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Résumé

L’orange est un fruit largement consommé a 1’échelle mondiale. Aprés sa transformation en
industrie, ses pelures sont considérées comme un déchet qui pollue I’environnement et qui demande un

colt élevé pour ca prise en charge.

L’objectif de notre travail est la valorisation en tant que source nutritionnelle de ce résidu qu’est
I’écorce d’orange (EO) de citrus sinensis de la variété Thomson Navel et 1’évaluation du pouvoir

antioxydant de ses métabolites secondaires.

L’extraction a été réalisée avec différents solvants (hexane, méthanol, acétate éthyle et n-
butanol). Le dosage de polyphénols totaux, des flavonoides, 1’évaluation de I’activité antioxydante par
test de piégeage du radical libre DPPH et test de la réduction du fer (FRAP) ainsi que
la chromatographie sur couche mince (CCM) ont été effectuées sur les différents extraits de EO.

Les résultats obtenus d’analyse quantitative des polyphénols totaux des différents extraits
hexanique, methanolique, acétate éthyle et butanolique de EO, montrent une teneur de 2,27 + 0,01 ;
1,35 + 0,005 ; 7,72 £ 0,02 et 4,45 + 0,005 mg EAG/g de matiére seche, respectivement. Ainsi, une
teneur en flavonoides de 1,13 = 0,04; 0,12 + 0,006 ; 1,48 + 0,01 ; 0,43 = 0,0lmg EC/g de matiére

seche, respectivement.

Le pouvoir antioxydant de 1’extrait méthanolique est le meilleur par rapport aux autres extraits
dans les tests de DPPH et de FRAP.

La CCM indique la présence des acides phénoliques et de nombreuses classes de flavonoides et
le traitement de la plaque CCM par le DPPH a montré que la classe des flavones et flavanols glycosides

présente la meilleure activité antioxydante.

Vue les résultats obtenues, 'EO reste une source de métabolites secondaires bioactifs

trés prometteur pour son utilisation dans différents domaines industriels.

Mots clés : Citrus sinensis, écorce, polyphénols, flavonoides, activité antioxydante, CCM.



Abstract

Orange is widely consumed worldwide. After its transformation into industry, its skins are
considered as a waste that pollutes the environment and that requires a high cost for it supported.

The objective of our work is to enhance the nutritional value of the orange peels (OP) residue of
citrus sinensis of the Thomson Navel variety and to evaluate the antioxidant power of its secondary
metabolites.

The extraction was carried out with different solvents (hexane, methanol, ethyl acetate and n-
butanol). Determination of total polyphenols, flavonoids, evaluation of antioxidant activity by DPPH
free radical entrapment and iron reduction test (FRAP) and thin-layer chromatography (TLC) were
carried out on the different OP extracts.

The results obtained from quantitative analysis of the total polyphenols of the various hexanic,
methanolic, ethyl acetate and butanolic extracts of OP, show a content of 2,27 + 0,01; 1,35 £ 0,005;
7,72 £ 0,02 et 4,45 + 0,005mg GAE/g dry matter, respectively. Thus, flavonoid content of 1,13 + 0,04;
0,12 £ 0,006; 1,48 £ 0,01; 0,43 + 0,01 mg CE/g dry matter, respectively.

The antioxidant power of the methanol extract was the best compared to the other extracts in the
DPPH and FRAP tests.

The CCM indicates the presence of phenolic acids and many classes of flavonoids and the
treatment of the CCM plate by DPPH has shown that the flavones and flavanols glycosides class has

the best antioxidant activity.

Based on the results obtained, OP remains a very promising source of bioactive secondary

metabolites for use in various industrial fields.

Keywords: Citrus sinensis, peels, polyphenols, flavonoids, antioxidant activity, TLC
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Introduction

Les plantes génerent une diversité de métabolites secondaires dans le cadre de leur systéme
de défense et d’adaptation pendant leur croissance. Nombreuse recherche épidémiologique suggerent
qu'une consommation importante de fruits peut réduire et prévenir le risque de certains cancers,
maladies cardiovasculaires, maladies neurodégénératives ainsi que certains déclins fonctionnels
associés au vieillissement. Cela pourrait expliquer leurs diverses bio-activités, tels que les activités

anticancéreuses, antibactériennes, antifongiques et antioxydantes (Mutahar et al., 2012).

Selon (FAO, 2020), les agrumes représentent une des cultures fruitieres les plus abondantes
a I’échelle mondiale, ces derniers comprennent plusieurs variétés telles que les citrons, les oranges
et les pamplemousses. La production mondiale annuelle des agrumes dépasse les 140 millions

de tonnes dont I’orange seulement représente plus que la moitié de cette production.

En Algérie, la production d’orange est estimée a 1,5 millions de tonnes (FAO, 2020). En effet,

les agrumes contiennent des composés phyto-chimiques bénéfiques précieux (Hou et al., 2019).

L’oranger de la famille des Rutaceae est souvent utilisé dans la médecine traditionnelle

pour leur grande importance dans les pays méditerranéens et en Asie (Etebu et Nwauzoma, 2014).

Lors de la transformation industrielle des agrumes, environ 50 % du poids des fruits est gaspillé
sous forme de pulpe et d’écorce (Siddiqui et al.,2022). Sur ce principe, une démarche sur ces réesidus
offre plusieurs avantages, tant économiques qu’environnementales. Ainsi, 1’utilisation de ces pelures
riches en composes bioactifs peut constituer une plateforme efficace pour la production des composés

nutraceutiques (Rafiq et al., 2018).

De nombreuses études ont démontré que 1’écorce d’orange représente une source importante
de composés phénoliques (Teh et al., 2014). Elles contiennent des quantités appréciables de pectine, de

fibres alimentaires de flavonoides, acides phénoliques, huiles essentielles et (Ademosun et al., 2018).

C’est dans ce cadre que notre travail vise & valoriser écologiquement et économiquement

ces résidus industriels et a déterminer leur valeur nutritionnelle et le pouvoir antioxydant de ses
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métabolites secondaires (Polyphénols, flavonoides) et pour cela nous avons réalisé ce manuscrit qui se
subdivise en :

v Une partie de synthése bibliographique contenant des informations sur I’écorce d’orange suivi
par des données relatives aux métabolites secondaires et des données concernant le stress
oxydatif ;

v' Une partie qui comporte le matériel et méthodes utilisées et qui englobe les procédures
d’extraction, le dosage des polyphénols totaux et flavonoides, les techniques pour 1’évaluation
de P’activité antioxydante et enfin une analyse sur chromatographie sur couche mince ;

v Une partie qui porte sur les résultats et leur discussion ;

v’ Et pour conclure, nous avons résumés les principaux résultats et perspectives.
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1. L’orange

1.1. Généralités

Les oranges sont des agrumes, fruits trés demandés au niveau mondial et c’est de retour a leurs
propriétés bénéfique comme : la teneur élevée en vitamines, le faible apport calorique et un important
potentiel antioxydant. Ils ont beaucoup d’avantages sur la santé et ont été reconnus par plusieurs études
scientifiques (Parle et Chaturvedi, 2012).

Les agrumes sont I'une des cultures fruitieres les plus importantes dans le monde. Ils sont
énormément cultivés dans les régions tropicales et subtropicales du monde et aussi dans les régions
tempérées et chaudes, comme les pays méditerranéens (Milind et Dev, 2012 ; Mehl et al., 2014).

L’orange a une forme sphérique a ovale a la peau orangée rougeatre, €paisse et assez rugueuse
contenant une huile essentielle d'odeur particuliere. Leur utilisation est possible dans les salades
de fruits, les confitures, ou pour consommer son jus puisque c¢’est un fruit juteux et sucré. Ce fruit est

une combinaison entre le pamplemousse et la mandarine.

1.2. Description botanique, morphologique et physiologique

Les especes de genre Citrus different par leur coloration, leur forme, leur calibre,
la composition de leur jus et leur phase de maturité. Tous les fruits des Citrus cultivés ont la méme
structure anatomique présentée dans la figure 1 (Ramful et al., 2010).

Citrus sinensis est d’origine d'Asie, maintenant elle est répandue dans tout le pacifique et
les régions chaudes du monde. Citrus sinensis est un arbre a fleurs a feuillage persistant. La hauteur
de ce type d’orange est généralement de 9-10 m, avec de grandes épines sur les branches. Les feuilles
sont alternes, avec des peétioles a ailettes étroites (3-5 mm de large, 6,5-15 cm de long) ; la forme
des feuilles va de l'ellipse a l'oblongue. Ils ont une forte odeur caractéristique d'agrumes due a
la présence d'huile abondante (Goldhamer et al., 2012). Les fleurs sont axillaires, simples ou en
verticilles de 6 (5 cm de large), avec cing pétales blancs et 20-25 étamines jaunes. Le fruit peut étre
globulaire ou ovale (6,5 a 9,5 cm de large) (tableaul), et il atteint son état de maturation quand

il devient orange ou jaune (Han ., 2008 ; Goudeau et al., 2008).
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D’un point de vue botanique, les agrumes sont des fruits avec un péricarpe structuré en trois
parties bien différenciées : I’épicarpe appelé : flavédo, le mésocarpe appelé : albédo et 1’endocarpe
(pulpe).

L’épicarpe est la surface extérieure 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 disposés de facon désordonnée.

flavedo

oliferous
vesicles’

albedo-

peduncle
extremity

Figure 1: Schéma détaillant la structure de péricarpe d'orange (Ouldyerou et al., 2016).

Ces glandes sont des vésicules entourées de plusieurs couches de cellules sécrétoires
dont la formation implique des cellules méristémes superficielles et des nodules.

Le mésocarpe est la couche interne blanche, dont la structure est plus ou moins dense
par rapport a la taille du fruit, il peut constituer 12 a 30 % du fruit. C'est intimement associé a la crodte

qu'on l'appelle le zeste d’agrumes (1’écorce).

L’endocarpe est la partie comestible de fruit. Il consiste en une membrane lisse située entre
les chambres cellulaires. Sur la face interne, cette membrane porte des poils succulents, ensemble

formant la partie comestible ou pulpe ou pépins (Bennici et al., 2004 ; Ramful et al., 2010).
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Tableau 1 : Caractéristiques générales de citrus sinensis (Bénédicte et Michel, 2011).

Genre
Citrus sinensis

Taille 7a8 m

1.3. Classification

Caractéristiques

-Aspect général : arbre au port harmonieux
Taille (7 a 8m)

-Fleurs : blanches et immaculées, tres parfumées.

- Feuilles : vert profond, légerement ailées.

- Fruits : forme variable, coloration variable

-La pulpe juteuse différe en couleur

et en acidité selon les variétés.

Selon le tableau n°2 ci-dessous, les agrumes appartiennent a la famille des Rutaceae, sous

famille des Aurantioideae, tribu des Citreae et sous tribu des Citrinae. Il existe plusieurs genres

des agrumes tels que Poncirus, Fortunella et Citrus qu’ils sont les genres les plus cultives. Chacun

de ses genres se regroupe en des espéces. Le genre Citrus est le plus important. C’est au sein

de ce genre que se rencontrent les principales espéeces cultivées : les oranges (Citrus sinensis) ;

les mandarines (Citrus reticulata); les clémentines (Citrus clementina); les citronniers (Citrus limon);
et les pomelos (Citrus paradis) (M’hiri, 2015).

Tableau 2: Systématique de 1’orange douce (Citrus sinensis L.) (Pena et al., 2007).

Regne
Ordre

Sous ordre
Classe

Sous classe
Division
Sous-division
Famille
Sous-famille
Tribu
Sous-tribu
Genre

Espéce

Végétale
Géraniales
Géraniineae,
Dicotyledoneae,
Archichalmydeae,
Embryophyta
Angiospermes
Rutaceae,
Aurantiodeae
Citreae
Citrinae

Citrus

Citrus sinensis
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1.4. Composition chimique globale des écorces d’agrumes

Le fruit d’orange a de nombreuses utilisations et plusieurs effets bénéfiques pour la santé.
Notre étude est fondée plus sur 1’écorce de citrus sinensis de variété Thomson Navel et c’est pour cette
raison qu’on va donner plus de détails sur leur composition et leurs utilisations.

Ce coproduit est riche en eau (60% a 75%), sucres solubles et insolubles, protéines
et en quelques minéraux tels que Ca, Mg, K, Na, Zn, Fe et Cu (M’hiri., 2015), alors que trés pauvre en
lipide. Leurs teneurs en ces composes se varient selon la variété considérée d’agrumes (Kammoun et
al., 2011).

L'écorce d'orange est composée essentiellement de glucose, fructose et saccharose (sucre
soluble) (Bicu et Mustata, 2011), fibres alimentaires (sucre insoluble) comme la cellulose,
de I'némicellulose, des pectines, des pigments et des huiles essentielles (Lu et al., 2009), avec
un rapport bien équilibré entre les fractions solubles et insolubles (Kuljarachanan et al., 2009).

L’écorce d’orange est riche en composés phénoliques tels que les flavonoides (Ma et al., 2009)
et aussi en acides phénoliques (Abd El-aal et Halaweish, 2010). Concernant les flavonoides, citrus
sinensis contiennent plus de 60, regroupés selon leurs structures moléeculaires en quatre classes
principales : flavanones, flavones, flavonols et anthocyanines (Salas et al., 2011).

Elle contient essentiellement des acides chlorogeniques, caféiques, p-coumariques, sinapique,

ferulliques (hydroxycinamiques) (Wang et al., 2008).

1.5. Domaine de utilisation de Citrus sinensis

1.5.1 Utilisation traditionnelle de Citrus sinensis

Ce genre est une source de vitamine C, qui est un antioxydant naturel permet de renforcer notre
systéme immunitaire (Etebu et Nwauzoma, 2014).

Il était traditionnellement utilisé pour traiter quelques maladies : constipation, crampes,
coliques, bronchite, diarrhée, tuberculose, rhume, toux, obésité, troubles menstruels, angines, stress,

dépression, hypertension et I’anxiété (Milind et Dev.,2012).

1.5.2 Utilisation en produits pharma et para pharmaceutiques

L'extrait naturel d'écorce est également l'un des intrants de fabrication des médicaments,
des savons, des parfums et des produits cosmétiques. De plus, les écorces d'agrumes sont riches en
limonene, peuvent étre transformées comme un solvant industriel ou également un solvant biologique

(Lohrasbi., 2010). Linalol et les extraits de citral de pamplemousse et d'orange douce sont
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antibactériens contre Campylobacter jejuni, Escherichia coli, monocytogenes et Bacillus cereus.
Le citral est un composé actif contre Penicillium et Aspergillus niger. Pour ces raisons, les

huiles essentielles peuvent étre utilisées alternativement aux fongicides synthétiques (Tian., 2001).

1.5.3 Utilisation alimentaire

Dans la cuisine algérienne, I'écorce fraiche ou en poudre de Citrus sinensis est utilisée pour
aromatiser le thé et préparer certaines confiseries traditionnelles.

Les fibres d'écorces d'agrumes sont naturellement liées a des composés bioactifs qui leur
conferent leurs propriétés fonctionnelles.

Plusieurs  études sont concentrées sur I'extraction de fibres d'agrumes pour une utilisation aux
formulations alimentaires (Fernandez-Lopez et al., 2004). La pectine commerciale est extraite
de la plupart des agrumes et également des pommes (Wang et al., 2008).

Elle est utilisée dans l'industrie alimentaire pour ses capacités épaississantes et texturants mais
aussi pour sa capacité de gélification stable. Elle est aussi utilisée dans plusieurs formulations a savoir :
les produits laitiers, préparations a base de fruits, cremes glacés, produits a base émulsionnée, confiture
et gelées (Hawthorne et al., 2000).

De la part de leur capacité a absorber l'eau, les fibres consommées gonflent dans l'estomac
et les intestins et agissent comme coupe-faim en procurant une sensation de satiété. Les fibres
insolubles favorisent le transit intestinal, tandis que les fibres solubles favorisent la croissance
de la flore intestinale, ce qui améliore la digestion. L'apport en fibres réduit le risque de maladies
cardiovasculaires, de cancer du célon et d'obésité. Les fibres d'écorce d'agrumes bénéficient
ainsi de tous les avantages des probiotiques et ont des applications potentielles dans les aliments
fonctionnels (Chau et al., 2004 ; Wang et al., 2008).
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2 Meétabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules non participantes au fonctionnement général
des cellules végétales, contrairement aux métabolites primaires qui interviennent dans le métabolisme
basal. Ils ont un faible poids moléculaire et aussi on les trouve en tres faible concentrations (Bourgaud,
2013). lls sont produits dans différentes régions de la plante a des périodes de développement
specifique (Raven et al. 2013).

Les métabolites secondaires n’ont pas un role fondamental pour la plante tels que les
métabolites primaires, mais ils aident a ’adaptation des plantes a leur environnement (Naik et al-
Khayri 2016).

Dans notre travail on s’intéresse aux métabolites secondaires présents dans 1’écorce d’orange, et

plus particulierement des polyphénols, des flavonoides et des acides phénoliques.

2.1. Polyphénols

Les polyphénols sont des composes végétaux présents en quantité importante dans nos aliments,
donc ils font partie inclusive de l'alimentation humaine (Dai et Mumper, 2010). Ces micro-
constituants sont abondants dans de nombreux fruits et légumes, olives, céréales, chocolat, et boissons
telles que le café et le thé (Mojzer et al., 2016). Les polyphénols les plus abondants dans nos assiettes
sont les flavonoides et les acides phénoliques (Renard et al., 2014).

Ce groupe de métabolites secondaires a une forte bioactivité qui se traduit dans notre organisme
par une large gamme de propriétés biologiques (Mraihi et al., 2015). Ils sont des antioxydants
qui assurent une protection aux plantes contre les agressions extérieures et les phénoménes d’oxydation
(Menat, 2006). IIs protégent aussi 1I’étre humain contre diverses maladies associees au stress oxydatif
telles que : le cancer, les maladies cardiovasculaires, l'ostéoporose, les maladies inflammatoires
et neurodégénératives (Keerthi et al., 2014).

On trouve les polyphénols dans toutes les parties des végétaux (racines, tiges, feuilles, fleurs,
pollens, fruits, graines et bois) (Middleton., 2000).

2.1.1. Structure des polyphénols

Les polyphénols comprennent plus que 10 000 molécules, qui sont divisés en différentes classes
chimiques (Albuquerque et al., 2013). Ces derniers ont un point commun qui est la présence
d’un cycle aromatique (figure 2) a 6 carbones ou plus d’un cycle comportant un nombre variable

de fonctions hydroxyles (Hennebelle et al., 2004). Leur classement est basé sur le nombre de noyaux
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phénoliques qu’ils contiennent, et aussi sur des éléments structurants responsable a la liaison

de ses noyaux (Kumar et al., 2015) (figure3).

Figure 2: Structure du noyau phénolique (Albuquerque et al., 2013).
La majorité des composés phénoliques naturels sont présents sous forme de glycosides
(des mono- et des polysaccharides) liés a un ou plusieurs groupes phénoliques (cas des flavonoides), ou
sous forme d’esters ou d’esters méthyliques (cas des acides phénoliques), et rarement sous forme libre
appelé aglycone (Morand et Milenkovic, 2014).

Acides Tanins
Hydroxyeimamiques hydrolysables
Les acides Les stilbénes Lignaneset | | Coumarmes | | Xanthines ||| Tanins
phénoliques simples lignines
Acides ~ T Tanins
Hydroxybenzoiques Les formes simples Les formes condensées eondenses
Les non flavonoides

Les polyphenols '/

|

Les flavonoides

k. k.
Anthocyanes Flavanols Flavones | | Flavanes | | Flavanones Flavonols Flavononols | | Flavonones Isoflavonoides

Figure 3 : Classification des polyphénols (Kumar et al., 2015).
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2.2. Flavonoides

Les flavonoides représentent un grand groupe de composés phénoliques bioactifs. Ils sont
les plus importants et les plus répandus dans les produits naturels diététiques. Ils sont des pigments plus
concentrés dans les zones externes du fruit ou du légume. lls interviennent dans la couleur soit sous
forme native (anthocyanes et flavonols), soit aprés oxydation par le phénomeéne de brunissement
enzymatique. Ils sont responsables de la coloration jaune, orange et rouge (Ajila et al., 2011).

Ces pigments sont souvent trouvés dans les agrumes types citrus et aussi dans les légumes,
boissons tels que : le thé et le café en quantité importantes (Derbel et Ghedira, 2005).

Les flavonoides sont reconnus pour leurs nombreuses activités biologiques, dues en parts
aux propriétés antioxydantes de ces composés naturels (Rodriguez et al., 2014).

Les effets antioxydants de ces phyto-nutriments se manifestent non seulement par I'inhibition
et I'inactivation des radicaux libres, mais également par la neutralisation des oxydases et la chélation

des ions métalliques traces responsables de la production d’especes oxygénés réactives (Lillo, 2008).

2.2.1.Structure

Tous les flavonoides ont la méme structure de base (Ghedira.,2005). Avec un squelette
a quinze atomes de carbones, consiste en deux cycles phényles, les cycles A et B, connectes
par un pont a trois carbones (structure en C6-C3-C6). Le pont en C3 entre les cycles A et B
est communément cyclisé pour former le cycle C. Les flavonoides possedent plusieurs activités
biologiques intéressantes telles que [lactivité antimicrobienne (Rijke et al., 2006), antifongique
(Schijlen et al., 2004), anti inflammatoire et antioxydante (Ghedira,2005). Les flavonoides peuvent
étre divisés en différentes classes selon le degré d’oxydation du cycle C : flavanols, flavonols, flavones,

flavanones, isoflavones et anthocyanidines, (Rodriguez et al., 2014) (Tableau 3).

Figure 4 : Structure de base des flavonoides (wang et al., 2018).
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Tableau 3 : Classification et distribution nutritionnelle des flavonoides (Rodriguez et al.,2014).

Flavonoides

Flavanols

Flavonols

Flavones

Flavanones

Isoflavones

Anthocyanes

Aliment
Fruit
Cacao
Thé

Oignon

Brocolis

Tomate

Thé

Tisanes

Plantes aromatiques
Agrumes

Soja

Légumineuse

Baies

Fruits rouges

2.3. Les acides phénoliques

Caractéristiques

Impliqué dans la biosynthese de pro anthocyanidines.

Le groupe le plus abondant des composés phénoliques.

Les groupes le plus abondants des composes
phénoliques.

Les plus abondants dans les écorces de citrus.

Ils sont présents dans les plantes sous forme libre ou
glycosylee.

Représentent le groupe le plus important des substances

colorées.

Ce sont des phénols possédant une seule fonction carboxylique, trés abondants dans les aliments

et plus particulierement les fruits acides. (Wissam et al., 2012).

2.3.1.Structure

Ils ont un ou plusieurs carboxyles et un groupe hydroxy-phénolique. Les acides phénoliques

englobent les formes les plus simples des composés phénoliques, on distingue deux grands groupes

distincts : les acides hydroxybenzoiques qui sont des dérivés de I’acide benzoique (C6-C1), ils sont tres

communs aussi bien sous forme libre que combinée a I’état d’ester ou d’hétérosides ; et les acides

hydroxycinnamiques qui dérivent de 1’acide cinnamique (C6- C3) (Wang et al .,2002, Bozinet

al.,2008).
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R2 1 OH
O R X @/QD
R3 | ~
%
OH
R 3
R4
Aaide hydroxybenzoigue Acide hydroxycimamgue

R =H, OH ou OCHza.
Figure 5: Structure chimique de quelques acides phénoliques (Macheix et al., 2005).

2.4. Intérét des composées phenoliques

Les polyphénols sont des constituants principaux actifs de nombreuses plantes. lls ont une
capacit¢ modulatrice d’activité d'un grand nombre d'enzymes et de certains récepteurs cellulaires.
Ils interviennent dans plusieurs phénomeénes physiologiques comme la croissance cellulaire, la
rhizogenese, la germination des graines et la maturation des fruits et ils assurent la protection
des végétaux contre les agressions biotique et abiotique. Ces métabolites sont connus aussi pour leur
capacité antioxydante, ils neutralisent les radicaux libres et limitent quelques dommages oxydatifs
responsables de plusieurs maladies (Boizot et Charpentier., 2006 ; (Bourgaud, 2013).
Les flavonoides ont une grande importance dans la physiologie des plantes et de leurs réles
dans la pigmentation et dans la croissance et la reproduction des plantes et dans la défense contre
le rayonnement U.V, les agressions par les pathogenes (Ignat et al., 2011).

Nombreux polyphénols sont reconnus pour leurs propriétés anti-inflammatoires, antifongiques,
antivirales et anticancéreuses (Epifano et al.,2007). Ils contribuent ainsi comme des molécules actives
dans la production du médicament, additif alimentaire, arémes et dans la parfumerie, et aussi a la
formation des propriétés organoleptiques des plantes (odeurs et couleurs) (Murthy et al. 2014).
Aujourd’hui, dans le marché minimum 1/3 des médicaments contiennent une telle molécule végétale

(Bourgaud, 2013).

2.5. Propriétés biologiques
Chaqgue groupe de polyphénols présente de multiples propriétés biologiques qui sont résumé

dans le tableau ci-dessous (tableau 4).
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Tableau 4 : Composés phénoliques avec leurs propriétés biologiques (Frangois Nsemi Muanda,
Polyphénols Activites biologiques

Acides phénols Anti-bactériennes ; anti-ulcéreuses ;anti-parasitaires ;antifongiques ;
Antioxydantes

Coumarines Protectrices vasculaires ; anti-inflammatoires ;anti-parasitaires
;analgésiques ;anti-cedémateuses

Flavonoides Anti-tumorales ; anti-parasitaires ; vasodilatation ;anti-bactériennes
Anti-carcinogenes ; anti-inflammatoires ; analgésiques ; antivirales
Diurétiques ; ostéogénéses ; antioxydantes ; anti-athérogéniques
anti-thrombotique ;anti-allergique

Anthocyanes Protectrices capillaro-veineux ; antioxydante

Pro anthocyanidines Effets stabilisants sur le collagéne ; anti-tumorale ; antifongiques
Anti-inflammatoires ; antioxydantes

Tannins Antioxydantes

Lignanes Anti-inflammatoires ; analgésiques

Saponines Anti tumorale ; Anti cancérigéne

Phytostéerols Agent de protection face a I’apparition ou développement de

certains cancers hormono-dependant

13



Chapitre 3 : Stress oxydant



Synthese bibliographique

3 Stress oxydant

La production de radicaux libres (RL) est un phénomene naturel régulé par notre organisme.
Ces RL sont contrdlées par un systeme de défense équilibré (antioxydant/pro-oxydant), mais dans le
cas de carence ou absence des antioxydants, ou si nous avons une synthése excessive de RL, cela
provoque ce qu’on appelle stress oxydatif.

Afin de réduire les conséquences du stress oxydatif, il est nécessaire de rétablir I'équilibre

oxydants/antioxydants pour maintenir les propriétés physiologiques de I'organisme (Sies et al., 2017).

3.1. Origine de stress oxydative

L'oxygéne est un élément essentiel dans le processus d'oxydation cellulaire mais qui peut
provoquer aussi I’apparition de molécules nocives appelées espéces réactives de l'oxygene (ERO).
Le role de ces dernieres est complexe car elles peuvent avoir des effets physiologiques
ou toxiques selon leur concentration. Dans des conditions normales, ils sont produits en petites
quantités et sont impliqués dans la fonction de certaines enzymes, la signalisation cellulaire, la défense
immunitaire, la différenciation cellulaire et la régulation des génes (Haleng et al., 2007).

Le tableau suivant montre les principales réactives de 1’oxygene (tableau 5).

Tableau 5 : Principales espéces réactives de 1’oxygeéne (Bonnefont-Rousselot et al., 2003).

Espéces radicalaires dérivées de Espéces non radicalaires derives de
I’oxygene I’oxygene

Anion superoxyde 0> Peroxyde d’hydrogéne H20,
Radical hydroxyle OH Acide hypochloreux HOCL
Radical hydroperoxyde HO~ Ozone O3
Radical peroxyle RO~ Oxygéne singulet 10,
Radical alcoxyle RO Peroxynitrite ONOO-

Les sources du stress oxydant se répartissent en deux catégories : les sources endogenes
ou les RL sont des produits des réactions de l'organisme, et les sources exogenes,
telles que le tabagisme, les rayons UV, les médicaments, les agents chimiques, les solvants industriels
et la pollution (Pastre, 2005). Le tableau ci-dessous englobe quelques sources de stress oxydant
(tableau 6).
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Tableau 6 : Sources du stress oxydant (Haleng et al., 2007).

Mode de vie Environnement Meécanisme biochimique
-Tabagisme -Pollution -Xanthine-oxydase

-Faible consommation de fruits -Ozone - Inflammation

et légumes -Amiante -Surcharge en fer

-Alcool -Radiations -Oxydation de I’hémoglobine
-Médicaments ° -Contacts avec des -Altérations mitochondriales
-Pilule contraceptive substances -Interventions chirurgicales
-Exposition au soleil cancérogenes

-Exercice intense ou mal géré

3.2. Les dommages des radicaux libres

Les radicaux libres sont des substances chimiques, des atomes ou des molécules qui ont
un ou plusieurs électrons non apparies (électrons uniques). Ces électrons non appariés interagissent
avec d'autres molécules ou atomes adjacents, formant des liaisons covalentes, conférents a celles-ci une
immense instabilité (Zahir., 2018).

Si les radicaux libres viennent au-dela de la capacité de l'organisme a les neutraliser,
ils attaquent tous les constituants cellulaires en provoquant des dommages qui se traduisent par diverses
altérations biochimiques intracellulaires telles que l'oxydation de [I'ADN, des protéines
et la peroxydation lipidique. Et comme consequence un dysfonctionnement cellulaire cause par suite
des problemes inflammatoires, immunologiques, neurologiques, génétique et aussi des troubles liées

au vieillissement (Poortmans et Boisseau, 2003 ; Migdal et Serres., 2011).

3.2.1. L’ADN

L’ADN est une molécule treés sensible a 1’action des radicaux libres. Ces derniers peuvent
provoquer des effets mutagénes sur ADN ou méme l’arrét des réplications. Ils interviennent
en provoquant des pontages ADN-protéines, des ruptures de brins ou des détériorations des bases.

En effet, les bases azotées, et particulierement la guanine, sont sensibles a I'oxydation. L'attaque
radicalaire peut étre directe en engendrant un grand nombre de bases modifiées : 8-oxoguanine,
8-nitroguanine,  formamidopyrimidine, 8-oxoadénine, formimidouracile, 5-hydroxy-cytosine,
5-hydroxymeéthyl-uracile, thymine diol, oxazolone (Favier, 2003). Ces altérations sont dues aux
radicaux OH- issus de la réaction de Fenton en présence de fer ferreux chélaté a certains acides aminés

ou aux groupes phosphates de I’ADN (Milane, 2004). Ces Iésions sont impliquées dans de nombreux
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processus pathologiques (létalité cellulaire, mutagenese, cancérogenese) et dans le vieillissement
cellulaire (Favier, 2003).

3.2.2. Protéines

Les acides aminés les plus réactifs sont I’histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine
et la tyrosine. Toute agression radicalaire d’un acide aminé provoquera 1’oxydation de certains autres
résidus et cela a des conséquences tels que : I’apparition de groupements carbonylés, des clivages
de chaines peptidiques et des ponts bi-tyrosine intra- et inter-chaines. La plupart des dommages
sont irréversibles et peuvent appliquer des modifications fonctionnelles importantes. Certaines
protéines oxydées sont peu dégradées et forment des agrégats qui s’accumulent dans les cellules

et le compartiment extracellulaire (Favier, 2003 ; Haleng et al.,2007).

3.2.3. Lipides

La peroxydation lipidique est un phénomene général qui se produit des la présence
de l'oxygeéne. Ce phénomene se définit par I’ensemble de réactions entre les radicaux libres
et les acides gras polyinsaturés.

Les acides gras polyinsaturés sont les principaux constituants de la membrane cellulaire
(30 a 50 %) (Présents dans les phospholipides, les sphingolipides, les cardiolipines).
La lipoperoxydation des membranes va perturber et altérer leur fonctionnalité (modification
de leur perméabilité¢, de leur fluidité, perte d’activité d’enzymes, de récepteurs...). L’oxydation
des cardiolipines de la mitochondrie est un facteur qui signifie le déclenchement de 1’apoptose
des cellules (Nakagawa ,2004). Les lipoprotéines telles que les LDL, riches en cholestérol
et en phopholipides sont également des cibles privilégiées de la peroxydation lipidique. Les LDL
oxydeées sont fortement introduit dans 1’athérogenése. De nombreuses autres pathologies sont associées
a la peroxydation des lipides, c’est le cas des maladies neurodégéneratives (Alzheimer, Parkinson),

du diabéte, des cancers, des maladies inflammatoires, du vieillissement... (Cillard et Cillard 2006).

3.3. Antioxydants

A Tlorigine ce terme est utilisé pour désigner les substances chimiques qui empéchent
les réactions avec l'oxygene (Grigoras, 2012).

Les antioxydants sont des substances qui préviennent, réduisent ou réparent les dommages

causés par les radicaux libres. lls atténuent I'oxydation cellulaire. Une bonne santé découle d'un bon
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équilibre entre la production inévitable de radicaux libres et I'action des antioxydants. Chaque
antioxydant ne peut réagir qu'avec un seul radical libre (Camilleri et Snoussi, 2012).

3.3.1. Type des antioxydants
a. Antioxydants primaires (endogénes)

Ils sont produits par notre corps : ils peuvent s'agir de facteurs spécifiques tels que le glutathion
(un puissant détoxifiant cellulaire), I'acide alpha-lipoique, I'acide urique, le coenzyme Q10, mais ce
sont aussi des enzymes (catalase, glutathion réductase, superoxyde dismutase) qu'il faut activer
au contact des minéraux provenant des aliments tels que; le fer pour la catalase, zinc et cuivre

pour la super-oxyde dismutase (SOD), sélénium pour la glutathion-peroxydase (Causse, 2005).

e Les superoxydes dismutases (SOD)

C’est la premiere ligne de défense et prévention contre les dérivés radicalaires de 1’oxygene.
Ils ont un réle de catalyser la dismutation de I’anion superoxyde en oxygene et en peroxyde
d’hydrogéne par ’empéchement de la coexistence de ces deux especes radicalaires et par consequent la
génération du radical hydroxyle. Il existe trois types de SOD les plus répandus chez les vertebrés ayant
une localisation différente :
- Une Cu-Zn-superoxydedismutase localisé dans le cytoplasme.
- Une superoxyde-dismutase extracellulaire qui fonctionne avec le Cu?* et Zn?*, elle est présente
dans le plasma sanguin et les fluides extracellulaires.
- Une SOD a manganése (MnSOD) et au Fer (Fe SOD) localisée dans 1’espace intra membranaire
des mitochondries, Il existe une autre moins répondue la SOD au nickel (Soares, 2005). L’action
de la SOD doit étre régulée avec des enzymes qui dégradent le peroxyde d’hydrogéne
comme une catalase ou une glutathion peroxydase, pour éviter I’augmentation en H2O2, qui peut
entrainer la formation du radical hydroxyle en présence de fer par la réaction de Fenton (Souchard et
al., 2002).

e Les glutathions peroxydases (GPx)

C’est une séléno-protéine (cing iso-formes) qui réduit les peroxydes aux dépens de son substrat
spécifique, le glutathion réduit (GSH) (Haleng ,2007).

Ils ont une structure tétramériqgue commune, chacune possédant un atome de sélénium dans son

site actif. 1l existe plusieurs isoformes de cette enzyme (plasmatique, membranaire, et gastro-
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intestinale), ils sont localisés dans le foie et le colon et protégeant directement le tractus gastro-
intestinal contre les agressions des dérivés actifs de I’oxygene) (Milane, 2004).

GSH-Px détoxifie 2 substrats :

- Peut réduire le peroxyde d'hydrogene en eau par le couple de glutathion réduit/glutathion oxydé
(GSH/GSSG) (réactionl) :
H202 + 2GSH — 2H20 + GSSG.......covv...... (1)

Ce systeme n'est efficace que si le GSSG formé est continuellement réduit en GSH, c'est-a-dire
assurée par le glutathion réductase en présence du cofacteur NADPH (Souchard et al., 2002 ; Marfak,
2003).

- GPx peut également limiter la propagation des réactions radicalaires en réduire des hydroperoxydes

organiques instables en alcool (Souchard et al, 2002), (réaction2) :
ROOH + 2GSH — ROH + H20 + GSSG....... (2)

e Les catalases

Cette enzyme agit en synergie avec la SOD car son role est d'accélérer la dismutation
de peroxyde d’hydrogéne en oxygéne moléculaire et lI'eau. Les enzymes catalase ne sont localisées
qu'a l'intérieur des peroxysomes, ce qui limite leur action liée a d'autres enzymes dans d’autres régions.
(Souchard et al. 2002). On trouve de nombreuses autres enzymes antioxydants comme
les peroxyredoxines, I'néme oxygénase, la glutathion transferase, les thioredoxines réductases (Favier,
2003).
b. Antioxydants secondaires (exogénes)

Ils sont présents dans nos assiettes comme certaines vitamines : C, E et B2 (riboflavine), des
oligo-éléments : zinc, cuivre, sélénium, fers nécessaires a I'activation des enzymes protectrices ; des
composés de fruits et légumes : caroténoides, polyphénols, isothiocyanates (dans le chou et les

cruciféres) ; composés d'épices et d'herbes : terpénes (Causse, 2005).

Par conséquent, la consommation d'aliments a base de plantes est fortement recommandée,
c'est aujourd'hui l'une des principales recommandations diététiques en santé publique. Parmi
les antioxydants végétaux, les polyphénols sont considérés comme les plus efficaces grace a eux effets

protecteurs sur le corps (Gee et Johnson, 2001).
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e Vitamine C

La vitamine C ou acide L-ascorbique est apportée par ’alimentation, est 1’un des principaux
antioxydants hydrosolubles présent dans les fluides intra- et extracellulaires (compartiments
hydrophiles) (Vertuani et al., 2004).

L'acide ascorbique est souvent considéré comme I’antioxydant le plus efficace. Il empéche
l'oxydation des LDL de divers systemes générateurs de RL (Soares, 2005).

Une utilisation combinée de la vitamine C et d’autres antioxydants (caroténoides, tels que le
béta-carotene, formes alpha et gamma du lycopéne et de la lutéine, acide ascorbique, tocophérols,
flavonoides, extraits de thé vert, de myrtille et de raisin) montrent un effet synergique efficace contre le
stress oxydatif et ses effets néfastes (empéche le vieillissement accéléré, de nombreuses conditions
dégénératives lices a l'dge et oxydatifs des pathologies aigués : infectieuses, traumatiques,
Inflammatoire et allergique ) (Curtay et Robin, 2000).

e Lavitamine E

C’est toute molécule identique a 1’a-tocophérol (I’a-T). Ce dernier est une molécule active
antioxydant puissant grace a son caractére lipophile qui lui permet d’agir sur la peroxydation lipidique
membranaire (Souchard et al., 2002). Ainsi, leur effet antioxydant est plus efficace quand elle est
administrée a des faibles doses et sur des périodes courtes cela permet 1’augmentation de l'activité des
enzymes antioxydants.

La vitamine E a un réle important permettant la détoxification des lipoperoxydes. En phase
lipidique, I'a-T protege les acides gras polyinsaturés membranaires. Apres le piégeage des RL, la
vitamine E doit étre régenérée. En effet, étant donné que les autres systéemes de protection contre les
radicaux libres se situent dans divers compartiments cellulaires, notamment le cytosol, les interactions
entre les phases lipidiques et liquides sont probablement plus élaborées, sont principalement impliquée
la vitamine C, le glutathion ainsi que la GPx, la CAT, les SOD et d’autres enzymes (Hajiani et
al.,2008 ; Rouaki et Kanane.,2019).

e Caroténoides

Ce sont des pigments naturels souvent présents en quantité importante dans les fruits
et légumes. Parmi les caroténoides les plus courants, nous énumérerons l'alpha et le béta-carotene
et le lycopene. Ces pigments préviennent et méme contrélent la production des RL notamment

par piégeage de l'oxygene singulier (Hininger et Favier, 2004).
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e Tanins

Ce sont des polyphénols présents dans de nombreuses plantes, comme I'écorce des arbres, fruits
et le thé. Les tanins sont des composés phénoliques solubles dans l'eau et les solvants polaires
(Hagerman, 2002). Les tanins ont des propriétés tannantes, c’est-a-dire & une capacité contre
fermentation, altération et pourrissement, cette propriété est liée a leur capacité a se lier
a des macromolécules (protéines, polysaccharides, etc.) (Ghestem et al., 2001). Nous distinguons
habituellement, chez les plantes supérieures, des deux groupes de tanins en différente structure, ce sont
des tanins hydrolysables et des tanins condensés (Macheix et al., 2005).

- Les tanins hydrosolubles

Il s'agit d'esters de glucose (ou de molécules apparentées) et d'acides phénoliques, qui sont :
I’acide gallique et I'acide ellagique, qui est un dimere de 'acide gallique.

Dans les deux cas, la fraction osidique est estérifiee par plusieurs molécules d'acide gallique

ou plusieurs molécules d'acide ellagique (Ghestem et al., 2001).

- Les tanins condensés

Les tanins condenses ou les proanthocyanidines sont des polymeres de monomeres
de polyhydroxyflavan-3-ol, reliées par des liaisons entre les carbones C4 et C8 ou C4 et C6 (Ajila et
al., 2011).

3.3.2.Mécanisme d’action des antioxydants

Les mécanismes d'action des antioxydants sont divers et comprennent la capture d'oxygene
singulier, l'inactivation des radicaux libres via des réactions d'addition covalentes, la réduction
des radicaux libres ou des peroxydes et la complexation des ions et des métaux de transition (Alam et
al., 2016). De ce fait, les antioxydants naturels semblent contribuer de maniére significative
a la prévention de maladies telles que le cancer et méme les maladies cardiovasculaires (Diallo, 2005).

Les principaux mécanismes gérés par les antioxydants sont :

e Capture de ’oxygene singulier

Des antioxydants ont des concentrations élevées dans les systéemes biologiques et contribuent
avec les caroténoides a la désactivation de *Os.

Ces composés peuvent agir par désactivation chimique (Fixation sur une molécule telle qu’un
acide gras) pour donner un hydroperoxyde (réaction 3) :

!0, + LH-LOOH............. (3)
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Ou aussi par désactivation physique (élimination d’énergie d’excitation sans changement chimique)
(réaction 4) :

10, + B-caroténe—O2 + B-caroténe*......... (4)
Ainsi, un acide aminé comme I’histidine est aussi un bon « quencher » de O (Cillard et Cillard,

2006).

e La chélation des métaux de transition

Des métaux lourds comme le fer et le cuivre sont impliqués dans la création de radicaux
libres, les antioxydants peuvent prévenir les oxydations par la formation d’un complexe
de coordination avec les métaux lourds (Delattre et al., 2005).

Les flavonoides sont de bons chélateurs de fer ce qui est un des mécanismes de leur activité
antioxydante (Verdan et al., 2011).

e Piégeage des radicaux libres

Les composes phénoliques ont un effet anti-radicalaire grace a leur structure. En effet, ils ont
une capacité a piéger les radicaux libres et les ERO tels que le radical superoxyde, hydroxyle, alcoxyle
et peroxyde, par transfert d'un atome d'hydrogéne aux radicaux libres (Rafiq et al., 2018).
Le tableau ci-dessous resume les mécanismes d’action de quelques antioxydants (tableau 7).

Tableau 7: Mécanisme d’action de quelques antioxydants.

Nature Mode d’action
Antioxydants non Vitamine E Inhibition de la péroxydation lipidique
enzymatiques Vitamine C Participe a la réaction d’oxydoréduction

Beta caroténe Fixation des métaux de transition
Antioxydants Superoxyde dismutase  Catalyse la dismutation de 1’anion superoxyde
enzymatiques Catalase Métabolise H20>

Glutathion peroxydase  Action réductrice sur H202 et les hydroperoxydes

21



Matériel et méthodes



Matériel et méthodes

Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire des technologies de séparation et de purification
de la faculté des sciences.

1. Matériel végétal

Nous avons choisi pour ce travail une espéce d’agrumes du genre : Citrus sinensis, d’une
variété Thomson navel. Le fruit utilisé a été récolté le mois de décembre 2021 a partir d’une ferme

pilote spécialisé en Agrumes et céreales de BELAIDOUNI Med a EL FEHOUL, Tlemcen-Algérie
(figure 6).

Figure n°1 : Carte ¢ la situation gé i de la ferme pilote BELAITDOUNI
€/2014-2015

- Viticulture
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Figure 6 : Carte représentant I’occupation des sols de la ferme EPE BELAIDOINI MED.

Les oranges sont choisies selon la taille et I’état de maturité. Ces derniers sont nettoyées avec
de I’eau courante et leur séchage est réalisé & I’air libre et a I’abri de la lumiére.

Apres séparation des différentes parties d’oranges, on a récupéré les écorces qu’on a séchées
et broyées finement a 1’aide d’un mixeur électrique pour obtenir une poudre & granulométrie fines.

Nos échantillons sont placés dans des flacons fermés, fumés, étiquetés et conservés
a une température ambiante jusqu’au moment de I’extraction.

Tous les solvants et réactifs utilisés dans notre étude sont de haute pureté.
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2. Préparations des extraits
2.1. Extraction a chaud

Pour extraire des produits naturels, I’extraction type solide-liquide est souvent utilisée. Elle
consiste a mélanger la poudre matiere végétale (solide) avec le solvant d’extraction (liquide). Ainsi, la
macération, 1I’épuisement au moyen d’un Soxhlet, I’hydrodistillation, ou encore 1’extraction par reflux
sont toutes des méthodes de ce type.

L’appareil de Soxhlet est un extracteur en verre permettant d’extraire un échantillon a 1’aide
d’un solvant (figure 7). Lors de ce type d’extraction, 1’échantillon est placé a [Iintérieur
d’une cartouche puis transféré dans le corps principal en verre de I’extracteur. Le solvant est placé
dans le ballon. Au-dessus de I’extracteur se trouve un réfrigérant facilitant la condensation des vapeurs
de solvant et leur recyclage. L’avantage de ce type d'extraction est que le solvant condensé, s’accumule
dans le réservoir a siphon, ce qui augmente la durée de contact entre le solvant et le produit a extraire.
Quand le solvant atteint un certain niveau, il amorce le siphon et retourne dans le ballon en entrainant
la substance dissoute. Ainsi, le cycle d’extraction se répéte continuellement (Cseke et al.,2006 ;
Djabou., 2006).

Notre choix est basé sur I'utilisation de cette méthode afin d’extraire les principaux composants

contenus dans I’écorce d’orange par des solvants organiques a savoir : I’hexane et le méthanol aqueux.

a. Mode opératoire

-50 g de poudre broyée pesé dans une cartouche d’extraction.

- Mise en place de la cartouche dans I’appareil d’extraction.

-Versement d’une quantité suffisante du solvant pour I’extraction.

-Extraction pendant 4h a une température 60°C.

-L’extrait récupéré est placé dans un évaporateur a 65°C afin d’éliminer le solvant organique.

-L’extrait brut est enfin récupéré dans 10ml du méthanol (figure 7) (Bekkara et al., 1998).
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Figure 7 : Montage de I’appareil de soxhlet (& gauche) et d’évaporateur (a droite).

b. Rendement d’extraction

Le rendement désigne la masse de I’extrait déterminée apres évaporation du solvant, il est
calculé suivant la formule décrite par (Mahmoudi et al., 2013). Il est exprimé en pourcentage

par rapport a la masse initiale de la matiere soumise a I’extraction.

c. Expression des résultats

[ Rendement (%) = [(m¢/ mi] x 100 ]

ms : masse finale de I’extrait brut en gramme.

mi : masse initiale de I’échantillon en gramme.

2.2. Extraction liquide-liquide : Fractionnement

-L’extrait brut méthanolique/aqueux sec est dissout dans 20 ml d’eau distillé chauffé a 50°C,
-20 ml d’acétate d’éthyle est ajouté au mélange précédent dans une ampoule a décanter,

- La préparation est laissée pendant une nuit a ’abri de la lumiére,

-Aprés que les 2 phases seront bien séparées, la phase d’acétate d’éthyle est récuperée,
-L’extrait aqueux récupéré est mélangé avec 20 ml de n-butanol dans I’ampoule a décanter.

-Apreés agitation, le mélange est laissé a 1’abri de la lumiére pendant une nuit (Didi, 2009).
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3. Analyse quantitative
3.1. Dosage de polyphénols

Cette méthode est considerée parmi les méthodes les plus utilisées pour I'évaluation quantitative
des composés phénoliques dans les échantillons végétaux. Elle est basée sur leurs capacités de réduire
le mélange d’acide phosphomolybdique (HsPMO12040) phosphotungstique (HsPW12040) du réactif de
Folin-Ciocalteu, avec la formation d'un complexe bleu (Boizot et Charpentier, 2006), qui peut étre

déterminé colorimétriquement a 750 nm.

a. Mode opératoire

Le dosage des polyphénols est réalisé selon la méthode décrite par Vermerris et Nicholson,
2008.
2 ml d’une solution de carbonate de sodium a 2% fraichement préparé est mélangé avec 100 pl
de Dextrait brut, le mélange a été agité par vortex et laisser incuber pendant Smin, apres 100ul
du réactif de Folin- Ciocalteu a 1N sont ajoutés au meélange. Aprés une incubation de mélange
a lobscurit¢ pendant 30 min a une température ambiante, I’absorbance est mesurée a 750 nm
a la spectrophotométrie contre un blanc, dont ’absorption est mesurée est proportionnelle a la quantité
de polyphénols présents dans I’extrait végétal (Bonnaillie et al., 2012). Une courbe d’étalonnage

a été réalisée en méme conditions par I’acide gallique.

3.2. Dosage de flavonoides

Le dosage des flavonoides est réaliseé en utilisant la méthode colorimétrique au trichlorure
d’aluminium et la soude. Le trichlorure d’aluminium forme un complexe jaune avec les flavonoides

et la soude forme un complexe de couleur rose qui absorbe dans le visible a 510 nm.

a. Mode opératoire

La quantification des flavonoides de nos extraits est réalisée par la méthode colorimétrique
décrite par (El-haci et Atik,2016)

500 pl de chaque extrait sont ajoutés a 2ml d’eau distillée et puis a 150 pl d’une solution
de nitrite a sodium fraichement préparé a 15%. Aprés 6min, 150 pl d’une solution de chlorure
d’aluminium (AICls. 6H20) a 10% sont additionnés au mélange precédant, laisser pendant 6min,
et ajouter 2ml d’une solution d’hydroxyde de sodium NaOH a 4% au mélange. Compléter avec 200 pl

de I’eau distillée pour ajuster 2 7ml de volume total.
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Aprés 15min 1’absorbance est mesurée a 510nm contre un blanc par spectrophotomeétre.

Une courbe d’étalonnage a été realisée en mémes conditions par catéchine.

4. Test d’activité antioxydantes
4.1. Test de DPPH Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

a. Principe

C’est la méthode la plus utilisée dans 1’étude de D’activité¢ antioxydante. Le DPPH (2,2-
diphényle-1-picrylhydrazyl) est caractérisé par une grande capacité a produire des radicaux libres
stables. La présence de ces radicaux DPPH est observée par une coloration violet foncé
de la solution. La réduction des radicaux DPPH par un agent antioxydant entraine une dégradation
de couleur de la solution (Mezouar, 2013).
b. Protocole

50 pul de DI’échantillon a différentes concentrations sont ajoutés a 1,95 ml d’une solution
de DPPH fraichement préparé dans le méthanol & 6,34 .10°M.
-La lecture de I’absorbance est effectuée a 515nm contre un blanc qui contient 50 pul de I’échantillon
avec 1,95ml de méthanol pur.
-Le contr6le négatif contient de 50 pl de méthanol avec 1,95 ml d’une solution de DPPH.
Une courbe d’étalonnage d’acide ascorbique ce fait en paralléle comme un standard (Benhammou

et al., 2007).

c. Expression des résultats
e Pourcentages d’inhibition

Nous déterminons ainsi les pourcentages d’inhibition grace a la formule suivante :

[ 1% = [(Ac — A1) / Ac] x 100 ]

Ac : Absorbance du controle.
At : Absorbance du test effectue
e Calcul des ICso
ICs0 ou concentration inhibitrice 50, permet de calculer la concentration de 1’échantillon testé

nécessaire pour réduire 50% de radical DPPH. Ces dernieres sont calculées graphiquement
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par la régression lin¢aire des graphes tracés, pourcentages d’inhibition en fonction de différentes

concentrations des fractions utilisées (Scherer et Godoy, 2009 ; Fabri et al., 2009).

4.2. Test de la réduction du fer FRAP (ferric reducing antioxidant power) :

a. Principe
L’activité antioxydante est mesurée par I’activité réductrice de nos extraits. Dans cette méthode
lactivité est représentée par la réduction de la capacité de réduire le fer (IlI) présent
dans le complexe de ferricyanure de potassium (KsFe(CN)s) en Fe (I1) (Santo et al., 2013).
L’absorbance est proportionnelle au pouvoir réducteur des extraits testés. La lecture s’effectue

a 700 nm sur un appareil UV-Visible (Karoui et Marzouk, 2013).

b. Protocole

Le protocole expérimental suivi est celui de Karagozler et al., 2008.
-1ml de I’échantillon a différentes concentrations sont mélangés avec 2,5 ml d’une solution tampon
phosphate a 0,2M et ph a 6,6 et 2,5 ml ’une solution de ferricyanure de potassium KzFe (CN)s a 1%.
Les tubes sont incubés pendant 20 min a 50°C. Aprés refroidissement a une température ambiante,
ajouter 2,5ml d’une solution de I’acide trichloracétique a10% et mettre les tubes dans une centrifugeuse
a 3000 rpm pendant 10 min.
-2,5ml de chaque surnagent est mélangé avec 2,5ml d’eau distillée et 500 pl d’une solution
de FeCl36H20 a 0,1%. L’absorbance est mesurée a 700nm contre un blanc. L’acide ascorbique a été
utilisé comme standard dans les mémes conditions opératoires.
c. Expression des résultats

ECso (efficiency concentration) permettre de calculer la concentrations efficace en antioxydants
pour la réduction de 50% de Fe3* en Fe?* (Fidrianny et al., 2016) . Les résultats obtenus sont exprimés
dans des histogrammes en fonction de ’ECso de chaque extrait et calculé a partir de 1’équation

de régression linéaire y = ax+b.

5. Chromatographie sur couche mince
a. Principe
La chromatographie sur couche mince (CCM) est une technique analytique rapide, simple

et peu colteuse. Elle est principalement basée sur des phénomeénes d'adsorption.
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La phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants qui diffuse par capillarité le long
d'une phase stationnaire immobilisée sur une plaque de verre ou de plastique semi-rigide
ou daluminium. Apres déepbt de I'échantillon sur la phase stationnaire, la mobilité de I'espéce dépend
de sa nature et de la nature du solvant (Kanoun, 2011).

Lorsque vous placez la plaque sur laquelle I'échantillon est placé dans la cuvette, I'€luat migre
a travers la phase stationnaire, principalement par capillarité. De plus, chacun des composants
de I'échantillon se déplace a leur propre vitesse vers le front de solvant.

Cette vitesse dépend d'une part des forces électrostatiques maintenues le composant
sur la couche mince. D'autre part, sa solubilit¢ dans la phase mobile permette son mouvement
en alternant de la phase stationnaire a la phase mobile.

La phase stationnaire est principalement controlée par des phénomeénes d'adsorption.
Typiquement, en chromatographie sur couche mince, les substances a faible polarité migrent plus
rapidement que les composants polaires (Benayad, 2013).

b. Mode opeératoire

Pour notre travail une plaque de gel de silice a été utilisée comme phase stationnaire,
sur un support d’aluminium (20%20 cm) sur lequel est fixée la fine couche de silice), nous avons réalisé
la séparation des fractions (héxanique, méthanol/eau, butanolique ; acétate éthyle) avec un seul systeme
de solvant approprié : acétate d’éthyle, acide formique, eau : (65: 1,5:9) (V /V).

Aprés le développement du chromatogramme, la plaque est séchée a température ambiante
puis examinée a I’'UV a la longueur d’onde 254 nm.

Le comportement d’une molécule particuliére dans un systéme donné est exprimé par son Rf
(rate factor ou rapport frontal), qui est le rapport de la distance parcourue par cette molécule sur celle
parcourue par la phase mobile (front du solvant) et qui peut donc étre comprise entre O et 1
(Hennebelle, 2004).

c. Essais d’identification des composés phénoliques par la CCM

Apres cette étape, une solution de DPPH diluée dans le méthanol a été pulvérisée sur la surface
des plaques de CCM préalablement développées et incubé pendant 10 min a température ambiante.
Les constituants antioxydants actifs de nos extraits ont été détectés comme des spots jaunatres
ou blancs créées par la décoloration du DPPH sur les plaqgues CCM. Apres la comparaison visuelle

avec l’intensité de cette décoloration des bandes sur la CCM contre un standard positif, 1’activité
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antioxydante des composants de 1’écorce d’orange ont été provisoirement classés comme activités
fortes, moyenne et faibles. Tous les constituants antioxydants actifs détectés ont été notés en fonction
de leurs Rf.

6. Etudes statistiques

Les résultats sont exprimés en moyenne + erreur standard et le coefficient de corrélation est calculé
en utilisant la corrélation de Pearson (logiciel : Microsoft Excel).
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Résultats et discussion

Dans cette partie on se focalise sur la présentation des résultats ainsi que leurs interprétations.
1. Rendement des extraits d’écorce de Citrus Sinensis

Tableau 8 : Rendement des extraits d’écorce d’orange.

Echantillons Masse d’extraits Masse de poudre  Rendement (%)
brut (g) séche initiale (g)
Extrait héxanique 1,41 £0,01 52,14 £ 0,01 2,70 £ 0,02
Extrait méthanol/eau 8,24 £ 0,01 49,39 £ 0,01 16,69 = 0,05
Extrait d’acétate 0,54 £ 0,01 12,42 + 0,01 4,36 £ 0,01
d’éthyle
Extrait butanolique 1,79 £0,01 11,88 + 0,01 15,06 + 0,04
18 +
16 +
< 14 + I
S 12 +
c
1 41
GE) 0
B3 8+
S
X 6+
4 4
2 + I
0
EH EM EAE EB

EH : extrait hexanique ; EM : extrait méthanolique ; EAE : extrait d’acétate éthyle ; EB : extrait butanolique.
Figure 8 : Rendements des extraits de 1’écorce d’orange citrus sinensis.

Les valeurs du rendement d'extraction des 4 échantillons sont dissemblables bien que le matériel
vegétal est le méme. En effet, chaque solvant extrait des molécules selon sa polarité (Ncube et al,
2008). Le rendement des 2 extraits MeOH et butanolique sont proches, le rendement de 1’extrait MeOH
est le plus élevé avec un pourcentage de 16,69 %=+ 0,05. L’extrait butanolique a donné une valeur
moindre de 15,06%z 0,04. Par contre, 1’extrait hexanique et ’extrait d’acétate d’éthyle sont totalement

différents que les autres, on a remarqué des valeurs faibles : 4,35%z= 0,01 pour I’extrait d’acétate éthyle
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et en dernier 2,7%z 0,02 pour I’extrait hexanique (figure 8). Donc I’extrait MeOH a donné le meilleur

rendement et cela est confirmé par Telli et al.,2010.

Selon (Bourkhiss.,2011) et ces collaborateurs nombreux facteurs peuvent influencer
le rendement tels que : les caractéristiques physico-chimiques et la composition chimique et aussi
les conditions environnementales, la technique d’extraction, le séchage, la période et le milieu

de récolte, les pratiques agriculturales et I’age du matériel végétal.

2. Teneur en polyphénols totaux

L’analyse quantitative des polyphénols totaux a été effectuée en utilisant la méthode de Folin-
Ciocalteu et I’acide gallique a été utilisé comme standard.

L’analyse est basée sur les valeurs d'absorbance des solutions d'extraits, ayant réagis
avec le réactif de Folin-Ciocalteu et comparées a la solution étalon d’acide gallique, donc la teneur
est estimée grace a une courbe d’étalonnage, réalisée avec un standard de référence « I’acide gallique »
a des concentrations variantes de 0 a 250ug/ml (figure 9).

La teneur en polyphénols est exprimée en mg équivalent d’acide gallique par gramme
de la matiere végétale séche (mg EAG/g MS), en utilisant I’équation de la régression linéaire

de I’acide gallique.

1 + y = 0.0034x
R%=0.9913
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Figure 9 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.
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EH : extrait hexanique ; EM : extrait méthanolique ; EAE : extrait d’acétate éthyle ; EB : extrait butanolique.
Figure 10: Teneurs en polyphénols totaux pour I’écorce de Citrus Sinensis Thomson Navel.

La figure 10 représente les teneurs en phénols totaux des extraits des écorces de Citrus Sinensis

Thomson Navel obtenus par I’extraction a chaud.

On a remarqué qu’il y a une variabilité des teneurs en polyphénols dans les 4 extraits, I’extrait
avec la teneur la plus haute est celle de I’acétate d’éthyle (7,72+0,02 mg EAG/g MS), ensuite ’extrait
butanolique arrive en 2 ®™ position avec une teneur de (4,45+0,005 mg EAG/g MS), le 3°™ extrait
est celle de ’hexane avec une faible teneur de (2,27 0,0lmg EAG/g MS) et en dernier I’extrait
méthanolique avec une teneur tres faible (1,35+£0,05 mg EAG/g MS).

La teneur en polyphénols, que nous avons obtenus dans nos extraits est trés base
a celle de Lagha-benamrouche et Madani, (2013) 25.60 + 0.23 mg EAG/g MS de Thomson Navel
et de Molan et al., (2016) extrait éthanolique (25,90 + 1,70 mg EAG/g MS) et pour les extraits aqueux
(15,10 = 1,70 mg EAG/g) pour I’écorce de C.sinensis et aussi a celle de Ousmer et Tahri.,( 2017)
extrait aqueux 36,97 = 0,14 mg EAG/g ,extrait éthanolique 26,77 £ 0,02 mg EAG/g pour C.Sinensis.

La différence de teneurs en polyphénols totaux est due a la complication de I’extraction
des polyphénols. Ces derniers sont susceptibles de subir une dégradation, une oxydation,
ou une hydrolyse. Aussi, d’autres parametres peuvent affectent la quantification de ces polyphénols
telle que la variété, le mode de conservation des extraits, les conditions environnementales, le degré

de maturité du fruit et les facteurs génétiques Lagha-benamrouche et Madani, (2013).
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3. Teneur en flavonoides

La teneur en flavonoides de différents extraits (méthanolique, butanolique, d’acétate d’éthyle
et de I’hexane) est exprimée en milligrammes équivalent de catéchine par gramme de maticre seche
(mg EC/g MS), la teneur est estimée grace a une courbe d’étalonnage, réalisée avec un standard

de référence « la catéchine » & des concentrations variantes de 0 a 50 pg/ml (figurell).

y = 0.0028x
0.16 T R2=0.9938
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0 : : : : : |
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Absorbance a 510 nm

Figure 11 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides.
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EH : extrait hexanique ; EM : extrait méthanolique ; EAE : extrait d’acétate éthyle ; EB : extrait butanolique.

Figure 12 : Teneurs en flavonoides pour I’écorce de Citrus Sinensis Thomson Navel.

33



Résultats et discussion

La teneur en flavonoides de I’extrait d’acétate d’éthyle d’écorce de Citrus Sinensis (1,48+0,01
mg EC/g MS) est plus élevée que celle de I’extrait héxanique (1,13+0,04mg EC/g MS) par contre
les extraits butanolique et méthanolique donnent des teneurs faibles en flavonoides qui sont
de (0,43£0,01mg EC/g MS) et (0,12+0,0064mg EC/g MS) respectivement (figure 12).

Le résultat obtenu dans I’extrait d’acétate d’éthyle 1,48+0,01 mg EC/g MS est un peu élevé
a celui de Lagha-benamrouche et Madani, 2013 1,28+0,03 mg EQ/g MS de Thomson Navel.

La teneur en flavonoides obtenus dans les extraits (d’acétate éthyle, butanolique et d’hexane)
est supérieure au résultat de Singh et Immanuel (2014) qui ont trouvé une teneur de 0,3 mg EQ/g MS.
En comparaison avec d’autres especes du genre Citrus aurantium, on a obtenu dans les extraits
(d’acétate éthyle, hexanique et butanolique) un résultat supérieur a celui de Dorcas et al., 2016, qui ont
obtenu une teneur de 0,32 mg EQ/g MS.

Selon Al-anbari et Hasan (2015), la différence des teneurs obtenus en polyphénols
et en flavonoides est due a la complexité des melanges naturels des composés phénoliques

et a la méthode de dosage de ces composés.

4. Analyse de I’activité antioxydante

L’activité antioxydante est mesurée par une large gamme de dosages spectrophotométriques.
La plupart des analyses antioxydantes utilisent le méme principe :
- la géneération ou le piégeage d’un composé radicalaire synthétique coloré ou d’un composé actif
redox.
- la capacité d'un extrait biologique a réduire (empéche 1’oxydation) du radical.

Les tests qu’on a choisis sont basés sur la réaction de transfert d'électrons unique, apparu

par un changement de couleur quand lI'oxydant est réduit tels que (DPPH et FRAP).

4.1. Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)

C’est un radical libre stable de couleur violette foncé qui s’éclaircit en présence d’un composé
antioxydant. Le pouvoir ou I’efficacité antioxydante d’un composé est mesuré par sa capacité a
décolorer le DPPH en jaune. Ce pouvoir est proportionnel a I’intensité de la décoloration.

Apres la lecture & 517 nm, on a exprimé les DO obtenus en pourcentage d’inhibition %.
Nous avons tracé a partir de ces pourcentages des courbes en fonction de différentes concentrations

pour I’antioxydant standard et nos extraits.
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Chaque courbe, nous donne une équation de régression linéaires de type Y=ax+b.
Ces équations nous ont permis de calculer I'IC 50 pour chaque extrait et le standard. La valeur d’ICso
a eté obtenue comme précédemment décrit a partir de laquelle on a calculé ’activité anti-radicalaire
(1/1Cs0), donc un faible ICso signifie une haute activité anti-radicalaire (Fidrianny et al., 2016) .

Les résultats obtenus montrent que I’extrait héxanique, d’acétate éthyle, butanolique
et méthanolique donnent des valeurs d’ICso égale a (90,06 ; 54,45; 51,57; 31,86 ug/ml),
respectivement. Ces valeurs sont supérieures de celle de 1’acide ascorbique (28,562 pg/ml).

D’aprés ces résultats (figure 13) I’extrait méthanolique a une forte activité anti-radicalaire
relativement égale a celle de I’acide ascorbique (standard). Contrairement, les autres extraits acétate
d’éthyle ; butanolique et hexanique montrent des valeurs inferieurs de celle du standard.

Notre extrait d’écorce d’orange Citrus Sinensis de la variété Thomson Navel présente
une activité anti-radicalaire supérieure de celle trouvée par Ousmer et Tahri (2017) et par Syakirah-
Zulkifli et al., (2012) avec un 1C50=102,57 pg/ml et 564 pg/ml sur la méme variete, respectivement.

On conclut que I’extrait méthanolique a la meilleure activité anti-radicalaire que les autres

extraits. Cela est confirmé par Mezouar, (2013).

Test DPPH
0.04 1

0.035 +
0.03 +
0.025 +
0.02 +
0.015 +
0.01 +
0.005 +

Pouvoir anti-radicalaire

EH EM EAE EB AA

EH : extrait hexanique ; EM : extrait méthanolique ; EAE : extrait d acétate éthyle ; EB : extrait butanolique ;
AA : acide ascorbique.

Figure 13 : Pouvoir anti-radicalaire des extraits de I’écorce de Citrus sinensis.
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4.2. Corrélation entre la teneur en polyphénols, flavonoides et I’activité antioxydante :

Nos résultats montrent la présence d'une corrélation hautement significative entre l'activité
de piégeage de radical DPPH et la teneur en polyphénols totaux d’ecorces avec un coefficient de
corrélation de Pearson égale a 0,835 (figurel4 ) et montrent aussi une faible corrélation entre I'activité
de piégeage et la teneur en flavonoides (R? = 0,680) (figurel5) , qui est en accord avec les travaux de
Pichaiyongvongdee et al. (2014).

R2=0,835
100

pourcetage d'inhibition

0 | | | : |
0 200 400 600 800 1000
Teneurs en polyphénols mg EAG/gMS

Figure 14 : Corrélation entre la teneur en polyphénols totaux et I’activité antioxydante.
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Figure 15 : Corrélation entre la teneur en polyphénols totaux et I’activité antioxydante.
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4.3. Test FRAP

L’activité antioxydante de nos échantillons a été évaluée en utilisant la méthode de FRAP. Cette
méthode est un essai rapide et reproductible. La présence des réducteurs dans les extraits
des plantes provoque la réduction de Fe**/ complexe ferricyanide a la forme ferreux. Donc, Fe?* peut
étre évalué en mesurant I’augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu réactionnel
a 700 nm (Chung et al., 2002).

Apres la lecture des DO par spectrophotométrie a 700 nm, des courbes de régressions ont été
réalisé a différents concentrations pour le standard et les différents extraits (Figure 16). A partir des

équations de chaque courbe on a calculé la valeur ECso.

1.6
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...... o.
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@ acide ascorbique ®hexanique © Acétate d'éthyle @ butanolique ® méthanolique

Figure 16 : Pouvoir de réduction du fer en fonction des différentes concentrations des extraits de
I’écorce de Citrus sinensis et du standard.

Selon la figure 17, les résultats obtenus montrent que I’extrait hexanique, méthanolique,
d’acétate éthyle et butanolique ont donnés des valeurs d’ECso égale a (357,14 ; 555,55 ; 37,59 ; 121,95

pg/ml), respectivement. L’acide ascorbique a donné une valeur d’ECso égale a 89,28 pg/ml.
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D’aprés ces résultats, on a remarqué que ’extrait hexanique, méthanolique et butanolique
ont une activité antioxydante supérieurs a celle de I’acide ascorbique, par contre ’extrait d’acétate

d’éthyle représente une faible activité antioxydante par rapport au standard et aux autres extraits.

Test FRAP
600 -

500 +

400 +

ECS50
W
S

200 +

100 +

0 = _

EH EM EAE EB AA

EH : extrait hexanique ; EM : extrait méthanolique ; EAE : extrait d’acétate éthyle ;
EB : extrait butanolique ; AA : acide ascorbique.

Figure 17: Pouvoir antioxydant des extraits de I’écorce de Citrus sinensis.

Nos extraits méthanolique et hexanique ont une activité antioxydante supérieure a celle
de Ousmer et Tahri,(2017) avec un ECsg de 249,76 et 354,3 pug/ml pour différant extraits.

5. Chromatographie sur couche mince

Aprés I’extraction effectuée par divers solvants, nous avons fait une analyse phyto-chimique
semi-quantitative par chromatographie sur couche mince (CCM). Elle a permis de :
- Faire un criblage chimique de composés contenus dans nos échantillons.
- Connaitre leur abondance.

- Evaluer le pouvoir anti-radicalaire apres la pulvérisation de la plague par le radical de DPPH.
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Tableau 9 : Résultat CCM : Résultats CCM : gel de silice, acétate d’éthyle/acide formique/eau (65 :1,5

:09), citrus sinensis.

NO
de

spot

01

02

03

04

05

06

07

08

09

10

11

EME

Bleu

*kk

Violet
*

Bleu

*
Violet
*
Blanc

Violet
clair
***

Violet

foncé

Apres

DPPH

Rf

0,041

0,105

0,152

0,205
0,723

0,788

0,882

0,911

EB

Violet
clair

**k*

Bleu

**

Bleu

**

Violet
**k

Violet

Violet

Blanc

Violet
clair

Rf

0,041

0,111

0,147

0,194
0,205

0,564

0,747

0,8

EAE

Bleu

Violet
clair

**

Bleu

**

Violet

Bleu

Violet

Violet
clair
Violet
Clair
Blanc
**k*
Violet
Clair

**k*

Violet

**k*

Rf

0,041

0,111

0,158

0,205
0,341

0,441

0,564
0,623
0,723

0,788

0,870

EH

Violet

Blanc

Violet
clair
***
Bleu

foncé
Rose

**k%x

Rf AG C Q
0,641 Violet Violet Rose

0,823 0,788 0,882
0,741

0,8

0,864

0,905

Rf : rapport frontal ; C : catéchine ; Q : quercétine ; AG : acide gallique ; EME : extrait méthanolique ; EB :

extrait butanolique ; EAE : extrait acétate éthyle ; EH : extrait héxanique.

* . activité antioxydante. (*Faible ** moyenne ***forte).

L’analyse chromatographique de nos quatre différents extraits a donné des résultats

dissemblables par rapport au nombre de spots et aux couleurs appariées (figure 18).

L’extrait d’acétate d’éthyle a révélé le plus grand nombre de spots (11 spots par fraction).

Ils sont coloriés en violet, bleu et blanc avec un Rf de 0,041 & 0,870.

On a noté que les deux extraits méthanoliques et butanoliques ont marqué le méme nombre

de spots (8 spots par fraction) avec les mémes couleurs violet foncé et clair, bleu et blanc, et leurs Rf

ont donné des valeurs de 0,041 a 0,911 pour I’échantillon méthanolique et de 0,041 a 0,8
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pour I’échantillon butanolique, sachant que le 8¢éme spot de I’extrait méthanolique était apparu
qu’aprés pulvérisation du DPPH. L’extrait hexanique a révélé que 5spots avec des couleurs allant
du bleu, blanc, rose au violet et les valeurs de Rf comprise entre 0,641 a 0,905.

On a remarqué que le Rf des premiers spots de chaque extrait (méthanolique, butanolique

et d’acétate d’éthyle) a donné la méme valeur Rf = 0,041.

ME : extrait méthanolique ; B : extrait butanolique ; AE : extrait d’acétate éthyle ; HX : extrait hexanique ;

AG : acide gallique ; C : catéchine ; Q : quercétine.

Figure 18: Photographie de la chromatographie sur couche mince de différents extraits de 1’écorce de
citrus Thomson Navel a 254nm.

On a comparé les Rf de nos résultats de les 4 extraits (méthanolique , butanolique ,d’acétate
éthyle et héxanique) avec les Rf des standards utilisés dans ce travail (acide gallique, quercétine
et catéchine) qui donnent des couleurs violet ,violet, rose et des Rf égale 0,823 ; 0.882 et 0,788
respectivement et on a remarqué que la catéchine a le méme Rf = 0,788 et la méme couleur violette
comme celui de spot n°10 de I’extrait d’acétate éthyle et de spot n°6 de I’extrait méthanolique.
On a observé, qu’il existe une similarit¢ dans le spot n°7 de l’extrait méthanolique et le spot

de standard quercétine (Rf = 0,882).

On a comparé nos résultats avec les observations de Markham (1982), qui nous indiquent
la classe de chaque molécule présente selon chaque fluorescence (couleur) apparié dans notre analyse.

Les résultats sont résumés dans le tableau ci-dessous.
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Tableau 10 : Identification des composés phénolique.

Couleurs Composés Echantillons

Violet Flavones et flavanols glycosides ~ Méthanolique
Butanolique
Acétate
d’éthyle

Héxanique

Bleu Les acides phénoliques Méthanolique
Butanolique
Acétate
d’éthyle

Héxanique

Rose Anthocyandine 3-5 di glycosides Héxanique

Blanc Des isoflavones Méthanolique
Butanolique
Acétate
d’éthyle

Héxanique

D’aprés le tableau 10, la plupart de nos extraits contiennent différentes classes d’acides
phénoliques et des flavonoides a savoir ; les flavones, flavonols glycosides ainsi que des isoflavones.
Des études menées par (Ma et al, 2009 ; Abd El-aal et Halaweish, 2010 ; Salas et al., 2011) ont pu
mettre en évidence la présence de ses différents composés, ce qui confirme nos résultats.

Apreés la pulvérisation de la plaque chromatographique par DPPH (figurel19), une couleur jaune
a apparu dans quelques spots. Cette couleur indique la présence des antioxydants dans nos échantillons
utilisés. L’extrait méthanolique et ’extrait d’acétate d’éthyle nous ont donné le plus gros nombre
de composés bioactifs (5spots/fraction) avec différents niveaux de capacité antioxydante (faible,
moyenne, forte). On a observé 4 spots de composés antioxydants dans 1’analyse d’extrait butanolique
(trois donnent une moyenne activité antioxydante et un seul spot donnant une forte activité).
Pour I’extrait hexanique, on a remarqué seulement la présence de deux spots bioactifs avec une forte

capacité antioxydante.
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ME : extrait méthanolique ; B : extrait butanolique ; AE : extrait dacétate éthyle ; HX : extrait hexanique ;

AG : acide gallique ; C : catéchine ; Q : quercétine.

Figure 19 : Révélation par DPPH de la chromatographie sur couche mince de différents extraits
de I’écorce de citrus Thomson Navel a 365nm.

D’aprés les résultats, on a observé que la classe des flavones et flavanols glycosides présente la
meilleure activité antioxydante que les autres composés phénoliques détectés, et cela a été mentionné

par Panche et al ,(2016) ce qui confirme nos résultats.
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L’utilisation de 1’écorce apres transformation industrielle de 1’orange, permet de réduire

les dangers écologiques et économiques causé sur I’environnement.

Le présent travail a pour objectif, I’étude quantitative des composés phénolique des écorces
d’orange de citrus sinensis de variété Thomson Navel, ainsi que 1’évaluation de ’activité antioxydante
sur différents extraits.

Dans un premier temps, les rendements d’extraction obtenus sont variables selon le solvant,
I’extrait méthanolique a montré le meilleur rendement et ensuite I’extrait butanolique, tandis
que les extraits héxanique et acétate d’éthyle ont présentés des rendements plus faibles.

L’analyse quantitative des extraits représentés par le dosage de polyphénols révélant une
meilleure concentration dans I’extrait d’acétate éthyle estimés par 7,72 £ 0,02 mg EAG/g et 4,45 +
0,005 mg EAG/g pour I’extrait butanolique par contre 1’extrait héxanique et méthanolique représentent
des taux moins importants.

L’analyse quantitative des flavonoides nous révele une concentration de 1,48 + 0,01 mg EC/g
MS pour I’extrait d’acétate éthyle et de 1,13 = 0,04 mg EC/g MS pour I’extrait héxanique, tandis
que I’extrait butanolique et méthanolique nous révéle une concentration trés faible de 0,43 + 0,04 mg
EC/g MS et 0,12 £ 0,01 mg EC/g MS, respectivement.

L’activité antioxydante des écorces d’orange de citrus sinensis a été évaluée par deux
techniques, le piégeage du radical libre DPPH et la réduction du fer par le teste FRAP.

L’extrait méthanolique a montré une activité anti-radicalaire supérieure a celle des autres
extraits avec une 1Cso de 31,86 pg/ml. Aussi, I’extrait méthanolique a montré une activité antioxydante
tres forte avec un EC50 de 555,55 pg/ml, sachant que I’activité réductrice de ’extrait hexanique,
d’acétate éthyle et butanolique a donné des valeurs d’EC50 égale a 357,14 ; 37,59 ; 121,95 pg/ml,
respectivement.

La présence d’une corrélation hautement significative entre la teneur en polyphénols totaux et
I’activité antioxydante dans les différents extraits suggere que cette activité de I’écorce est due a la
présence de ces COmposés.

L’analyse chromatographique sur couche mince nous révele la présence de plusieurs spots.
Chaque extrait représente un nombre de spot différent a 1’autre, avec une fluorescence violette
représentant les classes des flavones et flavanols glycosides, une fluorescence bleue représentant
les acides phénoliques et une fluorescence blanche représentant les isoflavones, dont 1’une des taches
de fluorescence rose pourrait représenter anthocyandine 3-5 di glycosides. Apres traitement
de la plaque chromatographique par du DPPH, I’extrait méthanolique et d’acétate éthyle montrent
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une activité antioxydantes meilleur a celle de I’extrait hexanique et butanolique et a différents niveaux
de capacité antioxydantes (faible, moyenne, forte) et que la classe des flavones et flavanols glycoside

possede la meilleure activité antioxydante.

Vue les résultats obtenues, ’EO reste une source de métabolites secondaires bioactifs
trés prometteur pour son utilisation dans différents domaines industriels.
En fin, ces résultats préliminaires sont juste une breve étape dans la recherche sur les molécules

bioactives d’écorce d’orange et leur activité antioxydante.

Sur la base de ces résultats, de nouvelles études approfondies sur 1’écorce sont nécessaires,

notamment en termes de perspectives pour :

-L’identification des métabolites secondaires de cet écorce par des techniques plus performante,
-L’évaluation de I’activité antioxydante par d’autres méthodes complémentaires,
-L’application industrielle des molécules naturelles extraites de 1’écorce dans de nombreux secteurs

comme I’agroalimentaire, en pharmaceutique, en cosmetique et en parfumerie.
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Résumé

L’orange est un fruit largement consommé a 1’échelle mondiale. Aprés sa transformation en industrie, ses pelures
sont considérées comme un déchet qui pollue I’environnement et qui demande un cotit élevé pour ¢a prise en charge.

L’objectif de notre travail est la valorisation en tant que source nutritionnelle de ce résidu qu’est I’écorce d’orange
(EO) de citrus sinensis de la variété Thomson Navel et 1’évaluation du pouvoir antioxydant de ses métabolites secondaires.

L’extraction a été réalisée avec différents solvants (hexane, méthanol, acétate éthyle et n-butanol). Le dosage de
polyphénols totaux, des flavonoides, 1’évaluation de ’activité antioxydante par test de piégeage du radical libre DPPH et
test de la réduction du fer (FRAP) ainsi que la chromatographie sur couche mince (CCM) ont été effectuées sur les
différents extraitsde EO.

Les résultats obtenus d’analyse quantitative des polyphénols totaux des différents extraits hexanique,
méthanolique, acétate éthyle et butanolique de EO, montrent une teneur de 2,27 + 0,01 ; 1,35+ 0,005 ; 7,72 + 0,02 et 4,45 +
0,005 mg EAG/g de matiére seche, respectivement. Ainsi, une teneur en flavonoides de 1,13 £ 0,04 ; 0,12 + 0,006 ; 1,48 +
0,01 ;0,43 + 0,01mg EC/g de matiere seche, respectivement.

Le pouvoir antioxydant de I’extrait méthanolique est le meilleur par rapport aux autres extraits dans les tests de
DPPH et de FRAP.

La CCM indique la présence des acides phénoliques et de nombreuses classes de flavonoides et le traitement de la
plaqgue CCM par le DPPH a montré que la classe des flavones et flavanols glycosides présente la meilleure activité
antioxydante.

Vue les résultats obtenues, I’EO reste une source de métabolites secondaires bioactifs trés prometteur pour son
utilisation dans différents domaines industriels.

Mots clés : Citrus sinensis, écorce, polyphénols, flavonoides, activité antioxydante, CCM.

Abstract

Orange is widely consumed worldwide. After its transformation into industry, its skins are considered as a waste
that pollutes the environment and that requires a high cost for it supported.

The objective of our work is to enhance the nutritional value of the orange peels (OP) residue of citrus sinensis of
the Thomson Navel variety and to evaluate the antioxidant power of its secondary metabolites.

The extraction was carried out with different solvents (hexane, methanol, ethyl acetate and n-butanol).
Determination of total polyphenols, flavonoids, evaluation of antioxidant activity by DPPH free radical entrapment and iron
reduction test (FRAP) and thin-layer chromatography (TLC) were carried out on the different OP extracts.

The results obtained from quantitative analysis of the total polyphenols of the various hexanic, methanolic, ethyl
acetate and butanolic extracts of OP, show a content of 2,27 + 0,01; 1,35 + 0,005; 7,72 + 0,02 et 4,45 + 0,005mg GAE/g dry
matter, respectively. Thus, flavonoid content of 1,13 + 0,04; 0,12 + 0,006; 1,48 + 0,01; 0,43 + 0,01 mg CE/g dry matter,
respectively.

The antioxidant power of the methanol extract was the best compared to the other extracts in the DPPH and FRAP
tests.

The CCM indicates the presence of phenolic acids and many classes of flavonoids and the treatment of the CCM
plate by DPPH has shown that the flavones and flavanols glycosides class has the best antioxidant activity.

Based on the results obtained, OP remains a very promising source of bioactive secondary metabolites for use in
various industrial fields.

Keywords: Citrus sinensis, peels, polyphenols, flavonoids, antioxidant activity, TLC.
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