aldéhydes.
< Fibres

Les écorces d’agrumes sont riches en fibres (13,9-78,66 g/100g bs) et surtout en fibres
hydrosolubles (pectines). En effet, les teneurs en pectine varient selon la variété d’agrumes :
2,58-3,73% pour la mandarine, 6,52-13,00% pour le citron et 0,22-23,02% pour les oranges.
Le tableau 4 récapitule la composition en fibres des écorces d’agrumes. Les écorces
d’agrumes contiennent aussi des fibres insolubles (I’hémicellulose, la cellulose et la lignine).
Les teneurs en lignine sont de 1’ordre de 7,52% pour les oranges et de 13,54% pour la
mandarine (Kratchanova et al., 2004; Liu et al., 2006; Marin et al., 2007; Wang et al., 2008),
alors que pour la cellulose, c’est I’orange qui a la teneur la plus élevée par rapport a la

mandarine et au citron respectivement 30,53% et 23,06%.

Tableau 4. Composition en fibres des écorces d’agrumes.

(“ Marin et al., 2007 ; "Wang et al., 2008, “Liu et al., 2006; “Kratchanova et al., 2004).

Classes des fibres (% bs)

Variété Pectine®™ ¢ Lignine® Cellulose® Hémicellulose®
Mandarine 2,58-3,73 13,54 30,53 11,04

Citron 6,52-13,00 7,56 23,06 8,09

Orange 0,22-23,02 7,52 37,08 11,04

Quant a I’hémicellulose, I’orange et la mandarine ont la méme teneur (11,04%) (Marin et al.,
2007). Ainsi ’orange est 1’agrume contenant le plus de fibres alimentaires, suivie de la
mandarine et du citron.
% Minéraux

Les écorces d’agrumes sont riches en minéraux majeurs (Ca, Mg, K, Na) et quelques
minéraux mineurs (Zn, Fer, Cu). Ces teneurs varient selon la variété considérée d’agrumes
(Tableau 5). Selon Kammoun et al. (2011) les oranges Maltaise sont riches surtout en
calcium (1201,21 mg/100g bs) et en potassium (220,40 mg/100g bs) alors que les mandarines
sont, essentiellement, riches en potassium (641-831 mg/100g bs) (Xu et al., 2008).

Concernant les éléments mineurs, on remarque que les oranges « Maltaise » contiennent des
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concentrations appréciables en zinc, en cuivre et en fer (1,86; 1,13; 1,58 mg/100g bs) par

rapport a la mandarine qui en contient respectivement 0,42; 0,31; 2,67 mg/100g.

Tableau 5. Composition en minéraux des écorces d’agrumes.

(“Kammoun et al., 2011; ® Ghanem et al., 2012; “Xu et al., 2008).

Minéraux Teneurs (mg/100g bs)

Orange Maltaise®  Orange Thompson® Mandarine* Citron”
Potassium 220,40 816,24 641-831 527,93
Sodium 312,89 148,28 - 188,00
Calcium 1201,21 485,73 363-584 747,36
Magnésium 156,77 111,09 63-104 182,08
Zinc 1,86 1,43 0,42-2,82 8,61
Cuivre 1,13 1,58 0,31-2,26 1,19
Fer 1,58 7,96 2,67-9,38 7,87

I.1.1.6. Propriétés fonctionnelles des composés non phénoliques des écorces d’agrumes et
leurs utilisations
Le tableau 6 récapitule les principales propriétés fonctionnelles des composés non

phénoliques des écorces d’agrumes (les caroténoides, les fibres et les huiles essentielles).

% Utilisation alimentaire

Dans la cuisine tunisienne, les écorces fraiches ou sous forme de poudre de Citrus
sinensis sont utilisées pour aromatiser le thé et pour la préparation de certains plats

traditionnels ou gateaux.

Les fibres des écorces d’agrumes sont naturellement associées avec des composés bioactifs
(composés phénoliques, vitamine C) ce qui leur confere des propriétés fonctionnelles
multiples. Plusieurs études ont porté sur I’extraction des fibres des écorces d’agrumes
(Fernandez-Lopez et al., 2004; Marin et al.,, 2007; Bicu et al., 2011; Wang et al., 2014) pour
les utiliser dans la formulation des aliments diététiques. La pectine commerciale est extraite
dans la plupart des cas des agrumes (le pamplemousse, le citron et I’orange) et aussi des
pommes (Wang et al., 2008). La pectine est utilisée en industries agroalimentaires grace a son
pouvoir €paississant, texturant mais aussi pour son pouvoir gélifiant et stabilisant. La pectine
est utilisée dans plusieurs formulations (produits laitiers, préparations a base de fruits, cremes

glacés, produits a base émulsionnée, confiture et gelées) (Hawthorne et al., 2000).
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Tableau 6. Propriétés fonctionnelles et domaines d utilisation des composés non phénoliques des écorces des agrumes.

Composé Famille

Propriété associée

Utilisation

Références

Caroténoides Pigments

-Propriété organoleptique : colorant.

-Activité thérapeutique : Diminution du risque du cancer, de la
dégénérescence musculaire, des brilures de la peau et des maladies
cardiovasculaires.

-Préparations alimentaires et
pharmaceutiques.

Wang et al., 2008
Meléndez-Martinez, 2007

Monoterpénes, alcools,
esters et composés
carbonylées

Limonéne Huiles essentielles

Linalol, citral

-Propriétés aromatisantes.

-Industrie agro-alimentaire (boissons
rafraichissantes, cremes glacées).
-Industrie pharmaceutique.

-Industries cosmétiques.

Bousbia et al., 2009

Hosni et al., 2010

Viuda-Martos et al., 2008 ; Virot et al.,
2008 ; Chutia et al., 2009

-Propriétés thérapeutiques : ralentissement du développement des
cellules cancéreuses responsable du cancer du sein.

-Utilisation comme solvant dans de nombreux produits de nettoyage
tels que les dégraissants, les agents de démoulage et les solutions de
trempage.

-Production du plastique biodégradable.

-Préparations pharmaceutiques.
-Industries chimiques.

Li et al, 2006; Farhat et al, 2011;
Sahraoui et al., 2011
Lohrasbi et al., 2010

Byrne et al., 2004.

-Activité antibactérienne contre Campylobacter jejuni, E.coli,
L.monocytogenes et Bacillus cereus.
-Inactivation des bactéries de surface (biofilms).

-Industries alimentaires.

Fisher & Phillips, 2006; Fisher &
Phillips, 2008; Ledesma-Escobar &
Luque de Castro, 2014; Lin et al., 2010

Citral -Activité fongicide contre le Penicillium digitatum et Aspergillus niger. Virot et al., 2008; Chutia et al., 2009;
Singh et al., 2010

Fibres hydrosolubles -Epaississant, texturant, gélifiant et stabilisant. -Industries agroalimentaires (produits Hawthorne et al., 2000 ; Fernandez-

(pectine Fibres -Fabrication des suspensions pharmaceutiques, des médicaments de laitiers, cremes glacés et produits a base  Lopez et al., 2004 ; Liu et al., 2003;

Fibres insolubles (cellulose,
hémicellulose, lignine)

détoxification et anti-diarrhéiques.
-Agent anticancéreux, réduction du cholestérol.

émulsionnés, confitures et gelées).
-Industries pharmaceutiques.

Piriyaprasarth & Sriamornsak, 2011
Maxwell et al., 2012; Wang et al., 2014

-Activité thérapeutique : favorise la croissance de la flore intestinale,
améliore la digestion et facilite le transit intestinal.

-La cellulose utilisée dans la production de la pate a papier, ou de
matiere premiere pour les dérivés de cellulose.

-Préparations alimentaires et
pharmaceutiques.

Larrauri et al,1996 ; Kratchanova et
al., 2004 ; Zia-ur et al., 2006; Liu et al.,
2006 ; Marin et al., 2007,

Ververis et al., 2007

Glucides

-Production du biocarburant (éthanol) et du biogaz.

-Industries chimiques.

Wilkins et al., 2007; Pourbafrani et al.,
2010 ; Lohrasbi et al., 2010
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Grace a leur pouvoir adsorbant de 1’eau, les fibres consommées gonflent dans 1'estomac et
l'intestin et jouent le role de coupe-faim en procurant une sensation de satiété. Les fibres
insolubles facilitent le transit intestinal, tandis que les fibres solubles favorisent la croissance
de la flore intestinale et améliorent par la suite la digestion. La consommation
des fibres réduit le risque des maladies cardiovasculaires, du cancer du colon et de 1'obésité.
Les fibres des écorces d’agrumes acquirent ainsi tous les vertus des probiotiques et sont des
applications potentielles en alimentation fonctionnelle (Chau & Huang, 2004 ; Kang et al.,

2006 ; Marin et al., 2007; Wang et al., 2008 ; Kammoun et al., 2011).

% Utilisation en produits pharma et para pharmaceutiques

Les extraits naturels des écorces sont également I'un des intrants de 1'industrie pharmaceutique
pour la préparation de médicaments, de savons, de parfums et autres produits cosmétiques. De
plus, les écorces d’agrumes sont riches en limonéne, qui est employé dans la formulation de
solvants industriels mais aussi comme solvant biologique (Lohrasbi et al., 2010). Le linalol et
le citral extraits des écorces de pamplemousse et d’orange douce ont des effets antibactériens
contre Campylobacter jejuni, E.coli, L.monocytogenes et Bacillus cereus. Le citral est un
composé actif aussi contre le Penicillium digitatum et Aspergillus niger. Pour ces raisons, les
huiles essentielles peuvent étre utilisées comme une alternative aux fongicides synthétiques
(Tian et al., 2001; Fisher & Phillips, 2006; Fisher & Phillips, 2008; Virot et al., 2008; Chutia
et al., 2009; Singh et al., 2010).

% Autres utilisations

N

La cellulose est aussi utilisée dans la production de la pate a papier ou comme matiere
premiere pour les dérivés de cellulose (Ververis et al., 2007). Les écorces d'agrumes sont
également utilisées dans les réactions biochimiques telles que la production du plastique
biodégradable par la copolymérisation de limonene extrait des écorces d'agrumes et le
dioxyde de carbone (Byrne et al, 2004). La richesse des écorces d’agrumes en sucres a
permis aussi leur utilisation pour la production de biocarburants (éthanol), des biogaz, obtenus
par hydrolyse enzymatique, suivi par une fermentation en utilisant Saccharomyces cerevisiae.
Ce procédé nécessite initialement 1’enlévement du D-limonene des écorces d’agrumes car il
est extrémement toxique pour l'activité biologique des microorganismes et inhibe le procédé
de la digestion anaérobique. Le limonene récupéré est ensuite utilisé dans plusieurs
applications comme il a été précédemment discuté (Wilkins et al., 2007; Pourbafrani et al.,

2010 ; Lohrasbi et al., 2010).
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La pectine peut étre utilisée dans la fabrication des suspensions pharmaceutiques
(Piriyaprasarth & Sriamornsak, 2011), des médicaments de détoxification et anti-diarrhéiques
(Liu et al, 2003; Fernandez-Lopez et al., 2004). La pectine permet de réduire le niveau de
cholestérol (Wang et al., 2014) et se présente aussi comme agent anticancéreux (Maxwell et

al., 2012).

I.1.2. Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires synthétisés par les végétaux, non
essentiels a la survie de la plante. Au niveau végétal, les composés phénoliques sont un
moyen de défense contre le rayonnement U.V, les agressions par les pathogenes et ils
contribuent a la pigmentation des plantes (Manach et al, 2004; Ignat et al., 2011). Ils sont
caractérisés par la présence d’un cycle aromatique et dun ou plusieurs groupements
phénoliques dans leur structure (Figure 2) 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, glygosyles, acides organiques...) (Macheix et

al., 2006; Hollman et al., 2010).

OH

Figure 2. Structure du phénol

1.1.2.1. Principaux composés phénoliques des écorces des agrumes
On retrouve principalement deux classes de composés phénoliques dans les écorces

d’agrumes : les flavonoides et les acides phénoliques.

= 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 C¢ C;3.Cq. Ils sont constitués d'un squelette a 15 atomes de carbone
(Figure 3) formant 2 noyaux aromatiques (A et B) et un hétérocycle (C) a oxygene dont la
nature définit ’appartenance du flavonoide a un groupe déterminé (Erdman et al., 2007; Ignat
et al., 2011). Les principaux groupes de flavonoides présents dans les écorces d’agrumes sont
les flavanones, les flavones et les flavonols. Chaque groupe comprend lui-méme de nombreux

composés qui différent selon le degré d’hydroxylation et de glycosylation.
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Figure 3. Structure de base des flavonoides (Erdman et al., 2007).
= Flavanones
Les flavanones sont rarement présents dans les fruits exceptés dans les agrumes ol on les

retrouve en grande quantité, concentrées dans les écorces (Tomas-Barberan et Clifford, 2000).

Les flavanones les plus abondantes dans les écorces sont la naringine, 1'hespéridine (Tableau

7).

Sucres
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Rutinose
6-0-a-L-rhamnosyl-D-glucoside

OH
HO~ --L'_"\-,____.- .}
HO- —OH
[
1

HyC—F g~
O
HGO
H

Néohesperidose
2-0- a-L-rhamnosyl-D-glucoside

Aglycones

Naringenine (R,= OH)

DCH,
O oH
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Hesperetine (R;= OH)

OH
R
! G OH

OH o]
Eriodictyol (R;= OH)

OCHy
oY ¢

oH O
Isosakuranetine (R;= OH)

Glycosides

Narirutine
R; = rutinoside

Naringine
R = néohespéridoside

Hespéridine
R; = rutinoside

Néohespéridine
R = néohespéridoside

Eriocitrine
R, = rutinoside

Néoeriocitrine
R, = néohespéridoside

Didymine
R = rutinoside

Poncirine
R| = néohespéridoside

Figure 4. Flavanones aglycones et leurs glycosides respectifs (Khan et al., 2014).

19



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE M’HIRI N. (2015)

Ces flavanones sont toutes glycosylées soit par du rutinose (6-0-a-L-rhamnosyl-D-glucose)
soit par de la néohespéridose (2- O-a-L-rhamnosyl-D-glucose) liés en position 7 (Tomas-
Barberan et Clifford, 2000) (Figure 4). L'hespéridine (0,002 a 9,42 mg/g bs) (Wang et al.,
2008; Russo et al., 2014) est le principal flavanone dans tous les cultivars de citron tandis que
les taux du diosmine et de I’eriocitrine sont les plus faibles (Del-Rio et al., 2004). Les écorces
de mandarine sont riches en hespéridine (3,95 a 80,90 mg/g bs) (Tumbas et al., 2010; Hayat et
al., 2010), en narirutine (7,66 a 15,3 mg/g bs) (Xu et al., 2008; Cheigh et al., 2012) et en
naringine (0,54 a 0,65 mg/g bs) (Tumbas et al., 2010; Hayat et al., 2010).

Tableau 7. Teneurs en flavonoides des écorces d’agrumes (mg/g bs).

Variété de NER HES NEH NAT NAR NOB TAN SIN
citrus
Mandarine 58,40 0,11 13,20° 0,65° 14,05 7,99 0,29
- 62,00 7,66° 0,54 0,31° 0,16°
58,80° 15,30' - 0,20° -
80,90’ - - - -
3,95¢ - - - -
72,00™ 11,70™ - - -
Orange 0,38° 29,50 0,66 0,03 1,1° - - 0,22
20,70" 0,09 0,36 :
0,06" - - o
66,09’ - - 1,28
35,20° 7,90° 26,90° 5,10°
Citron 0,5 942" 0,40° 0,45° - - 0,08
6,128 0,002" 0,16" - 1,51
- - 4,378 6,068
- - - 0,08"
Pamplemousse - 2,84 0,71 10,26’ - - -
- - 14,40
Citrus - 4,670 0,05* 0,39" 0,11% - - -
depressa

NER : neoeriocitrine ; HES : hesperidine ; NEH : néohesperidine ; NAT : narirutine ; NAR : narirutine ; NOB : nobiletine ;
TAN : tangeretine ; SIN : sinensetine ; DIO : diosmine ; LUT : luteoline ; RUT : rutine ; QUR : quercetine ; KAE :
kaempferol ; @ Li et al., 2012 ; ® Cheynier et al., 2006 ; © Xu et al., 2008 ;  Hayat et al., 2010 : © Inoue et al.,
2010 ; ® Wang et al., 2008 ; ® Bocco et al., 1998 ; ® Russo et al., 2014 ; O Tumbas et al., 2010 ; 9 Goulas et
al., 2012 ; ® Asikin ez al., 2012 ; © Khan et al., 2010 ; ™ Cheigh et al., 2012 ;" Giannuzzo et al., 2003 ; ©
Swalha et al., 2009.

La naringine, conférant un gotit amer caractéristique du pamplemousse et de I’orange amere,
est le flavonoide le plus abondant dans les écorces de pamplemousse (10,26 a 14,40 mg/g bs)

(Wang et al., 2008; Giannuzzo et al., 2003).

R/

¢ Flavones
Les flavones sont caractérisés par la présence d'un groupement 4-oxo et d’une double liaison

en position 2-3 (Figures 5 et 6).
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Les écorces d'agrumes contiennent des flavones polyméthoxylés rares dans d'autres especes
(Tableau 8) telles que la sinensétine (0,08 a 0,29 mg/g bs), la nobiletine (0,2 a 14,05 mg/g
bs), la tangérétine (0,16 a 7,99 mg/g bs) et I’hepta méthoxyflavone (Toledo-Guillén et al.,
2010; Gattuso et al., 2007; Li et al.,, 2012; Lee et al., 2010). Les flavones glycosylés sont
présents en faible quantités dans les écorces d'agrumes tels que la diosmine, la rhoifoline,

I’isorhoifoline, la lutéoline.

Sinensetine R=H, R;=0Me, R,=H
Nobiletine R=R,=0OMe, R,=H
Tangeretine R=0OMe, Ri=R,=H

Heptamethoxyflavone R;= R,=R;= OMe

Figure 5. Structure des flavones polyméthoxylés.

Ry
Oz Rutine R=H, R,= OH, R,= H, Rs= O-rutinose
RO =0 Isorhoifoline R =rutinose, R;=R,=R;=H
i, | | Ry Rhoifoline R =néohespéridose, Rj= R,=R;=H
OH O Diosmine R = rutinose, R;= OH, R,= Me, R;=H

Figure 6. Structure des flavones.

< Autres flavonoides

D’autres flavonoides sont présents en tres faibles quantités dans les écorces d'agrumes tels
que les flavonols (quercétine, rutine, myricétine, kaempférol) et les anthocyanes. La
quercétine et le kaempférol sont les flavonols les plus fréquemment trouvés dans les écorces
d'agrumes. Les anthocyanes sont d'une importance mineure dans les agrumes et sont connus
seulement en tant que constituants des oranges sanguines (Cheynier et al., 2006; Zhang,

2007).

= Acides phénoliques

Dans les écorces d’agrumes, les acides phénoliques sont principalement représentés par les
acides hydroxycinnamiques ; les acides hydroxybenzoiques qui sont peu répandus. Les acides
hydroxycinnamiques sont des dérivés de D’acide cinnamique, constitués d’un noyau

phénolique de type C¢-C5 (Figure 7).
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C—cCc—COOH
H H

Composé 3 4 5
Acide caféique OH OH H
Acide férulique OCH; OH H
Acide p-coumarique H OH H
Acide sinapique OCH; OH OCH;

Figure 7. Acides hydroxycinnamiques des écorces d’agrumes.

Le Tableau 8 présente les teneurs en acides hydroxycinnamiques des écorces d’agrumes

exprimées en ug/g bs.

Tableau 8. Teneurs en acides hydroxycinnamiques des différentes variétés des écorces d’agrumes

(1g/g bs).
Citrus Acide caféique Acide p-coumarique Acide férulique Acide sinapique
Orange 95,00+0,80° 279+2,50° 392,00+4,00" 349+3,10°
12,60+1,21° 229,1+1,21° 45,30+0,40° 44,90+1,62°
229,00+ 0,02¢ 193+0,01¢ 1580,00+0,13¢ 954+0,027¢
Pamplemousse 56,00+0,50" 131+1,30° 323,00+3,10° 319+30°
Mandarine 3,06+0,03" 346,00+2,45° 150+4,89" 94,20+1,22°
143,70+5,00° 299,70+6,20° 2755,60+43,70° 194,90+14,90°
50,90+0,50° 97,90+1,20° 1187,60+5,30° 218,20+2,20°
57,01+2,10" 106,80+1,20" 1299,50+88,00" 155,60+6,70"
Citron 142+1,30° 349,00+3,40° 4419+4,20° 421+4,10°
80,00+3,72° 264,10+4,19° 59,1+0,93" 59,600,47"
31,00+0,90¢ - 46+0,508 60+1,40¢
Bergamote 6,00+0,00" 71,000,01¢ 36+0,008° 300,007

@ Gorinstein et al., 2001; ® Wang et al., 2008; © Xu et al., 2008 ; ® Bocco et al., 1998 ; ©Ma et al., 2009 ; © Hayat et al., 2009 ; ® Russo
etal, 2014.

Les acides hydroxycinnamiques présents dans les écorces d’agrumes sont : 1’acide caféique
(3,06-229,00 pg/g bs), I’acide sinapique (30,00-954,00 pg/g bs), I’acide p-coumarique (71,00-
349,00 pg/g bs) et I’acide férulique (36,00-4419,00 pug/g bs) (Gorinstein et al., 2001; Wang et
al., 2008; Xu et al., 2008 ; Bocco et al., 1998 ; Ma et al., 2009; Hayat et al., 2009; Russo et
al., 2014). L’acide férulique est 1’acide phénolique le plus abondant des écorces d’agrumes
alors que 1’acide caféique se trouve en faible quantité (Bocco et al., 1998; Ma et al., 2009;
Hayat et al., 2009). Par contre, Wang et al. (2008) ont montré en étudiant 8 variétés

d’agrumes que 1’acide phénolique le plus abondant est 1’acide p-coumarique.
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Le profil en acides phénoliques des différentes variétés d’agrumes est le méme, mais ce sont
les teneurs qui varient d’une variété a une autre. Cette différence peut étre expliquée par de
nombreux facteurs comme la région de culture, les conditions climatiques, 1’état de maturité

du fruit et la variété des agrumes.

1.1.2.2. Propriétés 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 antioxydantes de
l'organisme en captant les radicaux libres et protégeraient les lipides, les protéines et I'ADN
des dommages oxydatifs. Cependant, une fois ingérés, les composés phénoliques sont
métabolisés, les modifications structurales peuvent alors entrainer des variations de leurs
activités (Koga & Meydani, 2001; Turner et al., 2004). Les composés phénoliques peuvent

agir en tant qu’antioxydants de différentes manieres.

o Le piégeage direct des radicaux libres

Les flavonoides sont capables de piéger les radicaux libres oxygénés (X) par transfert d’un
¢lectron ou d’un hydrogene. Le radical aryloxyle formé est stabilisé par résonance.

L’électron non apparié peut se délocaliser sur ’ensemble du cycle aromatique. Mais, il peut
continuer a évoluer selon plusieurs processus (dimérisation, dismutation, recombinaison avec
d’autres radicaux, réduction en molécule parent, oxydation en quinone) soit en réagissant avec
des radicaux ou d’autres antioxydants, soit avec des biomolécules. L’activité¢ antiradicalaire
des phénols a été corrélée avec le potentiel d’oxydation des flavonoides (Van Acker et al.,

1996).

e Chélation des ions métalliques (Fe * Cu)
Le pouvoir antioxydant des flavonoides peut s’exercer par la complexation des métaux de
transition. En effet, ces derniers accélérent la formation d’espeéces oxygénées réactives. Par
ailleurs, la complexation des flavonoides par des métaux de transition peut améliorer leur
pouvoir antioxydant en diminuant leur potentiel d’oxydation (Van Acker et al., 1996, Afanas
et al., 2001).

o [nhibition d’enzyme
Les flavonoides sont connus par leur pouvoir d’inhibition d’enzyme dont, en particulier, les

oxydo-réductases qui font intervenir au cours de leur cycle catalytique des especes
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radicalaires  (lipoxygénase, cyclo-oxygénase, monoxygénase, xanthine oxydase,

phospholipase A2, protéine kinase...) (Van Acker et al., 1996).
e Régénération des antioxydants liés aux membranes comme [’ a-tocopherol

Les ¢léments structuraux nécessaires a 1’obtention d’une activité antioxydante optimale ont
été établis par plusieurs auteurs (Van Acker et al., 1996, Sroka, 2005, Aliaga & Lissi, 2004)
(Figure 8).

- b®

| o e
HO, i .y

lalec

OoH

Figure 8. Eléments essentiels pour [’activité antioxydante des flavonoides (Chebil, 2006).

e Il s’agit de (Rice-Evans et al., 1996):
e La presence d’une fonction catéchol sur le cycle B

La configuration des hydroxyles du noyau B est le parametre structural le plus significatif de
I’activité antioxydante. Les radicaux phénoxy sont stabilisés par la présence d’un hydroxyle
en ortho de celui qui a cédé son atome d’hydrogene. En effet, cette stabilité¢ résulte de la

délocalisation de I’¢électron non apparié et de la formation d’une liaison hydrogene.
e La présence d’un motif énone dans le cycle C

La double liaison entre C2 et C3 et la fonction carbonyle en C4 permet une délocalisation

électronique stabilisante du radical phénoxy.
e la présence de groupement hydroxyle en position 3

La glycosylation ou la méthylation de 1’hydroxyle en position 3 des flavonols conduit a une

diminution importante de 1’activité antioxydante.

Cet effet est moins marqué lorsque les autres groupements phénoliques sont substitués. La
présence d’un groupement hydroxyle en position 3 renforce donc les propriétés antioxydantes

dans le cas ou le cycle C est insaturé (Heim et al., 2002).
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En fonction du mécanisme de ’activité antiradicalaire étudiée, quelques différences dans les
relations structure-activité ont été observées comme il a été rapporté par Chebil (2006)

(Tableau 9).

Tableau 9. Effet de la structure sur les activités antioxydants des flavonoides (Chebil, 2006 ).

Activité Facteurs améliorant le pouvoir antioxydant

anti-radicalaire = le nombre de groupements OH disponibles
= la méthylation a des effets variables et son effet esr difficile a quantifier
= les structures possédant une double liaison C,-C; et un seul OH en position 4’
= une fonction catéchol sur le cycle B
= laprésence du C4’-OH

Complexation ® laprésence d’une fonction carbonyle en C, et de groupe hydroxyle en Cset/ou C;
métallique = laprésence d’une partie catéchol
= laprésence d’un sucre a peu d’effet

Grace a leur pouvoir antioxydant, les composés phénoliques sont utilisés dans plusieurs
domaines (Tableau 10). Plusieurs études proposent le remplacement des antioxydants
synthétiques comme le butylhydroxyansol (BHA) et le butylhydroxytoluene (BHT) par des
antioxydants naturels a cause de leur toxicité impliquée dans la promotion du développement

des cellules cancéreuses (Moure et al., 2001).

Tumbas et al. (2010), ont montré que la poudre des écorces de mandarine, contenant de
I’hespéridine (80,9 mg/g) et de la narirutine (15,3 mg/g), a une activité antioxydante meilleure
que celle de I’antioxydant synthétique BHA. Cette étude a confirmé que les écorces ont un
effet protecteur contre la peroxydation des lipides que ce soit dans de 1'huile de tournesol

stockée 24 jours a température élevée ou dans des biscuits.

Il a aussi été montré que 1’ajout de la poudre des écorces de mandarine (a raison de 10%) ne
présente pas d’effet sur les propriétés organoleptiques du produit (Anagnostopoulou et al.,
2006; Peschel et al., 2006) et que cet ajout permet la diminution du taux de cholestérol des
personnes ayant ingéré ce produit (Zia-ur-Rehman, 2006). Le méme résultat a été évoqué par
Abd El-aal et al. (2009) qui ont constat¢ que la poudre des écorces d’orange inhibe la

peroxydation de I'huile de soja a 65 °C deux fois plus que le BHT et le BHA.

Les écorces d’agrumes ont aussi été utilisées pour produire 1’hespéridine et de la
néohespéridine nécessaires pour la syntheése de dihydrochalcones a pouvoir sucrant (Cheynier

et al., 2006, Frydman et al., 2005, Ortuno et al., 2006).
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Tableau 10. Propriétés fonctionnelles et domaines d’utilisation des composés phénoliques des écorces d’agrumes.

Composé Famille Propriété Application Références
Hespéridine - Activité antivirale. Kaul et al., 1985
-Activité antimicrobienne modérée contre Salmonella typhi et S. Kawaguchi et al., 2004
typhimurium.
- Activité antiallergique via I’inhibition de la libération de I’histamine. Matsuda et al., 1991
- Réduction du risque du cancer du tube digestif. - Préparations pharmaceutiques.
- Activité sédative. Scalbert et al., 2005
- Activité hypoglycémiante par la régulation du métabolisme du
glucose. Choi et al., 2011
- Atténuation des anomalies de la rétine et du plasma.
Flavanones - Activité anti-obésité.
Eriocitrine - Utilisé dans plusieurs complexes multivitaminés. Del Rio et al., 2004
- Maintien de ’intégrité et de la circulation périphérique.
- Stabilité élevée durant le traitement et le stockage.
Naringine - Réduction du niveau du cholestérol dans le plasma. Giannuzzo et al., 2003
- Réduction du risque de I’athérosclérose.
- Protection du niveau de vitamine E dans le plasma. Nogata et al., 2006
- Amélioration du métabolisme de 1’éthanol. -Industrie agro-alimentaire.
- Exhausteur de gofit (gofit amer) pour les bonbons, les boissons et les Zhang et al., 2007
produits de boulangerie.
- Stabilisant d’huile (activité antioxydante et antimutagene).
Nohespéridine - Synthese des dihydrochalcones (édulcorants) Frydman et al., 2005
Ortuno et al., 2006
Nobiletine, tangeretine, -Activité anti-inflammatoire: activation de 1’énergie vitale, la Ho et al., 2008; Huang et al.,
sinensetine Flavones circulation sanguine et disperse la stagnation physique. 2010 ; Lietal., 2012
polyméthoxylés

- Préparations pharmaceutiques.

Diosmine Flavones glycosylés -Ingrédient actif de certains médicaments (maladie de 1’appareil Del Rio et al., 2004
circulatoire).
-Amélioration du tonus musculaire et de la résistance vasculaire a des
processus inflammatoires  (veineuse chronique et Il'arthrite
rhumatismale).
Anthocyanes Phénols -Propriété organoleptique : colorant. -Industrie agroalimentaire | Mackeix et al., 2006

(confiseries, produits lactés et
desserts).
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La naringine est utilisée pour aromatiser les boissons, les bonbons et les produits de
boulangerie, en raison de son golt amer typique (Giannuzzo et al., 2003). En outre, les
anthocyanes sont utilisés dans l'industrie alimentaire comme colorants (E163) dans la
confiserie, les produits laitiers et les desserts ou pour compenser la décoloration des fruits
induite par certaines étapes de traitement (Mackeix et al., 2006). Les flavonoides d'agrumes
(les flavanones et des flavones polyméthoxylés) se sont révélés avoir des propriétés
intéressantes pour le domaine pharmaceutique. Ces composés grace a leurs propriétés
participent a la prévention de certaines maladies telles que les maladies cardiovasculaires, le

cancer, |’ostéoporose, le diabete et les maladies neurodégénératives (Bocco et al., 1998).

Les composés phénoliques extraits des écorces sont principalement utilisés comme
antioxydants naturels dans la formulation des produits pharmaceutiques, en industrie agro-
alimentaire mais aussi dans d’autres applications industrielles en tant qu’inhibiteur de la
corrosion, dans les matériaux de construction navale, dans les réactions biochimiques comme
la production de biocarburants et de plastique biodégradable (Wilkins et al, 2007;
Pourbafrani et al., 2010 ; Lohrasbi et al., 2010), dans I’industrie de raffinage du pétrole brut,
dans le décapage a l'acide, le nettoyage industriel, le détartrage acide, et aussi dans les
procédés pétrochimiques (Abiola & James, 2010 ; Hussin et al, 2011). Les propriétés
inhibitrices que peuvent présenter les composés phénoliques seront discutées dans le chapitre

3 de la revue bibliographique.

Conclusion

Les écorces d’agrumes sont riches en eau (60% a 75%), rendant le produit hautement
périssable et causant le développement rapide des moisissures s’il n’est pas rapidement utilisé
ou conservé. Ces écorces sont aussi riches en ingrédients nutritionnels comme les sucres
solubles (6,52-47,81 g/100g bs), les protéines (1,79-9,06 g/100g bs) et les minéraux (2,52-
10,03 g/100g bs).

Ceci explique leur utilisation en alimentation du bétail soit sous forme brute, soit apres
transformation en mélasse ou comme (Bocco et al., 1998) fertilisant pour le sol (Manthey &
Grohmann, 1996).

Les écorces d’agrumes sont aussi riches en ingrédients fonctionnels comme les huiles
essentielles (0,6 a 1%), les fibres (6.30-82.69 g/100g bs), les composés phénoliques (1,09-7,3
g/100g bs) et la vitamine C (0,92-1,94 g/100g bs).
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Les composés phénoliques caractéristiques des agrumes sont les flavanones : 1’hespéridine
(0,002 a 80,90 mg/g bs), la néohespéridine (0,05 a 7,9 mg/g bs), la narirutine (0,03 a 26,5
mg/g bs), la naringine (0,08 a 14,40 mg/g bs) et la neoeriocitrine (0, 38 a 6,12 + 0,07 mg/g
bs). Les écorces d’agrumes contiennent aussi des flavones polyméthoxylés tels que la
sinensetine (0,08-0,29 mg/g bs), la nobiletine (0,20-14,05 mg/g bs) et la tangeretine (0,16-
7,99 mg/g bs). Les flavonols et les acides hydroxicinnamiques sont présents en traces.
Grice a leur activité antioxydante, ces composés sont utilisés dans plusieurs applications
alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques. Nous ne disposons pas de données précises
concernant la quantité de coproduits générés par la transformation industrielle des agrumes en

Tunisie, mais a notre connaissance aucune valorisation industrielle de ce coproduit n’est

actuellement effectuée.

L’extraction des composés phénoliques est une voie de valorisation de ces coproduits qui
permet d’une part de développer une nouvelle activit¢ ¢économique et de participer au
développement de la filiere d’agrumes tout en minimisant 1’impact environnemental de
I’industrie du jus d’orange.

La problématique essentielle de cette valorisation est la préservation des activités biologiques
des molécules a valoriser durant les étapes de transformation et d’extraction du fruit. En effet,
les écorces d’agrumes sont une matiere premiere sensible due a sa richesse en eau. De plus,
les composés phénoliques sont sensibles a la température et la lumiere ce qui peut entrainer la
dégradation de leurs activités biologiques dans certaines conditions drastiques. Une étude
comparative de différentes méthodes d’extraction des composés phénoliques des écorces
d’agrumes est présentée dans le chapitre 2. Cette synthese bibliographique nous permettra de
définir les méthodes et les conditions opératoires les plus appropriées pour I’extraction des

composés phénoliques des agrumes.
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I.2. Méthodes d’extraction et d’analyse des composés phénoliques

des écorces d’agrumes

Introduction

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 le
solvant jusqu’a [D’équilibre. Il existe plusieurs méthodes d’extraction des composés
phénoliques des écorces d’agrumes comme I’extraction conventionnelle par solvant (Manthey
& Grohmann, 1996 ; Jeong et al., 2004; Anagnostopoulou et al., 2006 ; Li et al., 2006a; Zia-
ur-Rehman, 2006 ; Xu et al., 2007), I’extraction par eau chaude (Xu et al., 2008), I’extraction
assistée par enzymes (Li et al., 2006b) et I’extraction par fluide supercritique (Giannuzzo et
al., 2003). La méthode d’extraction conventionnelle par solvant peut causer la dégradation des

composés phénoliques a cause des températures €levées et de la durée d’extraction.

De nouvelles techniques combinant [’extraction conventionnelle avec d’autres facteurs
accélérant 1’extraction (extraction par micro-ondes, extraction par ultrasons, extraction sous
haute pression hydrostatique, extraction par fluide supercritique ou par eau sous critique)
(Chemat et al, 2009 ; Rawson et al, 2011) sont utilisées pour pallier cette dégradation.
Certains auteurs suggerent [’utilisation d’approches combinées appliquées de maniere
séquentielle telles que la technologie de chute de pression instantanée contrdlée et I’extraction
assistée par ultrasons (DIC-UAE) ou de maniere simultanée (extraction enzymatique assistée
par ultrasons, extraction par fluide supercritique assistée par ultrasons, extraction assistée par
micro-ondes et ultrasons) pour intensifier 1'opération d'extraction et améliorer le rendement

d’extraction.

Dans ce chapitre seront présentées les caractéristiques des différentes méthodes d’extraction

et d’analyse des composés phénoliques des écorces d’orange.

1.2.1. Extraction conventionnelle par solvant (ECS)

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.
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% Nature du solvant

Plusieurs auteurs ont étudié l'effet de la nature du solvant sur le contenu phénolique des
écorces d'agrumes. Le tableau 11 résume les publications les plus récentes relatives a
I'extraction conventionnelle par solvant des composés phénoliques des écorces d’agrumes.

Zia-ur-Rehman (2006) a montré que le rendement le plus élevé a été obtenu en utilisant le
méthanol (19,87%), suivi par de l'acétone (15%), de l'éther de diéthyle (12,75%) et de
I'éthanol (11,00%). Ce résultat a été confirmé par Goulas et al. (2012) qui ont testé 1'efficacité
d'extraction de trois solvants (méthanol, éthanol, acétate d'éthyle) a partir de la pulpe de

« Mandora ».

Tableau 11. Conditions opératoires de [’extraction conventionnelle par solvant des composés
phénoliques des écorces d’agrumes.

Matrice Composé Solvants T(°C) Temps Agitation Références
(ratio: m/v: g/ml)
Citrus Phénols Meéthanol (10:100) TA 24h + Ziu-ur-Rehman
Acétone (10:100) TA 24h + etal., 2006
Diethyl éther (10:100) TA 24h +
Ethanol (10:100) TA +
Phénols Ethanol (2:16) 80 3h + Li et al., 2006a
Hespéridine, Meéthanol (10:300) - 20h + Huang et al., 2010
Mandarine Narirutine Eau chaude (5:100) 100 30 min + Xu et al., 2008
Acétone (50 ml/g) 40 2h + Tumbas et al., 2010
Hespéridine Eau chaude (2:200) 90 3h + Cheigh et al.,, 2012
Narirutine Ethanol (2:200) 79 3h +
Méthanol (2:200) 65 3h +

TA: température ambiante, T: température (°C)

Le rendement en composés phénoliques obtenu était de 70,2%, 46,1% et 9,6% respectivement
dans le méthanol, 1'éthanol et 'acétate d'éthyle. Li et al. (2006a) ont trouvé que le rendement
d'extraction des phénols totaux en utilisant du méthanol et de 1'éthanol était similaire
(m/v=2:16; 3h sous agitation, a 80°C). Cheigh et al. (2012) ont comparé l'extraction des
composés phénoliques des écorces d'agrumes avec trois solvants: 1’éthanol, le méthanol et
l'eau chaude (rapport: m/v=1:100; 3h avec agitation, 90, 65, 79°C). L’extraction par I'é¢thanol
a donné la teneur la plus élevée en hespéridine (3,73 g/100 g bs), suivi par le méthanol (2,24
g/100 g bs) et l'eau chaude (0,21 g/100 g bs). Xu et al. (2008) ont étudié 1'extraction des
composés phénoliques des écorces de mandarine par 1'eau chaude (m/v: 1:20; 30 min; 100°C;
deux cycles d'extraction). Les auteurs ont rapporté que 1'extrait obtenu par I'eau chaude a une

teneur en phénols totaux similaire a celui obtenu en utilisant le méthanol comme solvant

d'extraction.
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Les paramétres d’extraction conventionnelle par solvant utilisés dans la littérature sont
différents (rapport masse/volume, le temps et la température d’extraction et le nombre
d’extraction). Par conséquent, il est difficile de déterminer le solvant permettant I’obtention
du rendement le plus élevé en composés phénoliques.

La plupart des auteurs ont constaté que le méthanol donne le rendement le plus élevé.
Cependant, dans des applications industrielles, le méthanol n’est pas utilis¢ du fait de sa
toxicité. Il est souvent remplacé par d'autres solvants organiques non toxiques et ayant des
rendements d’extraction satisfaisants, tels que 1'éthanol, le n-butanol, l'isopropanol ou 1'éther
de pétrole (Bartnick, 2006). En raison de son efficacité et de sa sureté, I'éthanol est le solvant
le plus recommandé pour l'extraction des composés phénoliques des écorces d’agrumes pour

des applications alimentaires et cosmétiques.

«» Concentration du solvant

L'eau est généralement ajoutée au solvant d'extraction tel que I'éthanol ou le méthanol afin
d'améliorer l'extraction des composés phénoliques polaires a partir des écorces d'agrumes.
Une étude sur les valeurs théoriques de I'hydrophobicité (Log P) des composés phénoliques,
ainsi que ceux de certains solvants organiques a montré que le méthanol et I'éthanol mélangés
avec de l'eau, sont les solvants les plus appropriés pour l'extraction des composés phénoliques
des écorces d'agrumes. Selon Li et al. (2006) 85% d'éthanol est la concentration optimale pour
l'extraction des composés phénoliques des écorces d’agrumes. Les auteurs ont montré que la
teneur en phénols totaux augmente avec 1'augmentation de la concentration d’éthanol jusqu'a
85%, puis elle diminue.

Ce résultat a été confirmé par Tumbas et al. (2010) et Cheigh et al. (2012). Khan et al. (2010)
ont conclu que la concentration optimale en éthanol pour l'extraction des flavanones des
écorces d'orange est de 80%.

& Température et temps de l'extraction

Les combinaisons temps-température utilisées par différents auteurs pour l'extraction des
composés phénoliques des écorces d'agrumes sont résumées dans le tableau 11. Ces deux
parametres sont inversement proportionnels: pour une courte durée d’extraction, des
températures élevées sont utilisées, et vice versa.

Par exemple, Xu et al. (2008) ont effectué des extractions des composés phénoliques des
écorces d'agrumes a 100°C pendant 30 min, tandis que Ziu-ur-Rehman et al. (2006) ont utilisé

un temps d'extraction de 12h a température ambiante.
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Le défi est de trouver la combinaison optimale de ces deux parametres. En fait, la température
est un accélérateur d'extraction, elle augmente la solubilité des composés phénoliques dans le
solvant. Toutefois, en raison de la sensibilité des composés phénoliques a la chaleur, une
température trop élevée peut conduire a leur décomposition et leur dégradation (Wang &

Weller, 2006; Routray & Orsat, 2012).

s Nombre de cycles d'extraction

Le rendement d'extraction est limité par 1’atteinte de I'équilibre, qui correspond a I'épuisement
des composés phénoliques dans la matiere végétale. En général, il est nécessaire de renouveler
le solvant en utilisant le méme volume afin de déterminer le rapport optimal (m/v).
L'extraction répétée améliore le rendement d'extraction et réduit la durée du chauffage
(Routray & Orsat, 2012). Une seule extraction (3h, rapport: m/v: 02:16, 80°C) (Li et al.,
2006a) ou une double extraction (rapport: m/v: 01:10, a température ambiante, pendant une

nuit) (Ziu-ur-Rehman et al., 2006) sont souvent utilisées.

% Conclusion
Le solvant le plus utilis€é pour l'extraction conventionnelle par solvant des composés
phénoliques des écorces d'agrumes est le mélange éthanol/eau a un pourcentage variant de 70
a 85%. Cette extraction peut étre réalisée a une température de 25 a 100°C pendant 30 min a
24h. Il y a une tres grande variabilité dans les travaux rapportés, par conséquent, il est difficile

de généraliser.

L.2.2. Méthodes d’intensification de I’extraction conventionnelle par solvant
Diverses nouvelles techniques d'extraction ont été développées afin de disposer de méthodes
d'extraction qui sont plus respectueuses de 1'environnement, utilisant moins d'énergie et moins
de solvant tout en produisant des rendements plus élevés.

Certaines de ces méthodes utilisent des accélérateurs de 1’extraction par solvant tels que les
micro-ondes ou les ultrasons, le fluide supercritique/sous-critique et aussi les hautes
pressions.

Certains auteurs ont suggéré (i) une utilisation séquentielle de deux processus tels que la
technologie de chute de pression instantanée controlée et I’extraction assistée par ultrasons ou
(i1) une approche combinée (méthodes simultanées) comme 1’extraction assistée par I’emploi

d’enzyme afin d'intensifier 1'opération d'extraction.
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Le tableau 12 présente une synthése des paramétres d’extraction des composé€s phénoliques
des écorces d'agrumes par différentes méthodes.

Les caractéristiques ainsi que les avantages et limites des différentes techniques d’extraction
seront discutés dans les sections suivantes. Une synthese plus détaillée des caractéristiques
des différentes méthodes d’extraction des composés phénoliques des écorces d’agrumes a été

présentée dans une revue par (M’hiri et al., 2014) (Annexe 2).

1.2.2.1. Extraction assistée par ultrasons (EAU)

L’extraction assistée par ultrasons est une technologie émergente utilisée pour I'extraction des
composés naturels. Ces composés sont souvent extraits par la méthode conventionnelle qui
dure de nombreuses heures. L’utilisation des ultrasons permet d’effectuer des extractions en
quelques minutes avec une reproductibilité élevée, ce qui simplifie I’opération et donne une
plus grande pureté au produit final (Chemat et al., 2011). Les ultrasons interagissent avec le
matériel végétal et modifient ses propriétés physiques et chimiques. Un effet de cavitation est
créé, ce qui facilite la libération des composés extractibles et améliore le transfert de matiere
en perturbant les parois cellulaires des plantes (Chemat et al., 2011). Le choix approprié¢ du
solvant et de la température permet une meilleure extractibilité des composés phénoliques. De
plus, I'optimisation des paramétres d’extraction assistée par ultrasons tels que la fréquence, la
puissance des ultrasons, le temps d’extraction ainsi que la distribution d'ondes ultrasonores

permet aussi d’augmenter le rendement d’extraction (Wang & Weller, 20006).

< Type et concentration du solvant

Le méthanol et 1'éthanol ont été utilisés en tant que solvants pour l'extraction assistée par
ultrasons des composés phénoliques des écorces d'agrumes. Ma et al. (2008, 2009) ont
rapporté que le méthanol (80%) est le solvant le plus efficace pour l'extraction des composés
phénoliques a partir des écorces de Citrus reticulata, suivi par 1'éthanol et 1'isopropanol, tandis
que Khan et al. (2010), Dahmoune et al. (2013) ont utilisé I'éthanol pour extraire 1'hespéridine
et la narirutine des écorces d'orange. Londono-Londono et al. (2010) ont utilisé l'eau pour

extraire les flavonoides des écorces d'agrumes.

< Température et temps d'extraction

Généralement, une augmentation de la température d'extraction entraine une augmentation du
rendement d'extraction. La température doit étre inférieure a la température du solvant pour

éviter son évaporation.
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Tableau 12. Conditions opératoires des nouvelles méthodes d’extraction des composés phénoliques des écorces d’agrumes.

Matrix Composé Solvant (m/v:g/ml) T (°C) Temps Agitation Autres facteurs Méthodes d’extraction
Hespéridine, narirutine Eau (1:2) 160 10 min - Extracteur a solvant accéléré, 100 atm Extraction par eau sous critique
Hespéridine Méthanol (1:40) 40 60 min + Bain a ultrasons, 60 kHz Extraction assistée par ultrasons
Méthanol (2:40) 30 40 min + Bain a ultrasons, 30W Extraction assistée par ultrasons ®
Acides cinnamiques Méthanol (2:40) 40 10 min + Bain a ultrasons, 30W
Acides benzoiques Méthanol (10 ml/g) 160 20 min + Dionex EAS instrument équipé d’un contréleur de Extraction sous haute pression®®
Flavones solvant, 1500 psi
Ethanol (2:20) 140 8 min - Extraction assistée par micro-ondes en systeme fermé Extraction assistée par micro-ondes ©
Mandarine Hespéridine Eau (1:2) 135 3 min - Puissance micro-ondes: 400W Extraction assistée par micro-ondes ©®
Acides phenoliques Méthanol (16) - 49 s - Puissance micro-ondes: 152W Extraction assistée par micro-ondes @
Acides phénoliques CO, supercritique modifié par 80 - - 30 MPa, débit du modificateur: 0,3 ml/min; débit du Extraction par CO, supercritique ®
Nobiletine, tangeretine 9,1% d’éthanol (85%) CO,: 3,0 ml/min; taille des particules: 0,375 mm
Citrus Flavonoides Eau (1:10) 40 30 min + Bain a ultrasons, 60 kHz, utilisation du Ca (OH), Extraction assistée par ultrasons ©
Phénols Ethanol (1:50) - 30 min - 100 atm Extraction sous haute pression 1%
Flavones Eau (0.1:10) 200 60 min - 1.4MPa Extraction par eau sous critique !
Polyméthoxylés Enzyme utilisée: Celluzyme MX (1.5% du poids des Extraction assistée par enzyme ¢
Phénols Solution aqueuse d’enzyme (2:16) 50 3h - écorces)
Orange Hespéridine, naringine Ethanol (0,25 g/ml) 40 30 min - Sonde a ultrasons, 150W Extraction assistée par ultrasons (2
Flavonoides CO, supercritique modifié par 60 - - 40 MPa Extraction par CO, supercritique ¥
23% d’éthanol
Phénols totaux - - 60us - 20 pulses, 5 kV/cm Champs électrique pulsé 7
Hespéridine Eau (40:4) - 30 min - 5 bars Technologie de chute de pression
Naringine Ethanol (20:1) 40 60 - 150W instantanée contr6lée et 1’extraction
assistée par ultrasons '¥
Pamplemousse  Naringine CO, supercritique modifié par 58,6 45 min - 95 bars Extraction par CO, supercritique™
15% d’éthanol
Flavonoides CO, supercritique modifié par de 80 49 min - 39 MPa, débit de CO,: 1.0 ml/min; Extraction par CO, supercritique ¥
I’éthanol (85%)
Citron Phénols Ethanol (28:1 ml/g) 123s - Puissance micro-ondes: 400W Extraction assistée par micro-ondes
Ethanol (40ml/g) 15,05 min - Amplitude : 77,79% Extraction assistée par ultrasons'”’

) Cheigh et al., 2012; ® Ma et al., 2008; ¥ Ma et al., 2009; ® Li et al., 2012; ® Inoue et al., 2010; © Jawad & Langrish, 2012;  Hayat et al., 2010; ® Lee et al., 2010; © Londono-Londono et al., 2010; "? Khan et al.,
2010; ¥ Toledo-Guillen et al., 2010; ¥ Giannuzzo et al., 2003; ” Wang et al., 2011; "V Kim et al., 2009; ' He et al., 2012; " Li et al., 2006a; *” Luengo et al., 2013 "® Allaf et al., 2013; Dahmoune et al., 2013.
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Des températures élevées peuvent également entrainer une dégradation des molécules a
extraire et donc une perte du composé désiré. Ma et al. (2008) ont étudié 1'extraction assistée
par ultrasons de I’hespéridine des écorces de Citrus reticulata. Les auteurs ont conclu que la
température optimale pour I'extraction assistée par ultrasons était de 40°C pendant 60
minutes, car des températures plus élevées, au-dela de 50°C, les composés phénoliques
deviennent instables. Ceci est cohérent avec les résultats antérieurs, Londono-Londono et al.
(2010) et Khan et al. (2010) ont rapporté que les conditions optimales pour I'extraction
assistée par ultrasons des composés phénoliques des écorces d'agrumes ont été 40°C pendant
30 min. Ma et al. (2009) ont également rapporté que les conditions optimales pour
I’extraction des acides cinnamiques et benzoiques étaient 40 min a 30°C et 10 min a 40°C,
respectivement. Ces résultats suggerent que I’avantage de I'extraction assistée par ultrasons
est de pouvoir effectuer I’extraction a des basses températures et pendant un temps

d'extraction plus court que 1’extraction conventionnelle par solvant.

% Puissance des ultrasons

Un effet positif sur le rendement en acides phénoliques de Citrus unshiu Marc a été observé
avec une augmentation de la puissance des ultrasons de 3,2 a 30 W (Ma et al., 2009). Au-
dessus de 30 W, les auteurs ont observé une faible augmentation du rendement. Ma et al.
(2008) ont conclu que la puissance optimale des ultrasons pour l'extraction de I'hespéridine
des écorces de Citrus reticulata était aussi de 30 W. Cependant, Khan et al. (2010) ont testé
trois puissances des ultrasons (50, 100, 150 W) pour l'extraction des flavanones des écorces

d'orange et ont conclu que 150 W était la puissance optimale.

% Conclusion

L’extraction assistée par ultrasons appliquée aux écorces d'agrumes est réalisable a basse
température (30-40°C) pendant une courte durée de 30 a 60 minutes, en utilisant soit le
méthanol ou I'éthanol en tant que solvant d'extraction et en appliquant des puissances variant

de 30 W a 150 W.

1.2.2.2. Extraction assistée par micro-ondes (EAM)

L’extraction assistée par micro-ondes est un processus par lequel 1'énergie micro-onde
accélere l'extraction. Ce traitement accélere la rupture des cellules en provoquant une
augmentation rapide de la température et de la pression interne dans les parois des cellules

végétales (Inoue et al., 2010; Jawad & Langrish, 2012).
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Au cours du traitement par micro-ondes, le chauffage provoque la rupture des liaisons

hydrogene faibles par la rotation dipolaire des molécules.

Une quantité considérable de pression s’accumule a l'intérieur du biomatériau, qui modifie
les propriétés physiques des tissus biologiques et améliore la porosité de la matrice
biologique. Ceci permet une meilleure pénétration du solvant d'extraction a travers la matrice
(Kratchanova et al., 2004 ; Yeoh et al., 2008) et facilite I’extraction des composés entre autre
les composés phénoliques (Mandal et al., 2007). Les principaux parametres de 1’extraction
assistée par micro-ondes sont: le type de solvant, la puissance micro-ondes et le temps

d’extraction.

» Type et concentration du solvant

Pour l'extraction assistée par micro-ondes des flavonoides glycosylés et aglycones, des
solutions aqueuses de méthanol ou d'éthanol ont été fréquemment utilisées (Ding et al., 2010;
Terigar et al., 2010). Inoue et al. (2010) ont utilis¢ 1'éthanol (70%) pour extraire 1’hespéridine
des écorces de Citrus unshiu, alors que Jawad & Langrish (2012) ont utilisé I'eau pour extraire
les acides phénoliques totaux des écorces de mandarine. Hayat et al. (2010) ont rapporté
l'efficacité du méthanol (66%) pour libérer et séparer les composés phénoliques des écorces

de mandarine.

Le volume de solvant doit étre suffisant pour s’assurer que la matrice solide demeure
enticrement immergée dans le solvant. Toutefois, dans le MAE, un ratio plus élevé peut
entrainer la baisse du rendement. Ceci est probablement dii a une agitation insuffisante du

solvant (Spar Eskilsson et al., 1999).

& Temps d’extraction

Le temps d'extraction a une influence positive sur le rendement d'extraction (Lucchesi et al.,
2007). Toutefois, une exposition prolongée peut conduire a une dégradation des composés

phénoliques avec une surchauffe du systeme solvant/soluté.

Jawad & Langrish (2012) ont montré que la teneur maximale des composés phénoliques a été

extraite apres 3 min pour ’EAM. Ce résultat est cohérent avec ceux d'autres auteurs.

Les conditions optimales d'extraction varient de 49 s a 152W (Hayat et al., 2010), 123 s a
400W (Dahmoune et al., 2013) a 3 min a 135°C et 400W (Jawad & Langrish, 2012) et 8 min
a 140°C (Inoue et al., 2010).
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% Puissance micro-ondes et température d’extraction

N

La puissance micro-ondes controle la quantité d'énergie fournie a I'échantillon. Une
augmentation de la puissance micro-ondes permet une augmentation du rendement
d’extraction (Hu et al., 2008).

Cependant, la puissance élevée augmente la température du produit et peut dégrader les
composés d’intérét et diminuer le rendement d'extraction (Ma et al, 2009). Cette derniere
observation a été confirmée par Hayat et al. (2010) qui ont mentionné qu'une augmentation
de la puissance micro-ondes entraine une augmentation du rendement d'extraction des acides
phénoliques jusqu'a une puissance de 160 W. Jawad & Langrish (2012) ont testé trois
puissances micro-ondes (400, 600, 800 W) pour extraire les acides phénoliques des écorces de
mandarine. Les auteurs ont conclu que la teneur en acides phénoliques était la méme a chaque
puissance mais avec une légere différence de couleur, ce qui suggere que la puissance élevée
conduit a la formation de sous-produits de la réaction de Maillard en augmentant la
température a 135°C. Par conséquent, il est préférable de réaliser des extractions a une
puissance optimale (400 W) pour minimiser la dégradation de l'extrait.

s Conclusion

L’extraction assistée par micro-ondes est réalisée en utilisant du méthanol ou de 1'éthanol, a
température élevée (135-140°C) pendant une courte durée (49s-8 min). Une puissance micro-

ondes inférieur a 400W permet d’éviter la dégradation des composés phénoliques.

1.2.2.3. Extraction par fluide pressurisé (EFP)

L’extraction par fluide pressuris¢ (EFP) a ét¢ largement appliquée pour l'extraction des
flavonoides. En général, l'application de hautes températures et pressions entralne une
augmentation de la vitesse d'extraction et de la diffusivité du solvant dans la matrice
biologique (Routray & Orsat, 2012). Ce phénomene peut s’expliquer par le fait que lors de
I'extraction EFP, les poches d’air présentes dans les tissus des fruits sont partiellement
remplies de liquide. Lorsque la pression est évacuée, l'air occlus dans les pores sort, ce qui

provoque des dommages de la membrane cellulaire des plantes (Ignat et al., 2011).

EFP peut également provoquer une déprotonation des groupes chargés et la rupture des ponts
salins et des liaisons hydrophobes, ce qui entraine des changements de conformation et la
dénaturation des protéines. Cela rend les membranes cellulaires de moins en moins sélectives,
ce qui rend les composés plus accessibles a une extraction jusqu'a 1'équilibre (Corrales et al.,

2009; Prasad et al., 2010).
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L’extraction par fluide pressurisé implique une moindre utilisation du solvant par rapport a
lI'extraction conventionnelle par solvant et il en résulte une faible dégradation oxydative des
flavonoides car le processus se déroule en absence d'oxygene et a I’abri de la lumiere (Wang
& Weller, 2006, Raynie, 2006; Stalikas, 2007). Par contre, 1’utilisation de températures
d’extraction €levées peut entrainer la dégradation des composés thermolabiles (Chemat et al.,
2011). L'influence des principaux parametres d’extraction de cette méthode est discutée ci-

dessous.

s Type de solvant et cycles d'extraction

Li et al. (2012) ont rapporté que le méthanol semble étre le solvant d'extraction le plus
efficace par rapport a I'éthanol et a 1'eau pour l'extraction accélérée par solvant des flavones de
Citrus reticulata. Les auteurs rapportent également qu’un cycle d'extraction est suffisant.
Wang et al. (2011) ont utilisé 1'éthanol a 40% et un seul cycle d'extraction pour l'extraction

accélérée par solvant de composés phénoliques de Citrus sulcata.

& Température d'extraction

Une augmentation de la température de 80 a 160°C entraine une augmentation du rendement
d'extraction des flavones des écorces de Citrus reticulata (Li et al., 2012a) . Ceci peut étre
expliqué par la diminution de la viscosité du solvant et I'augmentation de sa diffusivité a haute
température, ce qui peut conduire a des rendements d'extraction élevés de flavones (Li et al.,
2012a, Antunes et al., 2008). Au-dessus de 160°C, le rendement en flavones diminue

lentement en raison de leur dégradation par la chaleur (Li et al., 2012a).

*

s Temps d'extraction

Une augmentation du temps d'extraction de 5 a 20 min entraine une augmentation du
rendement d'extraction des flavones de Citrus reticulata (Li et al., 2012a). Cependant, le
rendement d'extraction diminue lorsque le temps d'extraction est supérieur a 20 min. Cela peut
étre di a la décomposition des flavones en raison d'une exposition prolongée a une haute
pression ou a une haute température. Ce résultat a été confirmé par Wang et al. (2011) qui ont
rapporté la baisse du rendement d'extraction des phénols de Citrus sulcata a partir de 30 min

d’extraction.

Peu d'études ont été menées sur l'extraction sous haute pression des composés phénoliques
des écorces d'agrumes. Pour cette raison, il est difficile de conclure sur les conditions

optimales d’extraction.
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1.2.2.4. L'extraction par eau sous-critique (EESC)

L'extraction par eau sous-critique est une technique réalisée en utilisant de 1'eau chaude a une
température comprise entre 100 et 374°C sous haute pression pour maintenir I'état liquide
(point critique de 1'eau : 22,4 MPa et 374°C). A de telles températures, 1'eau perd sa polarité,
ce qui lui permet d'agir comme solvant pour les composés a la fois polaires et non polaires

(Prasad et al., 2010).

L'eau sous-critique pourrait étre une excellente alternative pour extraire tous les flavonoides,
méme les flavanones d'agrumes non polaires (Cheigh et al, 2012). Une augmentation de la
température d'extraction de 100 a 160°C sous 10 MPa pendant 10 min entraine une
augmentation de la teneur en hespéridine et en narirutine des extraits des écorces de Citrus
unshiu (Cheigh et al., 2012), tandis que au-dessus de 160°C, une diminution de la teneur en
hespéridine et en narirutine a été observée. Ce phénomene peut étre expliqué par la
dégradation des flavanones dans les écorces de Citrus unshiu en raison de la température
élevée appliquée. Kim et al. (2009) ont extrait les composés phénoliques de Citrus pomaces a
200°C, 1,4 MPa pendant 60 min. Une augmentation des rendements en hespéridine et
narirutine a été observée en augmentant le temps d'extraction jusque 10 min. Lorsque le temps
d’extraction dépasse 10 min, les rendements diminuent progressivement. Cheigh et al. (2012)
ont rapporté qu’un temps d'extraction de moins de 10 min peut diminuer l'efficacit¢ d’EESC
en raison de la solubilisation insuffisante des flavanones. D'autre part, un temps d'extraction
supérieur a 10 minutes peut provoquer la dégradation des flavanones induite par leur

instabilité thermique.

% Conclusion

L’extraction par eau sous-critique est réalisée en utilisant I’eau comme solvant, a température
élevée (160-200°C) pendant une courte durée (10-60 min), et a des pressions modérées

variant de 1,4 a 10 MPa.

1.2.2.5. Extraction par CO; supercritique (SC-CO,)

L’utilisation de I’extraction par CO, supercritique permet d'éviter la dégradation thermique et
la décomposition des composés labiles du fait que l'opération est effectuée a une basse
température, tandis que l'absence de la lumicre et de Ioxygéne empéche les réactions
d'oxydation (Diaaz-Reinoso et al., 2006). L'efficacité de la technique d'extraction SC-CO, est
associée a plusieurs parametres, notamment la température, la pression, le flux de CO,

supercritique, la présence de co-solvant et le temps d’extraction (Diaaz-Reinoso et al., 2006).
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R/

% Type de co-solvant

L’extraction par CO, supercritique est adaptée pour extraire des huiles et des composés
lipophiles, mais de nombreux composés phénoliques naturels sont peu solubles dans ce
solvant (Pereira & Meireles, 2010). La présence de co-solvant permet alors d'améliorer le
rendement d'extraction par augmentation de la solubilité. Le type de co-solvant utilisé est
déterminé en tenant compte de l'affinité entre le co-solvant et les composés cibles (Pereira &
Meireles, 2010). Les co-solvants les plus fréquemment utilisés sont le méthanol et 1'éthanol
qui induisent des interactions dipdle/dipdle et a former une liaison hydrogene avec des
groupes fonctionnels polaires. Giannuzzo et al. (2003) ont indiqué que le contenu en
naringine était d'environ 10,8 g naringine/kg base humide pour 1'éthanol utilis¢é comme co-
solvant contre 9,2 g naringine/kg base humide pour le méthanol. Un résultat similaire a
également été observé pour l'extraction par CO, supercritique de la nobiletine et de la
tangérétine des écorces de Citrus depressa Hayata (Lee et al., 2010). Les rendements en
nobiletine et en tangérétine (14,68 mg/g bs) sont plus élevés avec de I'éthanol qu'avec le

méthanol (12,92 mg/g bs).

Cette observation est confirmée par He et al. (2012) et Toledo-Guillen et al. (2010). En effet,
une augmentation des concentrations de co-solvant peut améliorer les rendements
d'extraction, mais la température nécessaire pour atteindre 1'état supercritique est plus élevée

et peut ne pas €tre approprié€e pour les produits naturels sensibles a la chaleur.

*

s Pourcentage de co-solvant

Le pourcentage d'éthanol utilisé comme co-solvant dépend des conditions opératoires du SC-
CO,. Lee et al. (2010) ont conclu que 9,1% d'éthanol était le ratio optimal de co-solvant pour
l'extraction de la nobiletine et de la tangeretine des écorces de Citrus depressa Hayata dans
les conditions opératoires suivantes: 80°C, 30 MPa avec un débit de CO, de 3,0 ml/min.
Giannuzzo et al. (2003) ont constaté que 15% d'éthanol était la concentration optimale de co-
solvant pour l'extraction de la naringine du pamplemousse a 58,6°C, 9,5 MPa pendant 45 min.
Toledo-Guillen et al. (2010) ont montré que le pourcentage optimal de 1'éthanol était de 23%

pour l'extraction des flavonoides a partir des écorces d'orange a 60°C et 40 MPa.

R/

¢ Pression et température

La température optimale dépend du choix de la pression d'extraction. Cette température est

comprise entre 58,6°C et 80°C pour une pression variant de 9,5 MPa a 40 MPa.
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Lee et al. (2010) ont constaté que 80°C (30 MPa) est la température optimale pour I'extraction
de la nobiletine et de la tangeretine a partir des écorces de mandarine. Giannuzzo et al. (2003)
ont conclu que la température optimale pour l'extraction par CO, supercritique de la naringine
a partir des écorces de pamplemousse est de 58,6°C pendant 45 min a 9,5 MPa. Toledo-
Guillen et al. (2010) ont indiqué que les conditions optimales pour l'extraction des
flavonoides des écorces d'orange sont une température de 60°C a 40 MPa, alors que He et al.
(2012) ont indiqué que les conditions optimales pour extraire les flavonoides des écorces de
pamplemousse sont une température de 80°C a 39 MPa pendant 49 min. Lee et al. (2010) ont
étudié I'effet de la pression sur le rendement d'extraction des composés phénoliques de Citrus
depressa Hayata et ils ont rapporté¢ qu’a 80°C, le contenu en nobiletine et en tangeretine
augmente avec une pression croissante de 20 a 30 MPa. Cependant, le rendement d'extraction

diminue significativement lorsque la pression augmente de 30 a 40 MPa.

s Débit de CO,
En général, un débit élevé du solvant augmente la capacité d'extraction. Cependant, dans
certains cas, des débits tres élevés de solvants diminuent le rendement en raison du contact
insuffisant entre le soluté et le solvant (Pereira & Meireles, 2010). Lee et al. (2010) ont testé
trois débits de dioxyde de carbone (1,5, 3,0 et 4,5 ml/min) pour extraire la nobiletine et de la
tangeretine a partir des écorces de Citrus depressa Hayata. Les auteurs ont constaté que 3,0
ml/min était le débit optimal. Cependant, He et al. (2012) ont utilisé un débit de 1,0 ml/min

pour l'extraction des flavonoides.

% Conclusion

Les quelques travaux disponibles portant sur 1'extraction du CO; supercritique des composés
phénoliques des écorces d'agrumes ont montré qu'il est nécessaire d'ajouter un co-solvant au
CO; afin d'améliorer l'extraction de ces composés. En outre, 1'éthanol est le co-solvant le plus

utilisé quel que soit les conditions opératoires (temps, pression, température) appliquées.

1.2.3. Approches combinées pour l'intensification de I’extraction

L'extraction des composés phénoliques peut étre effectuée en combinant deux ou plusieurs
techniques. Cette combinaison permet de tirer des avantages des différentes méthodes
d’extraction pour augmenter l'efficacité de 1'opération d'extraction (Shirsatha et al., 2012). Les
approches combinées pourraient étre appliquées de maniere séquentielle (technologie de chute
de pression instantanée contrdlée et 1’extraction assistée par ultrasons (DIC-UAE) ou

simultanément (extraction enzymatique assistée par ultrasons, extraction par fluide
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supercritique assistée par ultrasons, extraction assistée par micro-ondes et ultrasons) (Pico,

2013).

Allaf et al. (2013) ont rapporté que l'utilisation séquentielle de DIC et UAE (éthanol 80%,
m/v: 20:1, 40°C, 60 min, 150W) pour l'extraction des composés phénoliques des écorces
d’orange améliore les rendements en naringine et en hespéridine. En effet, les teneurs des
¢corces d’orange traitées par DIC-UAE sont de 0,825 + 1,6x107 g/g bs pour I’hespéridine et
6,45x107% + 2,3x10™ g/g bs pour la naringine par rapport a 0,64 + 2,7%x107 g/g bs et 5,7%107
+ 1,6x107 g/g bs, respectivement dans les échantillons extraits par solvant. Les auteurs
expliquent ce phénomene par le fait que le traitement DIC conduit a une expansion de la
structure cellulaire. Quel que soit le type du solvant, I’expansion de la structure peut étre
considérablement intensifiée par 1'amélioration de la diffusivité du solvant a l'intérieur du

solide (Allaf et al., 2012).

Luengo et al. (2013) ont utilisé séquentiellement le champ électrique pulsé (60 ps, 20
impulsions, 5 kV/cm) pour améliorer l'extraction des composés phénoliques des écorces
d’orange (eau, m/v: 40g: 4 ml, 30 min, 5 bars). Les résultats ont montré que le traitement des
¢corces d’orange par champ électrique pulsé (PEF) a 5 kV/ecm augmente la quantité de
naringine et d'hespéridine dans 1'extrait de 1 a 3,1 mg/100 g base humide et de 1,3 a 4,6
mg/100 g base humide, respectivement. Les auteurs ont rapporté que PEF induit une
perméabilisation des membranes cytoplasmiques, facilitant la libération des composés
intracellulaires des cellules, donnant ainsi une augmentation des rendements d’extraction des

différents composés (Luengo et al., 2013).

1.2.4. Méthodes d’analyse des composés phénoliques des écorces d’agrumes et

de leurs activités
Afin de caractériser 1’extrait des €corces d’oranges, plusieurs teneurs se rapportant aux

composés phénoliques peuvent étre mesurées (Tableau 13).

% Teneur en phénols totaux

Le dosage des phénols totaux est basé sur 1’oxydation des composés phénoliques et le
développement d’une coloration. La méthode la plus utilisée est celle de Folin-Ciocalteu,
méthode spectrophotométrique basée sur la réduction d’un mélange d’acides
phosphotungstique et phosphomolybdique (réactif de Folin-Ciocalteu) en un mélange

d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne.
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Tableau 13. Méthodes analytiques de la séparation et de la quantification des différentes classes des composés phénoliques des écorces d’agrumes

(Gattuso et al., 2007; Neveu et al., 2010, Pérez-Jiménez et al., 2010; Ignat et al., 2011).

Phénols

Méthodes analytiques

Commentaires

Phénols totaux

Folin—Ciocalteu (A)

Estimation globale des antioxydants (exprimée généralement en équivalent acide
phénolique)

Simple et non cofliteuse

Une surestimation due aux interférences avec d’autres composés comme 1’acide
ascorbique et les sucres présents dans les extraits des plantes.

Flavonoides totaux

Méthode colorimétrique

Basée sur la complexation des composés phénoliques avec le trichlorure
d’aluminium Al (III).

Anthocyanes totaux

Meéthode du pH différentiel

Basée sur le comportement caractéristique des anthocyanes en milieu acide.

Composés phénoliques
individuels

Chromatographie gazeuse (CG)

Chromatographie liquide a haute
performance (CLHP)

Meéthodes couplées

CLHP-SM
CLHP-IES-SM
CLHP-ICPA-SM
CLHP-RMN

Quantification des composés phénoliques individuels.

Limitation de I’application pour ’analyse des flavonoides a cause de leur faible
volatilité.

Meéthode la plus utilisée pour 1’analyse des composés phénoliques individuels des
écorces d’agrumes.

Utilisation de la colonne C18 en phase inverse, systéme de solvant binaire
contenant de I’eau acidifiée et in solvant organique polaire. Longueur d’onde
spécifique: flavanones (280- 290 nm), flavones (304-350 nm) et flavonols (352-
385 nm)

Identification des composés phénoliques.

Détermination de la caractérisation structurelle et la masse moléculaire.
Faible sensibilité, équipement tres cher.

Technique puissante pour I’¢lucidation des structures

CLHP-SM: Chromatographie liquide a haute performance couplée a la spectrométrie de masse, IES-MS: lonisation par électrospray couplée a la spectrométrie de masse, ICPA-SM: lonisation

chimique a pression atmosphérique couplée a la spectrométrie de masse, CLHP-RMN: Chromatographie liquide a haute performance couplée a la résonance magnétique nucléaire.
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L’inconvénient de la méthode de Folin-Ciocalteu est qu’elle donne des teneurs surestimées en
raison des interférences avec d'autres composés comme la vitamine C et les sucres,
éventuellement présents dans les aliments, qui réduisent aussi le réactif de Folin (Sanoner,
2001; Neveu et al., 2010; Ignat et al., 2011). Pour cette raison, Li et al. (2006a) et Gerorgé et
al. (2005) ont proposé la purification de 1'extrait brut avant la détermination de la teneur en

phénols totaux afin d'éliminer les acides organiques et les sucres.

s Teneur en flavonoides totaux

Plusieurs méthodes sont a disposition pour mesurer la teneur en flavonoides totaux : (i) une
méthode colorimétrique basée sur la complexation des composés phénoliques avec Al (III),
(1) la méthode au bleu de Prusse (méthode spectrophotométrique proche de la méthode de
Folin, parfois utilisée pour la quantification des tanins) (Pérez -Jiménez et al., 2010; Neveu et

al., 2010).

* Dosage des composés phénoliqgues individuels

Les méthode les plus utilisées pour doser les composés phénoliques individuels dans les agro-
ressources est la chromatographie liquide a haute performance (CLHP), souvent en phase
inverse (PI) et la chromatographie en phase gazeuse (CG) (Jeong et al., 2004). Les gradients
d’élution comportent en général des proportions croissantes de méthanol ou d’acétonitrile,
dans de I’eau acidifi¢e par de 1’acide formique ou acétique. Les composés sont élués par ordre
de polarité croissante : les acides hydroxycinnamiques sont donc généralement élués avant les
flavonoides. La détection est basée sur I’absorption caractéristique des phénols dans I’'UV. La
plupart des flavonoides ont en effet deux bandes d’absorption majeures : une a 320-385 nm,
caractéristique de I’absorption du noyau aromatique B et une a 280-285 nm, caractéristique de
I’absorption du noyau aromatique A. Ces bandes varient cependant en fonction des
substitutions possibles sur les cycles. Les flavonols présentent un maximum d’absorption dans

le jaune (350 a 360 nm) et les anthocyanes dans le rouge (520-530 nm).

Pour les acides hydroxycinnamiques, ce maximum est a 320 nm. La détection en UV-visible
par barrette de diode, a longueurs d’onde multiples, permet ainsi de distinguer les classes de

composés (Sanoner, 2001; Ignat et al., 2011).

Ces deux méthodes peuvent étre couplées a la spectrométrie de masse. Cette technique permet
de mesurer la masse d’une molécule et de fournir des informations structurales d’apres les

ions fragments formés au cours de I’analyse.
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Un spectrometre de masse est composé d’un systéme d’induction de 1’échantillon, d’une
source d’ionisation (formation et éventuellement fragmentation des ions), d’un analyseur dont
la fonction est de séparer les ions selon leur rapport masse/charge (m/z) et d’un détecteur. La
source d’ionisation par €lectrospray est la plus utilisée pour les phénols. L’application d’un
mode positif permet de caractériser les composés sous forme d’ions [M+H]". Le mode négatif

donne les ions [M-H] (Sanoner, 2001; Ignat et al., 2011; Londofio-Londofio et al., 2010).

L.2.5. Mesure de ’activité antioxydante

De nombreuses méthodes de mesure du pouvoir anti-oxydant ont été mises au point ces
dernieres années. On distingue les mesures faites sur des matrices vivantes (mesure in vivo) et
sur des matrices alimentaires (in vitro). Lors des mesures in vitro, I’activité antioxydante est
¢valuée en mesurant 1’inhibition de 1’oxydation d’un substrat déterminé. Le substrat est
d’abord oxydé¢ dans des conditions standard, puis 1’étendue de 1’oxydation a un point final est
mesurée. De nombreuses méthodes ont été développées combinant des substrats, des

initiations et des points finaux de mesure différents.

Nature du substrat : 1ls sont souvent de nature lipidique : méthyle-linoléate (Heinonen et al.,

1998), lipoprotéines (Davalos et al., 2003) ou encore caroténoides (Tsao et al., 2005).

Point d’initiation : L’oxydation du substrat peut &tre initiée par augmentation de la
température (vieillissement accéléré des composés lipidiques), catalysée par des ions

métalliques ou liée a la génération des radicaux libres.

Point de fin de mesure : 11 est possible de mesurer I’inhibition par un composé antioxydant a
la fin de la réaction d’oxydation ou au cours de la réaction, de mesurer le retard dans

I’oxydation en présence d’antioxydants.

La capacité antioxydante peut également €tre évaluée comme le potentiel a piéger des
radicaux libres, en mesurant directement 1’inhibition du radical lors de 1’ajout du composé
antioxydant. Ces tests utilisent le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH), radical coloré stable,
ou I’acide 2,2’-azino-bis-(3-ethylbenzthialozine-6-sulfonique) (ABTS), dont le radical coloré
peut étre généré par réaction enzymatique (Rice-Evans et al, 1996). La décoloration du
radical apres addition de I’antioxydant est alors mesurée. Le test DPPH est un des plus utilisés
sur les écorces d’agrumes car simple a mettre en ceuvre (Jeong et al., 2004; Anagnostopoulou

et al., 2006; Kang et al., 2006; Xu et al., 2008; Abd El-aal et al., 2009; Tumbas et al., 2010;
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Hayat et al, 2010). Toutefois, le radical stable DPPH est peu représentatif des radicaux
peroxyles instables responsables des dégradations des constituants cellulaires (Prior et al.,
2003). Les résultats sont généralement exprimés en comparaison du pouvoir inhibiteur d’un
antioxydant standard, souvent le trolox. La capacité antioxydante est alors exprimée en TEAC

(Trolox Equivalent Antioxidant Activity).

Conclusion

L’extraction conventionnelle par solvant des écorces d’agrumes permet d’obtenir des
rendements assez élevés (74%) en composés phénoliques cependant elle provoque la plupart
du temps une dégradation des composés thermolabiles de 1’extrait a cause de 'utilisation de
températures élevées (50-100°C) et/ou des longues durées d’extraction (1h-24h). Pour
améliorer 1’extraction des composés phénoliques, d’autres moyens sont appliqués pour
intensifier ’extraction tels que I’extraction assistée par ultrasons, I’extraction assistée par
micro-ondes, I’extraction sous haute pression h ou I’extraction par fluide supercritique.
L'extraction sous haute pression implique 1’utilisation de températures élevées (50 a 200°C) et
de hautes pressions (de 10 a 15 MPa), ce qui diminue le temps d'extraction mais peut conduire
a une dégradation des composés phénoliques.

L’extraction assistée par ultrasons semble étre une technique de choix pour les composants
thermolabiles car elle utilise des basses températures (30-40°C) pendant un temps
d’extraction réduit (10-60 min) et des puissances des ultrasons modérées (30-150 W).
Cependant, la répartition hétérogéne de I’énergie des ultrasons dans le mélange solvant-
produit limite la précision de la méthode. L’extraction assistée par micro-ondes est utilisée
pour séparer les composés phénoliques polaires et non polaires durant un temps d’extraction
réduit (49s-12min). Cette méthode peut étre réalisée en utilisant une large gamme de solvants
organiques et ne nécessite pas de conditions sélectives pour extraire les composés bioactifs.
L’extraction par CO, supercritique peut étre appliquée sans solvant ou en utilisant de faible
quantité de solvant. Cette méthode permet aussi d’obtenir des molécules d’une grande pureté.
Cependant, l'extraction par fluide supercritique, qui utilise exclusivement le CO, comme
solvant d'extraction est limitée a 1’extraction des composés apolaires et I’emploi d’un co-
solvant est le plus souvent nécessaire. Les principaux avantages de cette technique est son
caractére écologique et la pureté de 1’extrait et/ou du composé obtenu.

Pour profiter des avantages des différentes méthodes d'extraction et limiter leurs

inconvénients, des approches combinées pour I’intensification de I’extraction ont été
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proposées par certains auteurs tels que la technologie de chute de pression instantanée

controlée et l'extraction assistée par ultrasons.

De nombreuses études ont été menées pour l'optimisation mono-critere des techniques
d’extraction dans le but de chercher une augmentation du rendement d'extraction des
composés phénoliques mais sans tenir compte de 1’évolution de leurs activités antioxydantes.
Dans la littérature, on trouve quelques études portant sur la comparaison des méthodes
d'extraction mais celles-ci restent partielles et souvent limitées a 2 ou 3 méthodes. Une étude
tenant en compte l'efficacité de l'extraction et la préservation des activités des composés
phénoliques devrait permettre une valorisation optimale du contenu phénolique des écorces

d'agrumes ou d’une autre agro-ressource.
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I.3. Corrosion et protection des matériaux

Introduction

La corrosion peut étre définie comme étant la dégradation chimique d’un matériau et
’altération de ses propriétés physiques (notamment mécaniques) sous l'influence de son
milieu environnant. C’est un phénoméne naturel qui tend a faire évoluer les métaux et les
alliages vers leur ¢état originel d’oxyde, de sulfure, de carbonate ou de tout autre sel, plus
stable dans le milieu ambiant (Benard et al., 1969). La corrosion peut affecter de nombreuses
structures particulierement celles qui sont constituées de matériaux métalliques. En effet, les
matériaux métalliques et plus particulierement les aciers, qui constituent les matériaux de base
dans la construction de nombreuses structures, sont fortement exposés a la corrosion lorsqu’ils
sont au contact d’atmospheéres humides, immergés en eau douce ou saline, implantés dans les

sols ou en présence de solutions plus ou moins agressives.

Les processus de corrosion dans ces milieux dépendent d’un grand nombre de facteurs (la
nature et la composition du matériau, I’environnement et ses caractéristiques chimiques, sa
température, etc...... ) qui interviennent non pas individuellement mais en relation plus ou
moins complexe les uns avec les autres. En matiere de protection contre la corrosion, il est
possible d’agir sur le matériau lui-méme (choix judicieux du matériau, formes adaptées,
contraintes en fonction des applications,...), sur la surface du matériau (revétement, peinture,
tout type de traitement de surface,...) ou sur I’environnement avec lequel le matériau est en
contact en utilisant des inhibiteurs de corrosion. L’utilisation d’inhibiteurs pour empécher le
processus de dissolution des métaux reste une application inévitable et tres répandue

(Benmessaoud Left et al., 2013).

Les inhibiteurs synthétiques sont efficaces dans la protection contre la corrosion des métaux
mais ils sont hautement toxiques que ce soit pour I’homme ou pour I’environnement. Ces
composés sont aussi chers et non biodégradables. Par conséquent, 1’utilisation des huiles, des
extraits des plantes et des biomolécules comme inhibiteurs de la corrosion est devenue un

créneau clé de la recherche appliquée en électrochimie.

Les agro-ressources et leurs coproduits constituent un gisement de composés naturels
biodégradables qui peuvent Eétre extraits des produits et coproduits végétaux par des

procédures simples et rentables.
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1.3.1. Inhibiteurs de la corrosion

Conformément a la définition donnée par 1’ Association Nationale de I’Ingénierie de Corrosion
(NACE) «un inhibiteur de corrosion est une substance qui, lorsqu’elle est ajoutée a faibles
concentrations dans des milieux corrosifs, diminue la vitesse de la réaction d’oxydation du
métal dans son environnement» (NACE, 1965). La diminution de la vitesse de corrosion est
réalisée soit en limitant les réactions chimiques ou électrochimiques (c’est-a-dire agissant sur
le processus anodique, cathodique ou les deux) soit en modifiant I’agressivité de 1’¢électrolyte

(en faisant modifier I’interface matériau/milieu) (Millet, 2008).

La protection par un inhibiteur de corrosion a la surface du matériau peut étre : une protection
permanente (surveillance primordiale du dispositif) (Heitz, 1975) ou une protection
temporaire, durant une période ou la piece est particulierement sensible a la corrosion
(stockage, nettoyage, décapage...) ou encore lorsque la piece est soumise a des usinages tres
séveres comme le percage, taraudage, forage, filetage. Un inhibiteur (ou un mélange
d'inhibiteurs) peut €tre combiné a un autre moyen de protection comme la protection
supplémentaire d'un alliage a haute résistance a la corrosion, I’addition d’un revétement de

surface tel que la peinture, la graisse et I’huile, etc.

Un inhibiteur de corrosion doit abaisser la vitesse de corrosion du métal tout en conservant les
caractéristiques physico-chimiques de ce dernier. Il doit étre non seulement stable en présence
des autres constituants du milieu, mais également ne pas affecter la stabilité des composés

contenus dans ce milieu.

Un inhibiteur est définitivement reconnu comme tel s'il est stable a la température d'utilisation
et efficace a faible concentration. Il doit étre non toxique, pas cher et disponible (Raja et al.,
2008). I existe plusieurs possibilités de classement des inhibiteurs, celles-ci se distinguant les
unes des autres de diverses manieres (Landolt, 1993):

-Soit a partir de la nature des produits (inhibiteurs organiques ou minéraux) ;

-Soit a partir de leur mécanisme d’action électrochimique (inhibiteurs cathodiques, anodiques
ou mixtes) ;

-Soit a partir de leurs mécanismes d’interface et leurs principes d’action (adsorption a la
surface du métal et/ou formation d’un film protecteur) ;

-Soit a partir du domaine d’applications.
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1.3.1.1. Classement selon la nature de I’inhibiteur

«» Inhibiteurs minéraux

Les molécules minérales sont utilisées le plus souvent en milieu proche de la neutralité, voire

en milieu alcalin et plus rarement en milieu acide.

Les produits se dissocient en solution et ce sont souvent leurs produits de dissolution qui
assurent les phénomenes d’inhibition (anions et cations). Les cations inhibiteurs sont
essentiellement Ca®* et Zn** et ceux qui forment des sels insolubles avec certains anions tels
que I’hydroxyle (OH"). Les principaux anions inhibiteurs sont les oxo-anions de type XOg4™
tels que les chromates, les molybdates, les phosphates, les silicates (Rozenfeld, 1981; Nathan,
1937). Le nombre de molécules minérales en usage comme inhibiteur de corrosion a 1’heure
actuelle est en restriction car la plupart des produits efficaces sont néfastes pour
I’environnement. Cependant, de nouveaux complexes organiques de chrome III et d’autres
cations (Zn**, Ca®*, Mg™, Mn®*, Sr**, AI**, Zr**, Fe**....) efficaces contre la corrosion et non

toxiques ont été développés (Locquet et al., 2002).

 Inhibiteurs organiques

Les molécules organiques sont de plus en plus utilisées pour le développement des inhibiteurs
de corrosion: leur utilisation est actuellement préférée a celle d'inhibiteurs inorganiques pour
des raisons d'écotoxicité essentiellement. Les inhibiteurs organiques sont généralement
constitués de sous-produits de 1'industrie pétroliere (Fiaud & Lemaitre, 2002). Ils possedent au
moins un centre actif susceptible d'échanger des électrons avec le métal, tel que l'azote,
I'oxygene, le phosphore ou le soufre. Les groupes fonctionnels usuels, permettant leur fixation

sur le métal, sont :
- le radical aminé (-NH,),
-le radical mercapto (-SH),
-le radical hydroxyle (-OH),
-le radical carboxyle (-COOH).

Les inhibiteurs qui contiennent du soufre sont plus efficaces que ceux qui contiennent 1’azote,
parce que le soufre est un meilleur donneur d’électrons que 1’azote. La principale
caractéristique de ces inhibiteurs est leur efficacité élevée, méme a faible concentration.
L’action inhibitrice de ces composés organiques, qui est généralement indépendante des

processus anodiques et cathodiques de corrosion, est liée a la formation (par adsorption) d’une
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barriére plus ou moins continue, mais d’épaisseur finie, qui empéche 1’accés de la solution au

métal. Ce mécanisme d’action sera développé plus en détail par la suite.

1.3.1.2. Classement selon le mécanisme d’action

Il n’existe pas de mode d’action unique des inhibiteurs de corrosion. Un méme composé aura
d’ailleurs souvent un mécanisme d’action qui sera fonction du systéme de corrosion
(métal/solution) en présence duquel il se trouvera. Toutefois, et quel que soit le mécanisme
exact par lequel chaque inhibiteur agit dans les conditions dans lesquelles il est placé, il existe

un certain nombre de considérations de base valables pour tous les inhibiteurs.

< Mécanismes d'action électrochimique

Ce classement des inhibiteurs tient compte de la nature électrochimique de la corrosion en
phase liquide, qui met en jeu au moins deux réactions :

-Une réaction anodique de dissolution du métal (réaction d’oxydation) :

M—> M"™ +ne
Exemple: Fe —> Fe’ +2¢

-Une réaction cathodique de réduction d’un oxydant de la solution :

H' + & —> % H> (milieu acide non aéré)

ou: O, + 4H" + 46 —> 2H,0 (milieu acide aéré)

Le role de I’inhibiteur sera nécessairement de diminuer la vitesse de 1’une des deux réactions
et dans certains cas les deux a la fois. Si D’inhibiteur ralentit la réaction d’oxydation en
bloquant les sites anodiques (si¢ge de I’oxydation du métal), il est appel€ inhibiteur anodique.
De la méme facon, si I’inhibiteur ralentit la réaction de réduction en bloquant les sites
cathodiques (siege de la réduction de 1’oxygene dissous en milieu aéré ou sicge de la
réduction du proton H" en milieu acide), il est appelé inhibiteur cathodique. Les inhibiteurs
mixtes agissent a la fois pour diminuer la vitesse de la réaction anodique et celle de la réaction
cathodique (Figure 9).

Les inhibiteurs anodiques sont des substances inorganiques comme les orthophosphates,
silicates, chromates... Leur mode d’action consiste a élever la valeur du potentiel de corrosion
du matériau afin de I’amener a une valeur pour laquelle il y a formation d’un film passif

protecteur sur 1I’anode (Fiaud, 1990).
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Figure 9. Formation des couches barrieres A) cathodiques et B) anodiques interférant avec les
réactions électrochimiques, dans le cas d'une inhibition en milieu acide (Schaschl, 1973).

En effet, le rapport des surfaces (anodiques et cathodiques) est important dans ce cas. L’anode
se corrode d’autant plus rapidement que la surface anodique est petite par rapport a la surface
cathodique. Autrement dit, si le film protecteur est altéré par une rayure ou par une
dissolution, et si la quantité d’inhibiteur est insuffisante pour restaurer le film, la partie
exposée se corrode en piqlire profonde.

En matiere de corrosion localisée, la corrosion par piqlre est une forme particulierement
insidieuse : I’attaque se limite a des trous, treés localisés et pouvant progresser tres rapidement
en profondeur tout en conservant le reste de la surface indemne.

L’action des inhibiteurs cathodiques se traduit par une diminution de la vitesse de la réaction
cathodique et donc par un déplacement du potentiel de corrosion vers des valeurs moins
nobles. Ce sont généralement des cations qui peuvent migrer vers la surface cathodique, ou ils
précipitent sous formes de sels basiques ou d'hydroxydes, formant des films adhérents et
compacts. Ces inhibiteurs sont plus « slirs » que les inhibiteurs anodiques, en effet, ils ne

risquent pas de favoriser la corrosion localisée, méme en cas de sous-dosage.

< Mécanismes d'action interfaciale

Cet autre mode de classement des inhibiteurs les différencie a partir de leur mode de fixation
sur la surface métallique.

Les inhibiteurs d’adsorption ou "d’interface" et les inhibiteurs dits "d’interphase". Les
premiers sont plutdt observés en milieu acide et agissent en formant des films mono ou
bidimensionnels de molécules par adsorption a la surface du métal alors que les seconds sont
spécifiques des milieux neutres ou alcalins et forment des films tridimensionnels entre le

substrat corrodé et les molécules d'inhibiteur (Karman et al., 1998).
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Les inhibiteurs d'interphase ne se contentent ainsi pas d'étre adsorbés aux interfaces
métal/oxyde et oxyde/électrolyte, mais sont également incorporés dans les couches barrieres
(en formant des complexes par exemple); ainsi ces molécules inhibitrices d'interphase
conduisent a des réseaux homogenes et denses présentant de ce fait une faible porosité et une
bonne stabilité. Cette surface a donc tendance a capter atomes et molécules se trouvant a
proximité. Entre ’espéce adsorbée et la surface métallique existent deux types de liaisons:
liaison ¢lectrostatique et liaison chimique, donc deux types distincts d’adsorption: la
physisorption et la chimisorption. Le mode d’organisation des molécules inhibitrices a la

surface est représenté sur la figure 10.

Adsorption
multicouche

Adsorption
simple verticale

Chélation

Adsorption simple
horizontale

métal

Figure 10. Représentation schématique des modes d’adsorption des molécules organiques inhibitrices
sur une surface métallique (Thomas, 1980).

> Adsorption physique

L’adsorption physique conserve I’identité aux molécules adsorbées. On distingue ici trois
types de liaisons : les liaisons de Van der Waals (toujours présentes), les liaisons polaires
(dépendant des charges de surface et de I’inhibiteur) et les liaisons hydrogene (s’établissant
entre un donneur de liaison hydrogene et un accepteur, uniquement N, O, P, S porteurs de
doublets libres (Khaled & Al-Qahtani, 2009).

L’adsorption physique est due a l'attraction électrostatique entre les ions inhibiteurs ou les
dipdles et la surface chargée €lectriquement du métal.

Les forces l'adsorption électrostatique sont généralement faibles. Les especes inhibitrices
adsorbées sur le métal, en raison des forces électrostatiques, peuvent également étre désorbées
facilement.

Une fonction principale d'adsorption électrostatique est que les ions ne sont pas en contact

physique direct avec le métal. Une couche de molécules d'eau sépare le métal des ions.
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Le processus d'adsorption physique a une faible énergie d'activation et relativement

indépendante de la température (Mansfeld, 1985).

» Chimisorption

La chimisorption est un mécanisme plus fréquent que le mécanisme de physisorption et
conduit a une efficacité plus importante de 1’inhibiteur (Hackerman & Makrides, 1954). La
chimisorption résulte de la mise en commun des électrons entre la surface métallique et la
molécule d’inhibition (un centre actif comme les atomes N, S, P, O) et ainsi des liaisons
chimiques covalentes trés fortes se forment. L’inhibiteur a le comportement d’un donneur
d’électrons vis-a-vis de I’atome métallique de la surface.

L'adsorption chimique s'accompagne d'une profonde modification de la répartition des
charges électroniques des molécules adsorbées. La chimisorption est souvent un mécanisme

irréversible (Benmessaoud Left et al., 2013).

1.3.1.3. Classement selon le domaine d’application

Les inhibiteurs de corrosion sont souvent classés selon leur domaine d’application. En milieu
aqueux, les inhibiteurs pour milieu acide sont employés, entre autres, pour éviter une attaque
¢lectrochimique de I’acier lors du décapage. Dans I’industrie pétroliere, on les ajoute aux
fluides de forage. Les inhibiteurs pour milieux neutres servent surtout a protéger des circuits
de refroidissement et les peintures a base aqueuse. En milieu organique, de grandes quantités
d’inhibiteurs de corrosion sont utilisées dans les lubrifiants pour moteurs et dans 1’essence
puisque ces liquides contiennent souvent des traces d’eau et des especes 1oniques qui peuvent

provoquer une corrosion.

1.3.2. Inhibition de la corrosion par les substances naturelles

Les composés synthétiques présentent une bonne action anticorrosion, mais la plupart d'entre
eux sont hautement toxiques (Moretti et al., 2004). Ces inhibiteurs peuvent causer des
dommages temporaires ou permanents aux organes tels que les reins ou le foie, ou perturber le

systeme enzymatique dans le corps (Ostovari et al., 2009).

La toxicité peut se manifester soit au cours de la synthese de ces composés soit durant leurs
applications. Par conséquent, les substances naturelles sont considérées de plus en plus
comme une alternative a ces inhibiteurs synthétiques, qui sont écologiques et sans danger. Les
inhibiteurs d’origine naturelle sont utilisés pour la protection de métaux dans 1'environnement

acide, afin de remplacer les produits chimiques toxiques utilisés actuellement.
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Ces inhibiteurs se distinguent d’une part par des efficacités inhibitrices des alliages
métalliques en milieu HCI trés élevées pouvant atteindre les 99%, et d’autre part par leur effet

¢cologique, respect des normes de santé et d’environnement (Benmessaoud Left et al., 2013).

Tres récemment, de nombreux articles ont porté sur 1'utilisation potentielle des huiles et des
extraits de plantes comme inhibiteurs de la corrosion. Diverses substances naturelles ont été
testées comme les inhibiteurs de corrosion de l'acier en milieu acide. Parmi ceux-ci, des
extraits de plantes: 1’hibiscus (El-Hosary et al., 1972), I’henna (Rehan, 2003 ; Ostovari et
al., 2009 ; Hamdy et al., 2013) le thym (Chetouani et al., 2003), la camomille (Abdel-Gaber
et al., 2006), le blé (Rehan, 2003), des extraits des feuilles: la feuille du palmier dattier
(Rehan, 2003), les feuilles d’Andrographis paniculata (Singh et al, 2010), les feuilles
d’olivier (El-Etre, 2007), les feuilles de citrus aurantiifolia (Saratha et al., 2009), les feuilles
de Ginkgo (Deng et al, 2012), des extraits des écorces de fruits: les pelures de banane
(Eddy & Ebenso, 2008; Ji et al., 2015), les pelures d’ail (De Assuncao Araujo Pereira et al.,
2012), les écorces de grenade « Punica granatum » (Belhpour et al.,, 2012), des extraits de
graines: les extraits de graines du palmier dattier (Umoren et al., 2013) et les graines d’Ammi
Visnaga (El-Etre, 2006) ou méme le café moulu (Vasconcelos Torres et al., 2011), ou le miel

(El-Etre & Abdallah, 2000).

La plupart des études se concentrent sur leur efficacité inhibitrice sur 1'acier en milieu acide.
La protection de 1'aluminium dans des milieux acides (EI-Etre, 2003), de zinc et de fer en
solution neutre et alcaline (El-Etre et al., 2005) sont rarement pris en compte. L’utilisation
d’agrumes et de leurs sous produits comme étant des inhibiteurs verts de la corrosion reste

limitée.

Le tableau 14 résume les études portant sur 1’utilisation d’agrumes, d’autres fruits, de leurs
sous produits et de plantes comme inhibiteur de la corrosion. Saleh et al. (1982) ont réalisé
une étude intensive sur I’effet d'inhibition, séparément, de ’extrait aqueux d’Opuntia ficus
indica, des feuilles Aloe eru, des écorces d’orange, de mangues et de grenade (conditions
d’extractions : m/v: 50g/300ml, eau chaude, filtration de I’extrait) sur la corrosion de 1’acier,
I’aluminium, du zinc et du cuivre dans les milieux HCI et H,SO4 a 298-313°K. 11 a été
démontré qu’a partir de 6% d’extrait des écorces de fruits et des feuilles d’aloe vera dans 5%
HCl et a 298°K, I’efficacité de I’inhibition diminue dans cet ordre : mangue (82%), orange et

aloe vera (80%), Opuntia ficus indica (75%) et grenade (65%).
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Tableau 14.Utilisation des agrumes et leurs sous produits comme des inhibiteurs de corrosion des métaux.

Source de ’inhibiteur Ingrédient actif supposé Type du Milieu Efficacité T°K Remarque Référence
métal inhibitrice
Citrus aurantiifolia Acide oléique Acier doux IM HCI 97,51% pour 2,5% 343 Inhibiteur mixte Saratha et al., 2009
(Extrait de feuilles) Acide linoléique de I’extrait
Xanthyletine
Limonene Limonene Acier C38 1M HCI 72% pour 220 mg/l  298-328  Inhibiteur mixte Chaieb et al., 2009
Ecorces de fruit Composés organiques Acier au IM HCI 95% pour 400 mg/1 298 Inhibiteur mixte Da Rocha et al., 2010
(orange, mangue, fruitde  contenus dans I’extrait : carbone
la passion, noix de cajou) vitamine C, pectine,
phénols, caroténoides. ..
Ecorces de fruit Composés organiques Acier doux HCI (5- 80% pour 6% de 298-313  Inhibiteur mixte Saleh et al., 1982
(orange, mangue, contenus dans 1’extrait. 10%) I’extrait

grenade, d’Opuntia ficus
indica, des feuilles Aloe
vera), mangue)
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Da Rocha et al. (2010) ont utilisé des extraits aqueux des écorces de fruits (mangue, orange,
fruits de la passion et la noix de cajou), (conditions d’extractions : m/v: 5g/50ml, eau chaude,
filtration de I’extrait) comme inhibiteurs de corrosion de 1'acier au carbone dans des solutions
d'acide chlorhydrique (HCI) 1M. Les auteurs ont conclu que les extraits des écorces de fruits
agissent comme des inhibiteurs mixtes et que 1’efficacité d’inhibition obtenue en présence de
400 mg/1 d’extrait aqueux est dans 1’ordre suivant : orange (95%), fruit de la passion (88%),

mangue (83%) et la noix de cajou (75%).

Chaieb et al. (2009) ont utilisé le limonene extrait de I'orange et d’agrumes apres séparation et
purification comme inhibiteur vert de corrosion de l'acier dans des solutions d'acide
chlorhydrique. Les auteurs ont conclu que l'efficacité de l'inhibition augmente avec
I'augmentation de la concentration de limonéne jusqu’a atteindre 72% a 0,220 g/L. L'efficacité
de l'inhibition est indépendante de la température variant de 298 a 328 K. L'efficacité de
I’inhibition de la corrosion de I’acier doux avec ’HCI 1M par ’extrait de feuilles de citrus
aurantiifolia (conditions d’extraction : m/v: 25g/500ml, acide chlorhydrique 1M, 24h,

filtration de I’extrait) a également été confirmée par Saratha et al. (2009).

L’efficacité¢ de I’inhibition est de 97,51% pour une concentration de I’extrait de 2,5% a
343°C. Les auteurs ont expliqué cette efficacité d'inhibition de la corrosion par le fait que les
extraits de sous produits d’agrumes sont riches en antioxydants et en composés polycycliques
comme les phénols, particulierement les flavonoides, ainsi qu’en vitamine C, en caroténoides
et en polysaccharides aidant la formation du film sur la surface métallique (Raja &

Sethuraman, 2008 ; Da Rocha et al., 2010).

L'inconvénient majeur de ces études est que 1'analyse phytochimique des extraits est rarement
réalisée de sorte que l'identification des molécules actives est difficile. Il est également
probable qu’un mélange de constituants présents peut potentialiser I'efficacité inhibitrice d'une

substance particuliere. Cet effet synergique est rarement investigué.

A I’heure actuelle, il n’existe pas d’études concernant 1’effet inhibiteur de la corrosion par les
composés phénoliques individuelles des écorces d’orange mais seulement quelques articles
ont rapporté¢ I’inhibition de la corrosion par d’autres composés phénoliques de synthése
(Tableau 15). Abdallah et al. (2012) ont utilisé certains composés phénoliques o-
aminophénol, le catéchol, salicaldehyde et I'acide salicylique pour l'inhibition de la corrosion

de l'acier au carbone dans l'acide chlorhydrique.
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Tableau 15. Utilisation des composés phénoliques de synthése comme des inhibiteurs de corrosion des métaux.

Ingrédient actif Molécule Type du métal Milieu Efficacité T°K Type Référence
inhibitrice d’inhibition
Hac\ Acier doux 1M HCI 85,0% pour 21x10° 303 Inhibiteur mixte Fouda et al., 2013
4-(5-(4-dimethylamino) phenyl)-1H- /M ‘M
pyrazol-5-yl) phénol e 7 O
/
4-(5-(4-nitrophenyl)-1 H-pyrazol-5-yl) W o
phénol .
N OH
/
/N‘N

H

O- aminophénol Acier au IM HCI 89,7%; 87,9%:; 303 Inhibiteur mixte  Abdallah et al., 2012

OH OH ‘
Catéchol carbone 87,0%; 86,3% pour
Salicylaldéhyde N o 11x10* M
Acide salicyclique
OH QH OH
@/\0 @/go

Acide sinapique Alliage Al- 0.5moldm™  73,6% pour 5 x10™* 293 Inhibiteur Vrsalovic et al., 2007
HsCO Xy _-COOH 2.5Mg alliage NaCl mol/dm cathodique
HO
OCHs
Acide p-hydroxybenzoique (AHB) Acide Alliage 0.5 mol dm™ 77,9; 62,3% pour 293 Inhibiteur Vrsalovic et al., 2011

protocatéchique (APC) CuNilOFe NaCl 107 mol/dm™ 323 cathodique

o) OH
OH
(@]
OH
HO OH
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Les auteurs ont conclu que ces composés phénoliques agissent comme inhibiteur mixte et que
leur efficacit¢ d’inhibition augmente avec 1’augmentation de leurs concentrations mais
diminue avec ’¢lévation de la température.

Fouda et al. (2013) ont proposé de nouveaux inhibiteurs de corrosion écologiques a base de
dérivés phénoliques pour la protection de Il'acier doux contre la corrosion: 4-(5-(4-
diméthylamino) phényl) -1 H-pyrazole-5-yl) phénol et 4- (5 - (4-nitrophényl) -1H-pyrazol-5-
yl) phénol. Les auteurs ont conclu que ces composés phénoliques agissent comme inhibiteur
mixte et que leur efficacité d’inhibition peut atteindre 85%.

Vrsalovic et al. (2007) ont utilisé l'acide sinapique comme inhibiteur de corrosion de
I'aluminium dans une solution de chlorure de sodium. L’efficacit¢ d’inhibition de 1’acide
sinapique est de 73,4% il s’agit d’inhibition cathodique. Le pouvoir inhibiteur de cette
molécule est du a une adsorption physique de la substance organique a la surface du métal.
Vrsalovic et al. (2011) ont étudié 1'effet des acides phénoliques p-hydroxybenzoique (HBA) et
de l'acide protocatéchique (PCA) sur l'inhibition de la corrosion du cuivre. Les auteurs ont
rapporté que I’efficacité d’inhibition de ces 2 compos 77,9% et 62,5%, respectivement et que

I’inhibition est de type cathodique.

Conclusion

L’utilisation des inhibiteurs de la corrosion constitue un moyen de lutte contre la dégradation
des métaux et des alliages. L’originalité de cette approche provient du fait que le traitement
anticorrosion ne se fait pas sur le métal lui-méme, mais par l'intermédiaire du milieu corrosif,
ce qui est en fait une méthode de contrdle de la corrosion facile a mettre en ceuvre.

Les molécules inhibitrices peuvent agir suivant différents mécanismes, leur conférant ainsi
des performances d'inhibition en fonction du milieu d'étude. Les nombreuses études
consacrées a ces composés ont abouti a proposer des produits ou des mélanges de produits
précis correspondant a des systemes de corrosion définis (couples métal/milieu corrosif).
Cependant la plupart des composés utilisés sont des substances chimiques synthétiques
souvent toxiques.

Les extraits des agro-ressources, sources de composés organiques naturels, se sont montrés
efficaces et se présentent comme de nouvelles formulations ’’vertes’’ pour de nombreux
métaux et alliages, pouvant se substituer aux composés toxiques. Les inhibiteurs naturels sont

souvent hydrosolubles et biodégradables.
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Les extraits naturels destinés a des applications industrielles de ce type peuvent étre obtenus
par des extractions conventionnelles, faciles a mettre en ceuvre et constituent un mélange de
molécules organiques pouvant avoir un effet synergique recherché offrant la possibilité
d’utilisation d’un extrait entier tout en s’affranchissant des étapes de purification qui sont

souvent nécessaires pour les applications alimentaires ou cosmétiques.
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Conclusion de la revue bibliographique

Les écorces d’agrumes représentent un gisement d’ingrédients fonctionnels (huiles
essentielles, fibres, caroténoides, vitamine C, composés phénoliques) ayant des applications
potentielles dans 1’industrie alimentaire (formulation de nutraceutiques et d’aliments
fonctionnels) et non alimentaires (cosmétique, chimique, emballage,..). En dépit de cette
richesse, a I’échelle industrielle, les coproduits d’agrumes sont essentiellement utilisés pour la
récupération des huiles essentielles.

Les applications potentielles des substances bioactives des écorces d’agrumes ne sont
possibles que si les molécules sont extraites d’une maniére optimale préservant leur
fonctionnalité. Certains auteurs se sont intéressés aux méthodes d’extraction par des
techniques conventionnelles provoquant la plupart du temps une dégradation des composés
thermolabiles de I’extrait a cause des températures élevées ou des longues durées d’extraction.
D’autres études se sont focalisées sur les nouvelles technologies d’extraction respectueuses de
I’environnement et utilisant des accélérateurs tels que 1’extraction assistée par ultrasons,
I’extraction assistée par micro-ondes, 1’extraction par CO; supercritique et lI'extraction sous
haute pression ou en impliquant des approches combinées pour [|’intensification de
I’extraction. Ces méthodes permettent de réduire la durée d’extraction, I'utilisation de basse
température, un gain de solvant mais peuvent aussi entrainer la dégradation des composés
phénoliques par exemple par 1’utilisation de hautes pressions. L’utilisation des extraits des
¢corces d’orange comme inhibiteur de la corrosion des métaux et des alliages est trés récente

et prometteuse.

Cette ¢tude bibliographique montre clairement que le développement d’un proceédé de
valorisation des écorces/coproduits d’orange nécessite une étude rationnelle au niveau des
¢tapes d’extraction des biomolécules actives.

Dans une premicre partie de 1’étude, 1’extraction conventionnelle par solvant a été choisie
comme méthode témoin car elle est facile a mettre en ceuvre et elle est treés largement utilisée
pour I’extraction des composés phénoliques des écorces d’agrumes. Par la suite nous avons
caractérisé les extraits en dosant les phénols totaux, les flavonoides totaux et I’activité
antioxydante des extraits. De plus nous avons réalisé une identification et quantification des
flavonoides individuels.

Dans un seconde partie de I’étude, les méthodes suivantes : extraction assistée par ultrasons,

extraction assistée par micro-ondes, extraction par CO; supercritique et extraction sous haute
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pression ont €té mises en ceuvre pour I’extraction des flavonoides des écorces d’agrumes.
Nous souhaitons trouver la méthode d’extraction qui nous permet d’obtenir I’extrait le plus
riche en flavonoides avec 1’activité antioxydante la plus élevée. Les méthodes d’extraction ont
€té mises en ceuvre pour que nous puissions comparer leur efficacité. Pour cela, nous avons
décidé de travailler a une méme température d’extraction (35°C), cette température permet de
ne pas dégrader les composés cibles. Par la suite chaque méthode d’extraction s’est vue
utiliser avec différentes conditions opératoires afin d’étudier I’effet des conditions opératoires
sur I’efficacité de chaque méthode d’extraction.

Dans une derni¢re partie de 1’étude, nous avons abordé la valorisation de la fraction
phénolique de notre extrait qui a été utilisé comme inhibiteur de la corrosion de 1’acier en
milieu acide (pH=1) et basique (pH=12). Pour cela, l'efficacité d'inhibition de la corrosion par
I’extrait des écorces d’orange et ses principales molécules antioxydants (la néohespéridine, la
naringine et l'acide ascorbique) a ét€ évaluée en utilisant les méthodes électrochimiques (les
mesures de potentiel de corrosion, les courbes de polarisation et de la spectroscopie

d'impédance électrochimique) et I’analyse de surface par microscopie électronique.
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I1.1. Réalisations des expériences

I1.1.1. Préparation des échantillons

Un approvisionnement unique d’oranges « Maltaise demi-sanguines » a été effectué pendant
le mois de mars 2012 par I’intermédiaire d’un agronome de la région de Manzel Bouzalfa.
Les oranges cueillies étaient a maturité commerciale de couleur orange et d’un poids moyen
de 185,00+7,07 g. Dés leur réception au laboratoire, les oranges ont été lavées avec de 1’eau
du robinet et épluchées. Les écorces d’orange collectées représentaient environ 40% des
oranges recues. Les écorces ont été stockées a -80°C puis lyophilisées (lyophilisateur
CHRIST Alpha 1-2 LD, France) pendant 72h a -50°C et 0,001 mbar. Ensuite, les écorces ont
¢été¢ broyées finement a 1’aide d’un moulin a café¢ (Moulinex®, France) puis tamisées afin
d’atteindre une taille de particule d’environ ~ 0,315 mm. La poudre obtenue a été ensuite

conditionnée dans des sacs sous vide et stockée dans un congélateur a -18°C jusqu’a son

utilisation.

I1.1.2. Produits chimiques et standards

Tous les produits chimiques utilisés dans les expériences effectuées au cours de ces travaux

sont indiqués dans le tableau 16.

Tableau 16 Produits chimiques utilisés pour la réalisation des expérimentations.

Produit Fournisseur Pureté (%)
Composés  phénoliques :  eriocitrine, narirutine, naringine, | Extrasynthese® (Lyon, France) >95-99.0
hespéridine, néohespéridine, didymine, sinensetine, tangeretine,
nobiletine et 3°,4°, 5,5°6,7, hexaméthoxyflavone
Persulfate de potassium Fluka (Switzerland)
Rutine >94,0
Nitrite de sodium (NaNQO,) >97
Trichlorure d’aluminium (AICl3) 99,99
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) -
acide 6-hydroxy-2, 5, 7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic (trolox) >97,0
2,2’-azimobis (3 éthylbenzothiazoline -6-acide sulfonique (ABTS) | Sigma-Aldrich (Allemagne) >98,0
Réactif de Folin-Ciocalteu -
Carbonate de sodium (Na,CO3) -
Acide gallique monohydraté >98,0
Acide ascorbique >99,0
Acide chlorhydrique -
Hydroxide de sodium (NaOH) Carlo Erba-SDS, (France) -
Méthanol -
Ethanol VWR (Belgique) >95,0
Acide acétique >99,7
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I1.2. Caractérisation chimique globale des écorces de I’orange

Maltaise

La caractérisation chimique globale (eau, lipides, sucres, protéines, cendres) a été effectuée a

partir des écorces fraiches surgelées non lyophilisées. Toutes les analyses ont été triplées.

I11.2.1. Eau

La teneur en eau des écorces de l’orange Maltaise a été déterminée selon la norme
internationale ISO 5534 (ISO, 2004). La teneur en eau est mesurée par la dessiccation de
I’échantillon dans une étuve ventilée (Binder, 1505, Amilabo, France) & 105°C jusqu’a poids
constant (~24 heures). La teneur en eau (X) est exprimée soit par rapport a la base humide en

(%) (Equation 1) soit par rapport a la matiere seche (g eau/g matiere seche) (Equation 2).

X - Ms 100 Eq.1
= — q.
bh ml-
Xps = =2 x 100 Eq.2

ou m; est la masse de I’échantillon avant dessiccation en grammes, m, est la masse de

I’échantillon aprés dessiccation.

11.2.2. Cendres

La teneur en cendres des écorces de I’orange Maltaise a été déterminée selon la méthode
officielle AOAC 972.15 (AOAC, 2006). 5 grammes d’échantillon sont pesés dans des
creusets en porcelaine préchauffés. Les creusets sont ensuite placés pendant 5 heures dans un
four a moufle a 550°C. A la sortie du four, les creusets sont refroidis dans un dessiccateur,

avant d'étre pesés et le pourcentage de teneur en cendres est déterminé selon 1’équation 3.

masse de cendres
Teneur en cendres = —— — - x 100 Eq.3
masse initiale de l'échantillon

I1.2.3. Protéines

La teneur en protéines des écorces congelées de 1’orange Maltaise a ét¢ déterminée selon la
norme internationale ISO 8968-1 (ISO, 2001), en utilisant un appareil de Kjeldahl. La
détermination a été effectuée en trois étapes : une étape de minéralisation/digestion de
I’échantillon. Pendant cette étape de digestion, 1’azote protéique est transformé en azote

ammoniacal par oxydation de la matiére organique dans 1’acide sulfurique concentré a haute
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température (373°C, 3 heures environ), en présence d’un catalyseur (Hg (HgO), Cu (CuSOy)
ou Se) et d’un sel (K,SOy).

L’acide sulfurique concentré a pour but d’oxyder la matiére organique et de transformer
I’azote protéique en ammoniac (NHj3). Il sert également a piéger ’ammoniac gazeux sous la
forme de sulfate d’ammonium, par action de la base avec I’acide. Ensuite, 1’addition du sel
K,S0O,4 qui a pour but d’¢lever le point d’ébullition de la solution pour accélérer la réaction de
minéralisation de la matiere organique.

L’¢tape de distillation de I’ammoniac consiste, en un premier temps, a libérer I’ammoniac
sous la forme du sel (NH4),SOy4 par I’addition d’une solution concentrée de NaOH en exces et
ensuite, a distiller ’ammoniaque a la vapeur d’eau. L’ammoniaque distillée par la vapeur
d’eau est piégée dans une solution d’acide borique. Elle réagit ensuite avec 1’acide borique
pour former des sels borates d’ammonium. L’ammoniaque sous la forme de borates
d’ammonium est titrée directement a 1’aide d’une solution standardisée d’acide (HCI ou du
H,S0s), et d’un indicateur coloré. Ensuite, le pourcentage de protéines est calculé en utilisant
un facteur F de conversion de 6,25 (Equation 4). La teneur en protéines est exprimée en g

pour 100 g base seche.

(VE_VB)X CnX14,01 XF
Me

% Protéines = % N X F =

Eq.4

Ou

Vg est le volume, en ml de I’acide chlorhydrique utilisé dans 1’étape de titrage ; Vg est le
volume en ml de ’acide chlorhydrique utilisé dans 1’essai a blanc ; Cy est la molarité de

I’acide chlorhydrique ; m. est en g la masse de la prise d’essai.

11.2.4. Lipides

La teneur en matiére grasse des écorces d’orange Maltaise a été déterminée par la méthode de
Soxhlet (méthode officielle AOAC (1997)). Une prise d’essai de 10 g d’échantillon (M) est
introduite dans une cartouche préalablement tarée qui est ensuite placée dans un extracteur.
Un ballon contenant 300 ml d’éther de pétrole (M) est connecté au systeme chauffé sur une
calotte. Huit heures apres, le ballon est retiré du Soxhlet et le solvant est chassé a
I’évaporateur rotatif. Le ballon est ensuite séché a 1’étuve a 80°C pendant 24 heures puis pesé¢
(M»). La teneur en matiere grasse est calculée selon I’équation 5. La teneur en matiére grasse

est exprimée en g pour 100 g base seche.

% Matiére grasse = (le;l—Ml) x 100 Eq.5
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I1.2.5. Sucres réducteurs

Le dosage des sucres réducteurs a été effectué selon la méthode de DNS (acide di-nitro-3,5
salicyclique) (Miller, 1959). Une coloration orangée du au réactif DNS apparait
proportionnellement a la teneur en sucres réducteurs. Le réactif DNS est obtenu par mélange
de 8g de soude, 5g de I’acide di-nitro-3,5 salicyclique, 150 g de tartrate double de sodium et
de potassium, complété a 500 ml avec de 1’eau distillée et conservé a 1’abri de la lumiére. 1 ml
de réactif DNS est mélangé avec 1 ml de 1’échantillon & analyser. Aprés homogénéisation du
mélange, le tout est porté a 100°C pendant 10 min. A la sortie du bain marie, les tubes sont
refroidis dans un bain de glace et 10 ml d’eau distillée est ajoutée pour arréter la réaction. La
lecture de 1’absorbance a 540 nm permet la détermination de la teneur en sucre réducteur de
I’échantillon a partir d’une gamme étalon de glucose (concentrations comprises entre 0 et 2,5

g/1). La teneur en sucres réducteurs est exprimée en g pour 100 g base seche.

I11.2.6. Vitamine C

Le dosage de la vitamine C a été effectué selon la méthode modifiée de Tabart et al. (2010)
par utilisation du 2,6 dichlorophénol-indophénol (DCPIP). 2 ml de D’extrait des écorces
d’orange sont ajoutés a 23 ml d’une solution d’acide métaphosphorique (HPO3) a 5%, puis,
un volume de 5 ml est prélevé auquel a été ajouté 5 ml d’une solution d’acide
trichloroacétique a 20% dans HPOs. La solution obtenue est alors filtrée puis 2 ml du filtrat a
été mélangé avec 5 ml d’une solution tampon a pH 7,1 et 1 ml de 2-6 dichloro phénol
indophénol (DCPIP). L absorbance est mesurée a 530 nm.

Une gamme étalon a été réalisée en utilisant l'acide ascorbique, a des concentrations de 0, 5,
10, 15, 20 ug/l (R*=0,9995). La teneur en vitamine C est exprimée en g pour 100 g de poudre

des écorces d’orange.

I1.3. Extraction, purification et analyse des pesticides dans les

écorces d’orange Maltaise

11.3.1. Préparation de I’échantillon

Un approvisionnement unique d’oranges « Maltaise » a été effectué pendant le mois de mars
2012 par un agronome de la région de Manzel Bouzalfa. Les oranges cueillies étaient a
maturité commerciale de couleur orangée et d’un poids moyen de 185,00£7,07 g. Des

réception au laboratoire, les oranges ont été lavées avec de I’eau du robinet et épluchées.
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Les écorces d’orange collectées représentaient environ 40% des oranges regues. Les écorces

ont été conditionnées dans des sacs sous vide et stockées dans un congélateur a -80°C.

11.3.2. Extraction, purification et analyse des pesticides des écorces d’orange
L’extraction, la purification et 1’analyse des pesticides des écorces d’orange a été effectuée
selon la méthode QUEChERS décrite dans la norme NF EN 15662. Cette méthode permet
l'extraction, la purification, la détection, la confirmation de l'identité et la quantification de 19
pesticides qui sont des pesticides homologués (avec une autorisation d'importation et
d'utilisation en Tunisie) et le choix a concerné les pesticides les plus utilisés par les
agriculteurs tunisiens et qui sont absolument exigés en contrdle techniques par les autorités de
l'union européenne (pour l'export de nos produits). La validation de la méthode et la
confirmation de la contamination ou 1'innocuité des échantillons analysés ont été basée sur la
notion de LMR, (limite maximale des résidus). Les LMRs sont fixé par l'autorité européenne
de sécurité des aliments.

Pour cela, un échantillon de 10 g des écorces congelées est prélevé dans 10 ml d'acétonitrile.
Apres ’addition d’un mélange de sel de tampons (4+0,2g de sulfate de magnésium, 1+0,05g
de chlorure de sodium, 1+0,05g de citrate trisodique-dihydraté et 0,5+0,03g de citrate
d’hydrogene disodique), le mélange est secoué vigoureusement et centrifugé pendant 5 min a
4000 tours/min, afin de séparer les phases. Un aliquote de 6 ml de la phase acétonitrile est
transvasé dans un tube de 15 ml. Les tubes sont conservés au congélateur pendant une nuit
(pour I’élimination des graisses). Le surnageant est transvasé, par la suite, dans un tube a
centrifuger en polypropylene de 15 ml qui contenant un mélange de 150 mg de PSA
(absorbant a amine primaire et secondaire) et 900 mg de sulfate de magnésium (MgSQO,). Le
mélange est vortexé et centrifugé pendant 5 min a 4000 tr/min. 500 pl de l'extrait purifié¢ a été
injecté & CL-SM-SM. La détermination est réalisée a 1’aide d’un étalon interne de pesticides

en poudres de haute pureté, ajouté a I’extrait aprés I’addition initiale d’acétonitrile.

L’analyse chromatographique des pesticides a ¢été réalisée en utilisant un systéme de
chromatographie liquide couplé a la spectrométrie de masse (CL-SM/SM) triple quadripole
(Shimadzu 8030, Duisburg, Allemagne). La machine de CL est équipée d’une colonne de
type Inertsil ODS-3 (100%2,Imm, 1,9 um, GL science, Japon) a 40°C. La phase mobile est
constituée d’un mélange méthanol/eau (50/50) (v/v) + 0,1 umol d’acétate d’ammonium avec
un débit de 0,4 mL/ min et un volume d’injection de 20 pl. Les paramétres de la détection

SM/SM sont optimisés afin d’améliorer la sensibilité et la reproductibilité de détecteur SM.
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Les conditions opératoires adéquates sont choisis pour permettre la détection et la
quantification des toutes les molécules analysées simultanément selon les étapes suivantes :
I’ion précurseur est choisi par un ajustement du rapport m/z spécifique, suivie d’une
optimisation du 1% quadripéle, I’ion précurseur est fragmenté dans le 2°™ quadripdle qui

correspond a la chambre de collision.

L’énergie de collision (CE) est optimisée pour générer les ions fils qui seront ensuite détectés
par le 3¢éme quadripole. Les conditions opératoires retenues sont les suivantes : un débit du
gaz nébuliseur de 1,5 L/min, un débit du gaz de séchage de 10 L/min, une température de

source de 400°C, et I’argon a 230 kPa comme gaz de collision.

I1.4. Extraction des composés phénoliques des écorces d’orange

Maltaise

Plusieurs méthodes ont été utilisées pour extraire les composés phénoliques des écorces
d’agrumes. La méthode la plus utilisée est I’extraction conventionnelle par solvant (ECS) qui
constituera notre méthode témoin. Les autres méthodes €tudiées dans ce travail sont basées
sur ’ECS mais intensifiées par ['utilisation des ultrasons, des micro-ondes et des hautes
pressions. L’extraction par CO, supercritique a été également utilisée a titre comparative
puisque méme si elle demeure une technique chere et nécessitant un personnel qualifié, elle
représente la méthode d’extraction de référence en termes de pureté d’extraction et pour son
caractere écologique. Les teneurs en composés phénoliques totaux et individuels ainsi que

I’activité antioxydante des différents extraits ont été¢ déterminés.

11.4.1. Extraction conventionnelle par solvant (ECS)

Les conditions de 1’extraction conventionnelle par solvant (ECS) ont été choisies selon les
données de la littérature (Zia-ur-Rehman et al., 2006 ; Li et al., 2006a; Sawalha et al., 2009;
Tumbas et al., 2010; M’hiri et al, 2014). Le solvant utilisé est un mélange d'éthanol/eau a
80%. En effet, les solvants donnant la teneur la plus élevée en phénols totaux sont le méthanol
et I'éthanol (Li et al., 2006a).

Cependant, dans les applications industrielles, I'éthanol plus respectueux pour
I'environnement est le plus souvent utilisé (Bartnick et al., 2006). Une concentration d'éthanol
variant de 70 a 80% est la plus utilisée dans la littérature pour 1’extraction des composés
phénoliques des écorces d’orange. La température d’extraction a été fixée a 35°C pour éviter

la dégradation des composés phénoliques au cours du processus de 1’extraction.
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Les cinétiques d’extraction ont ¢té tracées en utilisant les conditions précédentes (éthanol
80%, m/v : 5g: 50ml, 35°C). D’apres les cinétiques obtenues, 30 minutes d’extraction sont
suffisantes pour atteindre 1’équilibre et 3 extractions sont suffisantes pour obtenir plus de 95%

de la teneur en composés phénoliques.

11.4.2. Extraction assistée par ultrasons (EAU)

L’extraction assistée par ultrasons est réalisée dans des conditions identiques a I’ECS.
L’extraction est accélérée par 1’utilisation des ultrasons (VibraCell 75115, Bioblock-Fisher,
Illkirch, France). Ainsi 5 g de poudre des écorces d’orange sont introduits dans le sonicateur
avec 50 ml de solvant (éthanol 80%). La température de la solution est régulée a 35°C.
L’extraction dure 30 minutes et répétée 3 fois. Les ultrasons peuvent varier selon la puissance
du sonicateur. Les puissances suivantes ont été utilisées lors de nos essais: 100, 125, 150 et

200 W.

11.4.3. Extraction assistée par micro-ondes (EAM)

L’extraction assistée par micro-ondes est réalisée dans des conditions identiques a I’ECS. Elle
est accélérée par I'utilisation de micro-ondes (Multiwave 3000, Microwave Reaction System,
Graz, Austria). Ainsi 5 g de poudre des écorces d’orange sont introduites dans la chambre
d’extraction avec 50 ml de solvant (éthanol 80%). L’extraction dure 180s et est répétée 3 fois.
Les puissances micro-ondes appliquées varient de 100 a 400 W.

L’extraction n’est pas régulée en tempé€rature, ainsi pour extraire a 35°C, il faut appliquer une
puissance de 170 W pendant 10 s. La température de l'extrait a ét€é mesurée en utilisant un

thermometre-K.

11.4.4. Extraction par CO, supercritique (SC-CO,)

Dans cette méthode d’extraction, le CO, a I’état supercritique est utilis¢é comme solvant. Cette
extraction a été effectuée en utilisant un extracteur a I’échelle pilote (ENSIC, LRGP, Nancy,
France). L’installation utilisée est un systéme d’extraction dynamique ou I’extracteur est un
cylindre métallique, placé en série avec trois séparateurs (Figure 11).

Cette installation comprend une bouteille de CO,, un échangeur froid, un échangeur chaud,
une pompe haute pression et plusieurs bains thermostatés. Le CO, supercritique est utilisé
comme solvant a une pression maximale de 250 bar. 5 g de poudre des écorces d’orange ont
¢été placés dans 50 ml du liquide d’extraction. L’éthanol (80%) a été utilis€ comme co-solvant.

L’extraction a été conduite pendant 30 min a 35-80°C et une pression de 10-22 MPa. Le flux

70



MATERIEL ET METHODES M’HIRI N. (2015)

de CO; a été maintenu a approximativement 15 g/min en ajustant le débit avec une valve

manuelle. Le surnageant a été filtré par un filtre a solvant de 0,2 pm.
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Préparation COy supercritique

Figure 11. Schéma de !’installation de I’extraction dynamique

(Conditions limites d utilisations : T= 80°C, P= 250 bar) (ENSIC, LRGP, Nancy, France).

11.4.5. Extraction sous haute pression (EHP)

L’extraction sous haute pression a été réalisée dans les mémes conditions que I’ECS (éthanol
80%, m/v : 5g: 50ml, 35°C, 30 min) mais intensifiée par un traitement a haute pression
variant de 0,1 a 100 MPa.

L’ensemble des traitements par hautes pressions a été réalisé dans la Halle de Technologie

d’ONIRIS a Nantes a 1’aide d’un pilote congu par les Ateliers et Chantiers de Bretagne a
Nantes (Figure 12).

Figure 12. Photo du pilote hautes pressions installé dans la Halle de Technologies d’ONIRIS (ACB
Pressure Systems, Nantes, France). Sur cette image sont visibles : ['unité de contréle et de commande
(A), ’enceinte hautes pressions (B), ['obturateur a vis (C), le thermostat (D), le capteur de pression (E) et

le capteur de température (F).
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L’enceinte du pilote est réalisée en acier inoxydable et mesure 120 mm de diametre et 300
mm de hauteur utile pour un volume totale interne de 3,5 L. Une double enveloppe permet de
réguler la température a 1’intérieur de 1’enceinte via un systeme thermostaté qui y fait circuler
le fluide caloporteur. Le systeéme de compression est ici un systéme indirect qui utilise une
pompe haute pression et I’eau comme fluide de pressurisation. Cette pompe est équipée d’un
vérin a piston plongeur mis un mouvement par I’arrivée et le refoulement successif d’huile.
Cela permet au plongeur de comprimer 1’eau, apporté par une pompe de gavage (Figure 13).

L’enceinte hautes pressions est fermée hermétiquement a 1’aide d’un obturateur a vis.

Vanne de purge

Enceinte de volume interne 3
Sortie du fluide caloporteur

Entrée de liguide caloporteur

Rortie d'ean .,_%

] .
,._% __hzl:-:” Jl - Pompe hautes pressions

b

+
+
:@__,-— Pompe a huile

Figure 13. Schéma du pilote hautes pressions du la Halle de Technologies d’ONIRIS (ACB Pressure
Systems, Nantes, France).

Pompe de gavage

L’appareil est équipé d’un systéme de régulation automatique de la pression, ce qui permet de
programmer une cinétique de montée en pression, d’obtenir un palier stable et de contrdler la
descente en pression (de I’ordre de 2 a 3 secondes). Cet équipement peut atteindre une
pression maximale de 600 MPa (Duranton, 2012).

5 g de poudre des écorces d’orange ont été extraites avec 50 ml d’éthanol/eau (80:20) dans
une unité réacteur 3L (ACB Pressure Systems, Nantes, France). L’extraction a duré 30 min a

35°C et a une pression de 0,1 ; 50 ; 100 MPa.

11.4.6. Traitement post-extraction

Tous les extraits obtenus a la fin de I’étape de I’extraction sont refroidis a température
ambiante et centrifugés a 8000g pendant 10 min. Les surnageants sont filtrés a 1’aide d’un

filtre a solvant de 0,2 um. Les trois extraits ont été mélangés et stockés a 4°C.
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ILI.5. Caractérisation de la composition phénolique des écorces

d’orange Maltaise

I11.5.1. Analyse des flavonoides et de leur activité antioxydante

Les phénols totaux, les flavonoides totaux, les flavonoides individuels et I’activité

antioxydante ont été¢ déterminés dans les différents extraits.

I1.5.1.1. Dosage des phénols totaux

Le dosage des phénols totaux (PT) a été effectué selon la méthode de Folin-Ciocalteu
modifiée selon Singleton et al. (1999).

40 pl de l'extrait des écorces d'orange ont été mélangés avec 200 ul de réactif de Folin-
Ciocalteu et 3,160 ml d'eau déionisée. Le mélange a été agité par vortex et maintenu a
température ambiante pendant 3 min, puis 600 ul de carbonate de sodium a 20% ont été
ajoutés. Le mélange a été chauffé dans un bain marie a 40°C pendant 30 min. L'absorbance a
été mesurée a 765 nm en utilisant un spectrophotometre (Genesys 10uV screnning, Thermo
Electron Corporation, France).

Une gamme étalon a été réalisée en utilisant l'acide gallique, a des concentrations de 50, 100,

200, 300, 400 et 500 mg/l dans I’éthanol (R2=O,9922). La teneur en phénols totaux a été

exprimée en g d'équivalent acide gallique (GAE) par 100 g de poudre des écorces d’orange.

I1.5.1.2. Dosage des flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides totaux (FT) a été effectué par une méthode colorimétrique selon
Zhishen et al. (1999) avec le trichlorure d'aluminium et la soude.

0,5 ml de I’extrait des écorces a été placé dans un tube plastique de 5 ml, puis, 2,5 ml d’eau
distillée suivi par 0,15 ml de NaNO; (5%) ont été ajoutés. Apres 5 min, 0,15 ml de AlICl3
(10%) ont été rajoutés et enfin, apres 1 ml de NaOH (1M) a été ajouté encore 5 min apres. Le
volume est complété par de I’eau distillée jusqu’a 5 ml. La solution a ét€¢ mélangée et
I’absorbance a ét¢ mesurée a 510 nm en utilisant un spectrophotométre (Genesys 10uv
screnning, Thermo Electron Corporation, France).

Une gamme étalon a été réalisée en utilisant la rutine a des concentrations de 40, 80, 120, 160
and 200 mg/l dans le méthanol (R2:0.9985). La teneur en flavonoides totaux a été exprimée

en g d’équivalent rutine par 100 g de poudre des écorces d’orange.
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I1.5.1.3. Dosage des flavonoides individuels

L’identification des flavonoides présents dans les écorces d’orange a été réalisée en deux
étapes : une identification par spectrométrie de masse et une confirmation par analyse CLHP
par I’utilisation de standards.

L’analyse qualitative des flavonoides des écorces d’orange a été réalisée en utilisant un
systeme de chromatographie liquide a haute performance couplé a la spectrométrie de masse
(CLHP-SM) (ThermoFisher Scientific, San Jose, CA, USA). La machine de CLHP est
équipée d’un analyseur de masse (LTQ XL, Linear Trap Quadripole). La séparation
chromatographique a été réalisée sur une colonne C;g en phase inverse de type Alltima
(150%2,1 mm, 5 pum porosité-Grace/Alltech, Darmstadt, Germany) équipée avec une pré-
colonne C18 de type Alltima (7,5%2,1 mm, 5 um porosité- Grace/Alltech) a 25°C. La phase
mobile est constituée d’un solvant A : eau-acide formique (0,1%) et un solvant B méthanol-
acide formique (0,1%). Les composés phénoliques ont été élués selon le gradient suivant :
10% a 100% de B en 78 min avec un débit de 0,2 mL/ min.

Les parametres de la spectrométrie de masse sont comme suit: électrospray en mode
ionization positive (ESI") activé; le voltage spray a été positionné a 5 kV; la source des gaz a
été fixée (en unité arbitraire min™") pour les gaz de gaine, auxiliaire et de balayage a 40, 10 et
10, respectivement; la température capillaire est positionnée a 300°C; le voltage capillaire est
positionné a 48V; les lentilles en tube, divisionnelles et frontales, ont été fixées a 138 V, -38
V et -4,25V, respectivement.

Les parametres d’ions optiques sont optimisés par le réglage automatique en utilisant une
solution de rutine (M=610) 2 0,1gL™" éluée dans la phase mobile (A/B: 50/50) & un débit de
SuL/min. Tous les spectres SM scannés ont été acquis de 100 a 2000 m/z.

La chromatographie en phase liquide a haute performance (Elite LaChrom, VWR-Hitachi,
France) a été employée pour la séparation, 1’identification et la quantification des composés
phénoliques individuels de 1’extrait des écorces d’orange. Elle comprend les éléments
suivants : une pompe (Spectra System P4000), un détecteur ultraviolet a barrette de diodes de
balayage de 290 a 340 nm (Spectra System UV 6000LP), un dégazeur (Spectra System SCM)
1000 et un injecteur/passeur automatique (Spectra System AS3000).

Ce systéme est équipé par un logiciel (Thermo Chromquest). L extrait des écorces d’orange a
été filtré avec un papier millipore (0,22 um). 20 ul du filtrat a été injecté sur une colonne Cjg
en phase inverse de type Apollo (Grace, Belgium) (150x4,6 mm, 5 um taille de particule),
thermostatée a 40°C. La phase mobile est constituée d’un solvant A, eau-acide acétique (2%)

et solvant B, méthanol-acide acétique (2%).

74



MATERIEL ET METHODES M’HIRI N. (2015)

Le gradient utilisé est le suivant: 5 min, 10% B ; 78 min, 100% B ; 88 min, 100% B ; 90 min,
10% B ; 100 min, 10% B. Le volume d'injection est de 20 puL et le débit est de 1 ml/min. Les
spectres UV ont été enregistrés a 280 nm pour la détermination quantitative de flavanones et a
340 nm pour les flavones polyméthoxylés. Les standards eriocitrine, naringine, narirutine,
hespéridine, néohespéridine, didymine, sinensétine, tangérétine, nobiletine et 3'4'5,5'6,7,
hexaméthoxyflavone sont préparés a une concentration de 250 mg/L.

L’hespéridine a été préparée a une concentration de 20 mg/L en raison de sa faible solubilité.
Des dilutions appropriées avec du méthanol, de 1'éthanol ou un mélange d'éthanol/DMSO a
partir de solutions meres ont été réalisées. Les solutions sont filtrées sur papier Millipore
(0,22 um) avant utilisation.

Des courbes d'étalonnage ont été obtenues en tragant la surface du pic par rapport a la
concentration (R2 >0,98). Les concentrations de flavonoides dans les extraits ont été
déterminées par 'utilisation des courbes d'étalonnage obtenues (Annexe).

Les limites de détection (LOD) de la CLHP utilisée pour 1'analyse des flavonoides sont 9000
ua pour la détection a 290 nm et 50 u.a. pour la détection a 340 nm. Les limites de
quantification (LOQ) ont été calculées en fonction de chaque courbe d'étalonnage. Les

résultats sont rassemblés dans le tableau 31 de I’annexe 1.

I1.5.1.4. Détermination de I’activité antioxydante
L’activité antioxydante des extraits a été mesurée par deux méthodes : ABTS et DPPH.

% Test ABTS
L’activité antioxydante a été déterminée par le test ABTS selon la méthode modifiée de Re et
al. (1999). Une solution étalon stable de (ABTS™) a été préparée en faisant réagir 7mmol/l
d’une solution aqueuse de ABTS avec 2,45 mmol/l de persulfate de potassium. Apres
I’addition de 220 pl de la solution étalon (ABTS™) a 80 ul d’extrait d’écorces d’orange
I’absorbance a 734 nm est déterminée a 30°C, exactement 1 min aprés ’agitation initiale (Ao)
et encore une fois a 15 min (A) en utilisant un spectrofluorimétre (SAFAS flx Xenius,
Monaco). Le pourcentage d’inhibition d’absorption, a été calculé, entre Ay et A, en
appliquant 1’équation 6. Pour chaque essai, I’éthanol a été utilis€é comme blanc.

_ (Ao-4p)

Pourcentage d'inhibition = ——=x 100 Eq.6
0

Ou Ay est la densité optique initiale et A;. la densité optique finale.
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La pente de la droite f (pourcentage d’inhibition) = (concentration de 1’extrait uM) est divisée
par la pente de la droite f (pourcentage d’inhibition) = (concentration de Trolox uM).

La valeur trouvée indique la quantité de Trolox nécessaire pour obtenir un pouvoir inhibiteur
équivalent a une mole de I’échantillon analys¢€. Les résultats ont été exprimés en capacité
antioxydante d’équivalent Trolox (TEAC) en micromole Trolox équivalent. Les expériences

ont été répétées 3 fois.

% Test DPPH

L’activité antioxydante a été déterminée selon la méthode de Burda & Oleszerk (2001). 46,7
mg/l de 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) a été préparé en diluant 11,7 mg de DPPH
avec 250 ml de méthanol incubé a ’abri de la lumicre. 80 pl d’extrait des écorces d’orange
ont été ajouté¢ a 220 ul de la solution de DPPH. L’absorbance a ¢ét¢é mesurée a 25°C,
exactement 1 min aprés l’agitation initiale (Ag) et encore une fois a 30 min (A;). Le
pourcentage d’inhibition d’absorption a 515 nm, a ¢été calculé, en utilisant un
spectrofluorimetre (SAFAS flx Xenius, Monaco), entre Ay et A, en utilisant 1’équation 6. Le
méthanol a été utilisé comme blanc.

La pente de la droite f (pourcentage d’inhibition) = (concentration de 1’extrait pM) est divisée
par la pente de la droite f (pourcentage d’inhibition) = (concentration de Trolox uM). La
valeur trouvée indique la quantité de Trolox nécessaire pour obtenir un pouvoir inhibiteur
équivalent a une mole de 1’échantillon analysé. Les résultats ont été exprimés en capacité
antioxydante d’équivalent Trolox (TEAC) en micromole Ttrolox équivalent. Les expériences

ont été répétées 3 fois.

I1.5.1.5. Additivité de I’activité antioxydante

Pour vérifier 1'additivité de 1'activité antioxydante, un mélange des 10 composés phénoliques
identifiés précédemment a été préparé selon la composition trouvée de 1’extrait obtenu par
ECS. L’activité antioxydante de ce mélange a alors ét¢ mesurée (TEAC expérimental). Un
TEAC prédit a été calculé a partir des activités antioxydantes des composés individuels

corrigées par la fraction molaire (Equation 7).
TEAC prédicte = Y12, [[Mi X TEACi Eq.7

Mi: Fraction molaire de chaque composé phénolique i

TEACi: Activité antioxydante de chaque composé phénolique i
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IL.6. Etude électrochimique de l'acier en présence de 1'extrait ou
de ses composés antioxydants : étude des techniques et conditions

expérimentales

11.6.1. Techniques d’étude

Les méthodes d’évaluation de la corrosion sont trés nombreuses. Dans le cas de 1’inhibition de
la corrosion des métaux en milieu acide (acide chlorhydrique, HCI), les plus utilisées et les
plus citées dans la littérature dans sont: la gravimétrie, les techniques de polarisation
potentiodynamique, la voltametrie cyclique et la spectroscopie d’impédance électrochimique.
L’état de surface des métaux est analysé dans la plupart des travaux étudiés par des techniques

telles que la microscopie électronique a balayage (MEB) (Mercer, 1985).

I1.6.1.1. Techniques d’études électrochimiques
Les méthodes électrochimiques peuvent €tre classées en deux groupes : les méthodes

stationnaires et les méthodes non-stationnaires dites transitoires.

= Meéthodes stationnaires

% Suivi du potentiel en circuit ouvert

Cette technique simple apporte des informations préliminaires sur la nature des processus se
produisant a ’interface métal/électrolyte. Au bout d’un temps suffisamment long pour qu’un
régime stationnaire soit établi, I’électrode métallique prend, par rapport a la solution un
potentiel, appelé potentiel de corrosion (Ecorr). Ecorr est un indicateur qualitatif de I’état de
corrosion d’un substrat métallique dans un milieu électrolytique. Cette mesure permet
¢galement de connaitre la durée d’immersion minimale nécessaire a I’établissement d’un état

stationnaire/stable indispensable pour le tracé des courbes de polarisation

s Courbes de polarisation

Les courbes courant-tension stationnaires permettent d’estimer la vitesse de corrosion, de
connaitre le type de I’inhibition (cathodique, anodique, mixte) et d’appréhender la formation
de couches protectrices et/ou de films inhibiteurs. Cet effet peut se caractériser sur ces

courbes par I’invariance du courant sur un large domaine de surtension appliquée.

=  Méthode transitoire: la spectroscopie d'impédance électrochimique (SIE)
Les techniques dites non-stationnaires ou transitoires sont basées sur la perturbation des
grandeurs physiques du systeme électrochimique de sorte que la réponse du systéme puisse
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étre analysée dans un domaine linéaire invariant dans le temps. Ces techniques ont été
développées afin de pallier un certain nombre de contraintes apparues lorsque I’on veut
calculer la vitesse de corrosion d’un métal ou lorsque I’on étudie les mécanismes réactionnels
mis en jeu. Si une étude stationnaire suffit parfois, elle se révele nettement insuffisante quand

le degré de complexité du systéme électrochimique s’accroit.

La spectroscopie d’impédance électrochimique est une méthode non-stationnaire qui permet
d’avoir des informations sur les étapes élémentaires qui constituent le processus
¢électrochimique global. Son principe consiste a superposer au potentiel de 1’électrode une
modulation de potentiel sinusoidale de faible amplitude et a suivre la réponse en courant sur
une gamme de fréquences du signal perturbateur. La réponse en courant est également
sinusoidale, superposée a un courant stationnaire mais déphasée d’un angle @ par rapport au

potentiel. Inversement, un courant peut étre imposé et le potentiel est enregistré (Figure 14).

«» Représentation traditionnelle des données

Habituellement, il existe deux modes de représentation des diagrammes d’impédance
électrochimique (Figure 14). Ils peuvent étre tracés en coordonnées cartésiennes dans le plan
complexe de Nyquist en placant les valeurs Zg. (®) en abscisse et —Zm(®) en ordonnée dans
un repere orthonormé. La représentation de Bode est 1’autre représentation classique pour
visualiser les diagrammes. Dans ce cas, le module de I’impédance |Z| (représenté en échelle
logarithmique) et le déphasage ¢ sont tracés en fonction de la fréquence, elle aussi représentée

en échelle logarithmique.
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Figure 14. Représentation de I'impédance électrochimique en coordonnées de Nyquist (a) et de Bode
(b) avec HF : haute fréquence, BF : base fréquence.

Ces deux visions différentes d’'un méme résultat ne sont pas en compétition, elles sont

complémentaires; chacune d’entre-elles montre un aspect particulier du diagramme
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d’impédance. La représentation de Nyquist permet de voir les différentes «boucles et droites»
du diagramme mais masque souvent les résultats a haute fréquence. Cette représentation
permet de déterminer des parametres tels que la résistance de 1’¢électrolyte (R,), la résistance

de transfert de charge (R,) et la capacité de double couche (Cg).

La représentation de Bode offre la vision complete du domaine de fréquence, tout en étant

moins parlante pour identifier certains phénomenes caractéristiques.

% Utilisation de schémas électriques équivalents

L’impédance d’un systeme ¢€lectrochimique peut étre assimilée par analogie a une impédance
¢lectrique. Les différents processus se déroulant a I’interface électrode/électrolyte peuvent
étre modélisés par la construction d’un circuit électrique équivalent. Chacun des composants
utilisés, branchés en séries ou en parallele, représente un phénomene physique particulier. Ces
modeles sont ensuite utilisés pour ajuster les diagrammes expérimentaux afin d’extraire les
parametres nécessaires a la compréhension du systeme étudié. Dans la construction de ces
circuits électriques équivalents, les principaux composants utilisés sont la résistance R, la

capacité C et I’inductance L.

D’autres composants sont propres aux processus ¢lectrochimiques comme I’impédance de
Warburg liée a une diffusion semi-infinie. En régime dynamique, une interface
électrode/électrolyte simple se comporte comme un condensateur appelé condensateur de
double couche interfaciale et noté Cq4.. Cette double couche étant décrite par trois principaux
modeles: Helmotz, Gouy-Chapman et Stern (Landolt, 1993). Le comportement en régime
dynamique d’une réaction redox en I’absence de gradient de concentration des especes
électroactives est donc analogue a celui du circuit électrique de la figure 15, appelé circuit de

Randles simplifié.

Cdc
||
[}
Rt
Electrolyte Interface

Figure 15. Circuit de Randles d une interface électrochimique simple (De Waard & Milliams, 1975).
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Ce circuit comprend la résistance de transfert de charges (R;), la résistance de I’¢électrolyte
(R.) qui représente la chute ohmique dans 1’électrolyte entre les électrodes de travail et de
référence lorsqu’un courant passe. Notons que Cy, et R, sont introduites en parallele pour
rendre compte qu’au niveau de I’interface, 1’établissement de la double couche (modification
de la répartition des charges é€lectriques a I’interface) et le transfert de charge (transfert
d’¢lectrons a travers l’interface et qui est dii aux réactions électrochimiques) s’effectuent
simultanément. Il existe bien d’autres types de circuits équivalents, chacun d’entre eux
décrivant un systéme particulier. La maniere dont est branchée chaque composant ainsi que
I’ordre de leur apparition sont importants, a la fois pour le calcul de I’impédance et pour la
lisibilit¢ du modele. Comparées aux méthodes stationnaires, les mesures d'impédance
apportent une analyse plus complete du mécanisme d'action de l'inhibiteur, puisqu'elles
permettent de séparer les différents mécanismes intervenant lors du processus d'inhibition.
Toutefois, leur exploitation est plus délicate puisqu'il est parfois difficile de trouver le circuit
électrique équivalent correspondant le mieux a l’interface électrode/électrolyte c'est-a-dire

explicitant les différents phénomeénes s’y produisant.

I1.6.1.2. Analyse de surface par Microscope Electronique a Balayage (MEB)

Le MEB est actuellement la technique la plus utilisée en matiere de topographie a I'échelle
microscopique.Son avantage considérable par rapport a des microscopes optiques, par
exemple, réside dans le fait que 1'image ne souffre pas d'une profondeur de champ limitée. Le
principe de la microscopie électronique a balayage consiste a balayer la surface d'un
échantillon par un faisceau d'électrons finement localis€ pour en collecter, par détecteurs
respectifs, les électrons secondaires et les électrons rétrodiffusés. Le matériau analysé doit
étre conducteur afin d'éviter des phénomenes de charges dus aux électrons : la métallisation

peut s'effectuer par exemple au carbone ou encore a l'or.
11.6.2. Conditions expérimentales

11.6.2.1. Etude électrochimiques

Les coupons d’acier (C: 0,32-0.39 wt. %, Mn: 0,5-0,8 wt. %) de 3 cm? de surface ont été
utilis€s comme électrode de travail pour les mesures électrochimiques. Afin d’obtenir des
résultats fiables et reproductibles, 1’électrode du travail subit avant chaque manipulation, un
prétraitement, qui consiste en un polissage mécanique (Struers Rotopol-2 polishing machine)
de la surface de 1’¢électrode au papier abrasif de granulométrie de plus en plus fine a I’aide

papier de carbure de silicium (SiC) de grade 120, 600 et 1200, suivie d’un ringage avec de
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I’eau distillée puis un dégraissage dans I’éthanol et enfin un séchage sous flux d’air. Les
¢lectrodes d’essai ont été placées au fond d’une cellule en plastique a trois électrodes en face
de la contre électrode constituée d’une grille de platine de grande surface (5 cm?) (Figure 16).
Avant chaque expérience, la cellule a été nettoyée a 1’éthanol, rincée a I’eau distillée et séchée

a I’aide de papier absorbant.

Figure 16. Cellule électrochimique a trois électrodes comprenant une contre-électrode en platine, une
électrode de référence en calomel KCI saturée et I’électrode de travail en acier (Institut Jean Lamour-
UMR CNRS, Nancy, France).

L’¢électrode de référence utilisée est une électrode au calomel-KCL saturée (ECS). Celle-ci
présente un potentiel de + 0,241 V par rapport a I’¢électrode standard d’hydrogeéne. Les tests
électrochimiques ont été réalisés sous bullage d'air industriel et a température ambiante
(22°C). Le balayage du potentiel est réalisé par un Versastat4 Potentiostat piloté par le
logiciel Versastudio software.

En raison de la faible solubilit¢é des composé€s phénoliques testés, la caractérisation
¢lectrochimique a été réalisée dans une solution eau/éthanol (50/50). L’extrait des écorces
d’orange Maltaise obtenu par extraction conventionnelle par solvant (ECS) a été dilué a 10%

et 50% en utilisant une solution d’eau/éthanol (50/50).

Les molécules inhibitrices utilisées sont des molécules pures de synthese (la néohespéridine,
la naringine et 1’acide ascorbique). Elles sont ajoutées séparément avec des concentrations de
10 M. Dans les différents cas, Le pH de la solution corrosive (eau/éthanol (50/50) + extrait
des écorces d’orange ou molécules antioxydantes pures) a été ajusté a 1 en ajoutant de faibles

quantités de HCl 1M.
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Les mémes expériences ont été réalisées aussi a pH=12 en ajustant le pH de la solution avec

de la soude (NaOH) pour atteindre la valeur souhaitée.

La séquence expérimentale suivante a été utilisée:
a) Mesure du potentiel de corrosion (Ecor).
b) Mesure du spectre d'impédance électrochimique de 100 kHz a 5 MHz a une amplitude
de 20 mV, toutes les 2 h pendant une durée de 8 heures
Les données d'impédance ont été analysées avec le logiciel ZSimpWin3.21, en utilisant
I’ajustement non-linéaire par la méthode des moindres carrés (Boukamp, 1986). La
résistance de transfert de charge R a été évaluée dans chaque cas et l'efficacité de

l'inhibition EI (%) a été déterminée selon I’équation 8.

_ (Rcto B Rct)

E.1(%) =— Eq.8
ct

Ou Ry est la résistance de transfert de charge calculée sans inhibiteur dans le milieu corrosif.

c) Les courbes de polarisation anodique et cathodique ont été enregistrées de facon

indépendante

I1.6.2.2. Analyse de la surface par microscope électronique a balayage (MEB)

Afin d’investiguer 1’effet corrosion/conversion en présence d’inhibiteur (1’extrait des écorces
d’orange ou les molécules antioxydants pures), des coupons d’acier (lcmxlcm) ont été
immergés pendant 10 jours dans un bain composé d’eau/éthanol (50/50) contenant séparément
I’extrait des écorces d’orange et les molécules inhibitrices avec une concentration de 10° M et
a un pH ajusté a 1 avec HCl, a pH ajusté a 12 avec NaOH. Les échantillons ont été analysés
en les scannant avec le microscope a balayage électronique (FEG-SEM Hitachi S4800). La
tension d'accélération du faisceau incident a ét€¢ fixée a 1 kV afin d'étre sensible a la

morphologie de la surface extréme.

11.6.2.3. Protection de I’acier contre la corrosion par ’extrait des écorces d’orange et les
composés phénoliques

Les plaques d’acier au carbone, d’une surface de 3 cm” ont été immergées dans 4 solutions:
un blanc éthanol/eau (50/50), la néohespéridine, la naringine 4 10°M dilués dans éthanol/eau

(50/50) et I’extrait des écorces d’orange dilué¢ a 10%.
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Le pH a été mesuré pour les quatre solutions : 6,1; 6,2; 6,7 ; 6,2; 5,7 ; respectivement.
L’immersion des plaques a duré 10 jours. Les tests électrochimiques ont été réalisés en
utilisant EAU-ASTM comme solution agressive qui constitue notre milieu de corrosion et qui
est comparable aux conditions de corrosion atmosphérique. Selon la norme ASTM D 1384-
84, la composition de 1’eau-ASTM est: [Na,SO4]= 0,148 g/I, [NaHCOs]= 0,138 g/l et
[NaCl]= 0,165 g/l.

11.7. Traitement statistique des données

Les valeurs des parametres étudiés ont été exprimées sous forme de moyennes + écart type.
Le nombre de répétition est de 3. La comparaison entre les échantillons a été effectuée par
I’analyse des variances (ANOVA) suivie du test de Duncan. Ces analyses ont été réalisées en
utilisant le logiciel IBM. SPSS 20.0, le seuil de signification est de 0,05. Les valeurs suivies

par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test Duncan.
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III.1. Caractérisation physico-chimique des écorces de l’orange

Maltaise

Introduction

Les écorces d’agrumes sont des matrices hautement valorisables vue leur disponibilité et leur
richesse en ingrédients nutritionnels et fonctionnels (Kammoun et al., 2011). Ce coproduit
industriel est surtout utilisé pour 1’extraction des essences et des huiles essentielles (Tian et
al., 2001; Virot et al., 2008; Chutia et al., 2009; Singh et al., 2010), I’extraction des fibres
(Bicu et al., 2011; Wang et al, 2014), la formulation des produits alimentaires (bonbons,
confitures, ..) et aussi en tant qu’aliment pour bétails (Bocco et al, 1998; Bampidis &
Robinson, 2006; Ledesma-Escobar & Luque de Castro, 2014). Les écorces d’agrumes sont
aussi utilisées pour la production des biocarburants (éthanol) et des biogaz (Wilkins et al.,

2007; Pourbafrani et al., 2010 ; Lohrasbi et al., 2010).

Pour proposer une valorisation optimale d’un agro-produit il faudrait tout d’abord identifier sa
composition chimique et estimer la teneur des composés d’intérét (ici les composés

phénoliques); ceci sera I’objectif de ce premier chapitre de la partie résultats et discussion.

II1.1.1. Composition physico-chimique des écorces de ’orange

Le tableau 17 présente la composition chimique globale (I’humidité, les sucres réducteurs, les
protéines, les cendres et les lipides), les teneurs en principaux antioxydants (les phénols
totaux, les flavonoides totaux, la vitamine C) et le pH des écorces de 1’orange Maltaise et
d’autres variétés d’agrumes.

Les écorces de 1’orange Maltaise sont riches en eau (3,169+0,123 g eau/g de mati¢re seche,
soit 76,015+0,054% en base humide), en ingrédients nutritionnels comme les sucres solubles
(46,241+0,015 g/100g bs), les protéines (8,120+0,120g/100g bs) et les minéraux (3,170+0,035
g/100g bs). Par contre, ce coproduit renferme une faible teneur en lipides (0,800+0,030
g/100g bs). Ces résultats coincident avec ceux rapportés par Kammoun et al. (2011) pour les
écorces de I’orange Maltaise examinées au méme stade de maturité (maturité commerciale).
Les écorces de 1’orange Maltaise sont aussi riches en ingrédients fonctionnels comme les

phénols totaux (1,968+0,002 g/100g bs) dont les flavonoides totaux (1,012+0,003 g/100g bs),
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qui sont une classe des phénols caractéristique des écorces d’agrumes et aussi en vitamine C

(0,105+0,003 g/100g bs).

Tableau 17. Caractéristiques physico- chimiques des écorces d’orange en pleine maturité.

Teneurs (g/100g base seche)

Composant Orange Maltaise Orange Maltaise Autres variétés
Cette étude (Kammoun et al., 2011) d’agrumes*
Humidité ®” 3,169+0,123 2.970 +0.083 3,01-3,79
76,015+0,054 74,804+0,524
Sucres réducteurs’ 46,241+0,015 46,649+1,859 6,52-47,81
Protéines® 8,120+0,120 8,015+ 0,374 1,79-9,06
Cendres" 3,170+0,035 3,313 +£0,024 2,52-10,03
Lipides" 0,800+0,030 0,955 + 0,033 0,48-4,00
Phénols totaux FC© 1,968+0,002 1,130 + 0,040 0,67-22,32
Flavonoides totaux col® 1,012+0,003 - 0,03-2,32
Vitamine C© 0,105+0,003 - 0,109-1,150
pH® 5,670+0,010 5,257+0,006 -

Les valeurs calculées sont les moyennes de trois répétitions+écart-type. “ g eau/g bs ; ™ % (base humide) ; © g/100g bs ; FC : méthode de
Folin-Ciocalteu ; Col: méthode colorimétrique.

*Kammoun et al., 2011; Ghanem et al., 2012 ; Marin et al., 2007 ; Fiaguerola et al., 2005 ; Magda et al., 2008 ; Grigelmo-Minguel et al.,
1999 ; Masmoudi et al., 2008 ; Gorinstein et al., 2001; Chinapongtitiwat et al., 2013 ; Lagha-Bernamrouche et al ., 2013 ; Chen et al.,
2011 ; Cheynier et al., 2006 ; Ghasemi et al., 2009 ; Goulas et al., 2012 ; Barros et al., 2012.

Kammoun et al. (2011) ont rapporté que la teneur en phénols totaux des écorces de 1’orange
Maltaise est de 1,130+0,040 g/100g bs. Cette différence peut étre due aux différentes
conditions d’extraction utilisées.

Les parameétres d’extraction utilisés dans notre étude sont : éthanol 80%, ratio: 5:50, agitation
mécanique a I’obscurité pendant 30 minutes a 35°C, 3 extractions successives, centrifugation,
filtration de I’extrait sans évaporation ni lyophilisation du résidu pour éviter la dégradation
des composés phénoliques sous ’effet de la chaleur. Par contre, Kammoun et al. (2011) ont
effectué¢ une extraction a température ambiante pour une durée d’extraction plus courte (1h
contre 1h30) et un seul cycle d’extraction suivie d’une évaporation sous vide du filtrat et une
lyophilisation du résidu.

La différence des teneurs en phénols entre les résultats obtenus pour une méme matrice
végétale et une méme origine géographique et en utilisant une extraction conventionnelle par
solvant (avec différentes conditions opératoires), montre que le rendement d’extraction des
phénols est variable selon les conditions d’extraction utilisées d’ou I’intérét de standardiser le
protocole d’extraction des composés bioactifs des agro-ressources.

Selon le tableau 17, la teneur en flavonoides totaux représente a peu pres 50% de la teneur en

phénols totaux des écorces de I’orange Maltaise.
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Ce résultat est en concordance avec celui annoncé par Wang et al. (2011) pour les écorces de
Citrus sulcata. D'autres études ont indiqué que les teneurs en flavonoides totaux des écorces
d’agrumes peuvent varier d’'une facon importante de 1,4% (Goulas et al, 2012) a 80%
(Sultana et al., 2008) selon les variétés. Ces variations peuvent s’expliquer par le fait que le
test de Folin-Ciocalteu surestime les teneurs en phénols totaux a cause des interférences avec
d’autres composés comme les sucres (sucrose, fructose, glucose...) et les acides organiques
(acide ascorbique, acide malonique, acide citrique) qui réduisent aussi le réactif de Folin (Li
et al., 2006a; Neveu et al., 2010).

En comparant la composition chimique des écorces de I’orange Maltaise avec celle d’autres
variétés d’agrumes, on peut conclure que les écorces d’agrumes ont des caractéristiques
chimiques communes :

-Une teneur tres élevée en eau > 75% rendant ce coproduit hautement périssable. Par

conséquent, il est nécessaire de le stabiliser ou le conserver immédiatement pour éviter la

fermentation et le développement des moisissures.

-Un extrait sec des écorces d’agrumes (orange, citron, mandarine, pamplemousse) est
représenté essentiellement par les sucres totaux (6,52-47,81 g/100g bs) (Kammoun et al.,
2011; Ghanem et al., 2012 ; Marin et al., 2007 ; Masmoudi et al., 2008), les protéines (1,79-
9,06 g/100g bs) (Kammoun et al., 2011; Ghanem et al., 2012 ; Marin et al., 2007 ; Fiaguerola
et al., 2005 ; Magda et al., 2008 ; Grigelmo-Minguel et al., 1999 ; Masmoudi et al., 2008), les
minéraux (2,52-10,03 g/100g bs) (Kammoun et al., 2011; Ghanem et al., 2012 ; Marin et al.,
2007 ; Fiaguerola et al., 2005 ; Magda et al., 2008), et de faibles taux de lipides (0,48-4,00
g/100g bs) (Kammoun et al., 2011; Ghanem et al.,, 2012 ; Marin et al., 2007 ; Masmoudi et
al., 2008). La richesse des écorces en sucres solubles explique leur transformation en mélasse

pour I’alimentation du bétail (Bocco et al., 1998).

Les variations des teneurs en ingrédients nutritifs des écorces des différentes variétés
d’agrumes ou au sein de la méme variété peuvent €tre attribuées a plusieurs facteurs tels que
les facteurs pédoclimatiques (le type de sol, l'exposition au soleil et les précipitations),
génétiques (la variété) et agronomiques (la culture biologique, la production de fruits par
arbre, I’état de maturation, la région de culture, la fertilisation, I’irrigation) (Dragovic-Uzelac

et al., 2007; Causse et al., 2007).

-Le potentiel antioxydant des écorces d’agrumes est représenté par les phénols totaux (0,67-

22,3 g/100 bs) (Kammoun et al., 2011; Ghanem et al., 2012 ; Magda et al., 2008 ; Gorinstein
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et al., 2001; Lagha-Bernamrouche et al, 2013 ; Chen et al., 2011 ; Cheynier et al., 2006 ;
Ghasemi et al., 2009 ; Goulas et al., 2012) dont les flavonoides totaux (0,03-2,32 g/100g bs)
(Ghasemi et al., 2009) et la vitamine C (0,109-1,150 g/100g bs) (Barros et al., 2012; Goulas
et al.,2012). Cette richesse en molécules bioactives n’a cessé d’attirer 1’attention des
scientifiques de différentes disciplines qui ont étudié les aspects phytochimiques, les
propriétés biologiques, fonctionnelles, technologiques mais aussi les moyens de valorisation
de ce coproduit pour la production/extraction de ces molécules, des extraits ou des écorces

séchées (M’hiri et al., 2014) (Annexe 2).

1I1.1.2. Composition phénolique des écorces de I’orange Maltaise

Le profil phénolique des écorces de I’orange Maltaise demi-sanguine, a été déterminé pour la
premigére fois dans cette étude (M’hiri et al., 2015) (Annexe 3) en utilisant la chromatographie
liquide a haute performance couplée a la spectrométriec de masse (CLHP-SM). Le
chromatogramme de ’analyse de I’extrait éthanolique des écorces de 1’orange Maltaise est

présenté dans la figure 17. On distingue 10 pics correspondants a des flavonoides.

Time / min

Figure 17. Chromatogramme de [I’extrait éthanolique des écorces de I’orange Maltaise obtenu par
CLHP-DAD-SM a 279 nm. Extraction conventionnelle par solvant: m/v:5g/50ml, 30 min, 35°C,
éthanol 80%, agitation mécanique a l’obscurité et 3 extractions successives. (1) Eriocitrine; (2)

Narirutine; (3) Naringine; (4) Hespéridine; (5) Néohespéridine;(6) Didymine ; (7) Sinensetine, (8)

3°.4°,5,5°,6,7-Hexaméthoxyflavone; (9) Nobiletine; (10) Tangeretine.

Le tableau 18 résume les résultats obtenus par CLHP-SM et 4,,,x UV de I’analyse de 1’extrait

¢thanolique des écorces de 1’orange de la variét¢ Maltaise.
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Tableau 18. Rt, pseudomoléculaire ions, ions adduits avec Na +, et UVmax des flavonoides des
écorces de 'orange Maltaise identifiés par CLHP-DAD-SM. Extraction conventionnelle par solvant:
m/v: 5g: 50ml, 30 min, 35 ° C, 80% d'éthanol, agitation mécanique a l'obscurité et 03 extraction

successives.
Composé R, [M+H]* [M+Na]* UV Zmax (NM) Identification
(min) (m/z) (m/z)
1 22.80 597 619 284,327 Eriocitrine
2 31.85 581 603 284,329 Narirutine
3 31.97 581 603 280, 328 Naringine
4 33.10 611 633 284,328 Hespéridine
5 33.95 611 633 285,327 Néohespéridine
6 40.77 595 617 226,284,332 Didymine
7 51.58 373 395 240, 264, 328 Sinensetine
8 52.37 403 425 237, 268,320 3°,4°,5,5°6,7, Hexaméthoxyflavone
9 55.29 402 425 249,271, 334 Nobiletine
10 58.54 372 395 271, 324 Tangeretine

Les composés phénoliques identifiés sont représentés par des flavonoides. Les flavanones
présentent 95,47% des flavonoides totaux: I’eriocitrine, la narirutine, la naringine,
I’hespéridine, la néohespéridine et la didymine. Les flavones polyméthoxylés constituent
4,54% des flavonoides totaux et sont représentés par la sinensétine, 3'4'5,5°6,7-

hexaméthoxyflavone, la tangeretine et la nobiletine.

Le type de composés phénoliques présents dans les écorces varie selon la variété de 1’orange.
Par exemple, Anagnostopoulou et al. (2005) ont identifié les composés phénoliques des
¢corces de ’orange douce grecque de variété Navel. Les auteurs ont rapporté la présence de
I’hespéridine (0,05 g/100g bs), la sinensetine (0,44 g/100g bs), la diosmine (0,03 g/100g bs)
I’isorhoifoline (0,03 g/100g bs), la rutine (0,08 g/100g bs), I’apigénine (0,03 g/100g bs),
I’hexaméthoxyflavone (0,56 g/100g bs), et le pentaméthoxyflavone (0,12 g/100g bs). Kanaze
et al. (2008) rapportent que les écorces de 1’orange grecque de variété Navel contiennent
I’hespéridine (4,778+0,086 g/100g bs), la néohespéridine, la naringine (<0,005+0,001 g/100g
bs), la didymine, la lutéoline, la diosmine (0,216+0,015 g/100g bs), la sinensétine, la
nobiletine, I’hexaméthoxyflavone, I’heptaméthoxyflavone, I’isorhoifoline, et 1’acide férulique.
Ces données sont en accord avec celles publiées antérieurement (Nogata et al., 1994; Manthey

& Grohmann, 2001).

Le tableau 19 présente les teneurs en flavonoides individuels des écorces de 1’orange
Maltaise obtenues dans cette étude par I’extraction conventionnelle par solvant (ECS) ainsi

que celles rapportées dans la littérature pour d’autres variétés d’agrumes.
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Tableau 19. Flavonoides individuels des écorces de l'orange.

Composé phénolique Ecorces de ’orange Ecorces de ’orange Ecorces d’agrumes’
Maltaise Maltaise (mg/g bs)
(g/100g de poudre des écorces) (% des flavonoides totaux) Littérature
Eriocitrine 0,019+0,001 1,18 -
Narirutine 0,038+0,001 2,36 0,03-26,5
Naringine 0,042+0,001 2,61 0,08-14,40
Hespéridine 0,551+0,001 34,24 0,002-80,90
Néohespéridine 0,860+0,003 53,44 0,05-7,9
Didymine 0,026+0,000 1,61 -
Sinensetine 0,020+0,001 1,24 0,08-0,29
3°4°,5,5°6,7, 0,006+0,000 0,37 -
hexaméthoxyflavone
Nobiletine 0,042+0,002 2,61 0,20-14,05
Tangeretine 0,005+0,001 0,31 0,16-7,99

Toutes les valeurs calculées sont les moyennes de trois répétitionstécart-type.

“Li et al., 2012a ; Cheynier et al., 2006 ; Xu et al., 2008 ; Hayat et al., 2010 ; Inoue et al., 2010 ;Wang et al., 2008 ; Bocco et al., 1998 ;
Russo et al., 2014 ; Tumbas et al., 2010 ; Goulas et al., 2012 ; Asikin et al., 2012 ; Khan et al., 2010 ; Cheigh et al., 2012 ; Giannuzzo et al.,
2003 ; Sawalha et al., 2009.

Les flavonoides individuels majoritaires des écorces de ['orange Maltaise sont: Ia
néohespéridine et I’hespéridine qui représente a eux seuls 87,69% des flavonoides totaux,
suivi par la naringine (2,61%), la nobiletine (2,61%), la narirutine (2,36%), la didymine
(1,61%), la sinensetine (1,24%), P’eriocitrine (1,18%), I’hexaméthoxyflavone (0,37%) et la
tangeretine (0,31%). Certains flavonoides se retrouvent dans quasi toutes les variétés
d’agrumes mais en quantité différente. Par exemple, les composés les plus abondants dans les
¢corces de I’orange douce, indépendamment de la variété sont : 1’hespéridine (0,066 a 66,095
mg/g bs) (Cheynier et al., 2006; Goulas et al., 2012), suivi par la narirutine (0,025 a 26,5
mg/g bs) (Cheynier et al,, 2006; Sawalha et al., 2009), alors que pour l'orange amere, les
principaux flavonoides sont la naringine (1,1 a 5,10 mg/g bs) (Cheynier et al., 2006; Sawalha
et al., 2009) et la néohespéridine (0,66 a 7,9 mg/g bs) (Cheynier et al.,, 2006; Sawalha et al.,
2009).

La néoeriocitrine est abondant dans le citron et le lime (0,5 a 6,12 mg/g bs) (Bocco et al,
1998; Cheynier et al., 2006). L'hespéridine (0,002 a 9,42 mg/g bs) (Wang et al., 2008; Russo
et al., 2014) est le principal flavonoide de tous les cultivars de citron, suivie par la diosmine

et ’eriocitrine (Del-Rio et al., 2004).

Les écorces de mandarine sont riches en hespéridine (3,95 a 80,90 mg/g bs) (Tumbas et al.,
2010; Hayat et al., 2010), suivi par la narirutine (7,66 a 15,3 mg/g bs) (Xu et al, 2008;
Cheigh et al., 2012) et la narinigine (0,54 a 0,65 mg/g bs) (Tumbas et al., 2010; Hayat et al.,
2010).
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Celle-ci, conférant un gotit amer caractéristique du pamplemousse et de I’orange amére, est le
flavonoide le plus abondant des écorces de pamplemousse (10,26 a 14,40 mg/g bs) (Wang et
al., 2008; Giannuzzo et al., 2003).

En comparant le profil phénolique des écorces de 1’orange Maltaise avec celui d’autres
variétés d’agrumes (I’orange, le citron, la mandarine et le pamplemousse), on constate la
présence des deux classes de flavonoides caractéristiques d’agrumes: les flavanones et les
polyméthoxyflavones. La différence entre les variétés réside dans les proportions des
flavonoides. Selon la littérature, les écorces d’agrumes peuvent aussi contenir des flavonols et
des acides hydroxycinnamiques présents sous forme de traces. Ces derniers n’ont pas été

identifiés dans nos extraits.

La teneur en phénols totaux des écorces de 1’orange Maltaise déterminée par le test de Folin
est égale a 1,968+0,003 g EAG/100g de poudre des écorces d’orange alors que la somme des
dix flavonoides déterminés par CLHP et citée auparavant (Tableau 19) est égale a 1,609
g/100g de poudre des écorces d’orange. Cette différence (18,2%) est expliquée par le fait que
la méthode de Folin surestime la teneur en phénols totaux a cause des interférences de ce
réactif avec d’autres composés réducteurs qui peuvent exister dans la solution (Singleton et
al., 1999) comme les sucres réducteurs (fructose, glucose...) et les acides organiques
(vitamine C, acide citrique acide malonique...). Par ailleurs, la teneur des flavonoides totaux
déterminée par CLHP (1,609 g/100g de poudre) est supérieure a celle des flavonoides totaux
déterminée par la méthode spectrométrique (1,012+0,003 g rutine/100g de poudre des écorces
d’orange). La méthode spectrométrique du dosage des flavonoides totaux sous-estime la
teneur réelle des flavonoides totaux et cela peut étre expliqué par le fait que certains composés
phénoliques peuvent ne pas réagir avec le trichlorure d’aluminium (AICl;) comme
I’hespéridine qui est présente en grande quantité dans les écorces de I’orange Maltaise
(34,24%), mais malgré cela beaucoup d'auteurs utilisent cette mesure, ce que nous allons faire

a titre comparatif avec ces travaux en plus de I’analyse systématique des extraits par CLHP.

II1.1.3. Caractérisation des résidus de pesticides dans les écorces de I’orange

Maltaise

Les pesticides sont largement appliqués dans les champs a la phase post-récolte pour certains
fruits et de l1égumes contre les mauvaises herbes, les insectes, et certaines maladies (Abou-
Arab et al., 1999; Claeys et al., 2011). Bien que l'utilisation correcte des pesticides ne

provoque pas des problemes de santé publique et de préoccupation environnementale, le
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risque potentiel pour les consommateurs résultant de 1'exposition alimentaire chronique est en
augmentation. La qualification et la quantification des pesticides dans les écorces d’orange
Maltaise a été réalisée par CL/SM/SM et CG/SM. Plusieurs types de pesticides utilisés en
Tunisie pour lutter contre 1’attaque d’agrumes ont été recherchés (insecticides, fongicides,
acaricide et nématicide). Le tableau 20 montre que les écorces d’orange ne contiennent qu’un
seul pesticide le « Malathion » utilisé comme un insecticide pour diminuer les dégats causés
par la mouche méditerranéenne « la cératite ».

Tableau 20. Identification et quantification des résidus de pesticides dans les écorces de I’orange
Maltaise déterminées par CL/SM/SM.

Molécules Résultat (ppm) LQ (ppm) LMR-EU (ppm) Méthode de détection
Acétamipride <LQ 0,010 1 CL/SM/SM
Abamectine <LQ 0,010 0,01 CL/SM/SM
Bifénazate <LQ 0,010 0,9 CL/SM/SM
Deltaméthrine <LQ 0,010 0,05 CL/SM/SM
Flufénoxuron <LQ 0,010 0,3 CL/SM/SM
Imidaclopride <LQ 0,010 1 CL/SM/SM
Lufénurone <LQ 0,010 1 CL/SM/SM
Malathion 0,005 0,010 0,02 CL/SM/SM
Spinosad <LQ 0,010 0,3 CL/SM/SM
Spirodicloféne <LQ 0,010 0,5 CL/SM/SM
Thiaméthoxame <LQ 0,010 0,2 CL/SM/SM
Méthidathion <LQ 0,010 0,02 CL/SM/SM
Héxythiazox <LQ 0,010 1 CL/SM/SM
Diméthoate <LQ 0,010 0,02 CL/SM/SM
Spirotétramate <LQ 0,010 1 CL/SM/SM
Diflubenzuron <LQ 0,010 1 CL/SM/SM
Diafenthiuron <LQ 0,010 ook CL/SM/SM
Thiophanate méthyl <LQ 0,010 - CL/SM/SM
Bifenthrine <LQ 0,010 0,1 CG/SM

LQ - limite de quantification ; ppm : mg/kg ; LMR-EU : limite maximale des résidus-Union Européenne, I'abréviation « LQ » signifie que la
molécule est absente dans [’échantillon selon les limites de quantification de la méthode et des instruments de mesures utilisés

La teneur en Malathion trouvé dans les écorces de I’orange Maltaise est de 0,005 mg/kg. Cette
valeur est inférieure a la limite maximale fixée par I’Union-Européenne (0,02 mg/kg).
D’autres pesticides peuvent étre détectés dans les écorces d’orange comme la Guazatine
(fongicide) (Scordino et al., 2008), ’imazalil et le thiabendazole (Malaj et al., 2012), le
spirodiclofene (Sun et al., 2013), le kresoxim-méthyl et le trifloxystrobine (Zhu et al., 2013).
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De nombreuses études ont rapporté que la transformation des aliments, y compris le lavage,
I’épluchage et la transformation en jus, peuvent largement réduire la teneur en résidu de

pesticides dans les produits agricoles (Zhang et al., 2007).

Cependant, certains traitements, comme le séchage, induit a une concentration élevée en
pesticides en raison de la perte d'eau (Cabras et al., 1997 ; Lentza-Rizos et al., 2006). Par
ailleurs, certains résidus de pesticides seront transformés en autres formes chimiques a cause

des effets de la température et de 1’activité des micro-organismes (De sliva et al., 2010).

Li et al. (2012b) ont étudi¢ I’effet des procedes de fabrication du jus sur la teneur en résidu de
pesticides. Les pesticides trouvés dans le fruit entier, les écorces, la pulpe, I’huile, le jus et le
marc d’orange douce, variét¢ Beibei 447 sont: des insecticides (imidaclopride,
cyperméthrine, abamectine) et des fongicides (carbendazime, prochloraz). Les auteurs ont
rapporté que le résidu de pesticides a été distribué principalement dans les écorces d'orange ;
le marc d’orange contient de 7 a 94,7% du résidu total des pesticides, alors qu’environ 7,5 a
17,9% de la teneur total en pesticides a été retrouvée dans la pulpe des oranges non lavés, a
I’exception du prochloraz présent a 65,4% dans la pulpe des oranges non lavés. Cette teneur
diminue de 43,6 a 85,4% apres le lavage. Les résidus de pesticides trouvés dans les écorces
d’orange pourraient étre partiellement éliminés par lavage a 1’eau pendant le traitement
commerciale de jus d'orange. Ce lavage permet de perdre 85,4, 73,0, 57,3, 47,8 et 43,6% du
carbendazime, de l'abamectine, de l'imidaclopride, du prochloraz, et du cyperméthrine,
respectivement dans le fruit entier. L’épluchage réduit aussi la teneur en résidu de pesticides
de maniere significative dans la partie comestible des oranges. Une faible teneur en résidu de
pesticides a été observée dans le jus pressé, variant de 1 a 4,5%. La filtration pourrait réduire
davantage la teneur en résidu. Dans notre €tude, il est possible que le traitement par les
pesticides se soit effectué plusieurs jours avant la récolte. Le lavage des fruits avant épluchage
aurait probablement contribué a 1’élimination de résidus de pesticides. Les €corces d’orange
Maltaise récolté dans la région de Nabeul sont donc dépourvues de résidus et peuvent étre
utilisées dans les différentes applications alimentaires et non alimentaires (pharmaceutiques,

cosmétiques,..) sans aucun probleme de toxicité.
Conclusion

La détermination de la composition chimique globale ainsi que la composition phénolique des

écorces de l’orange Maltaise est une étape importante a prendre en compte pour leur
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valorisation et leur exploitation dans les domaines agroalimentaire, pharmaceutique,
cosmétique et chimique.

Les écorces de ’orange Maltaise sont riches en eau (3,169+0,123 g eau/g de mati¢re seche,
soit 76,015+£0,054% en base humide), en ingrédients nutritionnels comme les sucres solubles
(46,241+0,015 g/100g bs), en protéines (8,120+0,120g/100g bs) et en minéraux (3,170+£0,035
g/100g bs). Une étude plus approfondie de la composition chimique des écorces de 1’orange
Maltaise (les fibres, la pectine, les caroténoides, les huiles essentielles) serait donc
intéressante afin de pouvoir les impliquer dans des applications en agro-alimentaire.

Les écorces de 1’orange Maltaise sont aussi riches en ingrédients fonctionnels comme la
vitamine C (0,1052£0,003 g/100g bs), les phénols totaux (1,968+0,002 g/100g bs) dont les
flavonoides totaux (1,012+0,003 g/100g bs).

Les flavonoides caractéristiques des écorces de I’orange Maltaise, exprimé en g/100g de
poudre des écorces d’orange et déterminés par I’extraction conventionnelle par solvant, sont
la néohespéridine (0,860+0,003), suivi par I’hespéridine (0,551+0,001), la naringine
(0,042+0,001), la nobiletine (0,042+0,002), la narirutine (0,038+0,001), la didymine
(0,026+0,000), la sinensetine (0,020+0,001), I’eriocitrine (0,019+0,001),
I’hexaméthoxyflavone (0,006+£0,000) et la tangeretine (0,005+0,001). Les flavonoides des
¢corces de I’orange Maltaise sont caractérisés par leur activité antioxydante, thérapeutique,
antivirale, antifongique et antibactérienne. Cette richesse a attiré l’attention de plusieurs
scientifiques pour extraire ces molécules et les purifier dans I’objectif de les utiliser dans
plusieurs domaines. Le chapitre 2 qui succede est une continuation a ce travail via 1’étude de

I’extraction des flavonoides des écorces de 1’orange.
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II1.2. Extraction des flavonoides des écorces de I’orange Maltaise

Introduction

Plusieurs études ont porté sur I’extraction des composés phénoliques des écorces d'agrumes
dans le but de chercher une augmentation du rendement d'extraction des composés
phénoliques mais sans tenir compte de 1’impact sur leurs activités biologiques qui peuvent se
dégrader suite aux conditions drastiques (température, pression, temps d’extraction...) de
I’opération de I’extraction. Quelques comparaisons de différentes méthodes d'extraction ont
été réalisées dans la littérature mais elles restent partielles parce ce que seulement deux ou
trois méthodes étaient comparées dans un méme travail (Hayat et al., 2009 ; Khan et al,

2010 ; Li et al., 2012a) et cette comparaison ne porte que sur 1’efficacité d’extraction.

Une étude tenant compte a la fois de 1'efficacité d'extraction et de la préservation des activités
des composés phénoliques devrait permettre une valorisation optimale du contenu phénolique
des écorces d'agrumes permettant ainsi une exploitation maximale des composés phénoliques

de ce sous produit industriel.

L’objectif de ce chapitre est d’aborder une étude comparative de I’effet de 1’extraction
conventionnelle par solvant (méthode classique), avec d’autres méthodes non
conventionnelles (extraction assistée par ultrasons, extraction assistée par micro-ondes,
extraction sous haute pression) et I’extraction par CO; supercritique, méthode de référence en
terme de pureté et non toxicité, sur (i) le rendement en composés phénoliques, (ii) le profil
phénolique et (ii1) ’activité antioxydante des écorces de I’orange Maltaise. Ces méthodes
d’extraction citées précédemment sont les techniques les plus étudiées dans la littérature pour

extraire les composés phénoliques des écorces d’agrumes.

II1.2.1. Etude de Ueffet des différentes méthodes d’extraction sur le profil
phénolique et Dactivité antioxydante des extraits des écorces de l’orange

Maltaise

II1.2.1.1. Extraction conventionnelle par solvant (ECS)

Dans le but de déterminer le solvant a utiliser pour I’extraction des flavonoides des écorces de
I’orange Maltaise, nous avons effectué¢ une étude de I’hydrophobicité des flavonoides ainsi
que celles des solvants en déterminant leurs coefficient de partition (logP) de la dite molécule

entre I’eau et I’octanol. Le logiciel Pallas30® a été utilisé pour la prédiction des valeurs de
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logP selon la structure des molécules. Pour la détermination de 1’hydrophobicité des mélanges
de solvant, le calcul de LogP selon I’équation 9, a été effectu¢ pour sélectionner le solvant le
plus approprié d’extraction selon la polarité empirique des composés phénoliques des écorces

d’agrumes.

LogPmsiange = X1 LogP; + X;LogP, Eq.9

Ou X et X, sont les fractions molaires du composé 1 et 2 respectivement.

Les valeurs de LogP sont résumées dans le tableau 21. Le choix du solvant est basé sur la
solubilité et la polarité des flavonoides recherchés et celle du solvant. Les flavonoides se
dissolvent mieux dans des solvants ayant les valeurs de LogP les plus proches (Kassing et al.,

2010; Jawad & Langrish, 2012).

Les flavonoides majoritaires des écorces de 1’orange Maltaise, représentant 93,22% des
flavonoides totaux, sont la néohespéridine (-1,154), I’hespéridine (-0,537), la naringine (-
1,017), la narirutine (-1,122), la didymine (-0,619) et I’eriocitrine (-0,480). Le solvant ayant le
LogP proche des LogP de ces composés est 1’é¢thanol et le méthanol a une concentration allant

de 70% a 80%.

Tableau 21 LogP des solvants et des flavonoides des écorces d’orange.

Solvant LogP Composé phénolique LogP
Acétone -0.069 Naringine -1.017
Dichlorométhane 1.218 Narirutine -1.122
Diéthylether 1.112 Hespéridine -0.537
Eau -1.309 Néohespéridine -1.154
Ethanol 0.016 Didymine -0.619
Ethylacétate 0.540 Eriocitrine -0.498
Isopropanol 0.550 Diosmine -0.647
Meéthanol -0.440 Nobiletine 3.561
Ethanol (70%) -0,770 Sinensetine 3.697
Ethanol (80%) -0,600 Tangeretine 3.599
Méthanol (70%) -0,870 Rhoifoline -0.608
Méthanol (80%) -0,760 Kaempferol 1.690
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Le méthanol est souvent écarté vu sa toxicité. Il est remplacé par d'autres solvants organiques
non toxiques, tels que 1'éthanol, le n-butanol, 1isopropanol, 1'acétone, 1'éther diéthylique et
1'éther de pétrole (Bartnick et al.,, 2006). Mais 1'éthanol est le plus couramment utilisé parmi

ces solvants pour I’extraction des composés actifs des agro-ressources.

Nous avons effectué une comparaison de la teneur en phénols totaux (méthode de Folin-
Ciocalteu) de I’extrait des écorces d’orange obtenue en utilisant 1’éthanol a 70 et 80% (Figure
18). La figure 18 montre bien que la teneur en phénols totaux de l’extrait des écorces
d’orange obtenue apres trois extractions successives par 1’éthanol 80% est plus élevée que
celle obtenue par 1’éthanol 70% (1,968+0,018 g EAG/100g contre 1,880+0,003 g EAG/100 de
poudre des écorces d’orange, respectivement). Par conséquent, 1’é¢thanol 80% a été retenu

pour la suite de I’étude.

mEthanol 708
2.5 1 = Ethanol 80%

d'orange
Ln
|

—_

Phéinw ks totaux
{g EAG/ 100 zpowdre des ecorces)

]

2 3
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Figure 18. Teneur en phénols totaux de I’extrait des écorces de I’orange Maltaise en utilisant
I’éthanol 70-80%. Extraction conventionnelle par solvant: m/v: 5g:50ml, 30 min, 35°C et agitation
mécanique a l'obscurité.

Les flavonoides sont sensibles a la température et a la lumiere (Ioannou et al., 2012) d’ou le
choix d’effectuer une extraction a 35°C et a I’obscurité. La cinétique d'extraction est présentée
dans la figure 19. Cinq extractions successives ont été effectuées jusqu’a 1’épuisement du
matériel végétal en composés phénoliques. La figure 19 montre que pour la premiere
extraction, seulement cinq minutes sont nécessaires pour atteindre 1'équilibre
thermodynamique et pour une extraction quasi instantanée d’une grande partie des
flavonoides. Cette extraction conduit a une teneur en phénols totaux de 1,580+0,004 g

EAG/100 g de poudre des écorces d’orange.
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Figure 19. Courbes d’équilibre des cinétiques de l’extraction conventionnelle par solvant
(m/v:58/50ml, 10-80 min, 35°C, éthanol 80%, agitation mécanique a [’obscurité et 5 extractions
successives).

L'équilibre de la seconde extraction est accessible en 20 minutes avec une faible teneur en PT
de 0,390+0,045 g EAG/100 g de poudre des écorces d’orange; de méme pour la troisiéme
extraction, une teneur en PT de 0,109+0,001 g EAG/100 g.

La quatrieme et la cinquieme extraction donnent une tres faible teneur PT de 0,055+0,007;
0,026+0,05 g EAG/100 g de poudre des écorces d’orange. Ainsi, trois extractions successives
sont suffisantes pour extraire le maximum (96,15%) des phénols totaux des écorces d’orange

dans ces conditions.

Un temps d'extraction de 30 min a été retenu pour s’assurer de 1’atteinte de I'équilibre. En
conséquence, pour les prochaines investigations, les parametres de [’extraction
conventionnelle par solvant seront les suivants: rapport m/v:5g:50ml; 80% d'éthanol/eau,
agitation mécanique a 1’obscurité, temps d’extraction de 30 min, une température d’extraction
de 35°C et 3 extractions successives. Pour les autres méthodes d’extraction (extraction
assistée par ultrasons, extraction assistée par micro-ondes, extraction sous haute pression,
extraction par CO, supercritique), ces conditions seront maintenues lorsque le dispositif
expérimental utilisé le permet. Les valeurs correspondant a ces conditions de I’ECS seront
considérées comme les valeurs du témoin, sauf pour EAM et EHP. Pour EAM, Le témoin
correspond a une ECS a une température de 67°C parce que 1’extraction assistée par micro-
ondes a été réalisée entre 100 et 400 W conduisant a une température de 1'échantillon
supérieure a 67°C. Pour HPE, le témoin correspond a une seule extraction par ECS car

l'extraction par haute pression a été réalisée qu'une seule fois.
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I11.2.1.2. Extraction assistée par ultrasons (EAU): effet de la puissance des ultrasons
L'effet de la puissance des ultrasons (100, 125, 150, 200 W) sur les teneurs en phénols et en
flavonoides totaux ainsi que sur 1’activité antioxydante des extraits est présenté dans la figure

20. Les résultats obtenus ont été comparés a ceux de l'extraction conventionnelle par solvant.

La figure 20a montre que 1’utilisation des ultrasons permet une augmentation de la teneur en
phénols totaux : 1,968+0,003 par rapport a 2,140+0,057 g EAG/100g de poudre des écorces
d'orange pour une puissance des ultrasons de 125 W. L'augmentation de la puissance des

ultrasons de 100 W a 200 W entraine une légere augmentation de la teneur en phénols totaux.
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Figure 20. Effet de la puissance des ultrasons sur (a) les phénols et les flavonoides totaux (b), [’activité
antioxydante des extraits des écorces de l’'orange Maltaise.
Moyennes de 3 répétitions * écart-type. Les valeurs avec la méme lettre ne sont pas significativement
différentes a p< 0,05. Conditions d’extraction EAU: m/v:5g/50ml, 30 min, 35°C, éthanol 80%, 100-
200W, agitation a [’obscurité et 3 extractions successives. Conditions d’extraction EAU: m/v:5g/50ml,
30 min, 35°C, éthanol 80%, agitation a l’obscurité et 3 extractions successives.

Pour les flavonoides totaux, une faible augmentation a été observée de 1,012+0,005 a 100 W
a 1,136+0,030 g rutine équivalent/100g de poudre des écorces d’orange a 125 W. Selon
I’analyse statistique, la teneur en flavonoides totaux reste constante a 150 et 200 W.
L’intensification de D’extraction par 1’utilisation des ultrasons peut étre attribuée a la
propagation des ondes de pression ultrasonores dans le solvant (Rombaut et al., 2014). Un

phénomene de cavitation acoustique est créé (Figure 21).

Une bulle de cavitation peut étre générée a proximité de la surface du matériel végétal (a),
puis pendant un cycle de compression, cette bulle s’effondre (b) et un microjet dirigé vers la
matrice végétale est créé (b et c). La haute pression et la température impliquées dans ce

processus vont détruire les parois cellulaires de la matrice du végétal, ce qui facilite la
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libération de composés extractibles et améliore le transport de masse en perturbant les parois

cellulaires du produit et son contenu peut €tre libéré dans le milieu (d) (Chemat et al., 2011).

Figure 21. Formation d’une bulle de cavitation et libération du matériel vegétal (Chemat et al.,
2011).

L'effet de la puissance des ultrasons sur le profil phénolique des écorces de 1’orange Maltaise
est présenté dans le tableau 22.
Tableau 22 Effet de la puissance des ultrasons sur les flavonoides individuels (FI) des écorces
d’orange (g/100g de poudre des écorces d’orange).

Moyennes de 3 répétitions * écart-type. Les valeurs avec la méme lettre ne sont pas significativement
différentes a p< 0,05.

FI Témoin 100W 125W 150w 200W
Hespéridine 0,551+0,001" 0,792+0,003" 0.836+0,029" 0,794+0,029* 0,794+0,029*
Néohespéridine 0,860+0,003¢ 0,925+0,027" 0,986+0,006" 0,988+0,002" 0,982+0,002"
Eriocitrine 0,019+0,001°¢ 0,029+0,005" 0,019+0,001° 0,024+0,001° 0,024+0,001°
Narirutine 0,038+0,001" 0,036+0,001" 0,017+0,001° 0,016+0,002° 0,016+0,002°
Naringine 0,042+0,001" 0,098+0,017" 0,082+0,009" 0,080+0,010" 0,080+0,001"
Didymine 0,026+0,001" 0,042+0,004" 0,041+0,003" 0,042+0,002" 0,042+0,002°
Sinensetine 0,020+0,001” 0,040+0,001* 0,040+0,002" 0,041+0,001* 0,041+0,001°
Hexaméthoxyflavone  0,006+0,001° 0,007+0,002° 0,010+0,001" 0,010+0,002" 0,010+0,002*
Tangeretine 0,005+0,001°¢ 0,0070,008" 0,008+0,003" 0,010+0,010" 0,010+0,001*
Nobiletine 0,042+0,002" 0,073+0,001* 0,074+0,003" 0,075+0,001" 0,075+0,001*

L’extraction assistée par ultrasons augmente significativement les teneurs en flavonoides

individuels par rapport a ECS.

100



RESULTATS ET DISCUSSION M’HIRI N. (2015)

L'effet de la puissance est différent selon le type du flavonoide. Pour 1'hespéridine, la
didymine, la sinensétine, la nobiletine et la tangeretine, il n’y a pas de différences
significatives constatées lorsque la puissance des ultrasons augmente de 100 a 200 W.
Cependant, nous notons une légere augmentation de la néohespéridine et
I’hexaméthoxyflavone suite a I'augmentation de la puissance des ultrasons. Par exemple, la
teneur en hespéridine augmente de 0,926+0,027 a 100 W a 0,986+0,006 g/100 g de poudre

des écorces d'orange a 125 W.

Les teneurs en eriocitrine, narirutine et en naringine diminuent avec l'augmentation de la
puissance des ultrasons de 100 W a 125 W, puis restent constantes. Par exemple, la teneur en
narirutine est de 0,036+0,014 a 100 W et 0,017+0,000 g/100 g de poudre des écorces d'orange
a 125 W. Cette hypothese est confirmée par Ma et al. (2009) qui ont rapporté qu'une
augmentation de la puissance des ultrasons de 3,2 a 30 W entralne une augmentation des
teneurs en acides phénoliques de I’extrait de Citrus unshiu Marc. Au-dessus de 30 W, les
auteurs ont observé une diminution lente. Ce résultat peut étre expliqué par le fait que certains
composés phénoliques sont instables au traitement par ultrasons et peuvent se dégrader a
cause de D’application des fréquences élevées donc des pressions élevées. Un temps
d’extraction lent peuvent ainsi causer I’endommagement de la qualité des extraits (Wang &

Weller, 2006; Khan et al., 2010).

Sur la base de ces résultats, on peut conclure qu’il est préférable d’extraire les flavonoides

majoritaires des écorces d’orange a des faibles puissances comme a 100 ou 125 W.

L'effet de la puissance des ultrasons sur l’activité antioxydant des écorces de l’orange
Maltaise est présenté dans la figure 20b. Cette derniere montre que l'extraction par ultrasons
des flavonoides entraine une diminution de l'activité antioxydant de l'extrait par rapport a
celle obtenue par ECS (2,746+0,038 contre 3,867+0,024 pM). L’impact positif des ultrasons a
100 W sur le rendement d’extraction des phénols totaux n’est pas associé a une augmentation

de I’activité antioxydant de I’extrait.

En plus, ’augmentation de la puissance de 125 a 200 W conduit a la diminution de I’activité
antioxydant de 44% a 200 W en comparaissant avec ECS. L’activité antioxydant la plus
élevée est obtenue a des puissances de 100 et 125 W avec une diminution de 29%. Ce résultat
est similaire a celui rapport¢ par Dahmoune et al. (2013). Les auteurs ont montré que
’activité antioxydante de 1’extrait des écorces de citron obtenu ECS est plus élevée que celle

obtenue par EAU.
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Cela peut étre expliqué par le fait que les ultrasons pourrait induire la formation de radicaux
libres dans le milieu liquide et améliore les réactions sonochimiques et les réactions de
polymérisation/dépolymérisation, provoquant ainsi l'oxydation et la dégradation des
composés bioactifs et 1’altération de la qualité sensorielle du produit (Hayat et al., 2009,
Pingret et al., 2012 ; Pingret et al., 2013 ; Dahmoune et al., 2013). Ainsi, une puissance
modérée des ultrasons (100-125 W) est la plus appropriée dans nos conditions pour obtenir
une teneur maximale en PT, FT, FI et une activité antioxydant maximale des écorces de

I’orange Maltaise.

I11.2.1.3. Extraction assistée par micro-ondes (EAM): effet de la puissance micro-ondes

Le traitement micro-ondes peut étre utilisé pour intensifier 1’extraction des composés
bioactifs. Les deux parametres affectant I’extraction sont la puissance micro-ondes et la durée
de D’extraction. Pour cela, nous avons déterminé, en premier lieu le temps d'extraction qui

permet d'obtenir la teneur la plus élevée en phénols totaux.

L’extraction assistée par micro-ondes a été effectuée a 100 W pendant un temps d’extraction

variant de 30 a 180s. Les conditions d’extraction conventionnelle par solvant sont maintenues

(80% d'éthanol, ratio liquide/solide de 05:50, 3 extractions successives). Les résultats de

lI'extraction a différents temps d'extraction sont présentés dans le tableau 23.

Tableau 23. Influence du temps d'extraction sur la teneur phénols totaux (g/100g poudre des écorces
d’orange) de [’extrait des écorces de I’orange Maltaise a 100 W. Moyennes de 3 répétitions + écart-

type. Les valeurs avec la méme lettre ne sont pas significativement différentes a p< 0,05. Conditions
d’extraction: m/v:5g/50ml, éthanol 80%, 100 W, 3 extractions successives.

Temps (seconde) Température (°C) Phénols totaux
30 25 2.048+0.008"
60 40 2.225+0.019°
90 43 2.274+0.004°
180 67 2.340+0.012°

L'augmentation du temps d'extraction de 30 a 180s entraine I’augmentation de la température
d'extraction de 25 a 67°C et I’augmentation des teneurs en phénols totaux. Le temps
d'extraction assistée par micro-ondes est fixé a 180s pour obtenir la teneur la plus élevée en

phénols totaux.
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La Figure 22 présente I'effet de la puissance micro-ondes (100, 200, 300, 400 W) sur les

teneurs en phénols et en flavonoides totaux et I’activité antioxydante des écorces de 1’orange
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Figure 22. Effet de la puissance micro-ondes sur (a) les phénols et les flavonoides totaux (b) ’activité
antioxydante des extraits des écorces de |'orange Maltaise.

Moyennes de 3 répétitions + écart-type. Les valeurs avec la méme lettre ne sont pas significativement
différentes a p< 0,05. Conditions d’extraction EAM: m/v:5g/50ml, éthanol 8§0%,180s, 100-400W, 67-
108°C, 3 extractions successives. Conditions d’extraction ECS: m/v:5g/50ml, éthanol 80%,180s,
67°C, 3 extractions successives.

Les résultats obtenus ont été comparés a ceux de 1'extraction conventionnelle par solvant. En
effet, une puissance micro-ondes de 100 W permet une 1égere augmentation de la teneur en
phénols et flavonoides totaux (2,340+0,012 g EAG/100g de poudre des écorces d'orange;
1,009+0,012 g rutine/100g de poudre des écorces d'orange, respectivement) par rapport a
I’extrait obtenu par ECS (2,2134+0,036 g EAG/100g de poudre des écorces d'orange;
0,993+0,020 g rutine équivalent/100g de poudre des écorces d'orange, respectivement). Ces
deux extractions ont été réalis€es a une température de 67°C. Par conséquent, on peut
conclure que I’utilisation des micro-ondes améliore le rendement d’extraction. En effet,
I’extraction assistée par micro-ondes est un processus par lequel 1'énergie micro-ondes
accélere l'extraction. Ce traitement accélere la rupture des cellules en provoquant une
augmentation de la température et de la pression interne dans les parois des cellules végétales
(Inoue et al., 2010 ; Jawad & Langrish, 2012). Au cours du traitement par micro-ondes, le
chauffage provoque la rupture des liaisons hydrogene faibles préconisées par la rotation
dipolaire des molécules. Une quantité considérable de la pression s’accumule a l'intérieur du
biomatériau, qui modifie les propriétés physiques des tissus biologiques et améliore la

porosité de la matrice biologique.
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N

Ceci permet une meilleure pénétration du solvant d'extraction a travers la matrice
(Kratchanova et al., 2004 ; Yeoh et al., 2008) et facilite I’extraction des flavonoides (Mandal
et al., 2007).

En plus, l'augmentation de la puissance micro-ondes de 100 W (67°C) a 200 W (76°C)
entraine 1’augmentation de la teneur en phénols et en flavonoides totaux : 2,340+0,012 g
EAG/100g de poudre des écorces d'orange ; 1,009+0,039 g rutine/100g de poudre des écorces
d'orange (100 W, 180s) a 2,688+0,078 g EAG/100g de poudre des écorces d'orange;
1,076+0,008 g rutine/100g de poudre des écorces d'orange (200 W, 180s), respectivement.
Cependant, au-dessus de 200 W, la teneur en PT diminue pour atteindre 2,381+0,028 g
EAG/100g de poudre des écorces d'orange a 400 W. Ce phénomeéne pourrait s’expliquer par
le fait qu’une puissance micro-ondes élevée induit une température plus élevée (400 W
correspond a 108°C), donc une possibilité de dégradation thermique des composés bio-
disponibles. Cette idée est confirmée par Hayat et al. (2010) qui indiquent que I'augmentation
de la puissance micro-ondes augmente le rendement d'extraction des acides phénoliques

jusqu'a 160 W, puis diminue.

Jawad & Langrish (2012) ont testé trois puissances de micro-ondes (ratio m/v:1:2 ; 3 min;
135°C, 400, 600, 800 W) pour extraire les acides phénoliques des écorces de mandarine. Les
auteurs ont conclu que la teneur en acides phénoliques était la méme pour toutes les
puissances mais avec une légere différence de couleur, ce qui suggere que la puissance €élevée
entraine la formation de sous produits de la réaction de Maillard (PRM) pour une température
au-dessus de 135°C. Par conséquent, dans cette étude, la puissance micro-ondes 200 W

permet d’obtenir le maximum de PT et FT des écorces de I’orange Maltaise.

L'effet de la puissance micro-ondes (100 a 400 W) durant 180s sur I’extraction des
flavonoides individuels des écorces de I’orange Maltaise est présenté par le tableau 24. Ce
dernier tableau montre que les teneurs en flavonoides individuels augmentent ou restent
constantes en utilisant les micro-ondes par rapport a I’ECS. Les flavonoides individuels ont
un comportement différent vis a vis de l'augmentation de la puissance micro-ondes. Les
teneurs en hespéridine, néohespéridine, naringine et didymine des ¢écorces d’orange
augmentent avec l'augmentation de la puissance micro-ondes jusqu'a 200 W et ensuite
diminuent. Par exemple, la teneur en hespéridine est de 0,690 + 0,014 a 100W et atteint 0,929
+ 0,001 a 200 W, puis diminue a 0,765 £ 0,012 g/100 g de poudre des écorces d'orange a 300
W.

104



RESULTATS ET DISCUSSION M’HIRI N. (2015)

On peut conclure que pour les flavonoides majoritaires (les flavanones) des écorces de
I’orange Maltaise (I’hespéridine, la néohespéridine, la naringine, la didymine), la puissance
micro-ondes a appliquer est de 200 W. Ce résultat est cohérent avec 1’effet de la puissance

micro-ondes sur PT.

Tableau 24. Effet de la puissance micro-ondes sur les flavonoides individuels (FI) des écorces
d’orange (g/100g de poudre des écorces d’orange).Moyennes de 3 répétitions + écart-type. Les
valeurs avec la méme lettre ne sont pas significativement différentes a p< 0,05.

FI Témoin 100 W 200 W 300 W 400 W
Hespéridine 0,620+0,001°  0,690+0,014™  0,928+0,007°  0,76620,123°  0,724+0,005™
Néohesperidine 0,994+0,003°  1,13740,043°  1,22240,017*  1,095+0,014°  1,154+0,146"
Eriocitrine 0,019+0,001°  0,035+0,001°  0,027+0,008"  0,026+0,002”  0,034+0,001*
Narirutine 0,009+0,001°  0,009+0,003°  0,009+0,005°  0,016+0,002°  0,019+0,010
Naringine 0,070£0,001°  0,084+0,027®  0,126+0,001*  0,082+0,001  0,048+0,001"
Didymine 0,056+0,001™  0,068+0,007°  0,064+0,001®  0,065+0,001®  0,051+0,001°
Sinensetine 0,041+0,001°  0,04120,001*°  0,041+0,030°  0.043£0,001*  0,044+0,002°
Hexaméthoxyflavone  0,009+0,001°  0,009+0,001*°  0,009+0,001*  0,011+0,001*°  0,011+0,001"
Tangeretine 0,010+£0,001°  0.010£0,001*  0,010+0,001°  0,010£0,001*  0,010+0,001°
Nobiletine 0,069+0,002°  0,074+0,006°  0,075+0,006°  0,075+0,006°  0,078+0,006"

Cependant, nous constatons qu'il n'y a pas d'effet significatif de l'augmentation de la
puissance micro-ondes sur les teneurs en flavones polyméthoxylés (la nobiletine, la
tangeretine, 1’hexaméthoxyflavone, la sinensétine) et l’eriocitrine. Par conséquent, une
puissance micro-ondes de 100 W est suffisante pour extraire ces flavonoides. Seul la teneur en
narirutine augmente d’avantage avec l'augmentation de la puissance micro-ondes de 0,009 +

0,003 2 100 W a 0,020 £ 0,001 g/100 g de poudre des écorces d'orange a 400 W.

L’effet de la puissance micro-ondes sur I’activité de piégeage des radicaux libres de 1’extrait
des €corces de I’orange Maltaise est représenté par la figure 22b. Cette derniere montre que
l'activité antioxydante (exprimée en uM équivalent Trolox) de 1’extrait des écorces d’orange
obtenu par EAM pour toutes les puissances (1,622+0,078; 100 W, 2,313+0,068; 200 W,
3,510+0,364; 300 W et 2,852+0,254; 400 W) est inférieure a celle de I'extrait obtenu par ECS
(4,215%0,085). Ces résultats ne sont pas cohérents avec I’effet de la puissance micro-ondes
sur les teneurs en PT et FT qui augmentent en appliquant une puissance de 100 a 200 W.
L’augmentation de la puissance micro-ondes entraine une augmentation de 1’activité

antioxydante jusqu’a 300 W puis diminue a 400 W.
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Ceci pourrait étre expliqué par le fait que les composés phénoliques des écorces d’orange a
I’état libre ou li¢ subissent une modification/dégradation égale de leurs structures au cours de
I’extraction a puissance élevée. Les antioxydants se dégradent en produisant de nouveaux

composés avec un fort potentiel antioxydant.

Nayak et al. (2011) suggérent que les composés bioactifs d’un poids moléculaire €levé se
décomposent en plusieurs petits composés a faible poids moléculaire augmentant ainsi le
contenu en composés phénoliques et [’activité antioxydante par rapport aux produits non
traités par micro-ondes. Nicoli et al. (1994) ont rapporté que les composés phénoliques a
I’état intermédiaire d’oxydation présentent une efficacité ¢levée de piégeage des radicaux
libres que ceux non-oxydés. L’élévation de [Dactivité antioxydante des flavonoides
partiellement oxydés est attribuée a leur capacité accrue a donner un atome d'hydrogene du
groupe hydroxyle aromatique a un radical libre et/ou a la capacité de leurs structures
aromatiques a appuyer 1'électron non apparié travers la délocalisation électronique autour du
systtme 7. Ainsi, les antioxydants phénoliques ne suivent pas un ordre réaction spécifique
(Nayak et al., 2015). Jawad & Langrish (2012) ont corrélé 1'activité antioxydante élevée des

extraits obtenus par EAM a la présence des sous produits de la réaction de Maillard.

L’activité antioxydante de ces sous produits est plus élevée que celle des flavonoides et de

l'acide ascorbique qui eux se dégradent a hautes puissances.

Pour conclure, une puissance micro-ondes de 200 W appliquée pendant 180s permet
d'atteindre la teneur la plus élevée en PT/FT et en flavanones (I’hespéridine, la
néohespéridine, la naringine et la didymine, sauf la narirutine et 1’eriocitrine). L’activité
antioxydante la plus élevée est obtenue a 300 W pendant 180s (correspondant a 93°C) qui
peut étre due a la formation des produits de la réaction de Maillard d’ou la nécessité
d’appliquer des puissances modérées pour éviter ’augmentation de la température favorisant

cette réaction.

I11.2.1.4. Extraction sous haute pression (EHP): effet de la pression
L'effet des hautes pressions sur l'extraction des phénols et des flavonoides totaux, des
flavonoides individuels et I’activité¢ antioxydante des écorces de I’orange Maltaise a été

étudié.

La figure 23 présente 1'effet de la pression (0,1; 50; 100 MPa) lors de I’extraction a HP sur les

teneurs en phénols et en flavonoides totaux.
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La figure 23a montre que quelle que soit la pression utilisée (0,1; 50; 100 MPa), les extraits
obtenus par EHP ont une teneur en phénols totaux inférieure (1,252+0,019; 1,328+0,035;
1,221+0,059 g EAG/100g de poudre des écorces d’orange, respectivement) a celle obtenue
par ECS (1,580+0,004 g EAG/100g de poudre des écorces d’orange).
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Figure 23. Effet de la pression sur (a) les phénols et les flavonoides totaux (b) [’activité antioxydante des
extraits des écorces de ['orange Maltaise.
Moyennes de 3 répétitions + écart-type. Les valeurs avec la méme lettre ne sont pas significativement
différentes a p< 0,05. Conditions d’extraction EHP: m/v:5g/50ml, éthanol 80%, 30 min, 35°C, 0,1-
100 MPa, 1 seule extraction. Conditions d’extraction ECS: m/v:5g/50ml, éthanol 80%, 30 min, 35°C,
1 seule extraction.

Casquete et al. (2014) ont étudié 1’effet de I’extraction sous hautes pressions plus élevées que
celles testées dans notre étude (300 MPa/3 min ; 300 MPa/10min ; 500 MPa/3 min ; 500
MPa/10min ; 10°C) des composés phénoliques des écorces de I’orange douce (Camellia
sinensis). Les auteurs ont montré¢ qu’il n’y a pas un effet significatif de la pression sur la
teneur en phénols totaux par rapport au témoin (ECS: éthanol aqueux 80%, agitation

magnétique pendant 1h a 25°C, 2 extractions successives).

La figure 23a montre aussi que la teneur en flavonoides totaux a 0,1 et 50 MPa (0,865+0,027,
0,1 MPa ; 0,820+0,011 g rutine/100g de poudre des écorces d’orange; 50 MPa) est plus élevée
que celle obtenue par ECS (0,658+0,027 g rutine/100g de poudre des écorces d’orange). La
diminution de la teneur en phénols pourrait étre au moins en partie attribuée a 1'oxydation
enzymatique. L’extraction par HP entraine la perturbation, la désorganisation des tissus et
surtout la décompartimentation cellulaire conduisant a une importante interaction enzyme-
substrat pendant le traitement d’ou une augmentation du risque de 1’oxydation enzymatique

comme par exemple par la polyphénoloxydase (PPO).

La PPO est une enzyme a deux substrats dont I’un est 1’oxygeéne moléculaire et 1’autre un
composé phénolique. Son pH optimum se trouve souvent entre 4,5 et 5,5 et sa température

optimale se situe vers 30-35°C.
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De plus, la PPO n’est pas particuliérement thermostable, son inactivation débute deés que la
température dépasse 40°C. Elle est totale des 75-80°C (Nicoli et al., 1994). Par conséquent,
les conditions de I’extraction sous haute pression sont trés favorables a 1’activité enzymatique.
La PPO catalyse ’oxydation des o-diphénols en o-quinones. Ces o-quinones sont tres
instables et treés réactives en milieux aqueux et entrent dans une série complexe d’auto-
oxydations, de polymérisations et de combinaisons avec d’autres molécules présentes in situ
conduisant a 1’apparition de composés de couleur brune. Les quinones formées par oxydation
enzymatique, via la PPO, sont des especes chimiques tres réactives. Etant a la fois fortement
oxydantes et électrophiles, elles meénent a une grande diversité de produits (Hodge, 1953;
Yaylayan & Haffenden, 2003; Chen et al., 2005). En outre, les hautes pressions peuvent
causer I’amélioration de I’activité enzymatique et le changement dans la spécifi¢é enzyme-
substrat (Richard, 1992; Tauscher, 1995; Zhang et al., 2005; Altuner et al., 2006; Simonin et
al., 2012; Altuner & Tokusoglu, 2013) entrainant ainsi la dégradation de composés
phénoliques dans les végétaux (Tauscher, 1995; Ahmed & Ramaswamy, 2006; Terefe et al.,
2013). Ainsi, les hautes pressions conduisent a une dégradation de la structure cellulaire du

matériel végétal qui permet I'amélioration de 1'efficacité d'extraction.

Par contre, leur utilisation entraine la dégradation des composés phénoliques apres leur
extraction, soit par oxydation ou par réarrangement avec d'autres molécules. Tous les
composés phénoliques n’ont pas la méme sensibilité a ces phénomenes qui explique la

diminution de PT et 1’augmentation de FT.

L'effet des hautes pressions sur les flavonoides individuels des écorces de 1’orange Maltaise

est présenté dans le tableau 25.

L'utilisation des hautes pressions entraine la diminution des teneurs en flavanones majoritaires
des écorces d’orange (I’hespéridine, la néohespéridine et la naringine) par rapport a I’extrait

obtenu par ECS.

Par conséquent, EHP n’est pas adapté pour I’extraction de ces 3 composés. Li et al. (2012a)
ont étudié I’extraction sous haute pression (méthanol; ratio: 10 ml/g; 20 min, 160°C, 10 MPa)
des flavones des écorces de Citrus reticulata. Les auteurs ont montré qu’une augmentation du
temps d'extraction de 5 a 20 min entraine une augmentation du rendement d'extraction des
composés phénoliques. Cependant, le rendement d'extraction diminue lorsque le temps

d'extraction est supérieur a 20 min.
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Tableau 25. Effet de la pression sur les flavonoides individuels (FI) des écorces d’orange (g/100g de
poudre des écorces d’orange). Moyennes de 3 répétitions + écart-type. Les valeurs avec la méme lettre

ne sont pas significativement différentes a p< 0,05.

FI Témoin 0,1 MPa 50 MPa 100 MPa
Hespéridine 0,341+0,001°  0,233+0,009°  0,219+0,005°  0,197+0,008"
Néohespéridine 0,571+0,003°  0,349+0,007°  0,334+0,005°  0,301%0,006°
Eriocitrine 0,014+0,001°  0,019+0,002°  0,019+0,002°  0,016+0,005"
Narirutine 0,018+0,001°  0,025+0,001*°  0,025+0,001°  0,023+0,001°
Naringine 0,017£0,001*  0,003+0,001°  0,004+0,001°  0,0003+0,001"
Didymine 0,013+0,001°  0,016+0,002°  0,014+0,001®  0,013%0,001°
Sinensetine 0,008+0,001°  0,034+0,001°  0.034+0,006°  0,034+0,006
Hexaméthoxyflavone  0,002+0,001°  0,008+0,001*  0,008+0,001°  0,008+0,001°
Tangeretine 0,002+0,001°  0,008+0,001*  0,008+0,001°  0,008+0,001°
Nobiletin 0,016£0,002°  0,060£0,006°  0,059+0,001°  0,059+0,002

Cela peut étre di a la décomposition de flavones en raison d'une exposition prolongée a une
pression et température élevée. Ce résultat est cohérent avec celui rapporté par Wang et al.,
(2011) qui ont indiqué la baisse de la teneur en hespéridine et en narirutine des écorces de
Citrus sulcata a partir d’'un temps d'extraction de 30 min. Pour les autres composés
phénoliques, la teneur maximale de I’ériocitrine et de la didymine ont été obtenues a 0,1 MPa.
Par contre, les teneurs en flavones polyméthoxylés (la nobiletine, la sinensetine, la

tangeretine, I’hexaméthoxyflavone) augmentent avec 1'augmentation de la pression.

Le pouvoir de piégeage des radicaux libres de I’extrait des écorces de I’orange Maltaise
obtenu par I’extraction sous haute pression est représenté dans la figure 23b. Cette derniere
figure montre que l'activité antioxydante de 1’extrait EHP (0,1 MPa) est supérieure a celle de
I’extrait obtenu par ECS (7,941+0,051 ; 3,066+£0,027 uM équivalent Trolox, respectivement).
De plus I'augmentation de la pression de 0,1 a 100 MPa entraine une augmentation de 33% de
’activité antioxydante. Cette activité antioxydante a 100 MPa peut étre due, comme expliqué
précédemment, a la formation de nouveaux produits obtenus apres exposition a des pressions
élevées. Ces produits peuvent étre issus soit des réactions de Maillard soit des réactions
d’oxydation enzymatique qui donnent des substances intermédiaires antioxydantes (Schwartz
et al., 2003). Au cours de ’EHP, la structure cellulaire de la matiére végétale contenant des
composés phénoliques est dégradée permettant ainsi la libération de ces composés dans le

milieu extracellulaire.
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Ces composés peuvent interagir pendant l'extraction pour former d'autres composés qui
pourraient présenter des structures et des propriétés différentes a celles d’origine (Plaza et al.,

2010; Gil-Chavez et al., 2013).

Les composés néoformés au cours du processus d'extraction dérivés de la réaction de Maillard
et la thermo-oxydation affectent la capacité antioxydante de 1’extrait. En conséquence, il est
nécessaire d’identifier la structure d’autres antioxydants (produits de polymérisation des

phénols...) et leur contribution individuelle a la capacité antioxydante totale de 1’extrait.

I11.2.1.5. Extraction par CO; supercritique (SC-CO,): effet de la pression et de la
température

L'effet de la pression et de la température d'extraction par CO; supercritique des flavonoides a
été examiné. En effet, La température et la pression de 1’extraction par CO, ont une grande
influence sur la masse volumique du fluide supercritique qui atteint une valeur maximale a
des pressions tres élevées et des températures proches du point critique. Dans ces conditions,
le pouvoir solvant augmente et la solubilit¢ du soluté dans le fluide supercritique est
maximale. Trois couples de température/pression de 1'extraction par CO, supercritique ont été

fixés (35°C/10 MPa; 35°C/22 MPa; 80°C/10 MPa).

L'effet de la pression/température sur les teneurs en phénols et en flavonoides totaux,

flavonoides individuels et sur I’activité antioxydante est présenté dans la figure 24.
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Figure 24. Effet de la température et de la pression d'extraction sur (a) les phénols et les flavonoides
totaux (b) I’activité antioxydante des extraits des écorces de |’orange Maltaise.
Moyennes de 3 répétitions * écart-type. Les valeurs avec la méme lettre ne sont pas significativement
difféerentes a p< 0,05. Conditions d’extraction ESC: m/v:5g/50ml, 30 min, 35-80°C, éthanol 80%, 10-
22 MPa et 3 extractions successives. Conditions d’extraction ECS : m/v:5g/50ml, 30 min, 35°C,
éthanol 80% et 3 extractions successives.

Cette derniere figure montre que les teneurs en phénols et en flavonoides totaux sont plus
élevées pour ECS que pour SC-CO,. Ce résultat peut étre expliqué par le fait que le écorces

d'orange sont riche en composés phénoliques polaires (flavanones glycosylés) que ceux non
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polaires (flavones polyméthoxylés), alors que l'extraction SC-CO, est plus adaptée aux
composés non-polaires. Toledo-Guillen et al. (2010) ont également rapporté que I’ECS est
plus efficace que I’extraction par CO, supercritique pour I'extraction des flavanones
glycosylés. Cette observation est attribuée a la masse moléculaire élevée et la polarité des
flavonoides, alors que SC-CO, une technique hautement sélective et efficace pour obtenir les

flavones polyméthoxylés.

Le phénomene d'extraction par CO, supercritique peut étre décrit comme suit: (1) le substrat
solide sous pression absorbe le solvant supercritique, provoquant la dilatation des structures
cellulaires. Cette étape facilite I’écoulement du solvant en diminuant la résistance au transfert
de masse; (2) en méme temps, les composés solubles dans le CO, supercritique sont dissout
par le solvant; (3) les composés dissous sont transférés par diffusion a la surface du solide; et
(4) les composés sont transportés par le solvant dans I’extracteur puis récupérés (Figure 25)

(Pereira & Meireles, 2010).

Phase riche en solvant
AR T \I\.I\\\\\ YY)y ‘.

i -I-. )}
.|I|"l|l|f..||ll'l,|l||'

)15 OODO o%
0 g Phase riche en soluble

Figure 25. Présentation de I’extraction par CO2 supercritique du soluté a partir des cellules
végétales (Pereira & Meireles, 2010).

Une augmentation de la température (80°C au lieu de 35°C) a 10 MPa (Figure 24a) entraine
une augmentation de la teneur en PT de 0,860+0,027 a 1,458+0,054 g EAG/100g de poudre
des écorces d'orange et en FT de 0,483+0,009 a 0,901+0,013 g rutine équivalent/100g de
poudre des écorces d'orange. Ce résultat peut étre expliqué par le fait que I’augmentation de la
température d'extraction peut provoquer une ouverture de la matrice cellulaire, améliorant
ainsi l'extraction des composés phénoliques. Pendant ce temps, la diminution de la viscosité
du solvant et l'augmentation de la diffusivité du solvant a haute température peut conduire a

des rendements d'extraction élevés (Antunes et al., 2008; Li et al., 2006a).
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Ces résultats coincident avec ceux trouvés dans d’autres études. Lee et al. (2010) ont trouvé
que la température optimale de 1'extraction de la nobiletine et de la tangeretine a partir des
écorces de mandarine est de 80°C/30 MPa. He et al. (2012) ont rapporté que les conditions
optimales pour extraire les flavonoides des écorces de pamplemousse sont 80°C a 39 MPa, 49
min alors que Giannuzzo et al. (2003) ont conclu que la température optimale pour
l'extraction de la naringine des écorces de pamplemousse a été de 58,6°C pendant 45 minutes
a 9,5 MPa. Toledo-Guillen et al. (2010) ont indiqué que les conditions optimales pour

I’extraction des flavonoides des écorces d'orange étaient de 60°C a 40 MPa.

La figure 24a illustre également l'effet de la pression (10 et 22 MPa, 35°C). Les teneurs en
PT et FT augmentent avec 1’¢lévation de la pression de 10 a 22 MPa, de 0,860+0,027 a
1,204+0,019 g EAG/100g de poudre des écorces d'orange et de 0,483 £ 0,009 a 0,589 + 0,036
g équivalent rutine/100gde poudre des écorces d’orange, respectivement. Ceci peut étre
attribué a 1’augmentation du pouvoir solvant du CO, a haute pression en raison de

I’augmentation de sa masse volumique.

Diaaz-Reinoso et al. (2006) ont rapport¢ que I’augmentation de la pression induit
I’amélioration de I’extraction des composés phénoliques polaires, de poids moléculaire €levé,
alors qu’en absence de ces composés, une augmentation de la pression ne renforce pas le
rendement d'extraction. Pour notre étude, le pilote utilisé ne permet pas d’appliquer une

pression de 22 MPa a 80°C.

La variation de la température ou de la pression induit un changement de la densité du fluide,
ce qui affecte I'extraction par solvant supercritique. En général, la température élevée réduit la
densité du solvant et diminue le taux d'extraction et améliore la solubilisation. Une
augmentation de pression peut se traduire par une augmentation de la densité du fluide, ce qui
modifie la solubilité du soluté. La composition de 1'extrait peut donc étre controlée a 'aide de

parametres de pression et de température (Pereira & Meireles, 2010).

En conclusion, une augmentation de la pression et de la température du fluide supercritique
entraine I’augmentation des PT et FT mais on ne peut pas proposer un couple optimal vu

qu’une plus large gamme de pression devrait étre exploitée.

L'effet des trois couples de température/pression de l'extraction par CO, supercritique sur les
teneurs en flavonoides individuels des écorces de 1’orange Maltaise est présenté dans le

tableau 26.
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Tableau 26. Effet de la pression et de la température sur les flavonoides individuels (FI) des écorces
d’orange (g/100g de poudre des écorces d’orange).Moyennes de 3 répétitions + écart-type. Les

valeurs avec la méme lettre ne sont pas significativement différentes a p< 0,05.

FI Témoin 35°C/10MPa  35°C/22MPa  80°C/10MPa
Hespéridine 0,551+0,001°  0,076+0,009°  0,407+0,008°  0,510+0,020
Néohespéridine 0,860+0,003°  0,130+0,006°  0,624+0,013°  0,710+0,018"
Eriocitrine 0,019+0,001°  0,004+0,006°  0,007+0,001°  0,013+0,001"
Narirutine 0,038+0,001°  0,004+0,001Y  0,008+0,001°  0,017+0,001"
Naringine 0,04240,001°  0,018+0,007°  0,043+0,005°  0,065+0,001°
Didymine 0,026+0,001°  0,017+#0,010°  0,018+0,001*  0,024+0,002"
Sinensetine 0,020£0,001°  0,017£0,010°  0,045+0,002"  0,023+0,001°
Hexaméthoxyflavone  0,007+0,001°  0,009+0,007°  0,010£0,006°  0,007+0,006°
Tangeretine 0,005£0,001  0,010£0,001*  0,008+0,001°  0,006+0,001°
Nobiletine 0,04240.002%  0,07120,001°  0,068+0,001°  0,049+0,001°

L'extraction par CO, supercritique en comparaison avec l’extraction conventionnelle par
solvant (témoin) entraine une augmentation de la teneur en nobiletine, tangeretine et une

diminution de la néohespéridine, de I’eriocitrine et de la narirutine.

Les teneurs en didymine et en sinensétine restent constantes. Par contre, les teneurs en
hespéridine, naringine et en hexaméthoxyflavone, restent constantes, augmentent ou
diminuent légerement selon le couple pression/température appliqué. L'effet du couple
pression/température est différent selon le type du flavonoide extrait. Les teneurs les plus
élevées en flavanones glycosylées (eriocitrine, narirutine, naringine, néohespéridine,
hespéridine, didymine) ont été obtenues par SC-CO, a 80°C et une pression de 10 MPa.
Toutefois, le maximum des flavones polyméthoxylés (sinensétine, tangeretine, nobiletine,
hexaméthoxyflavone) a été obtenu par SC-CO, a 35°C et une pression de 22 MPa. Ces
résultats pourraient s’expliquer par le fait qu'une température élevée de 80°C entraine la
dégradation thermique de certains flavonoides comme les flavones polyméthoxylés (Li et al.,
2012a). Sur la base de ces résultats, les conditions d'extraction optimales pour les flavones
polyméthoxylés est de 35°C a 22 MPa et 80°C a 10 MPa pour les flavanones glycosylées.
Giannuzzo et al. (2003) ont rapporté que la teneur en naringine extraite par CO, supercritique
a partir des écorces de pamplemousse est plus élevée (1,44 g/100 g bs) que celle obtenue par
ECS (1,11 g/100g bs). He et al. (2012) ont rapporté que l'extraction des flavonoides par CO,
supercritique des écorces de pamplemousse est plus efficace (2,370% = 0,083) que ECS

(1,510 £ 0,061%).
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L’effet des trois couples de pression/température de I’extraction par CO, sur P’activité¢ de
piégeage des radicaux libres de I’extrait des écorces de 1I’orange Maltaise est représenté dans
la figure 24b. Cette derniere figure montre que l'activité antioxydante de I'extrait obtenu par
SC-CO; est inférieure a celle du témoin (ECS) sauf pour 1’extrait obtenu a 35°C/22 MPa. Les
conditions d’extraction de 35°C/22 MPa donne un extrait ayant une activité antioxydante
égale a celle du témoin or ces conditions correspondent également a un extrait plus riche en
flavones polyméthoxylés. Une augmentation de la température (35°C a 80°C, 10 MPa)
entraine une augmentation de 31,78% de l'activité antioxydante de I’extrait, alors qu’elle de

55,72% pour une augmentation de la pression (10 a 22 MPa, 35°C).

Une augmentation de température de 35 a 80°C a un effet plus important qu’une
augmentation de pression de 10 a 22 MPa sur les teneurs en PT, FT et en flavanones
glycosylées alors que I’effet inverse est observé sur les teneurs en flavones polyméthoxylés et
l'activité antioxydante totale de I’extrait. Ces résultats pourraient s’expliquer par la sensibilité
de certains flavonoides aux températures élevées (au-dela de 50°C), causant leur
polymérisation et leur oxydation (Diaaz-Reinoso et al., 2006). Ainsi, Pour préserver leur
activité antioxydante, la température d'extraction doit étre basse. L’augmentation de la
pression peut €tre une alternative pour augmenter la teneur en flavonoides sans diminuer leur

activité antioxydante.

Apres 1’étude de I’effet des différents parametres de méthodes d’extraction conventionnelle et
non conventionnelle (I’extraction assistée par ultrasons, I’extraction assistée par micro-ondes,
I’extraction sous haute pression et I’extraction par CO, supercritique), les conditions
optimales de chaque méthode d’extraction (Tableau 27) ont été comparées pour trouver la
technique permettant d’avoir les teneurs maximales en flavonoides et la meilleure activité

antioxydante. Cette comparaison a été menée dans la section qui succede.

Tableau 27 Conditions opératoires optimales des différentes méthodes d’extraction.

Méthode d’extraction Conditions d’extraction

ECS Ethanol (80%), m/v: 5 2:50ml, 30 min, 35°C et agitation mécanique a l'obscurité, 3 extractions
successives.

EAU Ethanol (80%), m/v: 5g:50ml, 30 min, 35°C et agitation magnétique 2 l'obscurité, 125W, 3
extractions successives.

EAM Ethanol (80%), m/v: 5g: 50ml, 10s, 35°C, 170W, 3 extractions successives.

EHP Ethanol (80%), m/v: 5g:50ml, 30 min, 35°C, 50 MPa, 1 seule extraction.

SC-CO, Ethanol (80%), m/v: 5g:50ml, 30 min, 35°C, 22 MPa, 3 extractions successives.
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111.2.2. Comparaison de ’efficacité des différentes méthodes d’extraction des
composés phénoliques et I’évolution de I’activité antioxydante des écorces

d’orange

I11.2.2.1. Teneur en phénols et en flavonoides totaux (PT, FT)

La figure 26 présente les teneurs en phénols et en flavonoides totaux des extraits des écorces
de I’orange Maltaise obtenus par 1’extraction conventionnelle par solvant, I’extraction assistée
par ultrasons, 1’extraction assistée micro-ondes, 1'extraction par CO, supercritique et par

l'extraction sous haute pression.
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Figure 26. Teneurs en phénols et en flavonoides totaux des extraits obtenus par les différentes
méthodes d’extraction. Moyennes de 3 répétitions + écart-type. Les valeurs avec la méme lettre ne
sont pas significativement différentes a p< 0,05.

La figure 26 indique que les teneurs en phénols totaux (2,363+0,014 g EAG/100 g de poudre
des ¢€corces d’orange) et en flavonoides totaux (1,265+0,023 g rutine/100 g de poudre des
¢corces d’orange) de l’extrait obtenu par la méthode EAM sont plus é€levées que celles
obtenues dans D’extrait obtenu par EAU, ECS suivi par EHP et I’extraction SC-CO,. Selon
ces résultats, la classification des différentes méthodes d'extraction sur la base des teneurs en
phénols et flavonoides totaux les plus €élevées est: 1’extraction assistée par micro-ondes (ratio:
m/v:5g/50ml, 10 s, 35°C, éthanol 80%, 170 W et 3 extractions successives.), I’extraction
assistée par ultrasons (ratio: m/v:5g/50ml, 30 min, 35°C, éthanol 80%, 125 W et 3 extractions
successives); 1’extraction conventionnelle par solvant (ratio: m/v:5g/50ml, 30 min, 35°C,
ethanol 80%, agitation a [’obscurité et 3 extractions successive). Les deux méthodes donnant
les teneurs en PT et FT les plus basses sont: l'extraction par CO, supercritique ratio:
m/v:5g/50ml, 30 min, 35°C, éthanol 80%, 22 MPa et 3 extractions successives) et 1'extraction
sous haute pression (ratio: m/v:5g/50ml, 30 min, 35°C, éthanol 80%, 50 MPa et 1 seule
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extraction). Ces résultats sont en accord avec la littérature. Dahmoune et al. (2013) ont
comparé¢ 3 méthodes d’extraction des composés phénoliques des écorces de citron : ECS,
EAU et EAM. Les auteurs ont rapporté qu’il n’y a pas de différence significative entre les
teneurs en PT des extraits obtenus par les différentes méthodes d’extraction. Par contre,
I’extrait obtenu par EAM présente ’activité antioxydante la plus élevée, suivie par ECS et
EAU. L’activité antioxydante faible des extraits obtenus par EAU et ECS peut étre due a la
durée prolongée d’extraction d’ou I’exposition aux conditions défavorables (la lumiére et

I’oxygene).

L’observation microscopique (Figure 27) des extraits obtenus par ECS, EAU et EAM, a
montré que par rapport a la poudre des écorces d’orange non traitée par micro-ondes et
ultrasons, 1’extraction conventionnelle par solvant entraine des changements au niveau des

cellules mais les dommages causés sont différents selon la méthode d’extraction.

Figure 27. Images de microscope électronique a balayage de la poudre d’écorces de citron avant (4),
apres [’extraction conventionnelle par solvant (B), [’extraction assistée par micro-ondes (C),
Uextraction assistée par ultrasons (D) (Dahmoune et al., 2013).

Les ultrasons entrainent la perturbation des cellules végétales par le phénomene de cavitation
(Kong et al., 2010). Les particules de la poudre des écorces de citron sont résistantes a
I'énergie ultrasonore (Aspé & Ferndndez, 2011). La montée de la pression dans les pores
cellulaires provoque une rupture plus rapide en comparaison avec le controle. Par contre,
EAM entraine une dégradation plus intense des tissus sous 1’action des micro-ondes. En effet,
EAM déshydrate le cellulose et réduit sa résistance mécanique, ce qui permet une pénétration

facile du solvant dans les canaux cellulaires (Dahmoune et al., 2013).
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Le chauffage par micro-ondes provoque un dommage cellulaire et une microstructure

fragilisée qui aide a libérer rapidement le soluté dans le solvant.

Notre étude a montré que I'extraction par CO, supercritique donne la teneur la plus faible en
composés phénoliques par rapport aux autres méthodes d'extraction. La technique SC-CO,
n’utilise pas ou seulement une quantit¢ minimale du solvant organique (modificateurs
organiques) pour l'extraction. C’est une technique d'extraction plus écologique que
l'extraction conventionnelle par solvant. En outre, le CO, est peu coliteux et peut facilement

étre obtenu a une haute pureté et de qualité alimentaire (Boonkird et al., 2008).

L'utilisation de fluide supercritique offre un extrait final pur dépourvu de composés
indésirables tels que les polluants organiques, les toxines et les pesticides. L'extrait obtenu
peut étre utilisé directement sans parvenir a 1'étape de séparation du solvant/soluté, mais par
une simple dépressurisation du fluide supercritique (Gil-Chavez et al., 2013; Azmir et al,
2013). Un autre avantage est que SC-CO, par peut étre sélectif par la possibilité de manipuler
la pression et la température. Cela rend 1'application plus utile pour les matrices végétales,
dans lesquelles les composés ciblés sont en général présents a des faibles concentrations et ont
une composition complexe (Lang & Wai, 2001). Cependant, la caractéristique non-polaire de
CO; a limité son application pour l'extraction de composés polaires qui sont les principaux
composés phénoliques des écorces d'orange. Le colit de fonctionnement du processus de
I’ESC a restreint les applications a certains domaines spécialisés tels que décaféination

(Galanakis, 2012).

L’extraction assistée par ultrasons et par micro-ondes donnent le contenu phénolique le plus
¢levé. L’extraction assistée par ultrasons est également une technique d'extraction moderne
qui permet l'extraction des composés thermolabiles car la température peut rester faible au
cours du processus, en maintenant ainsi la qualité de l'extrait (Chemat et al., 2008; Routray &
Orsat, 2012). Néanmoins, il est nécessaire de noter qu'étant donné que les ultrasons génerent
de la chaleur, il est important de controler avec précision la température d'extraction. Le
temps de traitement aux ultrasons doit également €tre examiné avec soin parce qu’un exces de

sonication peut endommager la qualité des extraits (Wang & Weller, 2006).

L’EAU est une technique qui a le potentiel d'étre mise a 1'échelle industriel en raison des colits
d'exploitation modérés (Boonkird et al., 2008). L’extraction assistée par micro-ondes a
montré des avantages évidents en termes d'efficacité d'extraction élevée pendant une courte

durée d'extraction.
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Par contre, il faut éviter les puissances élevées pour empécher la dégradation des composés
phénoliques et la formation de nouveaux produits qui peuvent étre toxiques. Ces résultats sont
en accord avec les conclusions d'autres chercheurs (Hayat et al,, 2010; Jawad & Langrish,
2012). Enfin, I'extraction sous hautes pressions est efficace pour augmenter l'activité
antioxydante des extraits, mais cela est certainement dii a des produits autres que les
composés phénoliques. Une identification de ces composés serait nécessaire pour assurer de la

sécurité de I’extrait (produits toxiques...).

I11.2.2.2. Flavonoides individuels

L’analyse CLHP montre que pour les différentes méthodes d’extraction utilisées, les écorces
de I'orange Maltaise contiennent les mémes flavonoides: 1’hespéridine, la néohespéridine,
I’eriocitrine, la narirutine, la naringine, la didymine, la sinensetine, le 3'4'5,5',6,7-
hexaméthoxyflavone, la tangeretine et la nobiletine. Les pourcentages de ces composés

rapportés a la teneur en flavonoides totaux sont résumés dans la figure 28.
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Figure 28. Flavonoides individuels (majoritaires et minoritaires) des extraits des écorces de
[’orange Maltaise obtenus par les différentes méthodes d’extraction exprimés en pourcentage des
phénols totaux.
Moyennes de 3 répétitions * écart-type. Les valeurs avec la méme lettre ne sont pas significativement
différentes a p< 0,05.

L'hespéridine et la néohespéridine sont les principaux flavonoides des écorces de 1’orange
Maltaise. Pour un flavonoide donné, le pourcentage extrait varie de maniere significative
selon la méthode d'extraction et I'ampleur de cette variation est différent d'un flavonoide a un
autre: la néohespéridine (45,93% par EAM-53,45% par ECS), suivie par I'hespéridine
(30,86% par EHP-39,55% par EAU), la naringine (0,40% par EHP-9,58% par EAM), la
nobiletine (2,61% par ECS-7,95% par EHP), la sinensétine (1,24% par ECS-4,50% par
EHP), la didymine (1,43% par SC-CO,- 2,73% par EAM), I’eriocitrine (0,56% par SC-CO,-
2,52% par EHP), la narirutine (0,09% par EAM-3,31% par EHP), ’hexaméthoxyflavone
(0,37% par ECS-1,06% par EHP) et la tangeretine (0,31% par ECS- 1,06% par EHP).
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Les résultats obtenus indiquent que l'efficacité de l'extraction pour une méthode donnée
dépend du composé (structure chimique, polarité, poids moléculaire...). Les teneurs les plus
élevées en néohespéridine, hespéridine, didymine, tangeretine, hexaméthoxyflavone,
nobiletine et naringine sont obtenues par EAM. L’eriocitrine est obtenue avec une teneur
maximale par EAU, ECS, EHP (différence non significative) alors que c’est les méthodes de
SC-CO, et d’ECS qui permettent d’obtenir respectivement les teneurs les plus élevées en
sinensétine et en narirutine. Ces résultats coincident avec ceux rapportés dans la littérature. En
effet, Hayat et al. (2009) ont comparé ECS, EAU, EAM pour I’extraction des acides
phénoliques des écorces de mandarine. L’EAM donne la teneur la plus élevée en acide

férulique (0,239 g /100 g bs) par rapport a EAU (0,235g/100 g bs) et ECS (0,205 g/100 g bs).

Khan et al. (2010) ont rapporté que les teneurs en naringine et en hespéridine des écorces
d’orange variété Valencia, obtenues par EAU étaient considérablement plus élevées (0,250 et
0,070 g/100g bs, respectivement) que celles obtenues par ECS (0,145 et 0,051 g/100 g bs,

respectivement).

I11.2.2.3. Effet des méthodes d'extraction sur I'activité antioxydante

L’activité antioxydante peut &tre mesurée par une large gamme de dosages
spectrophotométriques. La plupart des tests utilisent le méme principe: la génération d’un
compos¢ radicalaire synthétique coloré ou d’un composé actif redox et la capacité d'un extrait

biologique a piéger le radical ou a réduire ce composé actif redox.

En outre, il existe deux grands groupes de test: les dosages basés sur la réaction de transfert
d'électrons unique, affichés par un changement de couleur quand 1'oxydant est réduit tels que
(FRAP, ABTS, DPPH), et des dosages basés sur un transfert d'atomes d'hydrogene, qui
mesurent l'activité de l'antioxydant a piéger les radicaux peroxyle, tels que le parametre
d’antioxydant total de piégeage des radicaux (TRAP) et la capacité d'absorbance d'oxygene
radical (ORAC) (Miiller et al., 2011). Dans les spécifications, 1'essai ABTS est basé sur la
génération d'un bleu/vert ABTS™ qui peut étre réduit par des antioxydants; alors que le dosage
de DPPH est basée sur la réduction du DPPH pourpre a 1,1-diphényl-2-picryl hydrazine
(Floegel et al., 2011).

Roginsky & Lissi (2005) ont rapporté que le DPPH ne réagit pas avec les flavonoides qui ne
contiennent pas de groupes OH en cycle B ainsi qu'avec les acides aromatiques. Le DPPH ne
peut pas mesurer l'activité des autres constituants tels que les caroténoides des écorces

d’orange.
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Cependant, il est moins sélectif car les composés réducteurs non antioxydants (sucres, acide
citrique) peuvent réagir avec les réactifs oxydants (Goulas et al., 2012). En plus, pour le test
DPPH, les flavanones (composés majoritaires des écorces de I’orange Maltaise) sont exceptés
d’avoir une faible contribution. Par conséquent, comparé au dosage de DPPH, I'ABTS permet
de donner de meilleures estimations assez complémentaires de la capacité antioxydante des

différentes molécules des extraits, en particulier ceux des fruits et des 1égumes.

Parmi ces 2 tests, le test d’ABTS serait plus recommandé pour mesurer I’activité antioxydante
des écorces de I’orange Maltaise. Comme il a été indiqué précédemment, la teneur en
flavonoides des extraits des écorces de I’orange Maltaise dépend de la méthode d’extraction
utilisée et de I’apparition de nouveaux produits suite a des réactions d’oxydation et de

polymérisation. Ces deux points peuvent affecter 1'activité antioxydante des différents extraits.

Pour évaluer cet effet, I'activité antioxydante a été mesurée dans notre €tude par les deux
méthodes DPPH et ABTS (Figure 29). La vitamine C contenue dans les différents extraits a
été quantifiée. Cette teneur reste constante (200 uM) dans les différents extraits obtenus par
les différentes méthodes d’extraction sauf pour 1’extraction sous haute pression. En effet,
celle-ci est plus faible car il n’y a qu’une seule extraction et non pas trois extractions
successives comme pour les autres extraits obtenus par les différentes méthodes d’extraction.
Par conséquent, la variation de 1’activité antioxydante observée ne peut pas €tre attribuée a

cette molécule.
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Figure 29. Activité antioxydante des extraits des écorces de |’orange Maltaise obtenus par les
différentes méthodes d’extraction. Moyennes de 3 répétitions + écart-type. Les valeurs avec la méme
lettre ne sont pas significativement différentes a p< 0,05.

Ces résultats montrent que les écorces d'orange extraits par EHP présente la capacité de

piégeage des radicaux libres la plus importante par rapport aux extraits obtenus par les autres
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méthodes d'extraction. En outre, on constate une diminution significative de la concentration
(uM équivalent Trolox) de la méthode ABTS dans l'ordre suivant: EHP  ECS, SC-CO,, EAM,
EAU. L’ordre de la diminution de la concentration (UM équivalent Trolox) de la méthode
DPPH est: EHP, ECS, EAM, EAU et SC-CO,. Ces résultats ne sont pas cohérents avec
I’évolution des teneurs en phénols et flavonoides totaux selon les différentes méthodes
d’extraction. En effet, 'extrait EAM contient la teneur la plus élevée en phénols totaux et
pourtant il ne posséde pas I’activité antioxydante la plus importante, il est classé 4° selon le
dosage ABTS et 3° avec le dosage DPPH. L’extrait qui a ’activité antioxydante la plus élevée
(EHP), a une teneur en phénols totaux la plus faible avec 1’extraction par CO,. Cela peut
s’expliquer d’une part par une composition phénolique différente des extraits et d’autre part
par I’apparition de nouveaux produits possédant eux aussi une activité antioxydante. Ces
produits sont issus (1) de I’oxydation par la polyphénoloxydase en appliquant les hautes
pressions (dans le cas de ’EHP), les produits formés sont des quinones, (2) de la réaction de
Maillard suite a I'utilisation des températures élevées (dans le cas de ’EAM). Les produits de
la réaction de Maillard (PRM) pourraient étre divisés en différents groupes. Au cours de la
premiere phase de la formation PRM, des petites molécules telles que glyoxyl, méthyloxyl et
quelques autres dicarbonyls sont formés (Chen et al, 2005; Hodge, 1953; Yaylayan &
Haffenden, 2003). Etant donné que ces composés ont un potentiel oxydatif élevé et une
activité chimique, les PRM formés a ce stade ont tendance a étre pro-oxydant. L'activité
chimique élevée de ces produits entre eux conduit alors a des produits a poids moléculaires
élevés et une couleur brune a travers une série de condensation et de réaction de
polymérisation (Nicoli et al., 1994). Les complexes des PRM a I'étape ultérieure sont
antioxydant et ont été nommés collectivement mélanoidines (Knol et al, 2005; Liu et al.,
2008; Martins & Van Boekel, 2005). En plus, des interactions entre les produits de
dégradation peuvent avoir lieu, résultant ainsi des synergies positives ou négatives de
I’activité antioxydante (Hidalgo et al., 2010). La composition phénolique des extraits est
différente selon la méthode d’extraction et le pouvoir antioxydant des flavonoides est
différent. Par conséquent, dés que la composition de D’extrait est modifié, D’activité

antioxydante peut tre modifiée mais en des proportions plus grandes.

Le tableau 28 présente 1’activité antioxydante des flavonoides individuels de 1’extrait des
¢corces de 1’orange Maltaise. Les résultats obtenus indiquent que ’activité antioxydante de
I’extrait obtenu par ECS (3,867 uM) est supérieure aux contributions des flavonoides

individuels ainsi que celle de la vitamine C.
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Tableau 28. Activité antioxydante des flavonoides individuels de [’extrait des écorces de [’orange

Maltaise.
Composé ABTS (uM Trolox) DPPH (uM Trolox) ~ Coneentration dans
Pextrait (uM)
Néohespéridine 1,297+0,032 0,095+0,012 467
Hespéridine 1,216+0,019 0,054+0,002 300
Vitamine C 0,846+0,029 1,224+0,027 200
Eriocitrine 0,838+0,022 1,009+0,012 11
Narirutine 0,221+0,012 ND at 344 uM 22
Didymine 0,020+0,002 0,083 +£0,019 15
Naringine 0,111+£0,002 0,056+0,021 24
Hexaméthoxyflavone 0,077+0,002 0,038+0,009 5
Tangeretine 0,004+0,001 0,115+0,022 4
Nobiletine ND at 932 uM ND at 932 uM 35
Sinensetine ND at 537 uM ND at | mM 18
TEAC prédite 1,012+0,003 0,332+0,001 -
TEAC expérimentale 0,552+0,004 0,100+0,013 -

ND: Non détecté.

Le tableau 28 montre que le classement des dix flavonoides varie en fonction de la méthode
de détermination de I’activité antioxydante utilisée. Parmi les composés antioxydants
identifiés et quantifiés dans cette étude, la néohespéridine et ’hespéridine qui présentent des
valeurs d'activité antioxydante similaires (1,297 et 1,216 uM, respectivement, pour le tes

ABTS).

Par contre, les valeurs sont de 0,095 et 0,054 pour le test DPPH. Ce résultat peut étre expliqué
par le fait que particulierement pour le test DPPH, les flavanones sont exceptés d’avoir une

faible contribution (Khan et al., 2010).

L'acide ascorbique montre une valeur inférieure de 30% (0,846 uM équivalent Trolox).
L'activité antioxydante de la nobiletine est si faible qu'elle ne peut pas €tre détectée par cette
méthode. La naringine et la narirutine ont une activité antioxydante dix fois plus faible que
celle de la néohespéridine ou 1’hespéridine qui est dii aux différences dans leurs structures

chimiques.

En effet, la structure phénolique est un déterminant important du potentiel antioxydant (Rice-
Evans et al., 1996). L'activit¢ antioxydante élevée de ces molécules est expliqué par la
présence de groupe ene-diol pour l'acide ascorbique et les groupes -OCHs et OH dans le
noyau B pour la néohespéridine et I’hespéridine qui se traduit par une activité de piégeage des
radicaux comparable a celle observée en présence d'un groupe catéchol (Van Acker et al.,

1996).
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La configuration des hydroxyles du noyau B est le parametre structural le plus significatif de
I’activité antioxydante. Ces deux types de fonctions organiques ont une activité de pi¢geage
des radicaux libres comparable a celle observée en présence d'un groupe catéchol. L’activité
antioxydante ¢levée de ’eriocitrine (0,838 (ABTS), 1,009 (DPPH)) est due a la présence de 2
groupements -OH sur le noyau B. Par contre, la narirutine et la naringine contiennent juste un
seul groupe -OH dans le noyau B, par conséquent, leur activité est beaucoup plus faible (Xiao

et al., 2009; Van Acker et al., 1996).

Afin de vérifier 'effet de la composition de 1’extrait sur I’activité antioxydante, I’activité
antioxydante d’un mélange constitu¢ des dix flavonoides identifiés dans 1’extrait obtenu par
ECS a été mesurée et comparée a celle prédite a partir des valeurs de I’activité antioxydante
de chaque flavonoide corrigée par leur fraction molaire. Les résultats ont montré qu’avec le
test ABTS et DPPH, nous avons un effet synergique clair. L’activité antioxydante de
I’échantillon préparé a base des flavonoides individuels est de 0,552+0,004 pour la valeur
mesurée par ABTS contre 1,012+0,003 pour celle prédite. Pour le test DPPH, la valeur
mesurée est de 0,10020,013 contre 0,332+0,001 (prédite).

Ces résultats coincident avec ceux trouvés par Hidalgo et al. (2010) qui ont conclu qu’il est
impossible de prédire I’activité antioxydante d’un extrait juste en étudiant un seul type de
flavonoides ou autres types d’antioxydants contenus dans 1’extrait comme la vitamine C ou
E. Dans certains cas, des effets synergiques ou antagonistes peuvent avoir lieu entrainant ainsi
I’augmentation ou la diminution de ’activité antioxydante totale de I’extrait (Reber et al.,

2011).

Peyrat-Maillard et al. (2003) ont suggéré que la combinaison des antioxydants agit d'une
maniere de régénération, soit avec I'antioxydant fort ou le plus faible. Cela peut avoir un effet
globalement positif (synergique) si l'antioxydant faible régénére I’antioxydant le plus fort, ou

un effet négatif global (antagonistes) et le contraire se produit.

D’autres hypothéses sont données pour expliquer les interactions d'antioxydants comprennent
les vitesses de réaction des antioxydants, la polarité des molécules interagissant entre elles et

la concentration efficace des antioxydants au site d'oxydation (Reber et al., 2011).
Conclusion

Dans cette étude, les effets des conditions opératoires (température, pression, puissance) de

quarte méthodes d’extraction de phénols des écorces de 1’orange Maltaise (extraction assistée
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par ultrasons : EAU (100-200W), extraction assistée par micro-ondes : EAM (100-400W),
extraction par CO, supercritique : SC-CO, (35-80°C/10-22 MPa), et extraction sous hautes
pressions : EHP (0,1-100 MPa)) ont été étudiés puis comparés pour des conditions similaires
a D’extraction conventionnelle par solvant (ECS). La comparaison de [’efficacité des
différentes méthodes a porté sur : la teneur en phénols et en flavonoides totaux, les teneurs en

flavonoides individuels et l'activité antioxydante des extraits.

Les conditions optimales pour I’extraction conventionnelle par solvant (ECS) sont: un
rapport m/v:5g:50 ml; 80% d'éthanol avec agitation mécanique, un temps d’extraction de 30
min, une température d’extraction de 35°C et 3 extractions successives. Pour ’EAM, une
puissance de 300 W qui correspond a une température de 92°C est préférable pour maximiser
l'activité antioxydante de I’extrait, alors qu'une puissance de 200 W correspondante a une
température de 76°C permet d’avoir la teneur en phénols totaux la plus élevée (2,688+0,070 g

EAG/100g).

Pour I’EAU, une puissance de 125 W permet d’avoir les teneurs les plus élevées en phénols
(2,140+0,005 g EAG/100g), en flavonoides totaux (1,087+0,012 g rutine/100g) et une activité
antioxydante de 2,735+0,048 uM équivalent Trolox (test ABTS). Une température de 80°C et
une pression de 10 MPa pour I’extraction SC-CO, donnent les teneurs les plus élevées en
phénols (1,458+0,054 ¢ EAG/100g), en flavonoides totaux (0,906+0,012 g rutine 100g) et une
activité antioxydante de 2,658+0,059 uM équivalent Trolox (test ABTS). Une pression de 50
MPa est utilisée pour ’EHP dans le but d’obtenir la teneur la plus élevée en flavonoides
totaux, tandis qu’une pression de 100 MPa donne la meilleure activité antioxydante

(11,911+0,151 uM équivalent Trolox, test ABTS).

Une comparaison de ces différentes méthodes d’extraction pour des conditions opératoires
similaires a celle de I’ECS (rapport m/v:5g:50 ml; 80% d'éthanol avec agitation mécanique et
une température d’extraction de 35°C) a été effectuée. Dans ces conditions, les résultats ont
montré que ’EAM a été jugée la meilleure approche pour I’extraction des flavonoides des
¢corces de I’orange Maltaise, suivie par ’EAU, I’ECS, I’EHP et I’extraction SC-CO,. En fait,
I’EAM permet une augmentation de 20% en PT et de 24% en FT, alors qu’elle est de 9,4% et
7,4% pour I’EAU, en les comparants avec I’ECS.

Les deux autres méthodes (EHP, SC-CO,) entrainent une diminution des teneurs en PT (32-
38%) et en FT (19-42%), respectivement. L’EAM donne les teneurs les plus élevées en

flavonoides individuels (FI) majoritaires des €corces de I’orange Maltaise, essentiellement la
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néohespéridine (1,045+0,001 g/100g de poudre des écorces d’orange). Par contre, les résultats
de I’activité antioxydante ne sont pas systématiquement corrélés avec ceux des PT, FT et FI.
Cela peut étre expliqué par la modification de la composition de 1’extrait selon la méthode
d’extraction utilisée mais aussi par la formation dans certaines conditions de nouveaux
composés antioxydants (produits de polymérisation, produits de réaction de Maillard). Le
résultat de I’activité antioxydante peut différer selon le type de test utilisé. Quel que soit le
test utilisé, I’activité antioxydante des autres extraits diminue par rapport a celle de I’extrait
obtenu par ECS, sauf pour I’extrait obtenu par EHP qui présente une augmentation de

’activité antioxydante de 35% avec le test ABTS et de 42% pour le test DPPH.

En conclusion, ’EAM peut étre considérer, dans ces conditions, la meilleure méthode
d’extraction des flavonoides des écorces de 1’orange Maltaise mais elle n’améliore cependant
pas I’activité antioxydante de 1’extrait qui reste inférieure a celle du témoin (ECS). Par contre,
I’EAM présente de nombreux autres avantages par rapport a IECS, tels que un temps
d’extraction réduit, un rendement d'extraction élevée d’ou une économie d'énergie et des
meilleurs produits @ moindre cott. Par conséquent, ’EAM peut remplacer les méthodes

conventionnelles d’extraction des flavonoides des écorces d'orange.
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I1L.3. Etude de Deffet inhibiteur de la corrosion de ’acier au
carbone par Dextrait des écorces d’orange et ses composés

antioxydants

Introduction

La corrosion affecte la plupart des secteurs industriels et peut cotliter des milliards de dollars
chaque année (Hussin & Kassim, 2011). A titre d’exemple dans le cas des procédés
industriels les métaux sont exposés a l'action des acides mais parfois aussi des bases, qui
agissent comme agents corrosifs. Ces acides jouent un role important dans 1’industrie, surtout
dans les systemes de nettoyage en industries alimentaire, le raffinage du pétrole brut, le
décapage a l'acide, le nettoyage industriel, le détartrage acide et dans les procédés

pétrochimiques (Abiola & James, 2010 ; Hussin & Kassim, 2011).

L’efficacité des antioxydants issus des agro-ressources comme inhibiteurs de la corrosion des
métaux a été découverte a la fin du XIX"™ siécle. Ce moyen de protection d’origine naturelle
a été supplanté par le développement et 1'utilisation extensive des inhibiteurs inorganiques tres
efficaces (tels que les phosphates, les chromates et les nitrites) ou des molécules simples de
syntheése organique montrant également un pouvoir inhibiteur intéressant (les polyamines, les
carboxylates a longue chaine, I’imidazole et les composés dérivées). Cependant, la production
de ces molécules n’est pas seulement coliteuse mais aussi souvent toxique. Dans le cadre des
nouvelles regles toxicologiques et écologiques (comme le reglement REACH et l'eau des
directives européennes sur les eaux usées rejetées (Directive 2000/60/EC, 2000), les
molécules organiques extraites des végétaux apparaissent comme un outil alternatif dans le
domaine de l'inhibition de la corrosion en raison de leur biodégradabilité, disponibilité et de
leur non-toxicité. Par conséquent, plusieurs chercheurs ont mis l'accent sur l'utilisation

potentielle de ces inhibiteurs verts depuis environ dix ans.

Diverses substances naturelles ont été testées comme inhibiteurs de corrosion de l'acier en
milieu acide (Saleh et al., 1982; Raja & Sethuraman , 2008). Parmi ceux-ci, des extraits de
plantes I’hibiscus (El-Hosary et al., 1972), ’henna (Rehan, 2003 ; Ostovari et al, 2009 ;
Hamdy et al, 2013) le thym (Chetouani et al., 2003), la camomille (Abdel-Gaber et al.,
2006), le blé (Rehan, 2003), des extraits des feuilles: la feuille du palmier dattier (Rehan,
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2003), les feuilles d’Andrographis paniculata (Singh et al., 2010), les feuilles d’olivier (EI-
Etre, 2007), les feuilles de citrus aurantiifolia (Saratha et al., 2009), les feuilles de Ginkgo
(Deng et al., 2012), les feuilles du thym (Ibrahim et al, 2012), des extraits des écorces de
fruits: les pelures de banane (Eddy & Ebenso, 2008; Ji et al., 2015), les pelures d’ail (De
Assuncao Araujo Pereira et al., 2012), les écorces de grenade « Punica granatum » (Belhpour
et al., 2012), des extraits de graines: les extraits de graines du palmier dattier (Umoren et al.,
2013) et les graines d’Ammi Visnaga (El-Etre, 2006) ou méme le café moulu (Vasconcelos
Torres et al., 2011), ou le miel (El-Etre & Abdallah, 2000). Ces extraits naturels ont prouvé

leur efficacité.

L’inhibition de la corrosion par les extraits naturels est généralement attribuée a la présence
de métabolites secondaires contenant des constituants antioxydants tels que les alcaloides, les
flavonoides, et les tannins condensés (Lebrini et al., 2011 ; Behpoura et al., 2012 ; Rahim et
al., 2007). L'efficacité de la protection dépend du substrat, des molécules organiques actives
et du milieu corrosif. L’adsorption de type Langmuir de monocouches sur des surfaces
métalliques a été décrite, ainsi que la formation de films de conversion tridimensionnels.
Toutefois, en raison de la grande variété de molécules contenues dans les extraits naturels, les

mécanismes d'inhibition restent largement inconnus.

Dans ce travail, le pouvoir inhibiteur d'un extrait des écorces de 1’orange Maltaise sur l'acier
au carbone dans l'acide chlorhydrique et la soude est étudié. Le but de cette partie de 1’étude
est de corréler l'activité antioxydante des molécules extraites des écorces d'orange et

l'efficacité de 1'inhibition de la corrosion de l'extrait naturel.

Le pouvoir inhibiteur de molécules flavonoides choisies (la néohespéridine et la naringine)
ainsi que celui de l'acide ascorbique a été évalué en utilisant des méthodes électrochimiques
(mesures de potentiel de corrosion, courbes de polarisation et la spectroscopie d'impédance
électrochimique) et comparée par rapport a leur activité antioxydante évaluée par le test
ABTS. Le mécanisme d'inhibition de la corrosion de 1'extrait des écorces d'orange a été étudié
en combinant les résultats de I’analyse du comportement €lectrochimique et les observations
de l'analyse de surface aprés immersion dans le milieu corrosif. Cette partie a fait 1’objet

d’une publication scientifique (M hiri et al., 2015) (Annexe 4)

D’autre part, une évaluation de la résistance de 1’acier aprés un traitement de surface dans une

solution contenant I’extrait ou les molécules antioxydantes choisies a été menée.
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II1.3.1. Inhibition de la corrosion de ’acier en milieu acide
L’¢tude de I’efficacité de I’inhibition de la corrosion de I’acier en milieu acide par 1’extrait
des écorces d’orange a ¢été menée a pH=I1. Les flavonoides majoritaires des écorces d’orange

sont : la néohespéridine, I’hespéridine, la nobiletine, la naringine, la narirutine.

Parmi ces composés antioxydants identifiés et quantifiés dans cette étude, la néohespéridine et
I’hespéridine présentent des valeurs d'activité antioxydante similaires (1,297 et 1,216
respectivement), en raison de leur structure chimique trés proche. La narirutine et la naringine
sont des isomeres de conformation et ont une activité antioxydante cinq a dix fois plus faible
que l'hespéridine ou la néohespéridine (respectivement 0,221 et 0,111), en raison de 1'absence
de groupe catéchol sur le noyau B (Van Acker et al., 1996 ; Xiao et al, 2009). En ce qui
concerne la nobiletine, son activité antioxydante est si faible qu'elle ne peut pas étre détectée
par la méthode ABTS. On peut noter que 1'acide ascorbique pur montre une valeur inférieure

de 30% (0.846) que I'un des flavonoides.

Par conséquent, pour les caractérisations électrochimiques et 1’analyse de la surface, la
néohespéridine, la naringine et l'acide ascorbique ont été choisis comme les molécules

antioxydantes représentatives de 1'extrait des écorces d'orange.

IT1.3.1.1. Caractérisations électrochimiques

La caractérisation ¢€lectrochimique de 1’acier a été étudi¢ en HCI 0,1 M (eau/éthanol 50/50
vol. %). L'effet inhibiteur de l'extrait a été étudié par des expériences €électrochimiques:
mesures de potentiel de corrosion (Figure 30), courbes de polarisations (Figure 31) et
spectroscopie d'impédance électrochimique (Figure 32) apres dilution de ’extrait a 50% et
10%. La néohespéridine, la naringine et 1'acide ascorbique ont été testés séparément en tant
que molécules antioxydantes pures a 10 mol L. Cette concentration correspond a l'ordre de

grandeur des quantités des molécules antioxydantes dans 1'extrait dilué a 10%.

*

% Mesures de potentiel de corrosion

Comme le montre la figure 30, le potentiel de corrosion a la surface de 1’acier mesuré dans
HCI 0,1 M avec ou sans inhibiteur ou I’extrait des écorces d’orange atteint rapidement une

valeur stable (environ -0,50 V/ECS) apres 30 minutes d'immersion.

Toutes les valeurs mesurées sont confinées dans une gamme réduite de potentiels (entre -0,52

V/ECS et -0,45 V/ECS) et seulement de légeres différences peuvent étre remarquées.
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Toutefois, le potentiel le plus bas est obtenu en présence d’acide ascorbique alors que le

potentiel le plus élevé est observé en présence de néohespéridine.
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Figure 30. Mesures de potentiel de corrosion pendant ['immersion de [’acier dans un électrolyte a
base d’eau/éthanol acidifié a pH I avec I’HCL

Effet de I’addition de [’extrait des écorces d’orange et leurs composés antioxydants : néohespéridine

10°M, naringine 10°M et acide ascorbique 10°M.

s Courbes de polarisation potentiodynamique

Les courbes de polarisation cathodique et anodique, enregistrées au bout de 8 heures
d'immersion dans le milieu corrosif, montrent que l'extrait des écorces d'orange agit a la fois

comme un inhibiteur cathodique et anodique (Figure 31a).
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Figure 31. Courbes de polarisation cathodique et anodique enregistrées sur [’acier aprés 8 h
d’immersion dans un électrolyte a base d’eau/éthanol acidifié a pH 1 avec I’HCI. Effet de [’addition
de lextrait des écorces de 1’orange Maltaise et leurs composés antioxydants : néohespéridine 10°M,

naringine 10°M et acide ascorbique 10°M.
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Du coté cathodique, la densité de courant relative a la cinétique de la réduction de H* est
divisée par un facteur 10 en présence de I'extrait des écorces d’orange dans le milieu corrosif

quel que soit sa concentration (dilué a 10% ou 50%).

Cette inhibition cathodique est également observée pour les trois molécules antioxydantes
pures. L'effet est similaire dans les trois cas, mais plus léger que l'effet de l'extrait (Figure
31a). Néanmoins, l'inhibition anodique induite par la présence de 1’acide ascorbique et la

néohesperidine est plus importante que 1'effet anodique de la naringine.

La cinétique de l'oxydation du fer est également réduite en présence d'extrait des écorces
d'orange, comme indiqué par la partie anodique de la courbe de polarisation (Figure 31a).
Cependant, l'effet anodique est moins important que le cathodique. En ce qui concerne
l'inhibition anodique induite par la présence des molécules antioxydantes pures (Figure 31b),
la néohespéridine et 1’acide ascorbique ont un effet comparable et supérieur par rapport a
celui observé pour la naringine. Etant donné que la concentration de l'extrait des écorces
d’orange dans le milieu corrosif ne semble pas avoir un effet sur I'efficacité de 1’inhibition,
une seule dilution de l'extrait (a 10%) sera étudiée dans les investigations de 1'étude

d'impédance électrochimique.

R/

% Spectroscopie d’impédance électrochimique (ELS)

Les résultats des mesures de spectroscopie d'impédance électrochimique sont présentés
relativement apres 2 heures (Figure 32a, c¢) et 8 heures (Figure 32b, d) d'immersion dans le

milieu corrosif.
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Figure 32. Spectres d’impédance en représentation de Bode enregistrés sur [’acier dans un électrolyte
a base d’eau/éthanol acidifié a pH 1 avec I’HCI. Effet de l’addition de [’extrait des écorces d’orange
et leurs composés antioxydants (néohespéridine, naringine, acide ascorbique) apres 2 h (a)(c) et 8 h

(b)(d).
Les résultats sont présentés dans la représentation de Bode de la figure 32. Les spectres
d’impédance sont ajustés avec le circuit électrique équivalent donné dans la figure 33
contenant une seule boucle (R;, CPE)), excepté apres 8 heures d'immersion dans le milieu
corrosif en présence de l'extrait d’écorce d’orange. Dans ce dernier cas, une deuxieme boucle
(Ry, CPE,) doit étre ajoutée dans le circuit équivalent utilisé pour ajuster les données

expérimentales (Figure 33).

(@)
i
AN
CPE, (Q.ny)

LR ] [ R, |
®

Re ‘

MM AMA |

CPE, (Q,n)) CPE, (Q,.n,)

Figure 33. Circuits électriques utilisés par ['ajustement des données des spectres d’impédance.

R peut étre attribuée a la résistance de transfert de charge (R a l'interface métal/électrolyte.
Les résultats montrent que l'extrait des écorces d’orange et les molécules pures antioxydantes
ont un effet inhibiteur qui augmente avec le temps d'immersion dans le milieu corrosif. Les
parametres électriques déduits de l'ajustement des données expérimentales sont rassemblés

dans le tableau 29.
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Tableau 29 Parameétres électriques déduits de I’ajustement des données d’impédance.

Ri=Ry Q Ceff,
Q em’ Ss"em? ™ pF em? E.L (%)
2h  8h 2h 8h  2h 8h 2h 8h 2h 8h
Sans inhibiteur 240 173 1910* 2610° 08 o8 2 8 - -
Ne°hfg_lg§;‘dme 1112 1313 1310* 1010° 08 08 4 0 3 g7
Naringine 257 390 2010 1910° 08 og & 60 4 56
10 pmol/L
Ac‘delzicf\’;b‘q“e 1556 2120 9810° 5910° 07 08 0 14 g5 92
Extrait 4 5 29 47
(dilué 3 10%) 1593 3207 1.010% 8410° 08 09 85 95

R; : résistance de transfert de charge, Q;: capacité de double couche électrique, n; . fréquence, Ceff;: efficacité effective ;
E.I : efficacité d inhibition.

Dans le cas particulier de la naringine, 1'effet est tres faible au début de 1'immersion et méme
apres 8 heures, le taux de corrosion de 1'acier est juste divisé par un facteur 2 (correspondant a

une efficacité d'inhibition de 50%).

En présence de la néohespéridine, de 1'acide ascorbique ou de I'extrait des écorces d’orange
dilué a 10%, la vitesse de corrosion de I’acier est divisée par un facteur 5 apreés 2 heures
d'immersion dans le milieu corrosif. Cette résistance a la corrosion reste constante avec la
durée d'immersion en présence de la néohespéridine mais elle est améliorée jusqu'a un facteur
12 en présence d'acide ascorbique et de 20 en présence de l'extrait des écorces d’orange dilué

a 10% apres 8 heures d'immersion.

Les éléments de la phase constante CPE; associés a la premiere constante de temps (avec une
impédance Z = (Q; (jo)"T") présentent des valeurs similaires quel que soit le milieu corrosif
et la durée d'immersion, de l'ordre de grandeur de 100-200 uS s" cm™, qui est supérieure 2 la
capacité de double couche généralement observée sur le métal nu (15 a 50 uF cm™) (Ozarem
& Tribollet, 2008). Cependant, le processus de corrosion qui se produise sur l'acier dans le
milieu corrosif a base de HCl/éthanol conduit a une attaque hétérogene des grains induisant
une distribution bidimensionnelle du courant et du potentiel a la surface et par conséquent un
facteur n; inférieur a 1 (environ 0,8 dans tous les cas). Dans ce cas, une capacité effective

(Cefr1) peut étre calculée par 1’équation 10 (Brug et al., 1984) :

ngq1/n Eq.10
curfoc(ons) |

Ou R. est la résistance de 1'électrolyte et R la résistance de transfert de charge.
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Les capacités effectives calculées indiquées dans le tableau 29 correspondent a des capacités
de double couche, a l'exception sans inhibiteur ou avec une faible efficacité inhibitrice (avec
la naringine). Réellement, une forte attaque électrochimique conduit a une sous-estimation de

la surface active, induisant une surestimation de la capacité.

Dans le cas particulier de 1'acier immergé pendant 8 heures dans 1'extrait dilué, la seconde
constante de temps (R,-887 cmz, Q=13 1048 s cm'z) peut étre attribuée a un processus de
diffusion des ions H* et Fe** a travers l'interface métal/électrolyte comme indiqué par le

facteur n; égal a 0,6 (pres de 0,5).

II1.3.1.2. Analyse de la surface
La morphologie de la surface observée apres immersion de l'acier dans le milieu eau/éthanol
acidifié (Figure 34a, b) est similaire a ce qui est classiquement observé apres immersion dans

un milieu acide aqueux pur.

Le métal est attaqué et la microstructure des grains est révélée. En présence des trois
molécules antioxydantes pures testées dans cette étude, la surface extréme est également
dissoute (Figure 34e-j). En plus des zones attaquées, les zones sombres correspondent a des
dépots organiques ou organo-métalliques dans les milieux corrosifs contenant des especes
inhibiteurs organiques (Figure 34e-j), en particulier en présence de I’acide ascorbique

(Figure 34i-j).

La morphologie de I’extréme surface de 'acier immergé pendant dix jours dans l'extrait des
¢corces d’orange dilué a 10% est tout a fait différente: la face partiellement attaquée a été

remplacée par la présence d'un film recouvrant totalement la surface.

L'activité antioxydante des principaux composés identifiés dans l'extrait des écorces d'orange
dépend de la molécule. La néohespéridine montre une activité antioxydante élevée par rapport
a la naringine qui est environ dix fois moins efficace. Cette différence peut s’expliquer par les

différences de structure des molécules.

Cette activité antioxydante des molécules pures est ensuite directement liée a l'efficacité
d'inhibition de la corrosion de l'acier évaluée en milieu acide. En effet, d’un point de vue anti-
corrosion, les performances de la naringine sont inférieures a celles de 1'acide ascorbique ou la

néohespérdine (Sekine et al., 1988; Ferreira et al., 2004).
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Figure 34. Morphologie de la surface de [’acier immerge pendant 10 jours dans une solution a base
de ’eau/éthanol acidifiée a pH 1 avec I’HCI (a) (b). Effet de [’addition de [’extrait des écorces de
’orange Maltaise a 10% (c) (d), leurs composés antioxydants: néohespéridinel 0°M (e)et (f),
naringinel0°M (g) et (h) et I’acide ascorbique 10°M (i)et (j).

En fait, les propriétés de piégeage de radicaux de molécules antioxydantes sont connues pour
A ., N N . . , . . . 2
étre associées 2 leur capacité a chélater les cations métalliques et en particulier Fe=" (Van

Acker et al., 1996) puisque les mémes groupes fonctionnels sont impliqués.
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Le mécanisme d'inhibition de la corrosion peut donc étre considéré comme chimisorption des
molécules organiques sur de l'acier avec la formation de produits de conversion entre Fe** et
les composés antioxydants organiques. Les dépdts organiques observés par MEB sur la
surface extréme de l'acier apreés une longue période d’immersion en présence des molécules

inhibitrices pures confirment cette explication.

D'apres les observations MEB, 1'addition de 1’acide ascorbique ou de la néohespéridine dans
le milieu corrosif entraine une formation plus importante de dépdt organique sur la surface de
l'acier par rapport a la naringine. Une meilleure capacité de chélation de 1'acide ascorbique et
la néohepéridine a 1’égard du Fe** pourrait expliquer ce comportement (Sekine et al., 1988 ;
Ferreira et al., 2004). Enfin, concernant les propriétés anti-corrosion des molécules pures, ils
sont directement liés a leur structure chimique. En effet, l'activité antioxydante et la capacité
de chélation de la néohesperidine (Fernandeza et al., 2002) et de 1'acide ascorbique (Sekine et
al., 1988 ; Ferreira et al., 2004) sont meilleures que les propriétés de la naringine, d’ou un

faible pouvoir de l'inhibition de la corrosion.

En ce qui concerne l'activité antioxydante et I’efficacité¢ de 1’inhibition de la corrosion par
l'extrait des écorces d'orange, ils peuvent €tre expliqués en partie par les contributions
individuelles des principales molécules antioxydantes identifiées et quantifiées dans I'extrait
des écorces d'orange. L'activité antioxydante de 1’extrait des écorces d’orange est supérieure a
la valeur attendue en additionnant les contributions individuelles. D'autres antioxydants
naturels (tels que les caroténoides) non pris en compte dans cette étude pourraient contribuer
a l'activité antioxydante totale de I'extrait (Khan et al., 2010) et/ou des effets synergiques
peuvent étre observés entre les différentes molécules antioxydantes, en particulier entre les
flavonoides et l'acide ascorbique (Zhang et al, 2012 ; Choueiri et al., 2012 ; De Souza &
Giovani, 2004).

Rusznyédk & Szent-Gyorgyi (1936), ont montré que les flavonoides et la vitamine C des Citrus
agissent en synergie pour renforcer les capillaires. Leur interaction peut affecter la capacité
antioxydante totale de I’extrait qui peut expliquer les résultats obtenus lorsqu’on mesure

’activité antioxydante des extraits (Hidalgo et al., 2010).

Du point de vue de la corrosion, l'inhibition induite par I'extrait des écorces d’orange est
également plus élevée que celle des contributions individuelles. La vitesse de corrosion est
effectivement réduite par la formation progressive d'un film tridimensionnel recouvrant

totalement la surface comme observé par MEB apres immersion de longue durée.
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Ce résultat est cohérent avec I’apparition du phénomene de diffusion au cours de I'immersion
seulement en présence de l'extrait et nécessaire pour ajuster les résultats d'impédance. Ce film
pourrait étre formé par des composés extraits des écorces d’orange, qui ne sont pas connus
pour leurs propriétés antioxydantes, mais qui pourraient couvrir la surface de l'acier et piéger
la molécule antioxydante chélatant Fe™*. Par exemple, les écorces d'orange sont riches en
fibres (13,9-78,66 g/100g bs) et essentiellement en pectine (0,22-23,02%) (Marin et al., 2007,
Wang et al., 2008, Liu et al., 2006; Kratchanova et al., 2004), qui ont été récemment étudiés
comme inhibiteurs de la corrosion (Solomon et al., 2010; Fiori-Bimbi et al., 2015). Les
polysaccharides peuvent également étre cités comme des composés pouvant former un film
améliorant ainsi les propriétés anti-corrosion en fixant les molécules antioxydantes a la

surface de 1'acier (Banerjee & Srinastava, 2012).

11.3.2. Inhibition de la corrosion de ’acier en milieu basique

L’inhibition de la corrosion de I’acier est surtout étudiée en milieu acide et rarement en milieu
basique. El-Etre et al. (2005) ont étudié I’inhibition de la corrosion des métaux (I’acier, le
nickel, le zinc) par I’extrait des feuilles de henna dans plusieurs milieux corrosifs (acide,
alcalin et neutre). Les auteurs ont montré que I’efficacité de 1’inhibition de la corrosion
dépend a la fois du type du métal et du milieu corrosif et que le taux d’inhibition de la
corrosion de 1’acier diminue dans l'ordre suivant: acide 95,78% ; neutre 91,01% et alcalin
69,56%. Pour I'utilisation des écorces d’orange comme un inhibiteur de la corrosion de
I’acier, les 2 ¢études existantes sont réalisées en milieu acide. Les études de I’inhibition de la

corrosion en milieu basique sont surtout menées sur I’aluminium (Oguzie, 2007; Abdel-

Gaber et al., 2008) et peu sur I’acier (El-Etre et al., 2005).

Une étude de Dl’inhibition de la corrosion de 1’acier au carbone dans un milieu basique
(pH=12) en présence de I’extrait des écorces d’orange a 10% et des molécules antioxydantes
pures : la néohespéridine et la naringine a 10 mol/L a été menée en déterminant les courbes

de polarisation (Figure 35) et I’analyse de la surface (Figure 36).

I11.3.2.1. Caractérisations électrochimiques

«* Courbes de polarisation potentiodynamique

Les courbes de polarisation cathodique et anodique, enregistrées au bout de 8 heures
d'immersion dans le milieu corrosif, montrent que I'extrait des écorces d'orange agit comme

un inhibiteur mixte mais essentiellement anodique (Figure 35).
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Figure 35. Courbes de polarisation cathodique et anodique enregistrées sur [’acier aprés 8 h
d’immersion dans un électrolyte a base d’eau/éthanol basifiée a pH 12 avec NaOH. Effet de I’addition
de lextrait des écorces de I’orange Maltaise et leurs composés antioxydants : néohespéridine 10°M,
et naringine 10°M.

Sur le c6té cathodique, c’est ’extrait des écorces d’orange a 10% ainsi que la néohespéridine
4 10°M qui présentent un pouvoir inhibiteur de la corrosion en milieu basique alors qu’on a
constaté un tres 1éger effet pour la naringine. La cinétique de 1'oxydation du fer est également
réduite en présence d'extrait des écorces d'orange, comme indiqué par la partie anodique de la
courbe de polarisation et 1'effet anodique est beaucoup plus important que I’effet cathodique.
Cependant, en ce qui concerne l'inhibition anodique induite par la présence des molécules
antioxydantes pures, on constate un effet inhibiteur trés faible et dans le sens inverse, on

trouve la naringine et la néohespéridine.

On peut conclure que ’effet inhibiteur de la corrosion de I’acier au carbone en présence de
I’extrait est plus élevé que celui des molécules antioxydantes mais qui reste faible par rapport

a celui en milieu acide.

I11.3.2.2. Analyse de la surface

Les observations au MEB effectuées apres 10 jours d'immersion de 1’acier au carbone dans un
milieu eau/éthanol basifi¢ en présence de 1’extrait des écorces d’orange a 10% et des
molécules antioxydantes pures : la néohespéridine et la naringine 2 10” mol/L sont présentées
dans la figure 36. On a pu constater qu’en présence de 1’extrait des écorces d’orange (Figure
36¢-d), il y a la formation d’un film a la surface de la plaque de 1’acier mais qui reste partiel

car celui-ci ne couvre pas toute la facette attaquée par la corrosion.
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Figure 36. Morphologie de la surface de [’acier immerge pendant 10 jours dans une solution a base
de I’eau/éthanol basifiée a pH 12 avec NaOH (a) (b). Effet de I’addition de I’extrait des écorces
d’orange a 10% (c) (d), leurs composés antioxydants: (e) (f) naringinel 0°M.

Concernant les molécules antioxydantes, la figure (36e-f) montre que pour la naringine, on
assiste au début de la formation d’un léger film a la surface de I’acier, ce qui explique ’effet

inhibiteur indiqué dans la section précédente.

111.3.3. Evaluation de la résistance a la corrosion des plaques d’acier (dans

l’eau ASTM) apreés « traitement de surface »

I11.3.3.1. Conditions de traitement de surface

La résistance de 1’acier a la corrosion a été évaluée aprés un traitement de surface des plaques
d’acier en les immergeant pendant 10 jours dans des différentes solutions contenant soit
I’extrait des écorces d’orange soit une de ces 2 molécules antioxydantes séparément

(naringine10°M et néohespéridine 10” M) pour former un film a la surface de ’acier.

Par la suite, les plaques traitées sont testées en milieu corrosif a base de 1’eau-ASTM
(représentant les conditions de la corrosion atmosphérique) en étudiant leur comportement
électrochimique (courbes de polarisation) pour évaluer leur résistance a la corrosion apres le

traitement de surface. Le pH des différentes solutions a ét€ mesuré (Tableau 30).
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Tableau 30. Mesure du pH du blanc, de [’extrait d’écorces d’orange et ces molécules antioxydantes.

Solution pH
Blanc éthanol/eau (50%) 6,1
Extrait (10%) 57
Néohespéridine 10° M 6,7
Naringine10” M 6,2

I11.3.3.2. Observations microscopiques

Les observations par microscopie €lectronique montrent que la surface de la plaque d’acier
(Figure 37) immergée dans la solution éthanol/eau est totalement couverte par la rouille. Par
contre la plaque immergée dans 1’extrait présente un dépot de matiére organique mais qui
n’est pas parfaitement adhérent. Pour les 2 molécules antioxydantes de 1’extrait, c’est la méme

observation que celle de I’extrait mais avec un dépdt moins important.

(a) (b)

© ()

(©) ®
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®

Figure 37. Morphologie de la surface de [’acier immerge pendant 10 jours dans une solution a base
de ’eau/éthanol (a) (b). Effet de ’addition de [’extrait des écorces d’orange a 10% (c) (d), leurs
composés antioxydants: (e) (f), naringinel0-5M (g) (h) (i) Néohespéridine.

111.3.3.3. Résistance a la corrosion de I’acier traité

s Courbes de polarisation potentiodynamiques

Les courbes de polarisation cathodique et anodique, enregistrées au bout de 8 heures

d'immersion dans le milieu corrosif est présentées dans la figure 38.
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Figure 38. Courbes de polarisation cathodique et anodique enregistrées sur [’acier aprés 8 h

d’immersion dans un électrolyte a base d’eau/éthanol. Effet de I’addition de I’extrait des écorces de
I’orange Maltaise et leurs composés antioxydants : néohespéridine 10°M et naringine 10°M.
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Cette figure montre que la cinétique de réduction de 1’oxygene a diminué grace a la présence
de I’extrait des écorces d’orange et des molécules antioxydantes emprisonnés dans le film
protecteur formé a la surface des plaques d’acier au cours du traitement de surface par
immersion. Par contre, vue la mauvaise adhérence du film, on n’observe pas d’inhibition
anodique. Du co6té cathodique, I’extrait, la naringine et la néohespéridine présente la méme
efficacité anti-corrosive. Par contre du coté anodique, c’est seulement 1’extrait et la naringine

qui montre un effet inhibiteur.

En conclusion, le traitement par 1’extrait des écorces d’orange permet d’améliorer la
résistance de 1’acier a la corrosion par la formation d’un dépdt de matiere organique mais il
n’est pas trop efficace car le film n’est pas totalement adhérent a la surface de 1’acier. Par
contre, le traitement de surface par I’extrait des écorces d’orange reste plus efficace que les 2

molécules antioxydantes testées s€parément (la néohespéridine et la naringine).
Conclusion

Comme le montre la présente étude, la présence de fonctions ene-diol ou catéchol ou d'autres
fonctions dérivées sont responsables de l'activité antioxydante des molécules et explique en

partie 1'inhibition de la réaction cathodique.

Les mémes types de fonctions sont également responsables de 1'inhibition anodique en raison
de leurs propriétés de chélation a 1'égard des cations. Cependant, l'efficacité d'inhibition
significative obtenue avec l'extrait est également due a la formation d'un film tridimensionnel
sur la surface de l'acier, qui peut étre formé par d'autres macromolécules qui agissent en
synergie avec les molécules antioxydantes. La propriété anti-corrosion de 1’extrait des écorces
de I’orange Maltaise ne peut pas étre expliquée seulement par les propriétés antioxydantes des
flavonoides, contenus dans cet extrait. D'autres études sont nécessaires pour comprendre le
mécanisme d'inhibition de la corrosion des extraits naturels. La réalisation de la technique de
spectrométrie de masse a ionisation secondaire a temps de vol (TOF-SIMS) pourra aider a
déterminer la nature des composés organiques qui forment le film tridimensionnel a la surface
de I’acier et étudier par la suite leur pouvoir inhibiteur comme celui de la pectine et des
caroténoides. D’autres travaux sont aussi nécessaires pour optimiser 1’effet inhibiteur de la
corrosion de I’acier par I’extrait des écorces de I’orange Maltaise et ses principaux
flavonoides en milieu basique ainsi que pour leur utilisation comme traitement de surface

pour réduire I’impact de la corrosion atmosphérique.
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CONCLUSION GENERALE ET PRESPECTIVES

Cette étude a porté sur la détermination quantitative et qualitative des flavonoides des écorces
de I’orange Maltaise, leur extraction ainsi que 1’utilisation de 1’extrait comme inhibiteur de la
corrosion. Les écorces de I’orange Maltaise ont été utilisées comme un produit modele.
D’abord, une analyse de la composition chimique globale et des teneurs en pesticides des
écorces a été effectuée. Une étude comparative de I’impact des différentes conditions de cinq
techniques d’extraction sur non seulement les composés phénoliques mais aussi sur 1’activité
antioxydante des extraits des écorces d’orange Maltaise a été abordée. Cette partie de 1’étude
constitue la premicre originalité de ce travail. Par ailleurs, 1I’exploration de 1’effet inhibiteur de
la corrosion de I’acier par I’extrait des écorces en milieu acide et en milieu basique a été
réalisée pour la premiere fois dans cette étude et constitue la seconde originalité de ce travail.
L’identification des caractéristiques chimiques d’une agro-ressource est une étape essentielle
préalable a toute valorisation ultérieure. Les écorces de 1’orange Maltaise se sont montrées et
conformément a la littérature une véritable source d’ingrédients nutritionnels comme les
sucres solubles (46,241+0,015 g/100g bs), les protéines (8,120+0,120g/100g bs) et les
minéraux (3,170£0,035 g/100g bs).

Les écorces de I’orange Maltaise sont aussi riches en ingrédients fonctionnels comme les
phénols totaux (1,968+0,002 g/100g bs) et la vitamine C (0,105+0,003 g/100g bs). L’analyse
des résidus des pesticides dans les écorces par CL/SM/SM et CG/SM a montré que celles-ci
ne contiennent qu’un seul insecticide le Malathion dont la teneur demeure inférieure a la
limite maximale fixée par I’Union-Européenne.

Une étude plus exhaustive portant sur les coproduits issus de différentes régions de la Tunisie
et examinant I’effet du lavage et des traitements industriels préalables a la transformation est
essentielle avant d’affirmer la non toxicité de ces coproduits. Les applications pour des
formulations alimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques seraient alors sans risques pour
ces coproduits.

L’humidité ¢levée (3,169+0,123 kg d’eau/kg bs) des écorces d’orange, les rendant fortement
périssables, exigent leur stabilisation par déshydratation ou par congélation avant toute
exploitation.

L’identification et la quantification des composés phénoliques des écorces de 1’orange
Maltaise Y2 sanguine par spectrométrie de masse couplée a la chromatographie liquide a haute
performance ont été effectuées pour la premiere fois dans cette étude et ont révélé que les

¢corces de l’orange Maltaise sont riches en flavonoides, essentiellement des flavanones
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(93,22%) mais aussi des flavones polyméthoxylés (6,78%). Les teneurs en ces composés
exprimées en g/100g de poudre des écorces d’orange et déterminées par 1’extraction
conventionnelle par solvant, sont : la néohespéridine (0,86040,003), suivi par 1’hespéridine
(0,551+£0,001), la naringine (0,042+0,001), la nobiletine (0,042+0,002), la narirutine
(0,038+0,001), la didymine (0,026+0,000), la sinensetine (0,020+0,001), [Deriocitrine
(0,019+0,001), I’hexaméthoxyflavone (0,006+0,000) et la tangeretine (0,005+0,001).

Les effets des conditions opératoires de quatre méthodes d’extraction Maltaise (extraction
assistée par ultrasons : EAU (100-200W), extraction assistée par micro-ondes : EAM (/00-
400W), extraction par CO, supercritique : SC-CO, (35-80°C/10-22 MPa), et extraction sous
hautes pressions : EHP (0,1-100 MPa)), sur les teneurs en phénols, en flavonoides totaux, en
flavonoides individuels et en activité antioxydante des extraits ont été étudiés. L’efficacité des
méthodes examinées ont été aussi comparées pour des conditions opératoires communes et
similaires a celles de ’ECS (rapport m/v:5g:50 ml; 80% d'éthanol avec agitation mécanique,

durée : 30 min, 3 cycles d’extraction) qui ont été définies au préalable.

Les résultats ont montré que pour I’EAM, une puissance de 300 W qui correspond a 92°C est
préférable pour maximiser l'activité antioxydante, alors qu'une puissance de 200 W
correspondante a 76°C donne la teneur en phénols totaux la plus élevée (2,688+0,070 g
EAG/100g). L’utilisation des puissances micro-ondes et/ou des températures élevées
conduisent a I’altération des composés phénoliques des écorces d’orange et provoque
probablement le déclenchement de la réaction de Maillard qui entraine la formation des
produits de forte activité antioxydante mais qui sont au méme temps toxiques et cancérigenes

et entrainent aussi I’altération de la qualité organoleptique du produit (couleur, odeur...).

Pour ’EAU a une puissance de 125 W donne les teneurs en phénols (2,140+0,005 g
EAG/100g) et flavonoides totaux (1,087+0,012 g rutine/100g) les plus élevées et une activité
antioxydante de 2,735+0,048 uM équivalent Trolox (test ABTS). Les puissances élevées des
ultrasons sont a éviter car elles entrainent la formation des radicaux libres dans le milieu
aqueux conduisant ainsi a la diminution de P’activité¢ antioxydante. Pour cette raison, il est

recommandé d’appliquer des puissances modérées lors de 1’extraction.

Une température de 80°C et une pression de 10 MPa sont les conditions de 1’extraction SC-
CO;, qui donnent les teneurs les plus élevées en phénols (1,458+0,054 g EAG/100g) et
flavonoides totaux (0,906+0,012 g rutine 100g) et une activité antioxydante de 2,658+0,059
uM équivalent Trolox (test ABTS).
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Par contre, ’extraction SC-CO, n’est pas adaptée pour I’extraction des flavonoides des
¢corces de I’orange Maltaise car le CO, est apolaire et par conséquent, cette méthode permet
surtout d’extraire les flavones polyméthoxylés (apolaire). L’utilisation d’une teneur plus
élevée de co-solvant polaire (ici 1’éthanol) pourrait améliorer 1’efficacité¢ de cette méthode

pour I’extraction des phénols apolaires.

Une pression de 50 MPa pour I’EHP permet I’obtention d’une teneur élevée en flavonoides
totaux, tandis qu’une pression de 100 MPa donne la meilleure activité antioxydante
(11,911+0,151 uM équivalent Trolox, test ABTS). Cette augmentation de [D’activité
antioxydante par rapport au témoin (obtenu par ECS) peut étre expliquée par la formation des
produits issus de I’oxydation enzymatique qui peuvent étre toxiques. Par conséquent, dans ces
conditions, ’EHP n’est pas adaptée a 1’extraction des flavonoides des écorces d’orange de la
variété Maltaise car les teneurs en PT, FT et en FI sont plus faibles que celles de I’extrait

témoin.

La comparaison des cinq méthodes d’extraction des flavonoides des écorces de 1’orange
Maltaise a été ensuite réalisée pour les mémes conditions opératoires (rapport m/v:5g:50 ml;
80% d'éthanol avec agitation a ’obscurité, 35°C, 3 extractions successives), sauf pour I’EHP,

pour laquelle une seule extraction a été réalisée.

L’EAM a été jugée la meilleure méthode d’extraction de phénols, suivie par ’EAU, I’ECS,
I’EHP et SC-CO,. En effet, ’EAM permet une augmentation de 20% en PT et de 24% en FT,
alors qu’elle est de 9,4% et 7,4% pour ’EAU, en les comparants avec le témoin (ECS).
L’EAM permet d’obtenir des teneurs ¢élevées en flavonoides individuels (FI) majoritaires des
¢corces de 1’orange Maltaise (exprimées en g/100g de poudre des €corces d’orange) tels que
la néohespéridine (1,045+0,001), I’hespéridine (0,781+0,074), la didymine (0,062+0,001), la
naringine (0,218+0,001), la nobiletine (0,084+0,001), 3°,4°,5,5°6,7, Hexaméthoxyflavone
(0,01620,002) et la tangeretine (0,011+0,000).

En revanche, les meilleures activités antioxydantes ne correspondent pas systématiquement
aux teneurs en phénols les plus élevées. Les valeurs de ces activités different aussi selon le
test utilisé. Cependant, les valeurs des activités antioxydantes obtenues pour les quatres
méthodes d’extraction sont inférieures a celle de 1’extrait obtenu par ECS, sauf pour I’extrait
obtenu par EHP qui montre une augmentation de ’activité antioxydante de 35% avec le test

ABTS et de 42% pour le test DPPH. Pour le test ABTS, "ordre décroissant des valeurs de

145



CONCLUSION GENERALE M’HIRI N. (2015)

I’activité antioxydante est: EHP, ECS, SC-CO,, EAM, EAU, alors que c’est EHP, ECS,
EAM, EAU, SC-CO; pour le test DPPH.

Une optimisation multicritéres (tenant compte des rendements d’extraction et des activités des
extraits) en explorant simultanément plusieurs facteurs (temps, température et/ou puissance) a
travers 1’établissement d’un plan d’expériences permettrait I’optimisation des méthodes
d’EAM et de ’EHP. L’inconvénient d’une telle approche est que souvent un nombre
d’expériences est souvent nécessaire ce qui alourdit la démarche expérimentale surtout

lorsque plusieurs techniques et parametres sont explorés.

Sur le plan méthodologie, d’autres méthodes sont aussi prometteuses pour 1’exploration du
potentiel antioxydant des agro-ressources comme 1’utilisation d’approches combinées
appliquées de maniere séquentielle telles que la technologie de chute de pression instantanée
contrdlée et I’extraction assistée par ultrasons (DIC-UAE) ou de maniere simultanée
(extraction enzymatique assistée par ultrasons, extraction par fluide supercritique assistée par
ultrasons, extraction assistée par micro-ondes et ultrasons) pour intensifier l'opération

d'extraction et améliorer le rendement d’extraction.

Une étude technico-économique des différentes méthodes d’extraction des composés
phénoliques des écorces d’orange serait également envisagée en perspectives en vue

d’évaluer leur performance en termes de consommation d’énergie et de coft.

L’¢étude de I’effet anti-corrosion de I’acier en milieu acide par I’extrait des écorces d’orange
de la variété Maltaise et certaines molécules antioxydantes (néohespéridine, naringine et acide
ascorbique) a révélé que la néohespéridine et I’acide ascorbique présentent un effet inhibiteur
supérieur a celui de la naringine mais cela n’est pas suffisant pour expliquer la propriété anti-
corrosion de I’extrait des écorces de 1’orange Maltaise. Ce pouvoir inhibiteur est dii en partie
a Pactivité antioxydante des flavonoides et de 1’acide ascorbique contenus dans notre extrait.
En effet, I’activité antioxydante varie selon le type du groupement positionné sur le noyau
aromatique de la molécule. La présence de fonctions ene-diol ou catéchol ou d'autres
fonctions dérivées sont responsables de l'activité antioxydante des molécules et en partie a
expliquer l'inhibition de la réaction cathodique. Les mé&mes types de fonctions sont également
responsables de 1'inhibition anodique en raison de leurs propriétés de chélation a I'égard des
cations. Cependant, l'efficacité d'inhibition significative obtenue par l'extrait est également

due a la formation d'un film tridimensionnel a la surface de l'acier, qui peut étre formé par
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d'autres macromolécules qui agissent en synergie avec les molécules antioxydantes comme

les polysaccharides (la pectine...) et les caroténoides.

D'autres études sont donc nécessaires pour comprendre le mécanisme d'inhibition de la
corrosion de ces extraits. La réalisation de la technique de spectrométrie de masse a ionisation
secondaire a temps de vol (TOF-SIMS) pourra aider a déterminer la nature des composés
organiques qui forment le film tridimensionnel a la surface de I’acier et étudier par la suite
leur pouvoir inhibiteur comme celui de la pectine et des caroténoides. D’autres études
complémentaires peuvent étre effectuées pour comprendre le couplage/la synergie entre les
molécules et les relations structures-activités des molécules contenues dans I’extrait des

écorces d’orange.

L’¢étude de I’effet anti-corrosion de I’acier en milieu basique par 1’extrait des écorces d’orange
de la variété Maltaise et des molécules antioxydantes (néohespéridine et naringine) a montré
que D’effet inhibiteur de la corrosion de 1’acier au carbone en présence de 1’extrait est plus
élevé que celui des molécules antioxydantes mais qui reste faible par rapport a celui observé

en milieu acide.

Le traitement par I’extrait des écorces d’orange permet d’améliorer la résistance de 1’acier a la
corrosion par la formation d’un dépo6t de maticre organique mais il n’est pas trop efficace car
le film n’est pas totalement adhérent a la surface de ’acier. Le traitement de surface par
I’extrait des €corces d’orange reste plus efficace que les 2 molécules antioxydantes pures
utilisées séparément (néohespéridine et naringine). Ainsi, d’autres travaux sont nécessaires
pour optimiser I’effet inhibiteur de la corrosion de ’acier par I’extrait des écorces de 1’orange
Maltaise et ses principaux flavonoides en milieu basique ainsi que pour leur utilisation comme

traitement de surface pour réduire I’impact de la corrosion atmosphérique.

La démarche entreprise dans cette étude pour la valorisation des écorces de 1’orange Maltaise
a travers I’exploration du pouvoir anti-corrosif de ses composés antioxydants permettrait
d’élargir le spectre des applications de ces molécules. Cette démarche est parfaitement
transposable aux coproduits d’autres variétés exploités a I’échelle industrielle comme le citron
mais aussi a d’autres végétaux (légumes, fruits, plantes) et leurs coproduits qui sont

naturellement riches en antioxydants.
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Annexe 1

Courbes d’étalonnage des flavonoides individuels
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Figure 39. Courbes détalonnage eriocitrine, naringine, narirutine, néohespéridine, didymine,
sinensetine, tangeretine, nobiletine, 3°,4°,5,5°6,7,-hexaméthoxyflavone.

Tableau 31. Limite de quantification de chaque étalon interne

Standard LOQ (mg/l) Standard LOQ (mg/l)
Eriocitrine 0.032 Naringine 0.083
Narirutine 0.075 Néohespéridine 0.101
Didymine 0.00026 Sinensetine 0.00017
Tangeretine 0.00017 Nobiletine 0.00018
Hexaméthoxyflavone 0.00017 Hespéridine 0.071
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Titre : Etude comparative de I’effet des méthodes d’extraction sur les
phénols et Pactivité antioxydante des extraits des écorces de I’orange
« Maltaise demi sanguine» et exploration de I’effet inhibiteur de la

corrosion de I’acier au carbone
Résumé

Ce travail de theése est une contribution a la valorisation des écorces de 1’orange « Maltaise demi-
sanguine » tunisienne. L’objectif de ce travail est (i) d’étudier I’efficacité des différentes méthodes
d’extraction en termes de teneurs en phénols totaux (PT), en flavonoides totaux (FT), en flavonoides
individuels (FI) et en activité antioxydante des extraits et (ii) d’examiner 1’effet inhibiteur de I’extrait
contre la corrosion de 1’acier en milieu acide et basique. Pour cela, cinq méthodes d’extraction ont été
utilisées : ’extraction conventionnelle par solvant, ECS (éthanol (80%), m/v: 5g:50ml, 30 min, 35°C
et agitation mécanique a l'obscurité, 3 extractions successives), I’extraction assistée par micro-ondes,
EAM (éthanol (80%), m/v: 5g:50ml, 3 extractions successives, 180s, 67-108°C et 100-400W ou a
35°C), I’extraction assistée par ultrasons, EAU (éthanol (80%), m/v: 5g:50ml, 30 min, 35°C, 100-
200W et 3 extractions successives), 1’extraction sous haute pression, EHP (éthanol (80%), m/v:
5g:50ml, 30 min, 35°C, 0,1-100 MPa et 1 seule extraction) et I’extraction par CO, supercritique, SC-
CO, (éthanol (80%), m/v: 5¢:50ml, 30 min, 35-80°C/10-22 MPa et 3 extractions successives). Ce
coproduit est riche en ingrédients fonctionnels comme les phénols totaux (1,968+0,002 g EAG/100g
MS) et la vitamine C (0,105+£0,003 g/100g MS). Dix flavonoides individuels (FI) ont été identifiés
dans I’extrait des écorces de I’orange Maltaise. La néohespéridine (0,860+0,003 g/100g de poudre des
¢corces d’orange) et 1’hespéridine (0,551+£0,001 g/100g de poudre des écorces d’orange) sont les
composés majoritaires. Les conditions opératoires d’extraction qui ont permis d’obtenir les teneurs les
plus ¢élevées en PT et FT sont 200 W, 76°C pendant 180s pour ’EAM, 125 W pendant 30 min a 35°C
pour ’EAU, 80°C et 10 MPa pour I’extraction SC-CO, et 50 MPa, 35°C pendant 30 min pour I'EHP.
La comparaison des différentes méthodes d’extraction aux mémes conditions opératoires
(m/v:5g/50ml, éthanol 80%, 35°C, 3 extractions successives) montre que I’EAM présente les teneurs
les plus élevées en PT et en FT, suivie par EAU, ECS, EHP et I’extraction SC-CO,, ainsi qu’en
flavonoides individuels majoritaires. Cependant, la valeur de 1’activité antioxydante n’est pas
systématiquement corrélée a la teneur en phénols la plus élevée et elle differe selon le test utilisé. Pour
le test ABTS, D’activité antioxydante suit I’ordre décroissant suivant : EHP, ECS, SC-CO,, EAM,
EAU, alors que c¢’est EHP, ECS, EAM, EAU, SC-CO,, pour le test DPPH. L’étude de I’effet anti-
corrosion de I’extrait des écorces de l’orange Maltaise ainsi que ses composés antioxydants
majoritaires (la néohespéridine, la naringine et 1’acide ascorbique) a révélé une efficacité d’inhibition
significative de la corrosion de 1’acier par I’extrait des écorces d’orange (95%) par rapport a celle de
ses composés antioxydants individuels : 1’acide ascorbique (92%), la néohespéridine (87%) et la
naringine (56%). Le potentiel anti-corrosion de 1'extrait des écorces d'orange n’est pas due uniquement
a l'activité antioxydante de ces composés mais probablement a des actions en synergie de différentes
molécules et a la formation d'un film tridimensionnel de surface attribué a d’autres composés présents
dans I’extrait comme la pectine.

Mots clés : écorces d’orange, flavonoides, activité antioxydante, extraction, inhibition de la corrosion,
acier, MEB, SIE.



Title: Comparative study of the effect of extraction methods on phenols and
antioxidant activity of orange peel extracts «Maltease variety and

exploration of the inhibitory effect of corrosion of carbon steel

Abstract

This work is a contribution to the valorization of “Maltease peel”. The objectives of this research are
(1) to study the efficiency of different extraction methods in terms of total phenol contents (TPC), total
flavonoid contents (TFC), individual flavonoids (FI) and antioxidant activity of extracts and (ii) to
examine the corrosion inhibition of carbon steel in acidic and basic medium by orange peel extract and
its main antioxidant compounds. For this, five extraction methods were used: conventional solvent
extraction, CSE (ethanol (80%), m/v: 5g:50ml, 30 min, 35°C, mechanical stirring in the dark and 3
successive extractions), microwave assisted extraction, MAE (ethanol (80%), m/v: 5g:50ml, 3
successive extractions, and 180s, 67-108°C, 100-400W or at 35°C), ultrasound-assisted extraction,
UAE (ethanol (80%), m/v: 5g:50ml, 30 min, 35°C, 100-200W and 3 successive extraction), high-
pressure extraction, HPE (ethanol (80%), m/v: 5g:50ml, 30 min, 35°C, 0,1-100 MPa and one
extraction) and supercritical CO, extraction, SC-CO, (ethanol (80%), m/v: 5g:50ml, 30 min, 35-
80°C/10-22 MPa and 3 successive extractions). This byproduct is rich in functional ingredients such
as total phenols (1.96 +0.002 g GAE/100g DM) and vitamin C (0.10+0.003 g/100g DM). Ten
individual flavonoids (FI) were identified in the extract of Maltease orange peel. Neohesperidin
(0.860£0.003 g/100g orange peel powder) and hesperidin (0.551+0.001 g/100g orange peel powder)
are the major compounds. The operating conditions of extraction that have achieved the highest levels
of total phenol and flavonoid contents are 200 W, 76°C during 180s for MAE; 125 W during 30 min at
35°C for UAE; 80°C and 10 MPa for SC-CO, extraction and 50 MPa,35°C during 30 min for HPE.
The comparison of the different extraction methods performed at the same operating conditions (m/v:
5g/50ml, 80% ethanol, 35°C, 3 successive extractions) shows that the MAE has the highest levels of
TPC and TFC, followed by UAE, CSE, HPE and SC-CO, extraction, as well as the major individual
flavonoids. However, results concerning antioxidant activity cannot be correlated to TPC, TFC or
individual flavonoids and it differs depending on the test used. Orange peel extracted by HPE presents
higher radical scavenging capacity compared to extracts obtained by other extraction methods.
Moreover, it can be noticed a significant decrease of the antioxidant activity measured by the ABTS
method in the following order: HPE, CSE, SC-CO,, MAE, UAE, whereas, it is EHP, ECS, EAM,
EAU, SC-CO, extraction for DPPH test. The study of the anti-corrosion effect of the orange extract
and its antioxidant compounds (neohesperidin, naringin and ascorbic acid) showed a significant
inhibition effectiveness of the corrosion steel with orange peel extract (95%) relative to that of its
antioxidant compounds: ascorbic acid (92%), neohesperidin (87%) and naringin (56%). The anti-
corrosion efficiency of orange peel extract is not only due to the antioxidant activity of identified
compounds, but probably also to a synergic effect of molecules and to the formation of a three-
dimensional surface of the film. This film can be formed due to the presence of other compounds in
the extract such as pectin.

Keywords: orange peel, flavonoids, antioxidant activity, extraction, corrosion inhibition, steel, SEM,
EIS.
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