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Résumé

La valorisation des déchets alimentaires, en particulier les écorces d'agrumes tels
que "Citrus limon" et "Citrus sinensis", trouvent des applications variées dans plusieurs
industries, notamment Il'industrie alimentaire, agroalimentaire, cosmétique et
pharmaceutique. De nombreux travaux scientifiques se sont intéressés a exploiter les
propriétés antioxydantes, antidiabétiques et autres bienfaits de ces matériaux.

L’objectif principal de notre présent travail consiste a la recherche in vitro de I’activité
antioxydante et antidiabétique des extraits eau-éthanol des écorces frais et séchés de
Citrus limon (le citron), de Citrus sinensis (1’orange) et leur mélange.

Le screening phytochimique a montré la richesse des six extraits en tanins, flavonoides,
quinones libres, saponines et composé réducteur. Le dosage des composés phénoliques a
déterminé un taux élevé en polyphénols totaux, et en flavonoides (67,51ug EGA/mg E ;
26,46 ng EC/mg E, respectivement dans I’extrait des écorces frais du citron ; et 87,04 pg
EC/mg E de tanins dans I’extrait des écorces séchés de 1’orange.

Les résultats de 1’activité antioxydante ont révélé une forte activité antiradicalaire sur le
DPPH en particulier ’extrait du mélange des €corces frais citron-orange qui arrive a une
1C50-28,05 pg/mL, ainsi qu’un pouvoir réducteur du fer intéressant (ECs0-642,29 pg/mL).
Concernant I’activité antidiabétique, I’extrait eau-éthanol des écorces frais du mélange
citron-orange a montré un effet inhibiteur de 1’activité o-amylase trés intéressant par
rapport aux autres extraits, avec une valeur ICsy de 253,12 pg/mL. Tandis que, I’ensemble
des extraits étudiés ont présenté un tres faible effet sur la capacité d’adsorption au glucose,
contrairement a I’acide gallique et I’acarbose qui ont montrés un effet adsorbant au glucose
trés important.

A la lumiere de ces résultats préliminaires, nous avons constaté la nécessité d’exploiter les
propriétés thérapeutiques des résidus des écorces frais d’agrumes, notamment leurs
activités antioxydantes et antidiabétiques.

Mots clés : résidus du citron, résidus des oranges, composés phénoliques, DPPH, FRAP, a-

amylase, adsorption au glucose.



Abstract

The valorization of food waste, in particular the peels of citrus fruits such as "Citrus
limon" and "Citrus sinensis", have a variety of applications in several industries, including
the food, agri-food, cosmetics and pharmaceutical industries. Numerous scientific studies
have focused on exploiting the antioxidant, anti-diabetic and other beneficial properties of
these materials.

The main objective of our present work is to investigate in vitro the antioxidant and
antidiabetic activity of water-ethanol extracts of fresh and dried peels of Citrus limon
(Iemon), Citrus sinensis (orange) and their mixture.

Phytochemical screening showed the six extracts to be rich in tannins, flavonoids, free
quinones, saponins and reducing compounds. Phenolic compound assays determined high
levels of total polyphenols and flavonoids (67.51pg EGA/mg E; 26.46 nug EC/mg E,
respectively in fresh lemon peel extract; and 87.04 ng EC/mg E of tannins in dried orange
peel extract.

Results for antioxidant activity revealed strong free radical scavenging activity on DPPH,
in particular for the extract of the fresh lemon-orange peel blend, which achieved an
IC50=28.05 pg/mL, as well as an interesting iron-reducing capacity (EC50=642.29
pg/mL). With regard to anti-diabetic activity, the water-ethanol extract of the fresh peel of
the lemon-orange mixture showed a very interesting inhibitory effect on a-amylase activity
compared with the other extracts, with an IC50 value of 253.12 pg/mL. Whereas, all the
extracts studied showed a very weak effect on glucose adsorption capacity, unlike gallic
acid and acarbose which showed a very significant glucose adsorption effect.

In the light of these preliminary results, we saw the need to exploit the therapeutic
properties of fresh citrus peel residues, notably their antioxidant and anti-diabetic
activities.

Keywords : lemon residues, orange residues, phenolic compounds, DPPH, FRAP, a-

amylase, glucose adsorption.
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Introduction



Introduction

L’augmentation de la population mondiale a entrainé une augmentation de la
demande alimentaire et le développement croissant des industries agroalimentaires, ce qui
génerent chaque année de grandes quantités de déchets organiques (Mrad, 2011). Les
déchets sont les résidus considérés comme inutiles dans le processus de production. Dans
un contexte précis, les déchets organiques constituent un ¢élément du cycle de vie. Ces
déchets ont notamment des effets néfastes sur 1’environnement et la santé publique, c’est
pourquoi les écologistes et les biologistes s’intéressent depuis longtemps aux procédés et
aux technologies permettant de valoriser les résidus pour obtenir des produits biologiques a
haute valeur ajoutée, qui contribuent a limiter la pollution générée par ces déchets

industriels (Boudjema et al., 2009).

Les agrumes ont été cultivés pendant des milliers d'années et ont joué¢ un rdle important
dans l'histoire de I'humanité. Les agrumes contiennent : des citrons, des mandarines, des
kumquats, des citrons verts, des mandarines, des oranges et des pamplemousses... (Nicole
et Francois, 2013). L'industrie des jus d'agrumes génére chaque année un grand nombre de
sous-produits (Koui et Lamri, 2020), et compte tenu de la disponibilité des écorces
d'agrumes et de leurs riches composants nutritionnels et fonctionnels, elles constituent un

substrat trés précieux (Kammoun et al., 2011).

L'objectif principal de notre présent travail consiste a réaliser une ¢étude phytochimique,
ainsi qu’ une recherche et une évaluation in vitro de l'activité antioxydante et antidiabétique
des extraits des écorces frais et séchées de Citrus limon et Citrus sinensis. Le travail
expérimental réalis¢ dans le cadre de cette étude regroupe deux grandes parties. La
premiere partie consiste a préparer des extraits eau-éthanol a partir des écorces de ces deux
especes et a déterminer leurs taux en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins. La
deuxiéme partie est consacrée a 1’évaluation in vitro du pouvoir antioxydant des extraits
préparés en utilisant la méthode du DPPH et de FRAP ainsi que ’évaluation de 1’activité
antidiabétique en utilisant le test inhibiteur de I’activit¢ de I’a-amylase et le test de la

capacité d’adsorption au glucose.
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1  Le stress oxydative

Apres quelques années, un nouveau concept s'impose dans les sciences biologiques et
médicales, est le « stress oxydatif », c'est la position ou la cellule ne peut plus controler la
présence excessive de radicaux libres, une situation qui les chercheurs I’associent a la
plupart des maladies humaines (Favier, 2003).

Il'y a environ 55 ans, suite & la reconnaissance des radicaux libres au sein des systemes
biologiques, Harman et ses collegues ont formulé en 1956 la théorie selon laquelle
I'accumulation de Iésions moléculaires et cellulaires, attribuables aux radicaux libres
0XxYygeénés, pourrait étre responsable des processus de vieillissement, pourrait étre a lI'origine
des processus de vieillissement biologique (Harman, 1956). Selon (Sies, 1991), On définit
le stress oxydant comme I'incapacité de l'organisme a se défendre contre I'agression des
espéces oxygénées activées (ERO) en raison d'un déséquilibre lié soit a une diminution de
la capacité de défense antioxydante, soit a une augmentation de la production d'ERO
(Fetoni et al., 2019). Selon leur définition, ces radicaux sont des entités chimiques
possédant un électron non apparié sur leur couche externe, ce qui leur donne une réactivité
chimique élevée (Migdal and Serres, 2011).

Il se caractérise par un déséquilibre entre systéeme oxydant (les pro-oxydants) et les

défenses antioxydantes de I'organisme (Haleng et al., 2007) (Figure n°01).

Systéeme de défense
par les antioxydants

T —

Radicauxlibres
ERO & ERN

T ——

Figure n° 1: Equilibre entre radicaux libres et antioxydants (Belaich et Boujraf,
2016).
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1.1 Le radical libre

Est une entité chimique, qu'elle soit sous forme de molécule ou d'atome, caractérisée par la
présence d'un ¢lectron non appari¢ (Afonso et al., 2007).

Les radicaux sont des entités moléculaires instables, soit chargées soit neutres, qui
manifestent une tendance a acquérir un é€lectron de leur environnement afin d'atteindre un
¢tat de stabilit¢ maximal (Rolland, 2004). Les espéces oxygénée sont les composés les
plus toxiques (Sosa et al., 2013), qui jouent un rdéle d'intermédiaires métaboliques entre
I'oxygene et I'eau (Fontaine, 2007). Leur durée de vie varie de quelques nanosecondes a
plusieurs heures, dépendant de la stabilit¢ des molécules (Sosa et al., 2013), et ils
interviennent dans difféents processus physiologiques essentiels (Favier, 2003).
L'accumulation excessive de radicaux libres peut devenir toxique, entrainant des
dommages significatifs aux membranes cellulaires ainsi qu'aux lipides, protéines et acides
nucléiques (Valko et al., 2006).

Selon Pham-Huy et al., (2008), le corps humain dispose de multiples mécanismes pour
lutter contre le stress oxydatif en produisant des antioxydants.

Un antioxydant peut étre décrit comme une molécule qui, a une concentration faible, peut
concurrencer d'autres molécules oxydables et retarder ou prévenir leur oxydation (Rezaie
et al., 2007 ; Meziti, 2009). En d’autres termes, les antioxydants sont des substances
naturelles et synthétisées ayant la faculté d'éliminer les radicaux libres et d'inhiber les
processus d'oxydation (Khizar et al., 2010). Notre organisme est équipé de tout un
systeme complexe de défenses antioxydants, des antioxydants enzymatiques et des

antioxydants non-enzymatiques.

1.2 Les antioxydants enzymatiques et non enzymatiques

Ils existent deux formes des antioxydants enzymatiques (ou endogénes) et des antioxydants
non-enzymatiques (ou exogenes) (Tableau n°01).

Les antioxydants enzymatiques est un systeme de défense constitué de trois enzymes
distinctes : la catalase la superoxyde dismutase (SOD), et a glutathion peroxydase (GSH-

Px). Ces enzymes interviennent de maniere complémentaire dans la neutralisation des
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radicaux libres, agissant spécifiquement sur le superoxyde et le peroxyde d’hydrogéne, ce
qui aboutit a la production finale d’cau et d’oxygéne moléculaire (Lehucher-Michel et al.,
2001).

Les antioxydants non enzymatiques sont constitues de plusieurs composés d'antioxydants
qui peuvent réagir directement ou indirectement avec les ERO. La chélation des métaux de
transition est un mécanisme indirect qui inhibe la formation du radical hydroxyle, qui est
extrémement toxique (Koehn et Nyska, 2002).

Certains antioxydants tels que les vitamines E (tocophérol), C (acide ascorbique), Q
(ubiquinone), et les caroténoides présents dans l'alimentation agissent en capturant les
radicaux libres, neutralisant ainsi leur électron non apparié pour les convertir en molécules
ou ions stables. Apres avoir capturé un électron, la vitamine antioxydante devient
temporairement un radical, puis elle est soit décomposee soit rétablie a un état stable par un
autre systeme antioxydant. Par exemple, la vitamine E est régénérée par la vitamine C, qui

a son tour est restaurée par des enzymes comme les ascorbates réductases (Favier, 2003;

Flora, 2009).
Tableau n° 1: Classification des antioxydants (Haleng et al., 2007 ; Hokayem et al.,
2012).
Antioxydants endogenes Antioxydants exogenes
. Superoxyde dimustase (SOD)
Leesnzinﬂ]oa?i/djgts Catalase (CAT)
y i Glutathion peroxydase (Gpx)
Glutathion Vitamine C
Vitamine E, « a-
Acide urique tocophérol »
Les antioxydants
non enzymatique Nicotinamide adénine ‘o
Dinucléotidephosphate (NADPH) Caroténoide
Coenzyme Q Polyphénols
Albumine, Bilirubine

1.3 Maladies lies au stress oxydatif

Le stress oxydatif est directement ou indirectement impliquée dans D’installation de
plusieurs maladies comme la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes, les maladies

cardiovasculaires, le diabete sucré, les maladies neurodégénératives, les cancers et la
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maladies auto-immunes (Montagnier et al. 1998).

Chez les diabétiques, le stress oxydatif est augmenté dans différents tissus et
I'hyperglycémie entraine une génération d'especes réactives de l'oxygene (ROS)
intracellulaires, qui prolongent le gradient électrochimique des protons générés dans les
chaines mitochondriales, conduisant a une production excessive d'anion superoxyde, qui
est I'une des espéces réactives de 'oxygene, peuvent endommager les cellules par diverses
voies via le stress oxydatif. En 1'absence de réponses compensatoires approprié¢es dans le
réseau antioxydant endogéne de la cellule, le systéme sera submergé, conduisant a un
déséquilibre redox, aggravant ainsi la situation (Haleng et al.,, 2007). De multiples
mécanismes de pathogenese conduisent a une augmentation du stress oxydant et semblent

impliqués dans le développement de complications diabétiques (Defraigne, 2005).
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1 Généralités

Les agrumes occupent une place unique dans le régne végétal et sont importants en
raison de leur forte consommation. Ils sont des ingrédients essentiels dans de nombreux
produits culinaires (les jus de fruits, les confitures et les desserts), et ils sont tres appréciés
dans l'industrie alimentaire en raison de leur saveur distinctive et de leur valeur
nutritionnelle. Ils sont trés riches en composés bioactifs pertinents pour la santé humaine
(Tripoli et al., 2007).

Les agrumes, qui constituent I'ensemble des fruits comestibles du genre Citrus, sont
originaires d'Asie et se sont répandus dans le bassin méditerranéen lors des échanges
commerciaux entre marchands occidentaux. Leur diffusion s'est étendue au XVe siécle ;
I'Amérique et 1'Afrique tropicale ont introduit différentes variétés d'agrumes en
provenance des pays du Nord de la Méditerranée (Bellabas, 2009).

Le mot « agrumes » est dérivé du mot latin « acrumen », qui, dans les temps anciens,
désignait les arbres aux fruits acides. Les agrumes appartiennent a la famille des
Rutacées. Il existe a ce jour pas moins de 900 variétés, avec des longueurs de corps allant
de 2 a 10 m. Leurs troncs sont courts et leurs feuilles sont denses et durables, sauf pour le
genre Ponciras, les principaux genres: le genre Poncirus, le genre Citrus et le genre
Fortunella. La plupart des agrumes appartiennent au genre Citrus (Benedicte et Michel,
2011).

Le genre « agrumes » comprend de nombreuses especes comestibles, notamment les

oranges, les citrons verts, les pamplemousses et les mandarines (tableau n°02).

Tableau n° 2: Les différentes espéces du genre Citrus (Milind et Dev, 2012).

Nom commun Nom scientifique
Les mandarines Citrus reticulata
Les clémentines Citrus clementina
Les oranges Citrus sinensis
Les citronniers Citrus limon
Les pomelos Citrus paradis
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1.1  Citrus sinensis : description botanique

L'orange est un arbuste a feuilles persistantes a croissance rapide pouvant atteindre une
hauteur de 10 meétres. Ses branches et ses feuilles sont épineuses et mesurent 4 a 10
centimetres de long. On appelle orange douce le fruit des agrumes afin de le différencier du
fruit de I'oranger amer. Les fleurs sont blanches et trés parfumées, seules ou en groupe. La
corolle posséde 5 pétales blancs recourbés vers l'arriere. Son fruit met 10 a 12 mois pour
murir, de taille moyenne, de forme sphérique, et de couleur caractéristique orange. Il a une
baie ronde dont on peut extraire I'essence de fleur d'oranger et I'eau de fleur d'oranger

(figure n°02) (Goudeau et al., 2008 ; Colombo, 2004).

1.1.1 Classification botanique (Hequet et al., 2009)

Citrus sinensis se classe botaniquement de la maniere suivante :
Régne : Plantae

Embranchement : Spermatophyte (angiosperme)

Classe : Dicotylédone

Ordre : Rutales

Famille : Rutacée

Genre : Citrus

Espéce : Citrus sinensis
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1.1.2 Composition chimique

Les oranges sont largement consommées en raison de leur golit excellent, de leur haute
valeur nutritive et de leur teneur en molécules bioactives (Wang et al., 2007). Ils
contiennent en moyenne 12% de glucides (40 % de saccharose), de la vitamine C (80
mg/100 g), des vitamines B9, P, B1, E, de la provitamine A. Il est également riche en
calcium (40 mg/100 g) et en pectine, qui agit comme régulateur du transit intestinal. Ils
contiennent une flore mésophile (levures et bactéries lactiques) nécessaire a une bonne

digestion (Milind et Andchatarvedi, 2012).

1.2  Citrus limon : Description botanique

L'arbre du citronnier est un petit arbre (arbuste) vert et parfumé, membre de la famille des
Rutacées, sa hauteur peut varier de 2 a 10 metres, avec 5 a 6 branches principales tres
épaisses formées sur les branches et une par des racines peu profondes. Le réseau est situé
au 80°™ centimétre du sol. Les feuilles du citronnier sont des feuilles vertes, alternées et
persistantes, visibles a I'eil nu en raison des multiples poches d'essence qu'elles
contiennent, et des fruits allongés caractéristiques, qui sont jaune vif a maturité (figure

n°03) (FAO 2010 ; Gollouin et Tonelli, 2013).

Figure n° 3: Feuilles, fleurs et fruits de citron.
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1.2.1 Classification botanique (Goetz, 2014)

La classification botanique de Citrus limon est donnée comme suit :
Régne : plantae

Sous Régne : tracheobionata

Division : magnoliophyta

Classe : magnoliopsida

Ordre : sapindales

Famille : Rutacées

Genre : Citrus

Espece : Citrus limon
1.2.2 Composition chimique

Le citron est un fruit juteux composé a 90% d’eau, trés acide (pH<3). L'acidité provient
principalement de l'acide citrique, avec de plus petites quantités d'acides malique, caféique
et férulique (Pierre et al., 2001). Le fruit contient des niveaux élevés de vitamine C (40 a
50 mg/100 g) et vitamines B, ainsi que des quantités importantes de flavonoides. Ce fruit
est faible en glucides mais contient 2,1% de fibres (cellulose, hémicellulose et pectine), et
1g/100g de protéines. Une variété de minéraux ont été identifiés dans les citrons avec une
concentration de 0,5 g/100 g, parmi lesquels le potassium est le minéral le plus abondant.
L'arome du citron provient des huiles essentielles (HE) abondantes présentes dans les
vacuoles de I'écorce ; c'est un mélange de limonene, de citral, de citronellal et de

coumarine (Pierre et al., 2001).

Le secteur agro-industriel génére d’importantes quantités de déchets d’agrumes. Ces
derniers constituent une nuisance certaine pour l’environnement et un gaspillage de
matieres organiques utiles (Bouzid et al., 2019).

Ces déchets, peuvent créer des problémes écologiques, en particulier la pollution de 1'eau,
puisque la présence des matieres biologiques dans les écorces d'oranges comme les huiles

essentielles, les pectines, aussi bien que les sucres, stimulent les bactéries aérobies qui
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décomposent les composés organiques biodégradables en produits tels que l'anhydride
carbonique, les nitrates, les sulfates et les phosphates dans 1'eau. Ces déchets pourraient
étre transformés en capitaux, si des bio-produits potentiellement commercialisables tel que
la pectine peut étre extraite a partir des écorces et fruits de faibles valeurs marchandes ; les
déchets apres extraction, peuvent étre vendus sous forme d'alimentation de bétails seéche
aprés enrichissement en protéine. Cette activité annexe réduirait aussi la charge de

pollution de I'environnement (Bouzid et al., 2019).
2 Lastructurede |’ écorce des Citrus

L’¢épicarpe (flavedo) est la peau ou 1'écorce externe rugueuse solide qui constitue la surface
externe du fruit et recouvre le fruit et le protége des dommages. La couleur est vive (jaune
a orange) car les pigments caroténoide représentent 8 a 10% du fruit. Il contient de
nombreuses glandes qui sécrétent des essences aromatiques irrégulierement réparties et qui
conferent au fruit son odeur unique. Ces glandes sont des poches entourées de plusieurs
couches de cellules sécrétoires dont la formation implique des cellules épidermiques et des
nodules méristématiques superficiels (Guimaraes, 2010).

Le mésocarpe (albédo) est une couche interne blanche a structure spongieuse plus ou
moins épaisse par rapport a la taille du fruit et représente 12 a 30% du fruit. Cette partie est
riche en pectine. Il est étroitement apparenté a l'exocarpe qui forme ce que l'on appelle
communément |'écorce des agrumes (Huet, 1992 ; Albagnac, 2002 ; Bennici et al., 2004 ;

Ramful et al., 2010 ; Guimaraes, 2010).
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Epicarpe
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Figure n° 4: Fruit de Citrus limon avec I’apparence a section transversale (Duan et al.
2014).
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Figure n° 5: Coupe transversale de fruit de Citrus sinensis (Goudeauet al., 2008).

2.1 L’écorce d’orange

2.1.1  Composition chimique

Les principaux composants de I'écorce d'orange sont le glucose, le fructose, le saccharose.
Le saccharose et le glucose sont les principaux sucres présents dans les stades précoces et
matures de 1'écorce (Grohmann et al., 1995 ; Bicu et Mustata, 2011). L'amidon est trés
présent dans l'albédo, mais il est aussi présent dans le flavédo lorsqu'il est vert (Ladaniya,
2008). 11 a été rapporté que les écorces d’agrumes constituent généralement une bonne

source de pectine et de fibres alimentaires, avec un rapport équilibré de fractions solubles
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et insolubles (Larrauri et al., 1996 ; Kuljarachanan et al., 2009).
Les principaux composants de I’écorce d’orange sont les flavonoides, les anthocyanes, les
caroténoides et les huiles essentielles. Il contient également d'autres composés tels que les

minéraux et de petites quantités de lipides et de protéines (Lu et al., 2009).
2.1.2 Effet thérapeutiques

Le fruit et la peau ont été utilisés pour prévenir diverses affections telles que les maux de
téte et les maladies chroniques telles que le diabéte. En revanche, ils jouent un rdle
important dans la lutte contre la prolifération des micro-organismes. Le fruit est considéré
¢galement comme un puissant antioxydant et un agent hypotenseur. L'écorce est é¢galement
utilisée pour tuer les larves de moustiques. La pulpe d'orange fraiche est utilisée pour
traiter les affections cutanées : acné, soins du visage (Ibelhoulen et Tighzert, 2016 ;

Valnet, 2001).

2.2 L’écorce du citron

2.2.1 Composition chimique

L'écorce de citron contient des matieres grasses brutes (4,98%), des fibres brutes
(15,18%) et la pectine. L'ardme du citron provient de la richesse en huile essentielle des
vacuoles de 1'écorce, qui est un mélange de limonene, de citral, de citronellal et de
coumarine. L'acide citrique est l'acide organique le plus abondant dans les citrons, avec
une teneur de 5 a 6 g/100 mL (Asma et Djouadi Djihane, 2021).

De nombreuses €tudes ont montré que les especes du genre Citrus sont riches en principes
actifs tels que les composés phénoliques et les flavonoides, utilisés a des fins
thérapeutiques ou dans les domaines cosmétiques et alimentaires (Kahkonen et al., 1999;

Shohaib et al., 2011).
2.2.2 Effet thérapeutiques

Les sous-produits du citron tels que 1’écorce et les graines sont utilisées en médecine

traditionnelle pour traiter les maladies dégénératives telles que le diabete et I'hypertension
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(Oboh, 2012). Le fruit et I’écorce du citron sont utilisés depuis longtemps pour traiter des
maladies telles que le rhume, la grippe, les maux de gorge, la fiévre, etc. C'est un agent
antiscorbutique et un désinfectant important et a été utilisé dans la préparation de
traitements chirurgicaux et dermatologiques pour certaines peaux. Les maladies peuvent
également étre utilisées comme antidote a divers poisons, notamment les morsures de
scorpion. De plus, il est utilisé pour prévenir les nausées et les vomissements pendant la
grossesse, arréter les saignements de nez, combattre les caillots sanguins, et est également
considéré comme un tonique corporel et un stimulant de I'appétit (Virbel-Alonso, 2011).
Le citron a été utilisé pour traiter I’insomnie, 1’asthme et dissoudre les cristaux rénaux
(Okwu et Emenik, 2006). Il assure une activité antibactérienne, anti-inflammatoire,
antioxydante et anticancéreuse, comme il peut réduire la tension artérielle et traiter

l'obésité (Del-Caro et al., 2004 ; Ramful et al., 2011).
3 Lavalorisation des sous produit des Citrus

C'est le processus de création de la valeur a partir des déchets, en fabriquant un produit
adapté pour l'utilisation économique et sociale. Ce processus est réalisé par des méthodes
chimiques et biotechnologiques en ce qui concerne les déchets alimentaires et les sous-
produits de transformation des aliments (Chandrasekaran, 2013).

L’agence de I'Environnement et de la Maitrise de I’Energie (ADEME) définit la
valorisation comme "le réemploi, le recyclage ou toute autre action visant a obtenir, a partir
de déchets, des matériaux réutilisables ou de I'énergie". Selon la loi algérienne N°01-19
du 12/12/2001 relative a la gestion, au contrdle et a 1'élimination des déchets, la
valorisation des déchets est toutes les opérations de réutilisation, de recyclage ou de
compostage des déchets.

La valorisation présente toute transformation de résidus ou de sous-produits industriels ou
alimentaires en vue de les réintroduire sur le marché a titre de nouveaux ingrédients ou
comme nouveaux produits (Boucherba, 2015). Le processus de valorisation des déchets de

quelques résidus est illustré dans la figure n°06.
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Produits/ Gnergies
réwtilisés en interne

Transformation :

IMatidre premibre

secondaire,
Energie,
Produits
recyclés...

Produits/ énergies
vendus

Figure n° 6: Processus de valorisation des déchets (Nawel, 2015).

Le recyclage des déchets peut réduire la quantité de déchets finaux, réduire le potentiel de
contamination des déchets dans des conditions contrdlées, résoudre les problémes de
contamination, améliorer les propriétés agronomiques des matiéres organiques et réduire
leurs impacts environnementaux et sanitaires (Guillou, 2013). La valorisation est
également trés importante d’un point de vue économique. Selon la valorisation, il est
possible de donner une valeur économique a des matériaux anciens, d'économiser des
matieres premicres (aliments sous forme de compléments alimentaires dans l'alimentation
animale) ou d'économiser de I'énergie (déchets de fruits et 1égumes utilisés pour produire
du méthane), voire de produire de nouveaux matériaux ou produits de qualité égale ou
supérieure (Addou, 2009).

Chandrasekaran (2013) estime que les sous-produits sont des produits formés lors de la
génération du produit principal et qu'ils sont involontaires, imprévus et accidentels. Ils
peuvent étre considérés comme des déchets a leur source d’origine, mais peuvent étre
considérés comme des produits dans d’autres circonstances. Les principaux sous-produits
générés en Algérie sont principalement les déchets de palmier dattier, les grignons d'olive,
les déchets de tomates et les sous-produits d'agrumes (Mirzaei-Aghsaghali et Maheri-Sis,

2008).
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3.1 Les déchées alimentaires des citrus

Les citrus sont soit consommés directement, soit transformés en jus, confitures et autres
produits de consommation. L’industrie de transformation des agrumes, en particulier dans
la production de jus, il y a beaucoup de déchets qui sont malheureusement abandonnés
dans I'environnement sans étre traités (Kim et al., 2004). Ces déchets créent de graves
problémes pour I'environnement. Ces derniéres peuvent ajouter de la valeur en extrayant
des produits de valeur, tels que des composés phénoliques, des huiles essentielles, de la
pectine, etc (Bicu et al., 2011). Environ la moiti¢ de la masse d'un fruit est constituée
d'écorces, lesquelles ont été intensément étudiées en raison de leur teneur en une grande
variété de composés bioactifs (khan et al., 2012 ; Jabri Karoui et al.,2013 ; Boukroufa

et al.,2015 ; M’hiri et al., 2016 ; Ajikumaran et al., 2018).

Huiles essentielles extraites d'écorces d'agrumes font partie des produits du marché a forte
valeur ajoutée. Ils sont extraits des fleurs, des feuilles et des écorces. La flavedo, qui est la
partie colorée de 1'épiderme de 1'écorce d'agrumes, contient des huiles essentielles dans ses
cellules et glandes (Bousbia, 2011). Elles sont utilisées dans la préparation de cosmétiques,
parfums, savons et autres produits d'entretien ménager. (Sahraoui et al., 2011 ; Schwob et
al., 1965). Dans I’industrie alimentaire les aromes des agrumes sont utilisés pour rehausser
le goit, la saveur et la couleur des produits alimentaires (Bouguerra, 2012 ; Aprotosoaie
et al., 2010), comme les produits de boulangerie tels que (les giteaux), les sucreries, les
bonbons et les glaces (Grysole, 2005; Gamarra et al., 2006 ; Bouguerra, 2012 ;
Aprotosoaie et al., 2010). Les huiles essentielles sont tres utilisées a 1'échelle mondiale
comme conservateur en raison de la présence de composés aux propriétés antibactériennes

et antioxydantes (Hammer et al., 1999 ; Grysole, 2005).

La pectine est un composé polymere naturel largement présent dans les parois cellulaires et
les structures moyennes de toutes les plantes supérieures et est considéré comme un
polysaccharide complexe. Il est principalement extrait a l'échelle industrielle a partir de

marc de pomme, d'écorces d'agrumes, etc (Rezzoug et al., 2007). La pectine possede des
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propriétés gélifiantes, épaississantes et stabilisantes, ce qui la rend largement utilisée dans
des domaines industriels tels que l'alimentation, la médecine et la chimie (Wang et al.,
2014). Dans le domaine alimentaire, la pectine est utilisée dans différentes préparations,
notamment les préparations a base de fruits dans les recettes de confitures, les yaourts, les
boissons et jus concentrés, ainsi que les produits laitiers gélifiés (Kebaili , 2019). Dans le
domaine médical, elle est utilisée dans la fabrication de suspensions pharmaceutiques et de
médicaments de détoxification (Piriyaprasarth et al., 2011 ; Wang et al., 2014). Dans
l'industrie cosmétique, les polysaccharides sont principalement utilisés comme agents
texturants et du fait des diverses propriétés de la pectine, cette substance entre dans la

fabrication de vernis, créemes, gels et lotions (Kebaili , 2019).

En industrie chimique, les écorces d'agrumes riches en sucres peuvent étre utilisés pour
produire du biocarburant et du biogaz, cette production nécessite une hydrolyse acide des
déchets des agrumes en utilisant 1’acide sulfurique dilué et un traitement chimique pour

produire de 1'éthanol et du biogaz (Lohrasbi et al., 2010).

Les déchets des agrumes trouvent leur application dans la préparation des aliments de
bétail. Les sous-produits obtenus aprés l'extraction du jus des fruits d'agrumes peuvent
servir de sources alimentaires riches en énergie dans l'alimentation des ruminants pour
soutenir la croissance et la lactation, avec moins d'impact négatif sur la fermentation
ruminale que les aliments riches en amidon. Les principaux sous-produits d'agrumes
utilisés dans les aliments des ruminants sont la pulpe d'agrumes séchée, la mélasse

d'agrumes et la liqueur d'écorces d'agrumes (Bampidis et al., 2006).

La pulpe d'agrumes est considérée comme un aliment énergétique, riche en glucides et en
composés azotés (Bambidis et al., 2006), elle peut remplacer les céréales, notamment les
graines de mais, la luzerne déshydratée, et l'orge pour les vaches laiticres (Bouharoud,
2007). La valeur nutritionnelle de la pulpe d'agrumes est trés importante en raison de sa

teneur ¢élevée en glucides facilement fermentescibles et de la présence de multiples
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substrats énergétiques pour les micro-organismes du rumen, notamment des glucides
solubles et des fractions de fibres facilement digestibles, elle constitue u n excellent
complément énergétique notamment pour le fourrage grossier et la paille (Bouharoud,
2007 ; Alsaied et al., 2017).Toutefois, la pulpe d'agrume peut également étre consommeée
fraiche ou sous forme d'ensilage, les deux sont généralement bien accueillies par les
ruminants. Cependant, la pulpe de citron est plus acceptable que celle des oranges et des

pamplemousses (Bambidis et al., 2006 ; Bouharoud, 2007).

La pate d’orange est une excellente base naturelle pour aromatiser et colorer les aliments.
C'est une fine pate colloidale obtenue par décomposition mécanique et broyage de la peau
et de la pulpe. Dans certains cas, l'écorce est cuite a la vapeur a des températures ne
dépassant pas 70°C avant d'étre broyée pour préserver la vitamine C et la pectine. Mais le
produit final doit étre rapidement pasteuris€¢ pour inactiver la pectinase. La présence de
pectines dans la pate d'orange garantit une turbidité constante dans les boissons
rafraichissantes et les sirops a l'orange. La confiture d'orange est préparée a partir de
différentes parties du fruit : peau entiere, albédo et peau, en ajoutant une certaine quantité

d'eau lors du broyage (Huet et al., 1962).

L'incorporation de composés phénoliques issus de sous-produits d'agrumes dans les
aliments et les produits médicaux peut contribuer a promouvoir la santé en neutralisant les
radicaux libres dans l'organisme, prévenant ainsi le développement de maladies
cardiovasculaires, de certains cancers et d'autres maladies chroniques (Assefa, 2016). Les
composés phénoliques présents dans les sous-produits d’agrumes peuvent étre utilisés pour
inhiber les processus d’oxydation des aliments. Ils sont ajoutés aux aliments tels que les
huiles, le pain, les biscuits et les produits laitiers pour prolonger leur durée de conservation
en empéchant la peroxydation lipidique et en prévenant les dommages oxydatifs (Assefa,
2016).

Certains composés phénoliques issus de sous-produits d'agrumes, principalement la

naringine, sont utilisés comme ardmes naturels pour aromatiser les boissons, les confiseries

19



Chapitre 02 : Généralités sur les agrumes

et les produits de boulangerie en raison de leur golt amer typique (Giannuzzo et al.,
2003). Certaines flavanones, comme 1’hespéridine et lanéohespéridine, peuvent étre

facilement converties en édulcorants naturels potentiels (M hiri et al., 2014).
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La partie expérimentale de notre étude a été effectuée au sein du laboratoire
pédagogique de biochimie du département biologie, Facult¢ SNV — STU, Université Abou
Bekr Belkaid, Tlemcen.

Le protocole expérimental de ce présent travail est constitué d’une partie phytochimique et
d’une partie biologique. Il a été réalisé de la maniére suivante :

» Préparation des extraits eau-éthanol des écorces de Citrus limon et Citrus sinensis.

» Analyse phytochimique qualitative et dosages quantitatifs des polyphénols totaux, des
flavonoides et des tanins condensés dans les extraits préparés.

> Evaluation in vitro de 1’activité antioxydante des extraits en utilisant le test : DPPH et
FRAP.

> Evaluation in vitro de I’activité antidiabétique des extraits par mesure de leur effet sur

I’activité de I’a-amylase et leurs capacité d’adsorption au glucose.

1  Etude phytochimique

1.1 Le matériel végétal

Dans le cadre de cette étude, nous avons utilisé les écorces des fruits d’agrumes Citrus
limon (citron) et Citrus sinensis (orange) achetés du marché de la région de Sabra, Wilaya
de Tlemcen, durant le mois de février 2024,

Les écorces récupérés apres pressages des fruits, ont été découpée en petits morceaux, dont
une quantité du matériel végétal a été utilisée a 1’état frais (fraiche) et une autre quantité a

¢été d’abord séchée dans 1'étuve a 37 °C pendant 48h (Figure n°7).
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Figure n° 7: Le matériel végétal utilisé : les écorces de Citrus limon frais et séché (a, c)
et Citrus sinensis frais et séché (b, d).

1.2 Préparation de I’extrait brut eau—éthanol des écorces fraiches du citron et de
P’orange

100 g de I’écorce du fruit frais du citron ou de I’orange a été mise en contact avec 800 mL
du mélange eau-éthanol (20/80 v/v) dans un ballon puis le mélange est soumis a une

décoction sous reflux et a chaud (50°C) pendant 1h. Apres refroidissement, le décocté
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obtenu a été filtré puis séché dans 1’étuve ventilé a 37°C pendant 48h pour récupérer un

extrait « I’extrait eau-éthanol » des écorces fraiches.

1.3 Préparation de I’extrait brut eau—éthanol des écorces séchées du citron et de
I’orange

60 g de I’écorce du fruit séché du citron ou de ’orange a été mise en contact avec 400 mL

du mélange eau-ethanol (20/80 v/v) dans un ballon puis le mélange est soumis a une

décoction sous reflux et a chaud (50°C) pendant 1h. Apres refroidissement, le décocté

obtenu a été filtré puis séché dans 1’étuve ventilé a 37°C pendant 48h pour récupérer un

extrait « I’extrait eau-éthanol » des écorces séchées.

La figure n° 8 ci-dessous résume le protocole d’extraction.

1.4 Préparation du mélange de ’extrait eau—éthanol des écorces fraiches et séchées
du citron et de ’orange

Pour cette étude nous avons utilisé un mélange des extraits récupérés. Une quantité (un

volume) égale de chaque extrait eau-éthanol des écorces fraiches ou séchees du citron et de

’extrait des écorces fraiches ou séchées de I’orange ont a ét¢ mélangés pour récupérer un

mélange d’extraits des écorces du citron et de I’orange fraiches, et un mélange d’extraits

des écorces du citron et de I’orange séchées.
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Matériel végétal

v

\

L’écorce du fruit de Citrus limon

L’écorce du fruit de Citrus

(citron) sinensis (orange)
| _1
I
Etat frais Etat séché
\ v

100 g de I’écorce

découpée 60 g de I’écorce découpée

A

\

800 mL eau-éthanol (20/80 v/v)

400 mL eau-éthanol (20/80 v/v)

Extraction par décoction sous reflux
et a chaud (50°C) pendant 1h

v

Filtration

v

Evaporation a sec des extraits

v

Extrait brut Eau-éthanol

v

Analyse
phytochimique
qualitative et
quantitatif

Evaluation de
I’activité
antioxydante par
deux test : DPPH

et FRAP

Evaluation de activité
antidiabétique par deux test :
I’activité de I’a amylase et la

capacité d’adsorption au

glucose.

Figure n°® 8: Schéma explicatif du protocole expérimental.
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1.5 Calcul du rendement des extraits

Le rendement des extraits préparés exprimé en pourcentage (%) a été calculé selon la
formule suivante :

Rendement (%) = (m/ M) x 100

R : Rendement exprime en %.

m: masse d’extrait récupére (g).

M : masse du matériel végétal seche initiale (g).

1.6 Tests phytochimiques des extraits préparés

Les extraits bruts eau—éthanol des écorces du citron, de 1’orange, et de leurs mélange, a
I’¢état frais et séché, ont été soumis a des tests phytochimiques qualitatifs, pour détecter la
présence ou l'absence de certaines métabolites secondaires notamment tanins, flavonoides,
quinones libres, terpénoides, saponosides, alcaloides, et composés réducteurs.

La détection se fait grace a des réactions de coloration et de précipitation selon le protocole
de Harborne, (1998) et Trease et Evans (1989).

Les tanins

On prend 1 mL de chaque extrait, et on ajoute 0,25 mL de la solution de FeCls (1%). Apres
15 min d’incubation a température ambiante, |’apparition d’une coloration verdatre ou
bleu-noiratre indique la présence des tanins.

Les flavonoides

On prend 1 mL de chaque extrait, et on ajoute 1 mL d’acide chlorhydrique HCI (1%) et
quelques coupeaux de tournures de magnésium. L’apparition d’une coloration rose, rouge
ou jaune est indiquée la présence des flavonoides.

Les quinones libres

A 1 mL de chaque extrait, on ajoute 0,1 mL d’hydroxyde de sodium NaOH (1%). La

présence des quinones libres est indiquée par un virage de couleur jaune, rouge ou violet.
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Les terpénoides

I mL de D’extrait est ajout¢ a 0,4 mL de chloroforme et 0,6 mL d’acide sulfurique
concentré. La formation d’un anneau marron-rouge se forme a I’interphase indique la
présence des terpénoides.

Les saponines

Dans un tube a essai, 10 mL de chaque extrait est agité fortement pendant 15 secondes.
Apreés 15 min la présence des saponines est indiquée par la formation d’une mousse
persistante d’une hauteur supérieure a 1 cm.

Les alcaloides

Introduire 0,5 mL d'extrait dans deux tubes a essai, puis acidifier le milieu par quelques
gouttes de HCI (1%). On ajoute dans un tube 0,5 mL de réactif de Mayer et dans I’autre
tube 0,5 mL de réactif de Wagner. La présence des alcaloides est indiquée par la formation
d’un précipité blanc ou brun, respectivement.

Les composés réducteurs

On ajoute 1 mL de liqueur de Fehling (0,5 mL réactif A et 0,5 mL réactif B) a 1 mL de
chaque extrait et laisse I'ensemble incuber pendant 08 min dans un bain-marie bouillant. La
formation d'un précipité de couleur rouge brique indique la présence des composés de

réduction.
2 Dosage des polyphénols totaux

Principe

La teneur en polyphénols totaux dans les extraits étudiés, a été déterminée par la méthode
de Folin-Ciocalteu. Ce dernier est un réactif de couleur jaune composé d'un mélange
d'acide phosphotungstique (H3;PW1,049) et d'acide phosphomolybdique (H3PMo1,040).
Cette méthode repose sur l'oxydation des composés phénoliques en un nouveau complexe
molybdéne — tungsténe de couleur bleue par ce réactif et 1’absorbance est mesurée au
spectrophotometre a 700 nm (Vermerris et Nicholson, 2006).

Mode opératoire (Benariba et al., 2013 ; Gheffour et al., 2015).

Le dosage des polyphénols totaux est resumé dans le tableau n°03.
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Tableau n° 3: Protocole du dosage de polyphénols dans les extraits des écorces du
citron, de ’orange et des mélange a I’état frais et séché.

Concentration - .*g 2
acide gallique | 50 | 100 | 200 | 300 | 400 | 500 900 | S | £ | 3
(ng/mL) = | A
Acide gallique | | 1 o1 101 | 01 |01 | o1 | o
(mL)
Extrait (mL) 0,1
Eau distillée 0.1
(mL)
(1)
INER(ELE, 212 2l 212121212121 21]2]:?2
(mL)

lére incubation pendant Smin a température ambiante

Folin-ciocalteu

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0.2N (mL) 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0, 0,

2¢éme incubation pendant 30min a température ambiante et a I’obscurité

Mesure de I’absorbance a 680 nm

Les résultats des polyphénols totaux présents dans nos échantillons sont exprimés en
microgramme équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg E) et
sont calculés selon la formule suivante :

[Polyphénols] = a.f/C
a : concentration finale des polyphénols déterminée a partir de la courbe étalon.

f: facteur de dilution (*22).

C : concentration de I’extrait (10 mg/mL).
3 Dosage des flavonoides

Principe
La détermination du taux des flavonoides a été effectuée par la méthode colorimétrique

décrite par Dewanto et al., (2002). Cette méthode est reposée sur l'oxydation des
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flavonoides par le nitrite de sodium (NaNOy) et le chlorure d'aluminium (AICl3), qui forme
un complexe rose ayant une absorption a 510 nm.
Mode opératoire (Benariba et al. 2013)

Le dosage de flavonoides est resumeé dans le tableau n°04

Tableau n° 4: Dosage de flavonoide dans les extraits des écorces du citron, de ’orange
et des mélange a I’état frais et séché.

Concentration
Catéchine 50 100 200 300 400 500 Extrait | Blanc

(ng/mL)
Catéchine

(nL)

Extrait (uL) 250

250 250 250 250 250 250

Eau distillée
(uL)
NaNO, 15%
(nL)

1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 1000 1250

75 75 75 75 75 75 75 75

1ére incubation pendant 6 min a température ambiante

AlICl; 10%

75 75 75 75 75 75 75 75
(nL)
2¢me incubation pendant 6 min a température ambiante
[}
Na((llilj % 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 1000 1000

Ajuster la volume total a 2500 pL.

3¢éme incubation a température ambiante pendant 15 min

Mesure de I’absorbance a 520 nm

Le taux des flavonoides presents dans les différents extraits exprimés en microgrammes
équivalent de catéchine par milligrammes d’extrait (ug EC/ mg E) est calculé selon la

formule suivante :
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[Flavonoides] = a.f/C

a : concentration de flavonoides déterminée a partir de la courbe étalon
f : facteur de dilution (*10).

C : concentration de I’extrait (10 mg/mL).
4 Dosage des tanins condencés

Principe

La détermination du taux des tanins condensés a été realisé par la méthode a la vanilline
en milieu acide. Le principe de cette méthode repose sur la capacité de la vanilline a réagir
avec les tanins condensés pour donner un complexe de couleur rose dans un milieu acide,
avec une absorption maximale & 500 nm. Les tanins condensés présents dans les extraits
sont proportionnels a la couleur (Sun et al., 1998).

Mode opératoire (Kanonn et al. 2014)

Tableau n° 5: Dosage de tanins dans les extraits des écorces du citron, de I’orange et
des mélange a I’état frais et séché.

Concentration - .*é 2
catéchine 20 | 100 | 300 | 500 | 600 | 800 | 900 § 3;: =
(ng/mL) = | A
Catéchine (nL) 50 50 50 50 50 50 50 50
Extrait (uL) 50
Eau distillée (uL) 50
Vanilline 4% = = = = = = = = = =
w w w w w w w w w w
Aci Ifuri
cide (S:L)““q“e 750 | 750 | 750 | 750 | 750 | 750 | 750 | 750 | 750 | 750
Incubation a température ambiante pendant 15 min
Mesure de I’absorbance a 490 nm

30



Matériel et Méthode

Les résultats des tanins condencés présents dans les différents extraits sont exprimés en
microgramme équivalent de catéchine par milligramme d’extrait (ug EC/ mg E) selon la

formule suivante :

[Tanins] = a.f/C

a : concentration finale des tanin déterminée a partir de la courbe d’étalon.
f : facteur de dilution (*46).

C : concentration de I’extrait (10 mg/mL)

5 Evaluation de I” activité antioxydante des extraits des écorces du citron et de I’
orange

5.1 Evaluation de effet des extraits des écorces du citron et de ’orange sur le
piégeage du radical libre DPPH

Principe

Le DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl) est un radical libre stable ayant une couleur
violette utilisé pour évaluer la capacité antioxydante des extraits. En présence
d’antioxydants le radical DPPH est réduit en un complexe jaune, dont la capacité¢ de
réduction des radicaux libres du milieu réactionnel est inversement proportionnelle a
I'intensité de la couleur et & I'absorbance. La mesure des absorbances a 517 nm sert a
calculer le pourcentage de réduction du DPPH (Glilgin et al., 2004 ; Miliauskas et al.,

2004 ; Popovici et al., 2009).

Mode opératoire (Benariba et al., 2013)
Le mode opératoire pour 1’évaluation de I’effet de chaque extrait sur la réduction du DPPH

est résumé dans le tableau n°06.
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Tableau n° 6: Mode opératoire pour mesurer I’activité antiradicalaire du DPPH des
extraits des écorces du citron, de ’orange et des mélange a I’état frais et séché.

Concentration Controle
acide ascorbique 5 10 25 50 | 100 | 200 | 400 | Extrait L.
Négatif
(ng/mL)
Acide ascorbique 25 25 25 25 25 75 75
(nL)
Les extraits (uL) 25
Méthanol (uL) 25
DPPH (uL) 975 | 975 | 975 | 975 | 975 | 975 | 975 975 975
Incubation pendant 30 min a température ambiante et I’obscurité
Mesure de I’absorbance a 520 nm

Le pourcentage de réduction ou d’inhibition du DPPH est calculé selon la formule

suivante :

DPPH% = [(DO contr - DO éch) / DOcontr] x 100

DPPH% : Pourcentage de réduction du DPPH.

DO contr : Densité optique du tube contrdle négatif.

DO éch : Densité optique de I’extrait.

La valeur 1Cso qui correspond a la concentration du substrat responsable de la réduction de
50% du DPPH, a été déterminée par 1’équation de la courbe de régression linéaire (DPPH
(%) = f [extrait ug/mL]). Plus la valeur d'ICsq est faible, plus I'extrait présente une activité

antioxydante élevée.

5.2 Evaluation de DPeffet des extraits des écorces du citron et de I’orange sur la
réduction du fer (méthode de FRAP)

Principe
L'existence de composés réducteurs dans les extraits réduit le fer ferrique (Fe¥*) du

complexe ferricyanure (K;Fe) en fer ferreux (Fe?). La réduction se manifeste par le

32



Matériel et Méthode

changement de couleur du ferricyanure de potassium du jaune au bleu-vert, son intensité

variant en fonction du pouvoir réducteur (Li et al., 2009).

Mode opératoire (Karagozler et al., 2008)

Le protocole de 1’évaluation de I’activité antioxydante par réduction du fer est résumé dans

le tableau n°07.

Tableau n° 7: Mode opératoire de I’activité antiradicalaire des extraits des écorces du
citron, de ’orange et des mélange a I’état frais et séché.

e
Concentration = =
BHA ( pg/mL) 20 | 40 | 60 | 80 | 100 | 120 | 140 | 160 | 180 | 200 3 %
BHA (uL) 50 | 50 | 50 | 50 | 50 | 50 | 50 | 50 | 50 | 50
Extrait (uL) 50
Eau distillée
50
(uL)
PBS (0.2N;
> 1125(125 (125|125 | 125 | 125 | 125 [ 125|125 | 125|125 | 125
pH=6.6) (uL)
K3Fe (CN)s | 155 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125
1 % (uL)
Incubation dans I’étuve pendant 20 min a 50°C
0
TC(‘:I{;M’ 125 [ 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125 | 125
Incubation pendant 10 min & température ambiante
S“rz‘:ffa“t 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250
Ea“(ﬂ‘ﬁ;‘“ee 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250
1)
FeClL0.1% | 5, | 50 | 50|50 | 50 | 50 | 50 | 50 | 50 | 50 | 50 | 50
(nL)
Musure de I’absorbance a 680 nm

On calcule la concentration efficace correspondant a 0,5 d'absorbance (ECsp) a partir de la

courbe d’absorbance en fonction des concentrations de 1'échantillon.
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6 Evaluation de I’ activité antidiabétique des extraits des écorces du citron et de I’
orange

6.1 Evaluation de ’effet des extraits sur I’activité de I’a amylase

Principe

Lorsque la solution d'enzyme a-amylase est incubée avec la solution d'amidon, en milieu

alcalin et a chaud, cela entraine l'hydrolyse du substrat et la libération des sucres

réducteurs, qui sont mesurés selon la méthode de Benfeld, (1955). L’oxydation des sucres

réducteurs entraine la réduction de I’acide 3,5-dinitrosalicylique (DNSA), qui est de

couleur jaune-orange, en acide 3-amino5 nitrosalicylique de couleur rouge orange.

L’absorbance de ce chromogéne est mesurée a 540 nm. L’intensité de la coloration est

proportionnelle a la quantité de sucres reéducteurs présents dans le milieu réactionnel

(Laoufi et al., 2017).

Préparation des réactifs (Benfeld., 1955)

Solution de I’a-amylase

L'enzyme utilisée est I'a-amylase (E.C.3.2.1.1) provenant du pancréas du porc (PPA),

présentée sous forme lyophilisée. Elle a un poids moléculaire de 13000 Da et une activité

spécifique de 13 Ul/mg, elle est conservée a une température de +4°C. Pour préparer la

solution enzymatique, 3 mg de PPA sont solubilisés dans 10 mL d'une solution tampon

phosphate (0,02 M, pH 6,9). La solution obtenue présente une activité a-amylasique de 1,3

Ul/mL, et I’activité optimale de cette enzyme se situent & un pH de 6,9 et une température

de 37°C.

Solution du substrat

Le substrat utilisé est 1’amidon soluble. La solution d'amidon est préparée a une

concentration de 0,5 % dans une solution tampon phosphate (0,02 M, pH 6,9).

Réactif 3,5-Di Nitro Salicylique Acide (DNSA)

Le réactif 3,5-Dinitrosalicylique Acide (DNSA) est préparé a l'aide de deux solutions,

solution A : 1,6 g de NaOH est solubilisé dans 20 mL d'eau distillée a température

ambiante, ensuite préchauffée jusqu'a 60 °C, 30 g de tartrate double sodium-potassium sont

ajoutés sous agitation. Solution B : 1 g de DNSA est solubilisé dans 40 mL d'eau distillée

préchauffée a 60°C. La solution A et la solution B sont mélangées sous agitation pour
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obtenir un réactif de couleur orange, et le volume obtenu est ajusté a 100 mL avec de l'eau
distillée. Le reéactif obtenu est conservé a I'abri de la lumiere a 4°C.

Solution tampon phosphate (0,02 M ; pH=6,9)

La solution tampon est préparée en mélangeant deux solutions, la solution A est
monobasique (NaH2PO4) (M=137,99 g/mole) et la solution B dibasique (Na2HPOa)
(M=142 g/mole). m (Na2zHPO4) = 1,103 g pour 400 mL d’eau distillée, m (NaH2PO4) =
1,136 g pour 400 mL d’eau distillée. Ensuite, les deux soutions sont mélangées pour
obtenir une solution tampon phosphate de concentration 0,02 M et pH=6,9.

m(NaH,PO4) =C.V.M =0,02 x 0,4 x 137,99 = 1,103g.

m(Na;HPO,;) = C.V.M =0,02 x 0,4 x 142 = 1,136g.

Solution de I’acarbose

L’acarbose est un pseudo-tétra-saccharide d’origine microbienne. Il est utilis¢é comme
controle positif dans cette étude pour comparer son activité vis-a-vis de I’a-amylase. Un
comprimé de 50 mg est solubilisé dans 25 mL de tampon phosphate sous agitation pour
obtenir une concentration de 2mg/mL. Ensuite, on réalise différentes dilutions a partir de
cette solution mere (15; 31; 62; 125; 250; 500; et 1000pg/mL).

Solution des extraits de citron, de I’orange et des mélanges

Les concentrations des extraits des écorces du citron, de I’orange et des mélanges a 1’état
fraiches et séchées (180 ; 240 ; 400 ; 800 ; 1000 et 2000ug/mL) sont préparées dans la
solution tampon phosphate (0,02 M ; pH=6,9) pour évaluer leur effet sur 1’activité
enzymatique de 1I’a-amylase.

Mode opératoire

L'effet de chaque concentration des extraits des écorces du citron, de l'orange et des
mélanges a I'état frais et séchees sur l'activité de I'a-amylase onr été testé selon la méthode

de Benfeld, (1955). Le mode opératoire de ce test est résumé dans le tableau n°08.
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Tableau n° 8: Evaluation de I’effet des extraits des écorces du citron, de I’orange et
des mélange a I’état frais et séché sur I’activité inhibitrice de I’a amylase.

Tube extrait Tube blanc extrait Tube controle LLLC blanc
controle

100 pL Extrait 100 pL Extrait 100 uL PBS 100 uL PBS

100 uL Enzyme 100 uL PBS 100 pL Enzyme 100 uL PBS

Incubation pendant 10 min a 37 °C dans I’étuve

100 pl amidon

100 pl amidon

100 pl amidon

100 pl amidon

Incubation pendant 15 min a 37 o C dans I’étuve

300 uL DNSA

300 L DNSA

300 uL DNSA

300 L DNSA

Dénaturation de ’enzyme au bain marie pendant 8 min a 100°C suivi par un
choc thermique au bain de glace a 3 min

500 pL eau distillée | 500 pL eau distillée | 500 pL eau distillée | 500 uL eau distillée

Mesure I’absorbance a 550 nm

Le pourcentage d'inhibition de I'a-amylase est calculé selon la formule suivante :

% d’inhibition = [(DO contr - DO éch) / DOcontr] x 100

(%) : Pourcentage d’activité d’a-amylase.

DO contr: I’absorbance de tube contrdle.

DO éch : I’absorbance de I’extrait.

Les valeurs de I1Cso qui représentent la concentration de I'échantillon inhibant 50% de
I’activité enzymatique. Elles sont calculées a partir des équations des régressions linaires
des courbes représentants les pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations des

extraits.

6.2 Evaluation de la capacité des extraits sur d’adsorption au glucose

Principe
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Le test de la capacité d’adsorption au glucose a pour objectif de tester la capaciter des
extraits & former des complexes avec le glucose libre, principe de la glycosylation. 1l peut
nous renseigner sur le mécanisme hypoglycémiant des extraits de plantes (Kebieche, M.
2009, et Roussel et al., 2020). Aprés incubation du glucose avec les extraits, le glucose
libre (non adsorbé) dans le milieu est mesuré par un dosage enzymatique a la glucose-
oxydase-peroxydase GOD-POD, qui est basé sur 1’oxydation du glucose en acide
gluconique sous I’action de I’enzyme GOD et la formation du H,O,. Ce dernier, sous
I’effet de peroxydase (POD), réagit avec un chromogene, et il libére dans le milieu H,O et
la quinone qui développe une couleur rose qui absorbe a 510nm.

Mode opératoire

Dans ce test, la concentration de I'extrait est fixée a 20 mg/mL et la solution de glucose est
variée a 5 ; 10 ; 50 et 100 mMoL. Le glucose libre a été déterminé par la méthode
enzymatique au glucose oxydase et a la peroxydase en utilisant le kit SPINREACT.
L’acarbose et 1’acide gallique sont utilisées comme controle positif @ une concentration de
2mg/mL et Img/mL, respectivement. Les étapes de ce test sont résumées dans le tableau

n°09.
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Tableau n° 9: Mode opératoire du test de la capacité d’adsorption au glucose des
extraits des écorces de citron, de I’orange et des mélanges a I’état frais et séché.

Matériel et Méthode

Glucose (mMoL) 5 10 50 100 Etalon Blanc
Glucose (uL) 100 100 100 100
Extrait (uL) 100 100 100 100
Agitation des tubes
Incubation pendant 1h et 3h a 37°C dans I’étuve
Dosage enzymatique du glucose (GOD-POD)
Surnageant (uL) 10 10 10 10
Etalon (nL) 10
Réaclt,i(f)]()(i(m' 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000

Incubation pendant 15 min a température ambiante

Mesure I’absorbance a 510 min

La formule suivante a été utilisée pour déterminer le taux de glucose libre dans chaque

tube exprimé en mMol :

Le glucose libre (mM/g extrait)

(Ci — Cf)

- Masse de I’ éxtrait (g)

Ci: Concentration initiale du glucose (mM).

Cf: Concentration finale du glucose (mM).

[] Volume du mileiu (L)

Cf (mM) = [(DO:chantition/DOctaton) X 100] x 0,0555 mM (SPINREACT).

DOg¢chantition : Densité optique du tube échantillon.

DO¢talon : Densité optique du tube étalon.
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7 Analyse statistique

L'analyse statistique a ¢été réalisée en utilisant une analyse de variance a un facteur

(ANOVA) suivie du test de Tukey par logiciel SPSS 26. Une valeur de p < 0,001 a été

considérée comme trés significative.
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Résultats et Interprétation

1 Rendements des extraits des écorces du citron et de I’ orange a I’ état frais et séché

Les caractéristiques et les rendements de chaque extrait récupéré sont représentés dans le
tableau n°10. Les résultats obtenus montrent que I'ensemble des extraits eau-éthanol des
écorces du citron et de 1’orange a 1’état frais sont récupérés sous forme de pate de couleur
marron, soluble dans 1’eau distillée. En ce qui concerne les rendements, I'extrait de citron a
un rendement de 4,63%, tandis que 1’extrait d’orange a un rendement de 5,1%.

Les extraits eau-éthanol des écorces de citron et d’orange a 1’état séché, sont récupérés
sous forme de pate solide de couleur marron soluble dans 1’eau distillée. En ce qui
concerne les rendements, l'extrait de citron a un rendement de 11,37%, alors que I’extrait

d’orange est le plus élevé avec un rendement de 15,72%.

Tableau n° 10: Caractéristiques et rendement des extraits des écorces du citron et de

I’orange.
Aspect et couleur Rendement (%) Solubilité
Extralt. eau-ethz.mol Péte -Marron 4,63 + 0,036
du citron frais
Extrait eau-ethaflol Pate-Marron 5,1 £ 0,045
de I’orange frais
Eau distillée
. _A P" 1'
Extralf eau efhal,lol ate solide 11,37 £ 0,058
du citron séché Marron
E i -éthanol Pate solid
xtrait eau et, anf) ate solide 15,72 £ 0,06
de I’orange séché Marron

2  Screening phytochimiques des extraits

Les résultats des tests phytochimiques des extraits préparés sont représentés dans le
tableau n°11. Les analyses phytochimiques réalisés sur les extraits eau-éthanol des écorces

du citron et de I’orange a I’état frais et séché ont révélé la présence ou l'absence de
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certaines métabolites secondaires. Les résultats que nous avons obtenus ont permis la
détection de la présence de flavonoides, de quinones libres, de tanins, de saponines et de
composés réducteurs dans tous les extraits préparés avec I'absence de terpénoides et des

alcaloides.

Tableau n° 11: Screening phytochimiques des extraits des écorces du citron et de
I’orange fraiches et séchées.

7]
Y
» =
[<5) H
17} e 17} 2
. = = 3 $ 5] $ £
= 2 o e g 2 S 9
= = < £ £ 25
= e = = = g =
— > S =3 =" =
= £ S z = @ S 3
= = = x g c =
o T g
S
= =
Citron + + + - + - - +
B
£ | Orange + + + - + - - +
=]
Mélange
citron- + + + - + - - T
orange
Citron + + + - + - - +
‘D
S + +
3 Orange + + + - - -
)
Mélange
citron- + + + - + - - +
orange

(+) : Test positif ; (-) : Test negatif.
3 Taux des composés phénoliques

Le taux de polyphénols, de flavonoides et de tanins condenses dans les extraits des écorces
du citron et de I’orange fraiches et séchés, et dans leurs mélanges sont représentés dans le

tableau n°12. Les résultats obtenus sont exprimés respectivement en microgrammes
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équivalent d’acide gallique par milligrammes d’extrait (ug EAG/mg E), et en
microgrammes équivalent de la catéchine par milligrammes d’extrait (ug EC/mg E).

La figure n°09 et la figure n°10 représente le taux de polyphénols, de flavonoides et de
tanins dans les extraits préparés qui a été calculé a partir des équations de la régression

linéaire des courbes étalonnage de 1’acide gallique et la catéchine, respectivement.

1,6

14 y =0,0264x + 0,2001
12 R?=0,9901

1,0

0,8

0,6

04

0,2

0,0
0 10 20 30 40 50

Acide gallique (ug/mL)

Absorbance a 680nm

Figure n° 9: Courbe étalon de I’acide gallique (ug/mL) pour le dosage des

polyphénols.
0,8 12
0,7 y =0,0151x - 0,0495 y= 0,022555x +0,5186
R?=0,9961 1 R“=0,9825

g 0,6 g
i 0,5 g 08
S <
804 30,6
S c
£ g
§ 0,3 é 04
%02 =

0,1 0,2

0,0 0

0 20 40 60 0 10 20 30

(a) Catéchine (pug/mL) (b) Catéchine (pug/mL)

Figure n° 10: Courbe étalon de la catéchine (ug/mL) pour le dosage des flavonoides
(a) et des tanins (b).

Les extraits des écorces a 1’état frais, ont révélé un taux élevé en polyphénols dans I’extrait
du citron (67,51 +0,025 pg EAG/mg E), de I’orange (65,22 £0,013 pg EAG/mgE) et du
mélange citron-orange (61,68 +0,044 ug EAG/mg E), respectivement. En revanche, la
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teneur en flavonoides est moyennement faible avec un taux maximal dans I’extrait du
citron de 26,46 + 0,019 pg EC/mg E, 18,51 + 0,017 pg EC/mg E pour l'orange, et citron-
orange 22,48 + 0,026 pug EAG/mg E pour le mélange citron-orange. En plus, ces extraits
présentent un taux moyen en tanins de 40,17 + 0,055 pg EC/mg E, 56,37 = 0,032 ug
EC/mg E et 10,66 + 0,015 pg EC/mg E.

Les extraits des écorces a 1’état séché, ont montré des taux comparables a ceux des extraits
a I’état frais 62,51 + 0,011 pg EAG/mg E, 55,84 + 0,06 ug EAG/mg E et 54,18 + 0,032 pg
EAG/mg E de polyphénols ont été déterminé dans les extraits de citron, d’orange et
mélange citron-orange, respectivement. Le taux de flavonoides est 21,16 + 0,034 ug
EC/mg E, 9,9 £ 0,026 ug EC/mg E et 13,87 + 0,035 pg EC/mg E, tandis que le taux de
tanins determiné est de 73,15 £+ 0,072 pg EC/mg E, 87,04 + 0,017 ug EC/mg E et 70,26 +
0,096 ng EC/mg E.

A la lumiere des résultats, on remarque que les extraits a 1’état frais renferment des taux
élevés en polyphénols et en flavonoides, tandis que le taux des tanins augmente
significativement (p < 0,001) dans les extraits a 1’état séchés par rapport a 1’état frais. Une
constatation qui a été enregistré, c’est que les teneurs en polyphénols et flavonoides sont
¢levées dans les extraits du citron frais et séchés par rapport aux extraits de I’orange. Alors
que le taux de tanins augmente significativement dans les extraits de 1’orange frais et
séchés par rapport aux extraits du citron. Le mélange des extraits frais et séché citron-
orange a révélé une faible diminution du taux de polyphénol, contrairement au taux de
flavonoides qui a diminué significativement, et qui reste inférieur a celui du citron mais
supérieur a celui de ’orange. Le taux des tanins dans le mélange a significativement

diminué par rapport aux taus des oranges et le taux du citron.
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Tableau n° 12: Taux de polyphénols totaux, de flavonoides et de tanins dans les

extraits des écorces de citron et d’orange.

Polyphénols | Flavonoides i
Tannins (ug | Valeur dep
(hg EgG/mg (kg EE()Zlmg EC/mg E) globale
40,17 +
. + f + f y -
Citron 67,51 +0,025" | 26,46 + 0,019 0’055b
+
Frais Orange 65,22 + 0,013° | 18,51 + 0,017° 28,37 c
0,032
Mélange
+
citron- 61,68 + 0,044° | 22,48 + 0,026° 100661653_
— 21,16 73,15 P =001
. d ] * ’ +
+
Citron 62,51 + 0,011 0,034(1 0.072¢
Séché | Orange | 5584+0,06° | 9,9+0,026° |87,04+0,017"
Mélange
13,87 £ 70,26 =
. _ + a ] ]
citron 54,18 + 0,032 0,035° 0,096
orange

p <0,001 est tres significatif, Différentes lettres signifient une différence significative a
p = 0,05 selon test de Tukey

4  Effet antioxydante des extraits des écorces du citron et de I’ orange

Deux tests ont été effectués pour évaluer l'activité antioxydante :

radical libre DPPH et le test de réduction du fer (FRAP).

le test de piégeage du

4.1 Effet antiradicalaire sur le DPPH

Les résultats de l'effet antiradicalaire sur le DPPH de 'acide ascorbique et des extraits des
écorces du citron et de I'orange sont regroupés dans les tableaux n°13, n°14.
Suivant les résultats obtenus, nous avons déterminé les valeurs de ICsy a partir de

I’équation de la régression lin€aire et logarithmique (figure n°11, et n°12) pour les six
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extraits et I’acide ascorbique.
Le tableau n°13 montre une augmentation du pourcentage de réduction du DPPH
proportionnelle a D’augmentation de la concentration en acide ascorbique. A la

concentration 2,5ug/mkL, il réduit 97,10% du DPPH avec une IC50 de 0,39pg/mL.

Tableau n° 13: Effet antiradicalaire de ’acide ascorbique sur le DPPH exprimé en

pourcentage.
Concentration de I’acide ascorbique (ug/mL) ICsp
0,125 0,25 0,625 1,25 2,5 (ng/mL)

Réduction de | 16,43 34,78 + 70,05 85,02 + 97,10 = 0,39 +
DPPH (%) 0,003 0,045 0,034 0,038 0,006 0,039

L’effet antiradicalaire des extraits des écorces du citron, de 1’orange a 1’état frais et séché
et de leurs mélanges est représenté dans le tableau n°14 et la figure n°11 (b et c). Selon
ces résultats tous les extraits frais et séchés ont montré une réduction du DPPH, et qui est
proportionnelle a concentration des extraits, sachant que les extraits a 1’état frais montrent

une meilleure activité par rapport aux extraits. Ces extraits a 250ug/mL assurent une
réduction du DPPH qui varie entre 71,19 et 97,1%, tandis que les extraits séchés a la méme
concentration arrivent a une réduction qui varie entre 69,44 et 89,86%. Le mélange entre
les extraits frais et les extraits séché a significativement augmenter leur pouvoir
antiradicalaire.

En termes de valeur de ICsy (Figure n°12), globalement les valeurs déterminées sont
intéressantes, elles varient entre 28,05 et 151,62 pg/mL. Sachant que les meilleures
valeurs sont enregistrées pour le meélange citron-orange frais 28,05ug/mL, 1’extrait du
citron frais 99,95ug/mL, ensuite le mélange citron-orange séché 109,59ug/mL. Les valeurs
de I’extrait du citron séché, de I’extrait de I’orange frais, et séchés sont comme suit, 140,05,
136,85, et 151,62 pg/mL. Ces valeurs sont significativement supérieures a celle du

contréle positif la vitamine C (0,39ug/mL).
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Tableau n° 14: Effet antiradicalaire des écorces du citron, de ’orange fraiches et

séchées, et de leurs mélanges sur le DPPH exprimé en pourcentage (%).

Concentration des extraits (ug/mL) 1Cs, Vglell’ll”
5 |6 [ 10|25 |50 | 75 | 125|200 250 | &ML oppe
1855 | 205 | 24,2 | 29,2 | 345 | 48,1 | 61,7 | 81,4 | 87,2
Citron | 2% | 8% | 8% | 2% | 7+ | 5% | 3+ | 8+ | 4% | 9905+
0,02 | 0,02 | 0,00 [ 0,01 | 0,04 | 0,02 | 0,00 | 0,01 | 0,00 | 0,013
1|6 | 3|80 1]|6]5]3
17,2 | 19,7 | 23,4 | 28,4 [ 33,3 | 38,2 | 481 | 62,5 | 71,1
2| Oranee | 8% | 5% [ 6% | + [ 3% | 7% | 5% | 5+ | 9t | 14005
£ 8¢ 10,00 | 0,01 | 0,01 | 0,02 | 0,02 | 0,01 | 0,01 | 0,03 | 0,02 | +0,026
6 | 2 | 5|9 | 3| 2|7 ] 4] 4
Mélanee | 173 | 217 | 274 43.4 | 58,9 |, , | 78,2 | 951 | 97,1
it | 9t | 4% [ 5 | 8% | 4x | TNE1 6% | 7+ | + | 2805+
crron 10,01 {000 | 0,00 | 001002 | >3 | 001 | 000|000 0021
8126 |6 |5 |7 |7 2|36 p<
1ag | 166 (194263333439 [481 597763 0,001
Citon | o4 | 72| 4% | 92 | 3% | 8% |5+ | 2+ | 9+ | 136,85
001 | 0.00 | 0,02 001 | 0,01 |001 | 0,01 000|001 +0009
’ 6 | 5|2 |2 |5 ] 21]6]5
11,1 | 152 | 18,9 324 | 375 69,4
2| oramee | 1 | 8% [ 8% | 22% 1% | x |3F7|58x| 4% | 15162
2 8 10,08 | 001|001 | °5 001|002 || 001|004 +0011
1| 2|5 2 | 1 2
) 17,3 | 20,2 | 23,1 | 34,7 57,9 | 75,3 | 89,8
Melange | 101193 | ox | or | 8+ |18 ) 76 | 6x | 6+ | 1095
10,04 |0,04]003|001| % | 001|000 |000| 0,01
orange | 0,02 6 5 5 5 0,01 5 6 6

p < 0,001 est tres significatif
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® Mélange citron-orange frais
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Figure n° 11: Effet antiradicalaire des écorces du citron, de I’orange fraiches et
séchées, et de leurs mélanges sur le DPPH
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Figure n°® 12: Valeurs IC50 de I’effet antiradicalaire des écorces du citron, de I’orange
fraiches et séchées, et de leurs mélanges sur le DPPH.

Valeur de P globale par rapport au acide ascorbique est p < 0,001 : trés significative, Différentes

lettres signifient une différence significative a p = 0,05 selon test de Tukey a portées multiples.
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4.2 Le pouvoir réducteur du fer (méthode de FRAP)

Le pouvoir réducteur des extraits des écorces du citron et de I’orange sur la réduction du
fer a été déterminé en utilisant le BHA et I'acide ascorbique comme contréles positifs. Les
résultats obtenus sont présentés dans le tableau n°15 et la figure n°13. La concentration
efficace moyenne (ECs) qui correspond a une absorbance de 0,5 déterminé est de

24,02ug/mL pour le BHA, et 17,24ug/mL pour I’acide ascorbique.

Tableau n° 15: Absorbances de I’effet du BHA et de I’acide ascorbique sur la
réduction du fer.

Concentration (ug/mL) ECs
1 2 4 8 17 33 67 | (ng/mL)

BHA 0,05+ | 0,07+ | 0,11+ | 0,22+ | 0,41+ | 0,68+ | 1,28+ | 24,02 £
(680nm) 0,003 | 0,003 | 0,003 | 0,008 | 0,007 | 0,013 | 0,104 0,01

A A,'D. 0012|008+ | 01+ | 029+ | 047+ | 0,80+ | 1,97+ | 1724+
SCOrbIque | 5003 | 0,012 | 0,012 | 0,007 | 0,021 | 0,052 | 0,033 | 0,036
(680nm)

L’effet des extraits des écorces du citron, de I'orange, et de leurs mélanges sur le
pouvoir réducteur du fer est représenté dans le tableau n°16 et la figure n°13 (c).
L’ensemble des extraits ont montré un pouvoir réducteur du fer trés remarquable, dont les
valeurs de ECsy déterminées (Figure n°l14) varient entre 642,29 et 993,6 pg/mL. Les
extraits du citron a 1’état frais et séchés montrent un effet meilleur que 1’effet des extraits
de I’orange. De plus, le mélange des extraits citron-orange améliore cet effet, ce qui nous
renseigne sur le pouvoir réducteur dominant du citron dans le mélange. ECs, du mélange
frais est de 642,29ug/mL, et qui passe a 753,17ug/mL dans le mélange citron-orange séché.
Les extraits du citron frais et séché ont révélé des ECsy de 787 et 945 pg/mL,
respectivement. Tandis que, les ECs, des extraits de 1’orange frais et séchés sont les plus
élevée, 993,6 et 980,8 pg/mL, respectivement.

Pour les extraits des ecorces a 1’¢état frais, on note qu'il y’a un fort potentiel de réduction du
fer dans I'extrait de mélange citron-orange (ECso = 642,29ug/mL), suivi par I’extrait de

citron (ECso = 787ug/mL) et I’extrait de 1’orange (ECso = 993,6p1g/mL).
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Tableau n° 16: Absorbances de I’effet des extraits des écorces du citron, de ’orange
fraiches et séchées, et de leurs mélanges sur la réduction du fer.

Concentration des extraits (ug/mL) ECsy | Valeur
66,6 133 (ng/ de p
30 | 40 | 7167 | 333 | 500 | 833 | T 667 | L
002 | 004 | 006 | 013 | 021 | 038 | 057 | 0,73 | 1,05
. + + + + + + + + + 787 =
Citron 1 190 | 0,00 | 0,00 | 0,02 | 0,00 | 0,01 | 0,01 | 0,03 | 0,01 | 0,012
6 | 3| 3| 216 |21 21]4]2
0,01 | 0,02 | 006 | 0,17 | 0.35 | 045 | 066 | 0,87 | o
= o 0+ + + + + + + + + '
+
a1 YT 9 1000 001|001 000001003002/ 006 0,026
6 | 2 | ol 6|5 | 2| 1|1
004 | 005 | 007 | 0.16 | 0.32 064 | 082 | 1.25
Mélange 0,48 642,2
. + + + + + N + + + 9+
citron- 45 00 | 0,00 | 0,01 | 0,00 | 0,02 0gp | 001 | 006 | 002 | "
omee 3 9| 2|6 | 3 | 2 | 1| 3 |7 p<
002 | 003|005 | 011|019 | 038 | 0,48 | 0,69 | 0,90 0,001
Ci + + + + + + + + + 945 +
ttron 1 501 1 0,00 | 0,01 | 0,01 | 0,02 | 002 | 0,01 | 0,01 | 0,01 | 0,016
ol 9| 2112196115/ 7]|7
002 | 004 | 015 | 031 | 0,43 | 0,60 | 0,75
- 980.8
= 0+ 0+ + + + + + + +
£ | Orange +
2 0 | 0 |000|00L|000| 001|002 00100l 0
6 | 2 | 3 |5 | 1| 7] 7 |”
] 003 | 005 | 006 | 014 | 0.25 | 040 | 0,56 | 0,75 | 0,96
Mélange 753,1
. + + + + + + + + + 74
t - +
aron - 900 | 001 | 0,01 | 0,02 | 0,02 | 0,01 | 0,01 | 0,00 | 0,00 0017
orange | 5 | 2 2 1| 3 | 7 71 3 | 9 |7

p <0,001 est trés significatif
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Figure n° 13: Pouvoir réducteur des extraits des écorces du citron, de ’orange
fraiches et séchées, et de leurs mélanges sur la réduction du fer.
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Figure n°® 14:Valeurs de EC50 du pouvoir réducteur du fer par les extraits des écorces

du citron, de I’orange fraiches et séchées, et de leurs mélanges sur la réduction du fer.

Valeur de P globale par rapport au BHA est p < 0,001 : treés significatif, Différentes lettres

signifient une différence significative a p = 0,05 selon test de Tukey a portées multiples.
5 Effet antidiabétique des extraits des écorces du citron et de I’ orange

Deux tests ont été réalisés pour évaluer l'activité antidiabétique : I’activité de I’a-amylase

et la capacité d’adsorption au glucose.
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5.1 Effet sur I’activité de I’a amylase

L'effet antidiabétique des extraits des écorces du citron et de l'orange sur 1’activité de 1’ a-
amylase a été déterminé en utilisant I’acarbose (un antidiabétique oral) comme controle
positif, qui a montré un pourcentage d’inhibition de 93,47% a une concentration de
167ug/mL (tableau n°17 et figure n°15 (a)). Ce composé présente une IC50 de
6,22ug/mkL.

Tableau n° 17: Effet de I’acarbose sur ’activité de I’a. amylase.

Concentration de ’acarbose (ug/mL) ICs
5 10 21 42 83 167 (ng/mL)
I&?.pl‘:fllf.ct.e“ta(fe 43,99+ | 54,30+ | 72,16 | 8557+ | 90,38+ | 9347+ | 6,22+
mbifion €€ 19 048 | 0,007 | +£0,006 | 0,006 | 0,003 | 0,003 | 0,027
I’a-amylase (%)

Les résultats de 1’effet des différentes concentrations des extraits des écorces du citron, de
I’orange fraiches et séchées, et de leurs mélanges sur I’activité de 1’a-amylase exprimés en
pourcentage d’inhibition sont représentés dans le tableau n°18 et la figures n°15 (b et c).
Tous les extraits ont montré un effet inhibiteur de 1’activité de 1’a. amylase remarquable, a
I’exception de I’effet du citron séché qui présente une 1Csp élevee (1295,19ug/mL). Dans
les extraits des écorces a 1’état frais, on remarque que 1’extrait de meélange citron-orange
révélent le pourcentage d’inhibition le plus élevée 78,76% a la concentration 667ug/mL
avec une ICso de 253,12pg/mL, suivi par ’extrait de ’orange a la méme concentration
montrant un pourcentage de 57,87%, avec ICso de 354,51ug/mL. Pour la méme
concentration, le pourcentage d’inhibition arrive a 55,09 % pour I’extrait du citron avec
ICso de 435,58 pg/mL.

Concernant les extraits des écorces a 1’état séché, on observe un pourcentage d’inhibition
¢levée dans I’extrait du mélange citron-orange qui arrive a 48,67% (ICso= 684,11ug/mL),
suivi par P’extrait du citron avec un pourcentage de 44,14% (ICso = 1295,19ug/mL).

L’extrait de I’orange assure un pourcentage d’inhibition de 42,59 % (1Cs0 = 870,4pg/mL).
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Tableau n° 18: Effet inhibiteur des extraits des écorces du citron, de ’orange fraiches
et séchées, et de leurs mélanges sur ’activité de I’a. amylase exprimé en pourcentage

(%).
Concentration des extraits (ug/mL) IC Valeur
50
de p
60 80 133 | 267 | 333 | 667 | (ng/mL) | .0,
. 15,28 | 26,39 3754+ 41,67 | 45,83 | 55,09 435,58 +
Citron + + 0015 + + + 0.007
0,006 | 0,006 : 0,006 | 0,006 | 0,009 '
@ 16,67 29,17 40,28 | 45,83 | 48,61 | 57,87 35451 +
£ | Orange + + 001 + + + * 0.013
= 0,006 | — 0,015 | 0,017 | 0,017 | 0,009 '
M.élange 33,63 | 38,94 43,36 51,33 | 55,46 | 78,76 25312 +
citron- + + +0.01 + + + 0008
orange | 0,025 | 0,026 | = 0,006 | 0,007 | 0,017 ' -
p=
0,001
26,85 | 32,41 | 37,04 | 39,51 | 41,67 | 44,14
. 1295,19
Citron + + + + + + +0.002
0,053 | 0,021 | 0,012 | 0,012 | 0,006 | 0,003 | =™
' 20,37 | 23,15 o5 + 29,63 | 31,48 | 42,59 8704 +
2 | Orange t t 001 + * * 0.009
2! 0,023 | 0,015 ' 0,031 | 0,035 | 0,017 '
Mélange 292 + 31,86 | 38,94 | 43,07 | 44,25 | 48,67 | 684,11 +
citron- 0 (’)17_ + + + + + 0,003
orange ' 0,012 | 0,012 | 0,003 | 0,015 | 0,006

p <0,001 est trés significatif
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Figure n° 15: Effet inhibiteur des extraits des écorces du citron, de I’orange fraiches
et séchées, et de leurs mélanges sur I’activité de I’a amylase.

D'aprés les résultats obtenus, on constate que le pourcentage d'inhibition augmente avec
I'augmentation de la concentration des extraits. Ainsi, on note que les extraits a I'état frais
présentent un meilleur effet inhibiteur sur ’activité de 1I’a-amylase qu'a I'état séché. En
revanche, la comparaison des valeurs de ICso pour les différents extraits (figure n°16) a
révélé que I’extrait de mélange citron-orange a 1’état frais assure la valeur la plus
importante (253,12pg/mL) par rapport aux autres extraits. L’acarbose a significativement

inhibé I’activité de cette enzyme (6,22pg/mL).
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Figure n°® 16: Valeurs IC50 de ’effet antidiabétique des extraits des écorces du citron,
de I’orange fraiches et séchées, et de leurs mélanges sur I’activité de I’a amylase.

Valeur de P globale par rapport au acarbose est p < 0,001 : trés significatif, Différentes

lettres signifient une différence significative a p = 0,05 selon test de Tukey a portées

multiples.

5.2 Effet des extraits des écorces du citron et de I’orange sur ’adsorption au glucose

Afin de déterminer l'activité antidiabétique des extraits des €corces du citron, de 1’orange,

frais et séchée et de leurs mélanges, nous avons évalué¢ I’effet de chaque extrait sur la
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capacité d'adsorption du glucose. L’acide gallique et l'acarbose ont été utilisés comme
controles positifs. Les résultats obtenus sont affichés dans les figures n°17, n°18, n°19,
n°20, n°21 et n°22.

L’acide gallique et 'acarbose, présentent un effet adsorbant au glucose proportionnel a la
concentration du glucose aprés 1h et 3h d'incubation (Figure n°17 et n°18). Aprés 1h
d’incubation, l'acide gallique et l'acarbose assurent une faible adsorption au glucose
estimée de 0,98mM/g et 0,31mM/g, respectivement a la concentration SmM de glucose,
1,95mM/g et 0,66mM/g a la concentration de 10mM de glucose. A forte concentration de
glucose 50mM et 100mM, l'acide gallique présente une forte adsorption qui arrive a
8,27TmM/g et 17,34mM/g, tandis que ’acarbose atteint un taux de 3,29mM/g et 7,78mM/g,
respectivement.

Aprés 3h d'incubation. L'acide gallique et 'acarbose montrent une faible adsorption au
glucose, qui varie entre 0,31mM/g et 1,99mM/g pour les concentrations SmM et 10mM de
glucose. Aux concentrations élevées S50mM et 100mM, l'acide gallique présente une
adsorption significativement plus ¢élevée, 8,88mM/g et 17,73mM/g, respectivement, tandis
que l'acarbose arrive a 3,42mM/g et 7,88mM/g, respectivement. Selon ces résultats, il est
constat¢ qu’il n’y a pas de différence entre ’effet observé aprés 1h et aprés 3h
d’incubation. Ce qui nous renseigne sur la capacité d’adsorption au glucose qui peut avoir

dans les premiéres heures d’incubation.
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Figure n® 17: Capacité d’adsorption au glucose de I’acide gallique et de I’acarbose
apres 1h d’incubation.

Valeur de P globale par rapport a I’acarbose est p <0,0001 : tres significatif, Différentes

lettres signifient une différence significative a p = 0,05 selon test de Tukey a portées
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Figure n° 18: Capacité d’adsorption au glucose de I’acide gallique et de I’acarbose
aprés 3h d’incubation.

Valeur de P globale par rapport a ’acarbose est p <0,0001 : trés significatif, Différentes

lettres signifient une différence significative a p = 0,05 selon test de Tukey a portées

multiples.
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L’effet des extraits des écorces du citron et de 1’orange sur la capacité d’adsorption au
glucose apres 1h et 3h d'incubation est représenté dans les figures n°19, n°20, n°21 et
n°22.

Selon ces résultats, est contrairement aux controles positifs les extraits des écorces fraiches
ou séchées ainsi que leurs mélanges ne présentent aucun effet adsorbant a faibles
concentrations de glucose 5 et 10mM aprés 1h ou 3h d’incubation. L’effet devient
considérable aux concentration 50 et 200mM. A ces concentrations les extraits des écorces
fraiches du citron, de 1’orange, et de leur mélange assurent une adsorption au glucose qui
varie entre 0,60mM/g et 1,62mM/g aprés 1h d’incubation. Méme aprés 3h d’incubation ces
valeurs ne changent pas significativement. Concernant les extraits des écorces séchées, les
taux de glucose adsorbé aprés 1h d’incubation varient entre 0,61 et 1,60mM/g. Apres 3h
d’incubation le taux de glucose adsorbé est entre 0,61 et 1,57mM/g.

Ce qui nous renseigne sur la capacité d’adsorption au glucose qui peut avoir dans les

premicres heures d’incubation.
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Figure n° 19: Capacité d’adsorption au glucose des extraits des écorces fraiches du
citron, de ’orange et de leurs mélanges apres 1h d’incubation.
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Figure n° 20: Capacité d’adsorption au glucose des extraits des écorces séchées du
citron, de ’orange et de leurs mélanges apreés 1h d’incubation.
Valeur de P globale par rapport au acarbose est p <0,0001 : trés significatif, Les lettres signifient

une méme effet a p = 0,05 selon test de Tukey a portées multiples.
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Figure n° 21: Capacité d’adsorption au glucose des extraits des écorces fraiches du
citron, de ’orange et de leurs mélanges apreés 3h d’incubation.
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Figure n° 22: Capacité d’adsorption au glucose des extraits des écorces séchées du
citron, de ’orange et de leurs mélanges apreés 3h d’incubation.

Valeur de P globale par rapport au acarbose est p <0,0001 : trés significatif, Les lettres signifient

une méme effet a p = 0,05 selon test de Tukey a portées multiples.
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Au cours de cette étude, nous sommes intéressés a 1’étude phytochimique, le dosage des
polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins condensés et a I’évaluation in vitro de
I’activité antioxydante (tests du DPPH et FRAP) et antidiabétique (test a I’a-amylase et la
capacité d’adsorption au glucose) des extraits préparés a partir des écorces fraiches et

séchées du citron, de l'orange et de leurs mélanges.

Malgré 1'utilisation du méme solvant d'extraction (eau-éthanol), on a constaté une variation
des rendements d'extraction entre les quatre échantillons. A 1’état frais, I'extrait du citron a
donné le rendement le plus faible de 4,63%, tandis que 1’extrait d’orange a donné un
rendement de 5,1%, ce faible rendement est d0 a la présence d’eau dans les écorces frais,
ce qui diminue le rendement d’extraction. L’ensemble des extraits frais ont été récupérés
sous forme de pate de couleur marron. Ce résultat de rendement reste moins élevé que
celui de Baroudi et Belghit ; (2023) dans I'extrait aqueux du fruit du citron frais qui a
donné un rendement de 5,81%. A I’état séché, I'extrait de citron a un rendement de 11,37%,
alors que I’extrait d’orange est le plus ¢élevé avec un rendement de 15,72% et I’ensemble
des extraits séchés ont été récupérés sous forme de pate solide de couleur marron. Les
écorces séchées contiennent moins d’eau que les écorces fraiches, ce qui augmente le
rendement d’extraction. Ces valeurs sont inférieures aux résultats obtenus par Tigrine
Nadir, (2016) pour les extraits éthanoliques des écorces séchés du citron et de I'orange, qui
sont de ’ordre de 18%, 33,6%. Le rendement de 1’extrait brut au méthanol (extrait au
soxhlet) de 1’écorce des oranges obtenue par Musa et al., (2019), qui est de 15%,
corrobore nos résultats. Selon Djenane D. (2015), la différence de rendement peut étre due
a divers facteurs tels que l'origine géographique, la méthode d'extraction, les solvants
d’extraction utilisés, la période de récolte, la maturité des fruits, ainsi que les conditions

expérimentales.

Les tests phytochimiques effectués sur les extraits des écorces du citron et de 1’orange a
1’état frais et séché ont permis de révéler la présence de flavonoides, de quinones libres, de

tanins, de saponines et de composés réducteurs dans tous les extraits préparés avec
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I'absence de terpénoides et des alcaloides. Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés
par Musa et al., (2019) qui ont constaté la présence de tanins, de flavonoides et de
saponosides, ainsi que 1’absence d’alcaloides dans 1’extrait méthanolique de 1’écorce
d’orange (extrait de Soxhlet).

Les travaux de Baroudi et Belghit ; (2023), ont révélé la présence de flavonoides, de
saponosides, de composés réducteurs et de terpénoides dans 1’extrait du citron, ainsi que

I’absence d'alcaloides et de quinones libres.

Le dosage phytochimique des extraits des écorces fraiches et sechées ont révélé des taux
significatifs des composés phénoliques. Les extraits a I'état frais ont montré des taux élevés
en polyphénols, avec 67,51 + 0,025 pg EAG/mg E dans I'extrait du citron, 65,22 + 0,013
Hg EAG/mg E dans I'extrait de I'orange, et 61,68 + 0,044 ug EAG/mg E dans le mélange
citron-orange. Les résultats de Gorinstein et al., (2001) ont montré des teneurs en
polyphénols supérieurs a notre étude pour I’extrait aqueux de pelé de citron et d’orange
(164 £10,3 ; 154 + 10,2 pg EAG/ mg d’extrait respectivement), et pour les écorces frais de
citron et d’orange montent des valeurs de 190 + 10,6 ; 179 + 10,5 ng EAG/ mg d’extrait
respectivement, cela a été expliqué par la variation des concentrations en polyphénols
d’une partie végétale a autre.

Les extraits a I'état séché ont affiché des taux comparables, avec 62,51 + 0,011 g
EAG/mg E pour le citron, 55,84 + 0,06 ug EAG/mg E pour l'orange, et 54,18 + 0,032 pg
EAG/mg E pour le mélange citron-orange. Molan et al., (2016) ont constaté une teneur en
polyphénols totaux dans les extraits éthanoliques de I'écorce de Citrus sinensis inférieure a
nos reésultats, avec une valeur de 25,9 + 1,7 ug EAG/mg MS. Les extraits méthanoliques
des zestes d'agrumes sechées ont montré que C. limonum est plus riche en composés
phénoliques (32,92 + 4,17 ug EAG/mg) que C. sinensis (23,27 = 0,79 pug EAG/mg)
(Doukani et Tabak, 2017).

Selon les résultats obtenus, les extraits de citron contiennent une teneur en polyphénols
totaux significativement plus éleveée que ceux de l'orange, ces résultats concordent avec

ceux obtenus dans des études antérieures sur la teneur totale de polyphénols de citrus
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(Gorinstein et al ., 2001). Les résultats de Raache et Bouafia ; (2023) indiquent
clairement que 1’écorce frais possede une teneur en polyphénols supérieure a celle de
I’écorce de I’orange séche, cette différence peut étre attribuée a la perte d’une certaine

quantité de polyphénols au cours du processus de séchage.

En ce qui concerne les flavonoides, les teneurs étaient relativement modestes. Pour les
extraits frais, le citron avait le taux le plus élevé avec 26,46 + 0,019 ug EC/mg E, suivi de
I’orange avec 18,51 + 0,017 pg EC/mg E, et du mélange citron-orange avec 22,48 + 0,026
Hg EC/mg E. Baroudi et Belghit ; (2023) montre que 1’extrait aqueux du citron frais a
révélé un taux de 14,05 ug EC/mg E des flavonoides. A 1’état séché, les taux de
flavonoides étaient de 21,16 + 0,034 ug EC/mg E pour le citron, 9,9 £ 0,026 pug EC/mg E
pour l'orange, et 13,87 + 0,035 ug EC/mg E pour le mélange citron-orange. Selon
Ibelhoulen et Tighzert ; (2016), 1'écorce de citron séché contient 23,3 + 0,61 ng EQ/mg
ES de flavonoides, tandis que 1'écorce d'orange séchée en contient 14,69 + 0,23 pg EQ/mg
ES de flavonoides, avec 1'éthanol comme solvant d'extraction. La variation de la teneur en
flavonoides chez le citron et l'orange a également été rapportée par d'autres chercheur

(Ghasemi et al., 2009 ; Ramful et al., 2010).

Concernant les tanins, les extraits frais présentaient des taux moyens avec 40,17 + 0,055
pg EC/mg E pour le citron, 56,37 + 0,032 ug EC/mg E pour I'orange, et 10,66 + 0,015 pg
EC/mg E pour le mélange citron-orange. Baroudi et Belghit ; (2023) ont observé un taux
non déterminé en tanins condensés. Les extraits sechés montraient des teneurs en tanins
plus élevées : 73,15 £+ 0,072 ug EC/mg E pour le citron, 87,04 £ 0,017 ug EC/mg E pour
I'orange, et 70,26 = 0,096 ug EC/mg E pour le mélange citron-orange. Les résultats de
Kheloufi et Kicher ; (2020) montrent des quantités de tanins condensés de 3,250 pg
EqC/mg MS pour l'extrait obtenu par bain-marie et de 1,919 pg EQC/mg MS pour I'extrait
obtenu par micro-ondes de I’écorce de Citrus x paradisi.

A notre connaissance, les études rapportées sur la teneur en tanins présents dans I'écorce

des especes étudiée sont rares.
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Dans le but d'étudier l'activité antioxydante des extraits des écorces de citron et d'orange a
I’état frais et séché, nous avons évalué leur effet antiradicalaire grace au radical DPPH et
leur pouvoir réducteur du fer en utilisant la méthode FRAP. Les résultats obtenus pour
déterminer l'activité antioxydante des écorces a I'état frais, a une concentration de 250
pg/mL, assurent une forte réduction du DPPH pour les extraits de mélange citron-orange,
de citron et d’orange, avec des valeurs respectives de 97,1 %, 87,24 % et 71,19 %. Pour les
écorces a I'état séché, a la méme concentration, les extraits de mélange citron-orange, de
citron et d’orange assurent également une réduction tres importante du DPPH, avec des
pourcentages de 89,86 %, 76,39 % et 69,44 % respectivement. Les valeurs de 1Cs
déterminées pour les extraits des écorces a I'état frais montrent les valeurs les plus faibles
pour le mélange citron-orange, le citron et l'orange, avec des résultats de 28,05 pg/mL,
99,95 ug/mL et 140,05 ug/mL respectivement. L’étude faite par Baroudi et Belghit ;
(2023) sur I'extrait aqueux de citron frais a révélé une valeur d’IC50 de 5,78 pg /ml,
indiquant une forte activité antioxydante par rapport a nos résultats.

Concernant les écorces a I'état séché, les extraits de mélange citron-orange, de citron et
d'orange révélent des valeurs de 109,59 pg/mL, 136,85 pg/mL et 151,62 pg/mL
respectivement. Ghasemi et al., (2009) ont montré que l'activité anti-radicalaire des
écorces séchés de citron et d'orange avait des valeurs d'IC50 de 1400 pg/ml et 1100 png/ml

respectivement, indiquant une faible activité antioxydante par rapport a nos résultats.

Nous avons observé qu'a I'état frais, le mélange citron-orange présente le plus fort potentiel
de réduction du fer, avec une ECsq de 642,29 pg/mL, suivi par I'extrait de citron (ECso =
787 pg/mL) et I'extrait d'orange (ECso = 993,6 pug/mL). Ces valeurs restent supérieurs aux
I'extrait du citron obtenus par Baroudi et Belghit ; (2023) qui a montré une valeur de
EC50 de 115,65 pg/mL.

En revanche, a I'état séché, bien que I'extrait du mélange citron-orange montre encore une
activité significative avec une ECsy de 753,17 pug/mL, les valeurs sont généralement plus

élevées par rapport aux écorces frais. L'extrait du citron présente une ECso de 945 pg/mL
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et celui d'orange de 980,8 pg/mL. D’aprés Sadoun et Si Tahar (2023) la capacité
réductrice du Fer par les extraits aqueux des feuilles d'orange et de citron présente des
valeurs d'1C50 de 973+4,35 pg/mL et 1007+11,78ug/mL, respectivement, et qui sont plus
élevée que nos résultats. Muthiah et al., (2012) ont montré une activité plus élevee
comparativement a nos résultats (707,16 £ 0,44 pg/mL pour le citron et 586,66 + 1,20
ug/mL pour l'orange). L’¢étude de Hamidi et Limam ; (2018) a montré un tres faible
potentiel réducteur du fer par les extraits des écorces du citron et d'orange, avec des valeurs

de EC50 tres élevées de 49939 pg/mL et 49961 pg/mL, respectivement.

Pour l'activité antidiabétique, nous avons réalisé des tests in vitro pour évaluer l'effet des
extraits frais et séchés des écorces du citron et de 1'orange sur l'activité de I'a-amylase et la
capacité d'adsorption au glucose. Les résultats obtenus ont révélé que le pourcentage
d'inhibition augmente proportionnellement a la concentration des extraits. De plus, les
extraits des écorces a I'état frais sont plus efficaces que les extraits a I'état séché. A 1'état
frais, I'extrait du mélange citron-orange a révélé le pourcentage d'inhibition le plus élevé
(78,76 %) avec une ICsy de 253,12 pg/mL, suivi par l'extrait de I'orange qui révele une 1Cs
de 354,51 ug/mL et du citron qui montre une ICso de 435,58 pg/mL. A 1'état séché, I'extrait
du mélange citron-orange reste le plus efficace (48,67 %) avec ICsy de 684,11 pg/mL, suivi
par D’extrait de 1'orange (ICso = 870,4 pg/mL) et du citron (ICsp = 1295,19 pug/mL). Oboh
et al., (2017) ont constaté d’aprés leur étude que les huiles essentielles d'écorces d'orange
(ICso = 11,51 pg/mL) présentaient une capacité moins élevée a inhiber l'activité de 1'a-
amylase par rapport aux écorces du citron (IC50 = 8,16 pg/mL).

Nos résultats ont montré que les extraits présentent une forte activité andiabétique par
rapport aux résultats trouvés par Uddin et al., (2014) qui ont révélé a une concentration de
500 pg/mL, un pourcentage d’inhibition de l'a-amylase par l'extrait méthanolique de
28,71% avec ICs égale a 3638 + 0,190 pg /mL, et a une concentration de 250 ug/mL de
I’acarbose, le pourcentage d’inhibition de 1'a-amylase était de 55,38% avec une ICs, égale

912+ 0,015 pg/mL dans le fruit de citrus macroptera.
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Khalpha et Hamrouche ; (2013) ont montré que 1’extrait des résidus séchés d’orange a
enregistré une 1Csy supérieure a 400 pg/mL.

Les valeurs de 1Csq obtenues pour chaque extrait sont supérieures a celle de la molécule de
référence l'acarbose qui est de 6,22 pg/mL. Lorsque la valeur de ICsp est plus faible,
l'activité antidiabétique de l'extrait testé est plus élevée, cela nous a permis de conclure que
les extraits des écorces du citron et de I’orange présentent une capacité antidiabétique

significative.

L'activité antidiabétiqgue a également été évaluée in vitro par le test de la capacité
d’adsorption au glucose. Les résultats ont montré que cette capacité des extraits et des
molécules de référence a savoir I’acide gallique et l'acarbose, est proportionnelle a la
concentration de glucose. Les résultats obtenus, aprés 1 heure d'incubation, les extraits
frais ont montré les taux d'adsorption suivants : I'extrait de citron présente des valeurs de
0,04 mM/g, 0,66 mM/g et 1,62 mM/g aux concentrations de 10 mM, 50 mM et 100 mM
respectivement. L'extrait d'orange montre des taux de 0,60 mM/g et 1,57 mM/g a 50 mM et
100 mM, tandis que le mélange citron-orange présente des taux de 0,62 mM/g et 1,59
mM/g aux mémes concentrations. Pour les extraits séchés, 1'extrait de citron montre des
valeurs de 0,63 mM/g et 1,60 mM/g a 50 mM et 100 mM, I'extrait d'orange affiche des
taux de 0,59 mM/g et 1,55 mM/g, et le mélange citron-orange présente des taux de 0,61
mM/g et 1,58 mM/g.

En comparaison, aprés 3 heure d'incubation, les résultats des extraits des écorces a I'état
frais montrent que les concentrations de 50 mM et 100 mM présentent des taux
d'adsorption de 0,65 mM/g et 1,60 mM/g respectivement pour l'extrait de citron, de 0,60
mM/g et 1,58 mM/g pour I'extrait d'orange, et de 0,62 mM/g et 1,60 mM/g pour I'extrait de
mélange citron-orange. Pour les extraits d'écorces a I'état séché, les concentrations de 50
mM et 100 mM présentent des taux d'adsorption de 0,60 mM/g et 1,56 mM/g
respectivement pour I'extrait de citron, de 0,53 mM/g et 1,53 mM/g pour l'extrait d'orange,

et de 0,58 mM/g et 1,57 mM/g pour I'extrait du mélange citron-orange.

69



Discussion

Ces résultats indiquent que, 1’adsorption du glucose augmente Iégérement avec le temps
d'incubation, mais les différences entre une heure et trois heures ne sont pas significatives.
Les extraits frais montrent une capacité d'adsorption Iégerement supérieure a celles des
extraits séchés, avec des résultats similaires entre les écorces du citron, de I'orange et le
mélange citron-orange.

Aucune étude scientifique n’a été réalisé sur le test de capacité d’adsorption du glucose

dans les espéeces étudiées.

D'apres Garrett et Grisham ; (2000), les effecteurs, qui sont des composés pouvant étre
des activateurs ou des inhibiteurs, peuvent réguler l'activité enzymatique en agissant sur le
site actif de I'enzyme, soit directement, soit indirectement.

Les enzymes digestives sont responsables de I'absorption et de la dégradation des sucres.
Parmi ces enzymes, 1’a-amylase est inhibée par divers composés naturels, comme les
polyphénols : les acides phénoliques, les tanins et flavonoides. La structure chimique des
flavonoides, y compris le nombre de cycles et la position des groupes hydroxyles dans la
molécule, a un impact considérable sur leur capacité a inhiber a-amylase (Adjdir S. 2022).
De plus, les flavonoides préviennent le diabéte en raison de leur effet antioxydante

(Khalfa R et Hamrouche N, 2021).
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Conclusion

A la lumiére des résultats obtenus, les extraits des écorces fraiches ont monté une
teneur en polyphénols et en flavonoides élevée par rapport aux extraits des écorces
séchées, qui ont révélé un taux élevé en tanins condensés. Egalement les extraits des
écorces fraiches ont montré une forte activité antiradicalaire et réduction du fer par rapport
aux extraits des écorces séchées. De plus, il a été¢ constaté que les extraits des écorces du
citron fraiches ou séchées son plus puissant que les écorces des oranges. Il a été observé
également que le mélange des extraits des écorces fraiches ou séchées du citron et de
I’orange améliore ’activité antioxydante, et présente un effet inhibiteur de 1’a amylase

remarquable sans aucun effet d'adsorption sur le glucose

Ces résultats préliminaires nécessitent d’autres études qui s’intéressent a :

» Améliorer le rendement d'extraction des écorces du citron et de 1’orange comme
déchets alimentaire en utilisant d’autres méthodes d’extraction, et d’autres solvants
organiques.

» Evaluer le pouvoir antioxydant de ces déchets alimentaires par d’autres méthodes in
vivo et in vitro.

» Chercher d’autres propriétés biologiques comme [’activité antibactérienne,
antifongique, antiinflammatoire, antitumorale, anticancéreuse, antimicrobienne...

» Trouvez des méthodes simples et rapides pour la valorisation des déchets du citron et
de I’orange et leur utilisation dans le domaine agricole (fertilisants, biopesticides...),

cosmétique, alimentation des bétails,...
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Résumé
La valorisation des déchets alimentaires, en particulier les écorces d'agrumes tels que "Citrus limon" et "Citrus sinensis", trouvent des applications variées dans
plusieurs industries, notamment l'industrie alimentaire, agroalimentaire, cosmétique et pharmaceutique. De nombreux travaux scientifiques se sont intéressés a exploiter les propriétés
antioxydantes, antidiabétiques et autres bienfaits de ces matériaux.
L’objectif principal de notre présent travail consiste a la recherche in vitro de I’activité antioxydante et antidiabétique des extraits eau-éthanol des écorces frais et séchés de Citrus
limon (le citron), de Citrus sinensis (’orange) et leur mélange.
Le screening phytochimique a montré la richesse des six extraits en tanins, flavonoides, quinones libres, saponines et composé réducteur. Le dosage des composés phénoliques a
déterminé un taux élevé en polyphénols totaux, et en flavonoides (67,51ug EGA/mg E ; 26,46 ug EC/mg E, respectivement dans I’extrait des écorces frais du citron ; et 87,04 pg
EC/mg E de tanins dans I’extrait des écorces séchés de I’orange.
Les résultats de I'activité antioxydante ont révélé une forte activité antiradicalaire sur le DPPH en particulier I’extrait du mélange des écorces frais citron-orange qui arrive a une
1C5)-28,05 pg/mL, ainsi qu’un pouvoir réducteur du fer intéressant (ECs50-642,29 pg/mL). Concernant I’activité antidiabétique, I’extrait eau-éthanol des écorces frais du mélange
citron-orange a montré un effet inhibiteur de Iactivité a-amylase trés intéressant par rapport aux autres extraits, avec une valeur ICsy de 253,12 pg/mL. Tandis que, I’ensemble des
extraits étudiés ont présenté un trés faible effet sur la capacité d’adsorption au glucose, contrairement a ’acide gallique et ’acarbose qui ont montrés un effet adsorbant au glucose trés
important. A la lumiére de ces résultats préliminaires, nous avons constaté la nécessité d’exploiter les propriétés thérapeutiques des résidus des écorces frais d’agrumes, notamment
leurs activités antioxydantes et antidiabétiques.
Mots clés : résidus du citron, résidus des oranges, composés phénoliques, DPPH, FRAP, a-amylase, adsorption au glucose.
Abstract
The valorization of food waste, in particular the peels of citrus fruits such as "Citrus limon" and "Citrus sinensis", have a variety of applications in several industries,
including the food, agri-food, cosmetics and pharmaceutical industries. Numerous scientific studies have focused on exploiting the antioxidant, anti-diabetic and other beneficial
properties of these materials.
The main objective of our present work is to investigate in vitro the antioxidant and antidiabetic activity of water-ethanol extracts of fresh and dried peels of Citrus limon (lemon),
Citrus sinensis (orange) and their mixture.
Phytochemical screening showed the six extracts to be rich in tannins, flavonoids, free quinones, saponins and reducing compounds. Phenolic compound assays determined high
levels of total polyphenols and flavonoids (67.51ug EGA/mg E; 26.46 pg EC/mg E, respectively in fresh lemon peel extract; and 87.04 ug EC/mg E of tannins in dried orange peel
extract.
Results for antioxidant activity revealed strong free radical scavenging activity on DPPH, in particular for the extract of the fresh lemon-orange peel blend, which achieved an
1C50=28.05 pg/mL, as well as an interesting iron-reducing capacity (EC50=642.29 pug/mL). With regard to anti-diabetic activity, the water-ethanol extract of the fresh peel of the
lemon-orange mixture showed a very interesting inhibitory effect on a-amylase activity compared with the other extracts, with an IC50 value of 253.12 pg/mL. Whereas, all the
extracts studied showed a very weak effect on glucose adsorption capacity, unlike gallic acid and acarbose which showed a very significant glucose adsorption effect.
In the light of these preliminary results, we saw the need to exploit the therapeutic properties of fresh citrus peel residues, notably their antioxidant and anti-diabetic activities.

Keywords : lemon residues, orange residues, phenolic compounds, DPPH, FRAP, a-amylase, glucose adsorption.



