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Résumeé

Les huiles essentielles de six variétés d’agrumes obtenues de 'INRA du Maroc, et qui
sont : les mandarines El Marzaka, El Mahdia, El Gharabaouia, El Hamra, El Maamoura
et 'orange Shemsia ont été comparées et analysées. La comparaison a été effectuée
en termes de rendement, de composition chimique, d’activité antioxydante et d’activité
antimicrobienne de ces huiles essentielles. L'extraction a été effectuée par hydro-
distillation. Le rendement en huile essentielle le plus élevé a été obtenu chez la variété
Shemsia (5,63%/PS). Les principaux composants des huiles essentielles ont été
identifies par CPG-MS et leur activité antioxydante a été déterminée en testant la
capacité de pieégeage des radicaux libres par DPPH. Le composant majeur des huiles
essentielles est le D-Limonéne et la plus haute activité antioxydante a été obtenue
pour I'huile essentielle d’El Maamoura (24,02%). L'activité antifongique a été détectée
chez toutes les variétés et la valeur la plus élevée a été repérée chez El Maamoura,
alors que l'activité antibactérienne n'a été détectée chez aucune variété. A partir des
résultats obtenus, nous constatons que l'huile essentielle de la mandarine El
Maamoura peut étre valorisée sous forme de fongicide dans le domaine d’agriculture
ou dans le domaine médical. En plus, la variété El Hamra peut étre incorporée dans

I'industrie de la fabrication des crémes solaires.

Mots clés : Agrume, huile essentielle, activité antioxydante, activité antifongique,
activité antibactérienne.

PS : Poids sec ; CPG-MS : Chromatographie en phase gazeuse couplé a la masse ;
DPPH : Diphényl Picrylhydrazyle.
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Comparative study of the essential oils of six new citrus
varieties cultivated in Morocco

Abstract

In this research, the essential oils of six INRA’s citrus varieties, which are mandarines
El Marzaka, El Mahdia, El Gharabaouia, El Hamra, El Maamoura and orange Shemsia
were compared and analyzed. For this purpose, the oil yield, chemical composition,
antioxidant and antimicrobial activity were investigated. The extraction was carried out
by hydro-distillation. The highest essential oil yield was obtained for Shemsia (5,63%/
DW). The main components of essential oils were identified by GC-MS and their
antioxidant activity was determined by DPPH method. The major component of
essential oils is D-Limonene, and the highest antioxidant activity was obtained for
Shemsia essential oil (24.02%). Antifungal activity was detected in all varieties and
the highest value was identified in El Maamoura, while antibacterial activity was not
distinguished. From the obtained results, we note that the essential oils of El
Maamoura can be valued as a fungicide in agriculture or in medical field. in addition,

El Hamra, can be used in Solar cream industry.

Keywords: Citrus, essential oil, antioxidant activity, antifungal activity, antibacterial
activity.

DW: Dry weight; GC-MS: Gas Chromatography coupled to mass spectrometer; DPPH:
Diphenyl Picrylhydrazyle.
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Introduction

Les agrumes sont parmi les cultures les plus cultivées dans le monde, qui jouent un
réle majeur dans le secteur agro-industriel. En effet le Brésil, la Chine, I'Inde, le
Mexique, 'Espagne et les Etats-Unis produisent plus de deux tiers des agrumes du
monde (Paggiola et al. 2016 ; Satari et Karimi, 2018). En 2016, plus de 124 millions
de tonnes d’agrumes ont été produites. Au Maroc, le secteur des agrumes joue un role
socio-économique de premier choix, ce qui permet de le classer parmi les filieres les
plus importantes de I'’économie nationale. La filiere agrumicole a connu ces deux
derniéres décennies un développement important grace aux efforts déployés dans le
cadre du Plan Maroc Vert. En effet, 'agrumiculture occupe une superficie d’environ
125 000 hectares avec une production moyenne de I'ordre de 2 millions de T/an, et
des exportations estimées a une moyenne de 500 000 T, qui générent un chiffre
d’affaires de 3 milliards de DH par an (MAROC Citrus, 2017).

Malgré ce développement, le secteur a connu de grands problémes dans les deux
dernieres années. Suite au rapport annuel du ministére d’agriculture de péche
maritime, du développement rural et des eaux et foréts (2019), la production d’agrumes
au Maroc pour la compagne agricole 2018/19 a atteint environ 2,6 millions de tonnes,
soit une augmentation de 18 % par rapport a la précédente campagne commerciale,
dont la plus importante élévation a été enregistrée dans les zones de Berkane et Beni
Mellal, ou la production a augmenté de 25 % et 18 % respectivement.

L’augmentation des exportations pour ce secteur est tributaire des aléas du marché
international et des itinéraires techniques de production du fruit en amont et aval.
Environ 60 % de la production nationale reste dans le marché local, ce qui provoque
une submersion du marché et un effondrement des prix de vente, engendrant des
problémes socioéconomiques déplorables.

Cette production a engendré des grandes quantités de déchets dont la gestion et trés
difficile. Généralement, ces déchets sont soit abandonnés dans I'environnement ou
dans les décharges publiques sans aucun traitement préalable ce qui peut causer des
problémes environnementaux. La décomposition de ces déchets peut augmenter
I'acidité du sol et par la suite peut affecter I'état de la nappe phréatique du fait de leur
faible pH et la présence des huiles essentielles qui ont un effet sur la faune et la flore
(Satari et al., 2017).

La valorisation de ces déchets est une nécessité fondamentale non seulement pour
des raisons socio-économiques mais aussi pour des raisons environnementales.

L’objectif général de ce travail est de caractériser les huiles essentielles d’agrumes de
six obtentions de I'INRA afin de pouvoir valoriser leur écorce qui constitue une valeur
ajoutée a la culture et ouvre I'accés vers un nouvel axe de développement durable
pour les zones agricoles.
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Matériel et méthodes

Zone d’études

La collecte des échantillons a été réalisée au niveau du domaine expérimental El
Menzeh (INRA Kenitra ; altitude de 25 m, latitude de 34°64) avec un climat de type
meéditerranéen.

Matériel végétal

Les échantillons de six variétés d’agrumes obtenus de I'INRA du Maroc, et qui sont :
les mandarines El Marzaka, El Mahdia, El Gharbaouia, El Hamra, El Maamoura et
'orange Shemsia ont été récoltés durant le mois décembre 2018. L’échantillonnage a
eté effectué d’'une maniere aléatoire pour récupérer plus de 30 fruits au total pour
chaque variété. Les échantillons collectés sont mis dans des sachets en plastique
contenant le code pour chaque variété. Une fois amenée au laboratoire
d’agroalimentaire et qualité a I'agropole de Berkane, I'écorce de ces agrumes a été
écartée séchée a température ambiante puis broyée pour récupérer leurs huiles
essentielles.

Méthode d’extraction des huiles essentielles

La technique d’hydrodistillation a été utilisée pour extraire les huiles essentielles des
échantillons a partir d’écorce des six variétés d’agrumes. Elle a été réalisée selon la
meéthode de Clevenger avec quelques modifications (Clevenger, 1928). L’écorce de
chacun des échantillons a été broyée et placée dans un ballon, contenant de I'eau
distillée, puis portée a ébullition. Le mélange est chauffé a I'aide d’un chauffe-ballon.
La vapeur d’eau se forme et entraine avec elle les arbmes contenus dans les écorces
d’agrumes. Ce mélange gazeux monte dans la téte de colonne puis pénétre dans un
réfrigérant a eau, parcouru par de I'eau froide venant du robinet. Le distillat est par la
suite recueilli dans une éprouvette. L’extrait des huiles essentielles est déshydraté par
sulfate de sodium puis conservé a 4°C, a I'abri du vent et de la lumiére (Mwaniki et al.,
2015).

Rendement en huiles essentielles

Le rendement en huiles essentielles est le rapport entre le poids d’huile essentielle
extraite et le poids de la biomasse végétale séchée. Le rendement est exprimé en
pourcentage (%) (Bousbia, 2011).

R (%) = (PHe / Pmvs) x 100

R (%) : le rendement en huiles essentielles (%). Pxe : poids d’huile essentielle extraite
(g). Pmvs : poids de matériel végétal séché.

Composition chimique des huiles essentielles par CPG-MS

L'analyse a été réalisée a l'aide d'un chromatographe en phase gazeuse (Shimadzu
GC-2010) équipé d'une colonne capillaire en silice fondue (5% de Phényl Méthyl
Siloxane, 30 m x 0,25 mm, épaisseur de film 0,25 pm) couplée a un détecteur de
spectrométre de masse (GC-MS- QP2010). L'hélium en tant que gaz vecteur a été
ajusté a une pression constante de 100 KPa. La température du four a été initialement
maintenue pendant 1 minute a 50 ° C, suivie d'un gradient de 10 ° C / min jusqu'a
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150 ° C maintenue pendant 1 minute, puis programmée de 250 ° C a 20 ° C / min
pendant 1 minute. Les températures de l'injecteur, de la ligne de transfert et de la
source d'ions ont été fixées a 250 ° C et 200 ° C respectivement. Pour la préparation
des échantillons, des solutions contenant 1uL des échantillons dilués dans de I'hexane
(50 mg /g) ont été injectées en mode split (split ratio = 25-100: 1) et le systéme GC —
MS a été exploité en mode scan. Les spectres de masse ont été enregistrés a 70 eV
(mode d'ionisation par impact électronique) avec une plage m / z de 40-350 a.m.u (la
vitesse et le retard du solvant étaient respectivement de 5s / scan et 4,5 minutes).
L'identification des constituants des huiles essentielles a été réalisée sur la base de la
comparaison des temps de rétention avec ceux des normes authentiques et par la
comparaison de leurs données sur leurs masses molaires avec celles stockées dans
la bibliotheque informatique de I'Institut national des normes et de la technologie
(NIST147). Un LabSolutions (version 2.5) a été utilisé pour la collecte et le traitement
des données (Benouda et al., 2018).

Activité antioxydante des huiles essentielles par DPPH

L’activité antioxydante a été réalisée selon la méthode de Blois (1958) ou 100ul des
échantillons d’'HE ont été mélangés avec 4 ml d’'une solution du DPPH a 4 %. Aprés
30 minutes dans l'obscurité, une lecture a 517nm dans le spectrophotométre a été
réalisée. L’activité antioxydante est exprimée en % d’inhibition selon la formule
suivante :

[ % d'inhibition=00 (hlanc)-D0 (échan)/DO (hlanc) ]

DO (échan) : absorbance de I'échantillon.
DO (blanc) : absorbance du blanc.

Activité antimicrobienne des huiles essentielles

L'étude de l'activité antimicrobienne des huiles essentielles est réalisée dans des
boites de Pétri de diamétre 150mm selon la méthode de diffusion des puits décrite par
Joshi et al. (2019) pour les bactéries et par Moghadam et al. (2019) pour les
champignons. Les souches indicatrices, Staphylococcus aureus et E. coli, identifiees
par Abouloifa et al (2020) et Elyoubi (2017) respectivement, ont été ensemencées a
une concentration de 0,5 McFarland (1 a 2 x 10 UFC / mL) sur gélose Mueller Hinton
(DIFCO, France) et Aspergillus niger identifiée par Bellaouchi, (2019) a été cultivée
sur un milieu gélose Yeast Extract Glucose Agar (YEGA): 10g/L Glucose (Sigma-
aldrich, Germany), 10g/L Yeast Extract (Biokar, France), agar 20g/L (Biokar, France).
Une solution saline stérile contenant 0,01% de Tween 80 a ajusté les spores,
comptées par des lames de Neubauer, et la suspension a une concentration d'environ
108 spores.ml”' a été ensemencée sur gélose (YEGA). Dans chaque puits, 30ul des
huiles essentielles ont été versées, suivis de 30ul de diméthylsulfoxyde (DMSO) de
facon a obtenir le volume total de 60 ul dans les puits (50% d’huile essentielle). Trois
témoins ont été préparés : un témoin négatif avec DMSO et deux témoins positifs qui
sont Cyclohixemide (Sigma-Aldrich, USA) pour Aspergillus niger et Tétracycline
(Sigma-Aldrich, USA) pour les deux suspensions bactériennes (E. coli et
Staphylococcus aureus). Les boites de Pétri ont été pré-incubées pendant 3 h a
température ambiante, permettant la diffusion compléte des échantillons, puis
incubées a 30 °C pendant 12 a 24 h pour les bactéries et 25 °C pendant 24 a 48 h
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pour Aspergillus niger et les zones d'inhibitions des souches indicatrices obtenues
autour des puits ont été mesurées. Tous les tests ont été effectués en triple. Ces
souches indicatrices ont été fournies par le laboratoire de microbiologie a la faculté
des sciences Oujda dans lequel nous avons fait les tests microbiens.

Résultats et discussions
Rendement en huiles essentielles

Les résultats du rendement en huiles essentielles sont présentés dans la figure 1. lls
sont variables et changent entre 2,09% et 5,63% pour El Marzaka et Shemsia
respectivement. Cette variation et probablement due a la période de récolte (mois de
décembre) ou le stade de maturité varie d’'une variété a une autre et d’'une espéce
agrumicole a une autre. La variété Shemsia est tardive par rapport aux autres variétés,
ce qui explique la différence du rendement de cette variété par rapport aux autres. En
effet, le stade de maturité affecte le rendement en huile essentielles chez les espéces
agrumicoles (Wolford et al., 1971).

D’autre part, nos résultats de rendement sont supérieurs a ceux de Bousbia et al
(2009) qui a obtenu des valeurs entre 0,1 et 1,3 % et Kamal et al (2011) qui a obtenu
des valeurs entre 0,2 et 1,07 %. Le rendement en huiles essentielles varie et dépend
de plusieurs facteurs tels les conditions climatiques et environnementales, I'espece
agrumicole, la variété, la période de récolte, le stade de maturité, la technique de
séchage des écorces et d’extraction des huiles essentielles (Wolford et al., 1971;
Bourgou et al., 2012 ; Calo et al., 2015).

Composition chimique par CPG-MS

Le Tableau 1 présente la composition chimique détectée par CPG-MS des huiles
essentielles extraites a partir des six variétés d'agrumes. Selon les résultats, la
composition chimique varie d’'une variété a une autre. Il a été démontré que I'espéce
agrumicole, la variété, le degré de maturité, les variations saisonniéres, le stockage
des fruits avant I'extraction, les précipitations, le porte-greffe, la méthode d'extraction
et le rendement en huile sont des parameétres qui affectent les propriétés physico-
chimiques des huiles essentielles d'agrumes extraits (Wolford et al., 1971).

D’autre part, les huiles essentielles analysées sont dominées par le D-limonéne avec
des valeurs entre 56,44% et 100 % pour El Hamra et El Marzaka respectivement. Ces
résultats sont similaires ceux obtenus dans la littérature (Bousbia et al., 2009 ; Yang
et al.,, 2010 ; Kamal et al., 2011). L’huile essentielle d’El Marzaka peut étre utilisée
comme aromatisant dans le domaine de la parfumerie, dans l'industrie agroalimentaire
et pharmaceutique (Ciriminna et al., 2014). Le limonéne est utilisé comme matiére
premiére pour les synthéses chimiques d'adhésifs a base de résine terpéne et de
produits chimiques aromatiques a haute valeur ajoutée. En plus, il peut étre utilisé
dans la fabrication des nettoyants et les shampooings (Braddock and Cadwallade,
1995). En plus du D-Limonéne, 16 autres composés ont été détectés avec des teneurs
comprises entre 0,48% et 17,98% pour a- Pinene et Homomenthyl salicylate,
respectivement.
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L’huile essentielle d’El Maamoura est composée de 9 éléments mais elle est
caractérisée par une présence significative du Sabinéne qui est reconnu par une
importante activité antioxydante et antifongique (Quiroga et al., 2015). Probablement,
cette molécule est l'origine de I'importante activité antioxydante et antifongique de
I'huile essentielle d’El Maamoura (figure 2 et 3).

D’autre part, I'huile essentielle d’El Mahdia est composée également de Linalool
(4,6 %) et de B-Myrcéne (3,17%). Grace a son importante odeur, le myrcéne est un
composeé qui est trés utilisé dans l'industrie de la parfumerie (Behr et al., 2009).

L’huile essentielle de la variété El Hamra est composée de Salicylic-acid, 2 ethylhexyl
et Homomenthyl salicylate avec des proportions de 15,44 et 17,98 % respectivement.
Ces derniers, sont utilisés dans le domaine de la fabrication des écrans totaux anti-UV
(Kazuto et al., 2015). L’huile essentielle de la variété El Hamra est caractérisée
également par la présence du Linalool qui a été largement utilisé dans les parfums,
les shampooings, les savons de toilette et autres articles de toilette ainsi que dans les
produits non cosmétiques. De plus, le Linalool a été approuvé par la Food and Drug
Administration (FDA) en tant que GRAS «Generally Recognized As Safe» (Menezes
et al., 2014).

Tableau 1 : Composés chimiques détectés par GC-MS (%) obtenus a partir des
huiles essentielles extraites a partir de six variétés d'agrumes

Composants TR El El Marzaka El Mahdia Shemsia El El
Maamoura Hamra Gharbaouia
a-Thujene 4,88 - - - - - 1,47
a-Pinene 4,99 0,83 - 0,88 0,48 - -
Sabinene 5,60 6,11 - 1,72 0,85 - -
B-Myrcene 5,83 2,22 - 3,17 2,42 - -
D-Limonene 6,52 84,75 100 85,51 93,12 56,44 94,99
Linalool 7,52 2,82 - 4,60 2,28 11,15 1,91
Limonene 8,1 - - - - - 1,63
oxide
Capric 9,092 - - 0,83 0,85 - -
aldehyde
(+)-Carvon 9,742 1,01 - - - - -
a-Farnesene 13,167 - - 0,755 - - -
Germacrene 13,2 0,902 - - - - -
B-Sinensal 15,458 0,75 - - - - -
a-Sinensal 16,05 0,62 - 2,54 - - -
Salicylic-acid, 16,64 - - - - 15,44 -
2 ethylhexyl
Homomenthyl 17,53 - - - - 17,98
salicylate
Total (%) 100 100 100 99,2 101 100

TR : Temps de rétention
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Activité antioxydante par DPPH

Les résultats de l'activité antioxydante sont présentés dans la figure 2. El Maamoura
et Shemsia présentent le pourcentage d’inhibition les plus importants avec des valeurs
de 21,9% et 24,02%, respectivement. Nos résultats sont faibles par rapport a ceux de
Yang et al (2010) et Elkhatim et al (2018) qui ont obtenus des valeurs de l'ordre de
48,9 % et 76.4% respectivement. Il a été rapporté que I'activité antioxydante (DPPH)
des huiles essentielles des agrumes est affectée par sa composition physico-chimique,
surtout sa teneur en D-limonéne (Wei and Shibamoto, 2007 et Yang et al., 2010).

El Gharbaouia  m— El Gharbaouia
ElHamra  I— " El Hamra -
:% E| Maamoura _ :..% El Maamoura _
E El Mahdia  mm— S ElMahdia
El Marzaka El Marzaka
Shemsia G Shemsia I———
0,00 2,00 4,00 6,00 0,00 10,00 20,00 30,00
% Rendement % d'inhibition
Figure 1 : Rendement des huiles Figure 2 : Activité antioxydante des six
essentielles de six variétés d’agrumes huiles essentielles déterminée par la
cultivées au Maroc méthode DPPH.

Activité antimicrobienne

Les huiles essentielles testées étaient actives contre Aspergillus niger. Par contre
aucune inhibition n’a été détectée contre Staphylococcus aureus et E. coli. La variété
El Maamoura présente l'activité antifongique la plus élevée des autres variétés
d’agrumes avec un diametre qui dépasse 37 mm qui est similaire a celui de
Cyclohixemide (témoin). El Hamra présente la plus faible activité antifongique. Viuda-
Martos et al (2008) ont obtenu un diamétre de 9 mm pour ces échantillons d’huile
essentielle de mandarines aprés 9 jours d’'incubation en présence d’Aspergillus niger.

45
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0

Cyclo-heximide ELMaamoura EL Gharbaouia EI Marzaka Shemsia EL Mahdia El Hamra

o o

Figure 3 : Diametre (mm) de l'activité antifongique contre Aspergillus niger des
variétés d'agrumes

235



African s Mediterranean

AGRICULTURAL JOURNAL
AL ALATIA Houmy N. et al. (2020). AFRIMED AJ —Al Awamia (129). p. 226-239

Conclusion et perspectives

L’étude de I'extraction et d’évaluation des huiles essentielle d’écorces de six variétés
d’agrumes obtenues de I'INRA a confirmé que ces espéces agrumicoles présentent
différents profils d’huiles essentielles avec un rendement différent et une activité
antioxydante et antifongique distincte. Notre étude confirme aussi la possibilité de
valorisation des huiles essentielles des agrumes obtenus de 'INRA notamment 'huile
essentielle d’EI Maamoura, en tant que fongicide dans le domaine médicinal et agricole
du fait de son pouvoir antifongique élevé vis a avis d’Aspergillus niger. D’autre part et
grace a sa composition chimique, I'huile essentielle d’EI Hamra peut faire I'objet de la
fabrication des crémes solaires naturelles.

Au vu de ces résultats obtenus au cours de nos travaux, nous pouvons conclure qu’une
meilleure gestion des sous-produits d’agrumes constitue une valeur ajoutée a cette
culture et représente un axe de développement pour le secteur agricole et une
opportunité économique considérable, car ils peuvent étre utilisés dans les industries
pharmaceutiques, nutraceutiques, alimentaires et cosmétiques mais cela nécessite
d’autres recherches appliquées et approfondies pour compléter ces résultats.
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