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Résumé

L’orange est un fruit largement consommé par la population algérienne soit sous sa forme frais ou
apres transformation, ou 1’écorce est jetée en grande quantité. L’objectif de notre étude est la contribution
a I’évaluation de la valeur nutritionnelle de 1’écorce (dosage des métabolites primaires) et le pouvoir
antioxydant de ses meétabolites secondaires.

La détermination de la teneur en eau, les tests phytochimiques, la chromatographie sur couche mince
et les tests quantitatifs : le dosage des metabolites primaires, le dosage des polyphénols totaux
et le pouvoir antioxydant selon des protocoles expérimentaux adaptés ont été réalisés sur la matiere séche
et /ou I’extrait éthanolique et aqueux de 1’écorce de Citrus sinensis de la variété Thomson navel.

Les résultats obtenus révelent la présence des flavonoides, des tanins, des coumarines, des stérols
et terpénes, des sucres réducteurs, des mucilages, de ’amidon, des alcaloides, des protéines et 1’absence
des anthocyanes, saponosides, quinones et anthraquinones.

Le taux d’humidité, les sucres totaux, les protéines et les lipides sont présents a des pourcentages
de 6,35+ 0,5% ;9,6 +£0,2% ; 8,75 + 0,15% ; 2,64 + 0,36%, respectivement. Les polyphénols totaux sont
présents a une teneur de 38,4 £ 0,05mg et 20,2 = 0,01mg EAG/gde matiere seche dans I’extrait aqueux et
I’extrait éthanolique, respectivement, dont le pouvoir antioxydant est relativement égale a celle de 1’acide
ascorbique. L’étude statistique de nos résultats a montré une trés bonne corrélation entre l'activité
de piégeage du radical DPPH et la teneur en polyphénols totaux de 1I’écorce (R?= 0,730).

La chromatographie sur couche mince (CCM) indique la présence des composés de types flavonoides
et de I’acide phénolique et la révélation de la plaque CCM par le DPPH a montré que la classe des flavones
et flavanols glycosides posséde la meilleure activité antioxydante.

Nos résultats montrent que les écorces d’oranges ont un potentiel trés prometteur a valoriser en tant
que residu tres riche en molécules bioactives avec une valeur nutritionnelle marqué pouvant 1’utiliser dans

les domaines agroalimentaires, pharmaceutique ou cosmétique.

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



Abstract

Orange is a fruit widely consumed by the Algerian population either in its fresh form or after
processing, where the bark is discarded in large quantities. The purpose of our study is the assessment of
the nutritional value of the bark (determination of primary metabolites) and the antioxidant power of its
secondary metabolites.

Determination of water content, phytochemical tests, thin-layer chromatography and quantitative tests:
determination of primary metabolites, determination of total polyphenols and the antioxidant power
according to suitable experimental protocols have been achieved on the dry matter and/or the ethanolic and
aqueous extract of the bark of Citrus sinensis of the variety Thomson navel.

The results obtained reveal the presence of flavonoids, tannins, coumarines, sterols and terpenes,
reducing sugars, mucilages, starch, alkaloids, proteins and absence of anthocyanins, saponosides, quinones
and anthraquinones.

Moisture content, total sugars, proteins and lipids are present at percentages of 6.35 + 0.5%;
9.6 £ 0.2%; 8.75 + 0.15%); 2.64 + 0.36%, respectively. Total polyphenols are present at 38.4 + 0.05mg and
20.2 £ 0.01lmg GAE/g of dry matter in aqueous extract and ethanolic extract, respectively, whose
antioxidant power is relatively equal to that of ascorbic acid. The statistical study of our results showed a
very good correlation between the trapping activity of the radical DPPH and the total polyphenols content
of the bark (R2=0.730).

Thin Layer Chromatography (TLC) indicates the presence of flavonoid-type compounds and phenolic
acid and the revelation of the CCM plate by DPPH showed that the flavones flavanols glycosides class has
the best antioxidant activity.

Our results show that orange peel is a very promising potential to be used as a residue very rich in
bioactive molecules with a marked nutritional value that can be used in food, pharmaceutical or cosmetic
fields.

Keywords: Citrus sinensis, peel, chemical composition, phytochemical test, polyphenols, TLC, antioxidant

activity.
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Introduction

es agrumes sont l'une des cultures fruitiéres les plus importantes dans le monde. Leur

production mondiale est estimée a plus de 140 millions de tonnes par an, dont 1500 000

tonnes sont produites en Algérie. Cette derniére est classée 19°™ au monde et 2° au sein
de I'Union du Maghrebin arabe.

Les agrumes comprennent, les oranges, les pamplemousses, les citrons, etc (FAO,2020). Les
oranges représentent plus de la moitié de la production mondiale d’agrumes et sont
la varieté la plus consommée en raison de leur bon godt, de leur haute valeur nutritionnelle et de leur
composition riche en molécules biologiquement actifs (plus de 170 composés phytochimiques) (Wang
et al., 2007 ; Ahmad et Langrish, 2012). lls se consomment en dessert (fruits frais), en confiture ou en
jus (Carmona et al., 2012).

En effet, la récolte d’agrumes est consacrée a I’industrie du jus. Cependant lors du procédé
d’extraction, grandes quantités des déchets sont produites (55 % du poids). Ceux-ci sont composés
d’écorce et les pépins et pose d’importants problémes pour leur élimination. Ainsi, de houveaux aspects
relatifs a I'utilisation de ces sous-produits en tant qu'additifs alimentaires ou en tant que suppléments
a haute valeur nutritive ont suscité un grand intérét (Lagha-Benamrouche et al., 2018).

Des études récentes ont démontré que les écorces d’orange représentent une source de composés
bioactifs. Elles sont riches en métabolites secondaires tels que les composés phénoliques qui sont les
composes les plus importants du fait de leurs diverses activités biologiques telles que les activités
antimicrobiennes, antifongiques, anti-inflammatoire et antioxydantes. L'utilisation de ces résidus riches
en composés bioactifs peut constituer une plateforme efficace, économique et écologique pour la
production ou I’amélioration de produits nutraceutiques (Moulehi et al., 2012 ; Rafiq et al.,2018).

C’est dans ce contexte que s’inscrit notre travail de recherche qui porte sur la composition
chimique de I’écorce d’orange (Citrus sinensis variété Thomson Navel) et pour établir éventuellement
la valeur nutritive de ses métabolites primaires et évaluer le pouvoir antioxydant de ses métabolites
secondaires. Pour cela nous avons réalisé ce manuscript qui se subdivise en une partie de synthese
bibliographique contenant un apercu sur les métabolites secondaires, suivi par des données sur 1’orange
et son éecorce, et une partie expérimentale contenant le matériels et méthodes utilisées et qui englobe
les démarches d’extraction, screening phytochimique, chromatographie sur couche mince, dosage
des métabolites primaires, dosage des composés phénoliques engendrant 1’é¢tude d’activité
antioxydante, ensuite les résultats obtenus sont discutés et enfin une conclusion qui englobe

les principaux résultats et perspectives vient clore le manuscript.
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Synthese bibliographique

1. Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des composes organiques de faible poids moléculaire synthétisé
par les plantes a partir des métabolites primaires (glucides, lipides et acides aminés),
sont souvent désignés comme des composés qui n'ont pas de rdle fondamental dans le maintien
des processus vitaux des plantes mais ils sont importants pour que la plante interagisse
avec son environnement pour s'adapter et se défendre contre les herbivores et les pathogénes.
Les métabolites secondaires sont des sources uniques de produits pharmaceutiques, d'additifs
alimentaires, d'ardbmes et de produits biochimiques importants pour I’industrie (Ramakrishna
et Ravishankar, 2011 ; Naik et al-Khayri, 2016).

Chez les végétaux et précisément au niveau des plantes supérieures, les métabolites secondaires
sont classés en trois grandes familles :

e Les composées phénoliques

e Les terpénoides

e Les alcaloides (Merghem, 2009).

1.1 Composées phenoliques

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires largement distribués
dans le régne végétal et sont présents dans tous les fruits et légumes dans toutes les parties
de la plante, mais avec des distributions quantitatives variées entre les différents tissus. Plus de 10000
structures ont été identifiées (Albuquerque et al., 2013), allant de molécules simples comme les acides
phénoligques a des substances hautement polymériques comme les tanins (Dai & Mumper, 2010)

Les polyphénols sont des composés antioxydants que l'on retrouve souvent dans nos plats
et qui protégent les plantes des agressions extérieures, des phénomeénes oxydatifs et des attaques

des moisissures (Menat, 2006).

1.1.1 Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des composés organiques ayant au moins une fonction carboxyle
et une fonction hydroxyle phénolique. Les deux groupes de base des acides phénoliques sont les acides
hydroxybenzoique et hydroxycinnamique, dérivés respectivement des acides benzoique C6-C1
et cinnamique C6-C3 (figure 1) (Budic-Leto et Lovric., 2002).
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Figure 1 : Structure de 1‘acide Benzoique (A) et de 1°acide cinnamique (B) (Bruneton, 2009).

1.1.2 Flavonoides

Le terme flavonoides désigne un groupe tres large de composés naturels de la famille
des polyphénols, qui sont considérés comme des pigments quasi universels des plantes
et sont généralement responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles.
Les flavonoides se trouvent le plus souvent sous forme d’hétérosides (Bruneton, 1999 ; Ghestem et
al., 2001).

Les flavonoides sont des dérivés benzo-y-pyranne (Skerget et al., 2005). Leur structure de base
est un diphényle propane a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6), formé par deux noyaux aromatiques
(A et B), reliées par un pont de 3 carbones sous forme d’un hétérocycle oxygéné (C) (figure 2,3)
(Dacosta, 2003).

Les flavonoides possedent multiples activités biologiques telles que 1’activité antioxydante contre

la peroxydation lipidique, une anti-inflammatoire et une activité antimicrobienne (Juca et al., 2020).
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Figure 2 : Structure de base des flavonoides (Wang et al.,2018).
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Figure 3 : Structure chimique et classification des flavonoides (Wang et al.,2018).
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1.1.3 Tanins
Les tanins sont des composés polyphénoliques polaires de structures variées et de haut poids

moléculaire (>3000 Da) et qui sont capables de se lier aux protéines en solution et les précipiter

ce qui leur donne la propriété de tanner la peau.
Les tanins sont classes en deux groupes principaux ;

e Les tanins hydrolysables : sont des oligo- ou des polyesters dun sucre (généralement le glucose)
et d’'un nombre variable de molécules d‘acide phénol, soit I’acide gallique dans le cas des tanins
galliques, soit 1‘acide hexahydroxydiphénique (HHDP) et ses dérivés d‘oxydation dans le cas
des tanins ellagiques (figure 4) (Khanbaba et Ree, 2001 ; Bruneton 2009).
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Figure 4 : Structure des tanins hydrolysables (Bruneton, 1999).
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e Les tanins condensés: appelés proanthocyanidines, se sont des composés qui se différent
fondamentalement des tannins hydrolysables car ils ne possédent pas de sucre dans leur molécule
et leur structure est voisine de celle des flavonoides. Il s‘agit des polyméres flavoniques constitués

d‘unités de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons carbone-carbone (figure 5) (Bruneton,

1999).

OH

FLAVAN-3-OL

Figure 5 : Structure des tanins condensés (Bruneton, 1999).

1.1.4 Quinones
Les quinones sont des composés trés réactives et ubiquitaires dans la nature, principalement

dans le régne végétal et qui sont des composés oxygénés résultent de l‘oxydation de dérivées
aromatiques caractérisées par un motif 1,4-dicétocyclohexa-2,5-diénique (paraquinones) ou 1,2-

dicétocyclohexa-3,5-diénique (orthoquinones) (figure 6) (Cowan, 1999 ; Bruneton, 2009).

L Q)

(A) (B)

Figure 6 : Structure de 1,4-benzoquinone (A) et 9,10-antraquinone (B) (Socaciu, 2007).
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1.1.5 Coumarines

Les coumarines sont des 2H-1-benzopyran-2-ones. Elles sont produites en grande quantité en
réponse a une attaque biotique ou abiotique et présentes dans de nombreux végétaux (Bruneton, 2009).

Les coumarines présentent nombreuses activités biologiques telles que I’activité anti-
inflammatoire, anticoagulante et la capacité anticancéreuse (Xu et al., 2015) ainsi que leur capacité de
capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyde, donc capable de lutter contre
la peroxydation lipidiqgue membranaires (Anderson et al., 1996).
1.1.6 Anthocyanes

Les anthocyanes sont des colorants solubles dans 1’eau responsables de la coloration rouge
a pourpre des plantes, utilisées dans 1’industrie alimentaires en tant qu‘additifs srs et efficaces (Bagchi
et al.,, 2004) (figure 7). La plus grande spécificité des anthocyanes c’est leur propriété d‘améliorer
la vision nocturne par la régénération du pourpre rétinien (Hennebelle et al., 2004).
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Figure 7 : Structure de base d’un anthocyane (Samouelian et al., 2009).

1.2 Saponines

Les saponines sont des composés forment un vaste groupe d’hétérosides trés fréquents
chez les végetaux, caractérisés par leurs propriétés tensioactives grace a leur composition d’aglycones
non polaires qui est lié a un ou a plusieurs sucres. La combinaison de ces éléments structuraux polaires
et apolaires explique leur comportement moussant en solution aqueuse (Vincken et al., 2007 ;
Bruneton, 2009).
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1.3 Alcaloides

Les alcaloides sont des substances basiques, azotées avec une structure complexe (figure 8)
et d’origine naturelle, ces derniers possede des activités pharmacologiques significatives bien marqués
et ils ont un role trés important dans la découverte des médicaments (morphine, quinine cocaine...)
(Omulokoli et al., 1997 ; Bruneton 2009).

D’un co6té biologique, les alcaloides posseédent des activités anticancéreuses, analgésiques
(morphine), anesthésiques locaux (cocaine), antibactérienne... (Bruneton, 2009).

Les alcaloides sont classes en trois grandes classes selon la disponibilité d’un acide aminé comme
précurseur direct et la présence d’un atome d'azote dans un hétérocycle (Aniszewskim, 2007 ;
Bruneton, 2009).

e Les alcaloides vrais : dérivent directement des acides aminés et possedent au moins
un hétérocycle de caractére basique dont 1°azote est inclus dans 1°hétérocycle ;

e Les pseudo-alcaloides : représentent le plus souvent toutes les caractéristiques des alcaloides vrais,
mais ne sont pas des dérivées des acides aminés ;

e Les proto-alcaloides : sont des amines simples dont 1‘azote n‘est pas inclus dans un systeme

hétérocycle basique, élaborés in vivo a partir des acides aminés (Bruneton, 2009).

(A) (B)

Figure 8 : Structure de la Cocaine (A) et la morphine (B) (Hopkins, 2003)
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1.4 Terpénes

Les terpenes sont des composés a structure hydrocarbonée simple contenant des squelettes
de carbone de 2-méthylbuta-1,3diéne (unités isoprene) (figure 9) qui peuvent étre réarrangées
en structures cycliques. Le nombre d'unités isoprénes est le principal responsable de la diversité
structurelle des terpénes. Les hémiterpenes sont formés d'une unité isoprene (Cs), les monoterpénes
(C10), les sesquiterpenes (Cis), les diterpénes (Coo), les triterpenes (Cao) et les tétraterpenes (Cao).
En effet, les terpénes possédent d'importantes propriétés thérapeutiques, notamment en cancérologie,

dans le traitement de I'inflammation et des infections bactériennes (Christianson, 2008).

CH

3

_CH,
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Figure 9 : Structure de I‘isopréne (Morot-Gaudry, 2016).
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Chapitre Il : L’orange
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2. L’orange

2.1 Geéneralités
C'est un agrume, fruit comestible de l'oranger un ancien hybride résultant d’un croisement entre
le pamplemousse et la mandarine cultivés dans les régions tempérées et chaudes comme les pays
méditerranéens, il fait partie de la famille des rutacées avec une forme sphérique a ovale, a peau rouge
orangé, épaisse et rugueuse, contenant des huiles essentielles a I'odeur caractéristique.
L’orange est un fruit juteux, sucré et excitant qui contient de la vitamine C. Ce fruit est utilisé

pour faire des salades de fruits, des confitures ou pour boire son jus (Milind et Dev, 2012).

2.2 Description botanique, morphologique et physiologique
L’oranger (Citrus sinensis) est un arbre au port équilibré harmonieux, planté en pleine terre,
ou en pot, atteint rapidement 7 a 8 m est caractérisée par :

- Fleurs : blanches net, trés parfumées, se développent a partir de fin du printemps (Bachés, 2011) ;

- Feuilles : vertes profondes, 1égérement ailées (Baches, 2011) ;

- Fruits : varient en forme, et en couleur selon les variétés (Baches, 2011) ;

- L’écorce : comprend deux parties : (Ramful et al., 2010) ;

e L’¢épicarpe: appelée « flavedo », c’est la couche extérieure colorée contient des flavanones,
elle représente 8 a 10% du fruit et contient des glandes a huiles essentielles qui donnent 1’odeur
particuliére a I’orange.

e Le mésocarpe : c'est la couche interne blanche, appelée « albédo », qui a une consistance spongieuse
plus ou moins épaisse par rapport a la taille du fruit, ne contient pas de flavanones solubles,
et constitue 12 % a 30 % du poids du fruit.

- La pulpe : appelée endocarpe, c’est la partie comestible divisée en portions juteuses dont le nombre
varie de 9 a 11 ; Elle est constituée par un ensemble de poils charnus ou vésicules renfermant le jus.
Elle est généralement plus ou moins acide et sucrée ou amere et elle représente 50 a 80% du fruit
(Ramful et al., 2010) ;

- Les pépins : se trouvent prés du centre de 1’orange, ils représentent 0 a 4% du fruit avec une teneur
élevee en huiles essentiels (Ramful et al., 2010).

A la surface d’orange particuliérement dans 1’écorce se trouvent des glandes remplies d'huiles

essentielles. La coupe transversale du fruit permet de distinguer les parties suivantes (figure 10).
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Endocarpe <
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Figure 10 : Coupe transversale d’une orange (Goudeau et al., 2008).

2.3 Place dans la systématique

L’orange prend une position systématique selon le tableau suivant (tableau 1).

Tableau 1 : Classification botanique des oranges (Milind et Dev, 2012).

Classification

Répartition systématique

Regne Végétale
Division Magnoliophyta
Classe Eudicotes
Sous classe Sapindales
Ordre Rosidae
Famille Rutaceae
Sous famille Aurantoideae
Tribu Citreae
Sous-tribu Citrineae
Genre Citrus
Espece Citrus sinensis

12
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2.4 Orange douce (Citrus sinensis (L.) Osbeck)

Au 17eme siécle, son appellation était Orange du Portugal, Orange douce et le plus populaire
Orange de la Chine. Depuis, son nom scientifique est devenu Citrus sinensis (agrume chinois).
Elle représente I’agrume commerciale de Citrus la plus importante dans le monde.

2.4.1 Principales variétés de Citrus sinensis

Les oranges douces sont les espéces les plus comestibles et servent a I'élaboration des jus.
On distingue trois groupes d’oranges (Fanciullino et al., 2008) :

e Orange navel : orange de bouche, avec un ombilic bien marqué, moins juteuse, peu sucreée,
et peu de pepins ;

e Orange blonde : orange a jus a la peau fine, d'un calibre moyen, sans pépins, tres juteuse
et parfumée ;

e Orange sanguine : orange a jus, a la couleur de la peau et de la chair plus ou moins rouge

et violet, tres juteuse, acidulée avec une saveur légérement musquée.

2.4.2 Partie de fruit étudiee
24.2.1 Ecorce d’orange

C’est la partie externe de fruit, présente un rdle de protection et une source des composés

phénoliques (Teh et al., 2014).

2.4.2.2 Composition chimique de I’écorce d’orange

Les écorces d’orange constituent une source importante en ingrédients nutritionnels (eau,
protéines, sucres, lipides et minéraux) et en ingrédients fonctionnels (huiles essentielles, fibres,
caroténoides, vitamine C, composés phénoliques) (Goulas & Manganaris, 2012)

La composition chimique globale des écorces d’agrumes des principales variétés comestibles
(tableau 2) est sujette a des variations sous I’influence de la variété d’orange, des facteurs climatiques
et environnementaux et de la période de cueillette/récolte d’orange (Ramful et al., 2010).

L’écorce d’orange est riche en composés phénoliques tels que les flavonoides (Ma et al., 2009) et
aussi en acides phénoliques (Abd El-aall et Halaeish, 2010).

13
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Tableau 2 : Teneur en composés chimiques pour 100g de 1’écorce d’orange.

Constituants Quantités (g)
Fibres 4,64 6,52 - 47,81°
Glucides 15,01° 1,79 - 9,06"
Proteines 1,792 4,00°
Lipides 1,66 9,68¢
Eau 3,142
Caroténoides 0,042
Phénols 1,892
Vitamines 0,15%
Huiles essentielles 0,62
Minéraux 3,452
Vitamine C 0,145?

4 (Teuscher et al., 2005) ; ®: (M hiri et al., 2017) ; € (Marin et al., 2007) ; 9 (Anthony C.
Cemaluk & Osuji, 2016).

Selon Barros et al., (2012), les écorces d'orange, ainsi que leurs pulpes, sont des sources
prometteuses d'éléments minéraux qui peuvent étre utilisés pour leurs propriétés sanitaires dans les
produits alimentaires. Le tableau ci-dessous (tableau 3) résume la composition minérale de 1’écorce
d’orange.

Tableau 3 : Composition minérale de 1’écorce d’orange (Bejar et al., 2011).

Minéraux Teneur en (mg/100g)

Potassium 220,40

Sodium 312,89

Calcium 1201,21

Magnésium 156,77
Zinc 1,86
Cuivre 1,13
Fer 1,85
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2.4.2.3 Utilisation de I’écorce d’orange

Les extraits naturels d'écorce d'orange occupent une place importante dans I'industrie
pharmaceutique pour la préparation de médicaments, savons, parfums et autres produits cosmétiques
(Lohrashi et al., 2010). La pectine peut étre utilisée dans la fabrication de divers suspensions
pharmaceutiques (Piriyaprasarth et Sriamornsak, 2011), des médicaments de détoxification
et anti-diarrhéiques, permet de diminuer le niveau de cholestérol et joue aussi un role d’agent
anticancéreux (Fernandez-Lopez et al., 2004).

En cuisine, I'écorce d'orange peut étre utilisee comme des confites, glace, liqueur douce et amere
a base d’écorce d’orange (Bousbia, 2011). Grace a son pouvoir épaississant, texturant et son pouvoir
gélifiant et stabilisant, la pectine trouvée dans 1’écorce d’orange est utilisée en industries
agroalimentaires dans 1’exploration sur plusieurs formulations. L’association naturel entre les fibres
de I’EO et les molécules bioactifs (vitamine C, composés phénoliques...) confére des propriétés
fonctionnelles multiples pour les utiliser dans la production des aliments diététiques (Fernandez-
Lopez et al., 2004).

Il était utilisé dans la médecine traditionnelle pour traiter certaines maladies : constipation,
crampes, coliques, bronchite, diarrhée, stress, dépression, hypertension et anxiété (Milind et Dev,
2012).
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Matériel et méthodes

Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire des technologies de séparation et de purification
de la faculté des sciences et au niveau du laboratoire pédagogique Ne3 de la faculté des sciences de la
nature et de la vie Tlemcen.

1 Matériel végétale

Le matériel végétal utilise "Citrus sinensis variété Thomson Navel" a été récolté le mois
de Décembre 2021 a partir de la Ferme EPE BELAIDOUNI Med, spécialise en agrumes
et céréales, située au sud-ouest de la commune d’ELFEHOUL, TLEMCEN. Ses limites géographiques

sont les suivants : oued Isser : de 'ouest a I’est —route de wilaya n° 38 au sud (figure 11).

Figure n°1 : Carte repré: 1a sit

i é de la ferme pilote BELAIDOUNI |
C/2014-2015

Viticulture
Agrumes

Pomme de Terre
D Oliviers sur Pieds

[//77] CULTURES ANNUELELES

OUED SIKEK

mﬁM

Figure 11 : Carte représentant I’occupation des sols de la Ferme EPE BELAIDOUNI Med.

Chaque échantillon, a été choisi sur la base des critéres établis ; les fruits sélectionnés sont mrs

et sains, qui sont par la suite bien lavés a 1’eau courante puis coupés pour séparer ces différentes

parties.
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Les écorces ont été séchées a 1’air libre a 1’abri de la lumiére, puis broyées finement a I’aide d’un
mixeur ¢lectrique afin d’obtenir des poudres granulométriques fine. Ces dernieres sont placées dans des
flacons fermés, a I’abri de la lumicére, étiquetés et conservés a température ambiante jusqu’au moment

de 1’extraction.

2 Screening phytochimique
2.1 Préparation des extraits
2.1.1 Extraction éthanolique a chaud

10g de poudre fine obtenu par broyage et séchage de 1’écorce d’orange a été mis dans 100 ml
d’éthanol. Le mélange a été mis dans un chauffe ballon pendant 1 heure dans une température
d’ébullition stable. L’extrait éthanolique est obtenu par filtration sous vide du mélange.
2.1.2 Macération a froid

10 g de matériels végétale (la poudre de 1’écorce d’orange) a été mis dans 100 ml d’eau distillée.
Le mélange a subi une macération sous agitation, a température ambiante pendant 48 heures. L’extrait
aqueux est obtenu par filtration sous vide du macérat.
2.2 Les tests phytochimiques

Les tests phytochimiques sont des tests qualitatifs qui caractérisent les différents groupes
chimiques contenus dans les organes végétaux. Ce sont les réactions physico-chimiques qui identifient
la présence de composants chimiques.

Les tests phytochimiques sont bases sur :
e Des essais de solubilités.
e Réactions de coloration.

e Réactions de précipitation.

Nos extraits ont subi les tests phytochimiques suivants :
- Les saponosides : un volume de 1ml d’extrait est ajouté a 2 ml d’eau chaude, aprés agitation
de 2 minutes, I’apparition d’une mousse persistante, indique la présence des saponines (Trease
et Evans, 1987).
- Stérols et triterpenes : 10 ml de I’extrait éthanolique est placé dans un erlenmeyer ; aprés

évaporation a sec, le résidu est solubilisé avec 10 ml de chloroforme. Ensuite mélanger 5 ml
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de la solution chloroformique avec 5 ml d’anhydre acétique ; ajouter quelques gouttes d’acide
sulfurique concentré ; agiter, puis laisser la solution se reposer. L’apparition d’une coloration
violacée fugace virant au vert indique la présence des stérols (Trease et Evans, 1987).
Flavonoides : Traiter 2,5 ml de I’extrait éthanolique avec 0,5 ml d’HCI et 0,25g de magnésium.
La présence des flavonoides est mise en évidence si une couleur rose ou rouge se développe apres
3 min (Farnsworth et al., 1974)
Anthocyanes :2,5 ml de [I’extrait éthanolique est traité avec quelques gouttes d’HCI.
La présence est mise en évidence lorsque 1’obtention d’une coloration rouge plus ou moins intense
(Lagha-Benamrouche et al., 2018).
Tannins : 1ml de I’extrait aqueux, 1 ml d’eau et 1 a 2 gouttes de FeCls diluée (1%). L apparition
d’une coloration vert foncé ou bleu-vert indique la présence des tannins (Trease et Evans, 1987).
Composés réducteurs : Introduire 2ml de I’extrait aqueux dans un tube a essai, 2ml de la liqueur
de Fehling sont ajoutés. Ensuite, I'ensemble est porté au bain-marie bouillant durant 8 min.
la présence des composés réducteurs est indiqué par I’obtention d’une précipitation rouge brique
(El-haoud et al., 2018).
Mucilages : Introduire 1 ml d’extrait aqueux dans un tube a essai, puis 5 ml d’alcool
absolu(éthanol) est ajouté. L’obtention d’un précipité floconneux aprés agitation indique
la présence de mucilages (El-haoud et al., 2018).
Amidon : 1ml d’extrait aqueux est ajouté a 1ml de réactif d’amidon (réactif de Wagner, 1g KI
dans 50ml d’eau distillé, chauffer dans un bain marie, 0,5g d’I., compléter a 50ml d’eau distillé).
L’apparition d’une couleur mauve indique la présence d’amidon (Bruneton, 1999).
Quinones libres : Sur un volume de chacun de nos extraits, quelques gouttes de NaOH a 1%
sont ajoutées. L’apparition d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence
des quinones libre (Oloyede,2005).
Coumarines : Quelques milligrammes de chaque extrait est solubilisée dans 2ml d’eau chaude
solution obtenue est divisée en deux partie égales : La premiére représente le témoin. La deuxieme
est traitée avec 0 ,5 ml de NH4sOH a 10%. L’examen réalisé sous la lumic¢re UV et ’apparition
d’une florescence intense révéle la présence des coumarines (Benmehdi ,2000).
Alcaloides : Pour 1ml de chaque extrait on ajoute 5ml d HCI 1%, 1’ensemble est chauffé au bain
marie, puis on divise chaque extrait en deux volumes égaux. Un volume est traité par le réactif
de Mayer, ’autre par le réactif de Wagner. La formation d’un précipité blanc ou brun révele
la présence des alcaloides (Majob et al., 2003).
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Protéines : 1g de poudre végetale est ajouté a 2 ml NaOH a 20% plus 2 a 3 gouttes de CuSO4
a 2%. L’apparition d’une coloration violette par fois teint¢ en rouge indique la présence
des protéines (Belfekih et al., 2017).

Anthraquinones : 1g de poudre végétale est ajouté a 10ml de CHCI>, le mélange est chauffé au
bain marie sous agitation 3 minutes /55°C, ensuite on filtre la solution en plus ajouté 1ml KOH
a 10%, aprés agitation [’apparition d’une coloration rouge indique la présence

des anthraquinones (Rizk,1982).
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[ Les tests phytochimiques sur 1’extraits éthanolique ’
Les flavonoides Stérols et triterpenes Les coumarines
2,5ml de Iextrait éthanolique est 5ml de I’extrait éthanolique est évaporé Sml de I’extrait éthanolique évaporé a sec a

I’aide d’un rota vapeur

ajouté a 2,5ml de solution suivante :

| l |

Le résidu est dissout dans 2ml de 1’eau chaude

(15ml d’HCL +15 ml d’éthanol Le résidu est dissout dans : 2,5 ml de
+15ml d’H20) chloroforme ,2,5 d’anhydre acétique et l
l quelques de H.504 = 3 goutes. Mélange est divisé en deux tubes
0,25g de Mg pure est dissous dans le / \
volume obtenus Agitation
0.5ml de NH4OH 0.5ml de NHsOH
+ 1ml de I’alcool v a 25 % est ajouté. a 25 % est ajouté.
isoamelique L’apparition d’une couleur a vert L’observation des résultats est réalisée sous UV a
v indique les présences de stérols. 366nm une fluorescence jaune indique I’apparition
L’apparition de la couleur rose ou rouge de coumarine.

indiques la présence des flavonoides

Figure 12 : Protocole des tests phytochimiques effectués sur I’extrait éthanolique.
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‘ Les tests phytochimiques sur I’extrait aqueux ’

Les tanins Les composés réducteurs L’amidon Les mucilages

1 1 | 1

Iml de I’extrait aqueux Introduire 2ml de I’extrait 1 ml d’extrait aqueux I ml de I"extrait aqueux a
PR . : 9
est ajouté a Iml d’eau aqueux dans un tube a essai 10% de chaque plante est
1 1 1 ajouté a 5 ml d’éthanol.
Quelques gouttes de FeCls 2 ml de la liqueur de Fehling 1 ml de réactif d’amidon 1
diluéal%

1 L’apparition d’un
1 1 précipité floconneux

L’apparition d’une )| L'ensemble est porté au bain - Apparition de la couleur indique la présence du
coloration vert foncée ou marie bouillant durant 8 min mauve = présence d’amidon.
bleue vert indique la 1
J
L’obtention d’un précipité rouge
brique indique la présence des
9 composeés réducteurs

Figure 13 : Protocole des tests phytochimiques effectués sur 1’extrait aqueux.
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Les tests phytochimiques sur les deux extraits

Les alcaloides

l

1ml de chaque extrait « aqueux,

éthanolique »

Ethanolique

+5ml d'HCI

|

[

Aqueux

+5ml d'HCI

|

Le volume obtenu de chaque extrait

est chauffé au bain marie

/

+5 ml de réactif

de Mayer

N\

+5 ml de réactif

de Wagner

La formation d’un précipité blanc

ou brun révélé la présence des

alcaloides

Les quinones libres

1

Un volume de chacun des extraits

(éthanoligue et aqueux)

1

Ajoutées quelque goutte de NaOH
1%

l

L’apparition d’une couleur qui

vire au jaune, rouge ou violet

indigue la présence des quinones

Les saponosides

l

1 ml de chaque extrait est ajouté

a 2ml d’eau chaude

Agitation : 2 minutes

N

L’apparition d’une mousse

persistante révélé les

saponines dans la plante.

Figure 14 : Protocole des tests phytochimiques effectués sur les deux extraits.
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‘ Les tests phytochimiques sur la poudre de 1’écorce J

Les protéines

i

1 g de poudre végétale a été ajouté a 2ml de NaOH
a20%

Les anthraquinones

}

i

Ajoutées 2 a 3gouttes d’une solution

aqueuse de CuSOq4

i

L’apparition d’une coloration violette, quelque

foie teinté de rouge, indique une réaction

1 g de poudre X prise de chaque plante est ajouté a 10

ml de CHCI»

Le mélange est chauffé au bain marri pendant

3 min a température de 55°C

|

Filtration de la solution, 5 ml est récupéré

|

Ajouté le KOH a 10 % volume a volume

Agitation

4

La couleur rose rouge indique I’apparition

de I’anthraquinone.

Figure 15 : Protocole des tests phytochimiques effectues sur la poudre de 1’écorce.
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3 Etude phyto-chimique

3.1 Détermination de la teneur en eau

La teneur en eau est determinée selon la méthode n° 934.06, 1990 recommandee
par 1’association AOAC (The Association Of Analytical Communities) (AOAC International, 1990),
5g d’échantillon ont été pesés a 1’état frais, puis placées dans une étuve réglée a 50°C pendant une nuit,
la matiere séche est retirée de 1’étuve apres refroidissement dans un dessiccateur et 1’échantillon séché

est pesé.

La teneur en eau est calculée selon la formule suivante ;

[ Taux d’humidité (%) = [(P2-P3) / (P2-P1)] x 100 1

P1: masse en g du vase de tare.
P2 : masse en g du (vase de tare + échantillon) avant séchage.

P3: masse en g du (vase de tare + échantillon) apres séchage.

3.2 Détermination quantitative des métabolites primaires
3.2.1 Dosage des sucres totaux

L’estimation de la quantité¢ en oses présents dans les polysaccharides repose sur le dosage
des sucres totaux par la méthode de (Dubois et al., 1956) appelée aussi méthode phénol/acide
sulfurique.
a. Principe

Le dosage des monosaccharides constitutifs des polysaccharides nécessite la rupture
de toutes les liaisons glycosidiques par hydrolyse acide (I’acide sulfurique). L’analyse repose
sur des techniques colorimétriques, dont le principe est basé sur la condensation par estérification
d’un chromogene (Phénol) avec les produits de déshydratation des pentoses, hexoses et acides
uroniques. En milieu acide fort et a chaud, ces oses se déshydratent respectivement en des dérivés
du furfural, 5- hydroxy-méthyl- furfural et de I’acide 5- formylfuroique. Les chromophores ainsi
formés de couleurs jaunes-orange absorbent dans le domaine du visible proportionnellement
avec la quantité des sucres présents (Ruiz, 2005). La teneur en sucres est exprimée en pg/ml (converti

en g/L) de o D+ Glucose a partir d’une courbe d’étalonnage.
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Mode opératoire

Pour le dosage des sucres totaux, les étapes suivantes sont realisées :

Un bécher contenant 20 ml d’acide sulfurique (0,5 M) et 0,5 g d’échantillon. L'ensemble est alors
placé dans une étuve a 105°C pendant 3 h ;

Le mélange est ensuite transvasé dans une fiole et le volume est ajusté a 500 ml avec de I’eau
distillée. La solution ainsi obtenue est filtrée puis conservée a 4°C ;

Une dilution 1/100 est réalisée a partir de ce filtrat ;

Nous avons déposé avec precaution 1 ml de filtrat diluée, 1 ml de phénol a 5% et 5 ml d’acide
sulfurique (H2S04) a 96% dans des tubes en pyrex (& 2 cm) ;

Apres les avoir vortexés, les tubes ont été mis dans I’étuve pendant 5 min a 100°C, puis laissés
dans 1’obscurité pendant 30 min et la densité optique a ét¢ lue a une longueur d’onde A = 490 nm.
Expression des résultats

La teneur en sucres totaux est calculée a partir des densités optiques obtenues de 1’échantillon

analysé, en se référant a la courbe d’étalonnage.

3.2.2 Dosage des lipides totaux

a.

Principe

L’extraction des huiles de I’écorce du Citrus Sinensis est réalisée dans un extracteur de type

soxhlet (figure 16) a 1’aide d’un solvant organique (le n- hexane). Aprés évaporation de ce dernier

par un rota vapeur, I’extrait obtenu représente la matiére grasse contenue dans la prise d’essai.

b.

Mode opératoire (1ISO 1988)

Les étapes du dosage des lipides totaux sont comme suite :

Dans ’appareil a I’extraction, nous avons placé une cartouche contenant la prise d’essai broyée ;
La quantité nécessaire de solvant organique (le n- hexane) est versée dans le ballon, ce dernier
est alors adapté a ’appareil a extraction sur le bain a chauffage électrique ;

Apres une extraction de 3h et refroidissement la cartouche est enlevée de 1’appareil a 1’extraction
et le solvant est éliminé ;

Le solvant contenu dans le ballon est éliminé par distillation sur évaporateur rotatif.

25



Matériel et méthodes

Figure 16 : Montage d’une extraction par soxhlet.

c. Expression des résultats

La teneur en lipides, exprimée en pourcentage de masse du produit est déterminée par la formule

suivante :

Teneur en lipides (%) = [(mf - mi) / me] x 100

ms : masse finale du ballon.
mi : masse du ballon vide.

Me : masse initiale de 1’échantillon a analyser.

3.2.3 Dosage de I’azote totale et les protéines brutes

Le dosage a été effectué selon la méthode de Kjeldahl (Cunniff, 1995) qui comprend trois étapes :
la minéralisation, la distillation et la titration.
a. Principe

La méthode consiste a éliminer la matiére organique par l'acide sulfurique concentré et chaud,
qui transmet quantitativement l'azote a I'état de sulfate d'ammonium. L'ammoniac est ensuite déplacé
par de la soude et recueilli dans un exces d’acide sulfurique de concentration connue. Un titrage
en retour par de la soude de concentration connue permet de déduire la quantité d’ammoniac formée,

donc la teneur en azote de 1’échantillon converti en taux de protéines.
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YV V. V V V V

Y

Mode opératoire

Echantillon : 1g de I’échantillon a analyser a été broyé et séché a 105°C jusqu’a poids constant,
avant d'étre introduit dans un matras de digestion.

Reéactifs de digestion : la digestion de I’échantillon, nécessite 1’ajoute dans le matras les réactifs
suivantes :

7 g de sulfates de potassium anhydre K2SOs;

1,2 g de sulfates de cuivre CuSOs ;

5 mg de Sélénium en poudre ;

12 ml d’acide sulfurique H2SO4 concentré a 98% ;

5 ml de peroxyde d’hydrogéne H20> concentré & 35% (130vol) ;

2 a 3 bouilleurs (pierres ponces).

Digestion

Elle est faite dans une unité de digestion BUCHI Digest system K-437(étape 1) ;

Les matras sont places sur le dispositif de chauffage ;

L’appareil de digestion est préchauffé pendant 10 min ;

La minéralisation est lancée et poursuivie jusqu’a I’obtention d’une couleur limpide du mélange
(la couleur indique la transformation de tout 1’azote organique d’échantillon en azote minérale) ;

Le minéralisat (le contenu du matras), transvasé dans une fiole en complétant le volume avec
de I’eau distillée jusqu’a 100 ml, a été mélangé soigneusement afin de solubiliser les sulfates
d’ammonium au maximum puis nous l'avons laissé refroidir.

Distillation

10 ml du contenu de la fiole ont été introduits dans le matras de 1’unité de distillation contenant
50 ml d’eau distillée et 50 ml de soude caustique (NaOH) a 35%, cette derniere va réagir
avec le (NH4)2SOq4;

Le mélange ainsi obtenu a été chauffé pendant 4 min de fagon a recueillir un volume de150 ml
de distillat ;

Le distillat a été ensuite recueilli dans un flacon de réception contenant 25 ml de solution d’acide
borique a 0,IN additionné de 10 gouttes d’indicateur de Tashiro (0,2 g rouge de méthyle
et 0,19 g de bleu de méthyléne dissouts dans 100 ml d’éthanol) ;

La réaction entre I’ammoniac et I’acide borique engendre la libération des anions de borates.
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e Titration

L’exces d’anions de borates a ¢été titré avec une solution d’HCl a 0,IN jusqu’a
ce qu’il y ait eu un changement de la coloration du vert au rose-violet.
c. Expression des résultats

Le pourcentage d’azote total est calculé par la formule suivante :

{ Azote total (%) = N (%) = (Ve — Vb) X N x 14,01x 100/m

Ve : Volume en ml de la solution d’HCI a 0,1N nécessaire pour neutraliser 1’excés d’anions de borates
présents dans 1’échantillon a analyser.

Vb : Volume en ml de la solution d’HCI a 0,IN nécessaire pour neutraliser I’excés des anions
de borates présents dans I’essai a blanc.

N : normalité de HCI utilisé pour le titrage (0,1N).

14,01 : masse atomique de 1’azote.

m : masse en g de la prise d’essai.

e Conversion du taux d’azote en taux de protéines

100 g de protéines correspondent a 16 g d’azote dans la majorité des cas. Un facteur de conversion

basé sur le taux moyen d’azote des protéines est alors utilisé avec : F=100/16 =6,25

t Protéines brutes (%) = PB% = N %x 6,25 J

4 Dosage des composés phénoliques
4.1 Dosage des polyphénols totaux
a. Principe

L’évaluation quantitative des composés phénoliques dans les extraits vegétaux est basée
sur leurs capacités de réduire le mélange d’acide phosphomolybdique (H3PMo012040)
phosphotungstique (H3PW12040) du réactif de Folin-Ciocalteu et une formation d’un complexe bleu
(Peri et Pompei, 1971), qui posséde une absorption maximale aux environs de 750 nm.

Elle est proportionnelle aux taux de composés phénoliques.
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b. Mode opératoire
Le dosage des polyphénols est accompli selon la méthode décrite par Vermerris et Nicholson en
2006 (figurel?).

2 ml d’une solution de carbonate de sodium
a 2% fraichement préparee + 0.1ml d’extrait
brut

30 minutes
l d’incubation a

La lecture est effectuée contre un blanc au

température

ambiante

spectrophotomeétre a 750 nm

Agitation du mélange par un vortex
Apres 5
minutes
100 pl du réactif de Folin-Ciocalteu a 1N
sont ajoutés au mélange.

Figure 17 : Protocole expérimental du dosage des polyphénols totaux (El-Haci et al., 2012)
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5 Etude de I’activité antioxydante

La mise en évidence de I’activité antioxydante de nos extraits (aqueux et éthanolique) in vitro
a été realisé par la technique de piégeage de radical libre DPPH.
5.1 Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

Cette meéthode est basée sur le calcul de la capacité de différentes molécules antioxydantes
a piéger le radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH) qui est réduit a la forme non radicalaire
(hydrazine) en acceptant un atome d’hydrogene.

La capacité de réduction du radical DPPH est determinée par la diminution de son absorbance
a son absorption maximale a 515 nm, Ceci est visualisé par le changement de couleur du violet
au jaune (réaction 1). Cette diminution est induite par la molécule antioxydante (Majhenic et al.,
2007).

VIOLET JAUNE

b. Protocole expérimental

e 50 pl de chaque extrait a différentes concentrations sont préparés dans du méthanol,
et ont été ajoutés 1,95 ml de la solution de DPPH fraichement préparée & 6,34 x10 ° M ;

e Agitation des tubes par un vortex ;

e Préparation d’un blanc pour chaque concentration (50 pl de chaque solution a tester + 1,95 ml

de méthanol) ;

e Le controle négatif est préparé en paralléle, en mélangeant 50 pl du méthanol avec 1,95 ml
de DPPH ;

e Aprés incubation a I'obscurité pendant 30 minutes a la température ambiante, la lecture
des absorbances est effectuée a 515 nm au spectrophotomeétre (Atoui et al., 2005).

e L’acide ascorbique utilise comme un standard a subi les mémes conditions opératoires.
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c. Expression des résultats
e Pourcentage d’inhibition

Détermination des pourcentages d’inhibition grace a la formule suivante :

t 1% = [(Ac — AT) / Ac] x 100 J

Ac : Absorbance du contrdle.
At : Absorbance du test effectué.
e Calcul des ICsp

Concentration inhibitrice 50 nous permet de calculer la concentration de I'échantillon d'essai
requise pour réduire 50% de radical DPPH. Ces derniers sont déterminés par extrapolation des valeurs
d’absorbance sur les graphes tracés, pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations
des fractions utilisées (Bertoncelj et al., 2007 ; Marxen et al., 2007 ; Scherer et Godoy, 2009 ; Fabri
et al., 2009).
e Calcul de I’activité anti-radicalaire

La déduction de I’activité anti-radicalaire de nos extraits est inversement proportionnelle

aux valeurs des ICsq trouvées (Maisuthisakul et al., 2007).

[ Aar = 1/ICsxo

6 Lachromatographie sur couche mince
a. Principe

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une technique analytique rapide, simple
et peu colteuse. Elle est principalement basée sur des phénomenes d’adsorption.

La phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants qui chemine le long d'une phase
stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille semi-rigide en matiére plastique
ou en aluminium. Aprés le dépdt de I'échantillon sur la phase stationnaire, la vitesse de migration

de I'espece dépend de sa nature et de la nature du solvant (Kanoun, 2011).
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b. Mode opératoire

Dans notre travail, nous avons réalisé la séparation des fractions (aqueux, éthanolique)
sur un support de gel de silice avec un systeme de solvant approprié :

Nos analyses sur couche mince ont été réalisees sur une plaque de Silicagel 60 F254 prétes
a I’emploi a support d’aluminium (20x20 cm) (Merck), avec le systeme de solvant suivant ;

Systéme | : Acétate d’éthyle/ Acide formique/ Eau distillée : (65: 1,5: 9) (Males et Medic-
Saric,2001).

Apres développement du chromatogramme, la plaque est séchée a température ambiante puis
examinée a I’UV a la longueur d’onde 365 nm.

Le comportement d’une molécule particuliére dans un systeme donné est exprimé par son Rf (rate
factor ou rapport frontal), qui est le rapport de la distance parcourue par cette molécule sur celle
parcourue par la phase mobile (front du solvant) et qui peut donc étre compris entre 0 et 1 (Hennebelle,
2006). Apres cette étape, une solution de DPPH diluée dans le méthanol a été pulveérisée sur la surface

la plague de CCM préalablement développées et incubé pendant 10 min a température ambiante.

Les constituants antioxydants actifs des extraits aqueux et éthanolique ont été détectés comme des
spots jaunatres ou blancs créées par la décoloration du DPPH sur les plagues CCM. Apres comparaison
visuelle avec I’intensité de cette décoloration des bandes sur la CCM contre un standard positif,
’activité antioxydante des composants de 1’écorce d’orange ont été provisoirement classés comme
activités fortes et faibles. Tous les constituants antioxydants actifs détectés ont été notés en fonction
de leurs valeurs Rf (Bhattarai et al., 2008).

7 Etudes statistiques
Les résultats sont exprimés en moyenne * erreur standard et le coefficient de corrélation est calculé

en utilisant la corrélation de Pearson (logiciel : Microsoft Excel).
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Résultats et discussion

1 Screening phytochimique

Le screening phytochimique est une technique permettant de déterminer qualitativement
la présence de certains composés chimiques sur la base de réactions impliquant leurs groupes
fonctionnels spécifiques. Ces composés chimiques sont transformés en produits de réaction contenant
soit des chromophores émettant une couleur, soit des fluorophores émettant une fluorescence, ainsi
qu'un changement d'état redox et/ou une précipitation (insolubilité dans les solvants).

Le tableau 4 récapitule les résultats de 1’ensemble des tests effectués. On constate la forte présence
des composants phytochimiques tels que les flavonoides, des coumarines, des stérols et terpenes
dans I’extrait éthanolique, des sucres réducteurs, des tanins, des mucilages, de I’amidon dans 1’extrait
aqueux et la présence des alcaloides dans les deux extraits.

On note aussi ’absence des anthocyanes dans I’extrait éthanolique, de saponosides dans 1’extrait
aqueux et de quinones dans les deux extraits.

Nos résultats montrent la forte présence des protéines dans la poudre d’écorce et sont en accord
avec ceux obtenus par Mathew et al., (2012). L’absence des anthraguinones dans notre étude
est confirmée par les résultats des travaux réalisés par Gotmare et Gade (2018).

Les travaux de Lagha-Benamrouche et al., (2018) sur les tests phytochimiques de 1’écorce
du Thomson navel ont démontré la présence des composés phénoliques (tanins, flavonoides
et coumarines), des terpenoides (stérols, terpenes), des sucres réducteurs et des mucilages et I’absence
de saponosides et anthocyanes, ceci corrobore nos résultat, ces travaux marquent aussi 1’absence des
alcaloides .Par contre ces derniers sont présents dans nos résultat qui peut étre expliquée
par la différence des méthodes et des solvants d’extraction utilisés, par des facteurs génétiques

(He et al., 2011), environnementaux de la région de la récolte (Ncube et al., 2012).
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Tableau 4 : Résultats du screening phytochimiques.

Famille de composés | Extrait éthanolique Extrait aqueux La poudre végétale

Sucres reducteurs ND +++ ND
Stérols et terpenes +++ ND ND
Flavonoides +++ ND ND
Anthocyanes - ND ND
Tanins ND +++ ND
Amidon ND ++ ND
Saponosides ND - ND
Alcaloides ++ + ND
Coumarines +++ ND ND
Mucilages ND +++ ND
Quinones - - ND
Protéines ND ND +++
Anthraquinones ND ND -

(+++) : Test fortement positif; (++) : Test moyennement positif;(+) : Test faiblement positif ;
() : Test négatif ; ND : Non déterminé.

2 Taux de Phumidité

La mesure du taux d’humidité au niveau de I’écorce du Citrus sinensis Thomson navel, a montré
une faible proportion d’eau au niveau de la matiére séche qui égale 6,35 + 0,5%, a partir de cette valeur
nous avons déterminé le pourcentage en matiere séche qui est de 93,65%.

Les résultats sont légerement supérieurs a ceux trouvés par M'hiri et al. (2015) qui ont trouveé
que la teneur en eau au niveau de I'écorce d’orange Maltaise est de 3,16%, cependant, ils sont inférieurs
a la teneur en eau de 40,7% mesurée par Ahmed et al. (2015) au niveau de I'écorce du Citrus sinensis.
Cette différence marquée est probablement liée au climat (Waheed et al., 2009), aux facteurs
génétiques, aux facteurs agricoles (Causse, 2007) ainsi qu’aux méthodes analytiques utilisées (M’hiri
etal., 2014),.

En effet, dans une étude menée par Ozcan et ses collaborateurs (2021) sur le taux d’humidité en

fonction de différentes techniques de séchage, ils ont pu constater que 1’utilisation du four a 60°C,
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du four & microondes a 940 W ou encore un four a infrarouge a 60°C, fait changer le taux d’humidité

d’environ 5%.
3 Meétabolites primaires

Les résultats obtenus montrent que 1’écorce étudiée présente des teneurs en glucides (9,6 + 0,2%)
suivi par les protéines (8,75 £ 0,15%) et des teneurs en lipides (2,64 + 0,36%) (figure 18).

12 +

10 + I
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I
T

Pourcentage (%)

Sucre totaux Proteines Lipides
Constituants

Figure 18 : Teneur en métabolites primaires d'écorce de Citrus sinensis.

L’évaluation des teneurs en métabolites primaires de notre écorce du citrus sinensis a montré
une teneur en protéines de 8,75 + 0,15 % qui est trés proche a celui obtenu par M’hiri et al.,(2015)
qui ont trouvé que la teneur en protéines au niveau de I'écorce d’orange Maltaise est de 8,12%. Alors
qu’elle est légérement inférieure a celui trouvé par Anthony C. Cemaluk et Osuji, (2016) dans la méme
varieté (9,06%).

La teneur en lipides (2,6 = 0,36 %) de notre échantillon est Iégerement supérieur a ceux déclarées
par Ahmed et al., (2015) qui égale 1,85% trouvé au niveau de 1’écorce d’orange pakistanaise.

Concernant le taux de sucre, les résultats montrent que I’écorce du Citrus sinensis montre
une teneur de 9,6 £ 0,2 % proche a celui trouvé par Ahmed et al., (2015).

Cette différence des teneurs de métabolites primaires peut étre attribuée a des facteurs
pédoclimatiques (type de sol, exposition au soleil et précipitations), a des facteurs génétiques,
a des facteurs agricoles (agriculture biologique, production d'arbres fruitiers, état de maturation, zone
de culture, fertilisation, irrigation) (Causse et al.,2007) et aux methodes analytiques utilisées (nature

du solvant, température, traitement de 1’échantillon, séchage, broyage...) (M'hiri et al., 2014).

35



Résultats et discussion

4 Dosage des composés phénoliques

4.1 Teneur en polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux est effectué par une méthode spectrophotométrique utilisant

le réactif de Folin-Ciocalteu décrite par Vermarris et Nicholson (2006). L’estimation a était faite grace

a une courbe d’étalonnage (figure 19), réalisée avec un standard de référence « 1’acide gallique »

a des concentrations variantes de 25 a 200 pg/ml. La teneur en composes phénoliques dans les deux

extraits (aqueux et éthanolique) exprimée en milligrammes équivalent d’acide gallique par gramme

de matiére seche (mg EAG/g MS).

045 1
04 +
035 +
0.3
0.25
0.2
0.15
0.1
0.05

0

Densité optique

R? =0.9945
y =0.002x

[Acide gallique] (ng/ml)

Figure 19 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

Les résultats obtenus pour le dosage des polyphénols totaux, en utilisant 1’équation de la courbe

d’étalonnage (y = 0,002 x) sont rapportés dans le tableau ci-dessous (tableau 5).

Tableau 5 : Teneur en polyphénols totaux des différents extraits de Citrus sinensis Thomson Navel

(Thomson navel)

Partie Teneur en polyphénols totaux (mg EAG/g MS)
Espece d’orange ) . . .
du fruit Extrait aqueux Extrait éthanolique
Citrus sinensis
Ecorce 38,4 £ 0,05 20,2 +0,01

Les résultats représentés, révelent que les polyphénols sont présents avec des teneurs variables

dans I’écorce de I’espéce d’orange étudice.

La teneur en polyphénols dans 1’extrait aqueux est plus élevée que celle trouvée dans I’extrait

éthanolique, bien que Molan et al., (2016) ont obtenu un taux en polyphénols totaux plus élevée
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dans I’extrait éthanolique (25,90 £ 1,70 mg EAG/g MS) que dans I’extrait aqueux (15,10 + 1,70 mg
EAG/Qg).

Les résultats d’étude faite par Molan et al., (2016) indiquent que la teneur en polyphénols totaux
d’écorce de Citrus sinensis dans I’extrait aqueux (15,10 = 1,70 mg EAG/g) est inférieur a notre résultat
(38,4+0,05mg EAG/g MS). Alors que, Selmi et al., (2017) ont trouvé un teneur en polyphénols totaux
(169,94 + 2,13 mg EAG/g MS) supérieure a celle trouvée dans notre étude pour le méme type d’extrait.

Les extraits éthanoliques de I’écorce de Citrus sinensis de Molan et al., (2016) présentent
une teneur en polyphénols totaux (25,9 + 1,7 mg EAG/g MS), supérieur a celle que nous avons trouvé
(20,2+0,01 mg EAG/g MS).

Par rapport a d'autres espéces d'agrumes, I'écorce de Citrus sinensis présente une teneur
en polyphénols inférieure a celle de Citrus limon, dont les teneurs en polyphénols totaux sont de 420
mg EAG/g d’aprés les travaux de (Li et al., 2016).

Cette différence de teneurs en polyphénols totaux peut étre expliquer par la complication
de I’extraction des polyphénols, I’influence de la variété, le mode de conservation des extraits, les
facteurs environnementaux, les facteurs génétiques et le degré de maturité du fruit (Lagha-
Benamrouche et Madani, 2013).

Selon Al-Anbari et Hasan (2015), le tissu analysé et I'origine géographique de la plante peuvent

influencer la teneur en polyphénols.

5 [Etude de P’activité antioxydante
5.1 Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)
Le radical violet DPPH est réduit en présence de piégeurs de radicaux libres, sa couleur vire donc

au jaune, dont l'absorbance a été mesurée a 517 nm (figure 20).

Q NO, Q NO,
N—@QNO, + (et ® H — N—:@Noz + ‘ e
o & T T s .

DPPH DPPH-H
Purple Colorless
‘& ¢ | represents antioxidant

Figure 20 : Réaction du piégeage du radical libre DPPH (Liang & Kitts, 2014).
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Les valeurs obtenues nous ont permis de tracer des courbes d'inhibition de I'oxydation du DPPH en
fonction des concentrations de nos extraits d'une part et de l'antioxydant de référence d'autre part.
Les résultats sont présentés dans la figure2l. Les différentes valeurs ICso du pouvoir inhibiteur
vis-a-vis du radical libre DPPH ont été déterminées a l'aide d'équations de régression non linéaires.

Les trois courbes montrent que le pourcentage d’inhibition de radical corréle positivement
avec la concentration pondérale. L’extrait aqueux montre une valeur d’ICso égale a 52,069+0,54 pg/ml
et I’ICso de I’extrait éthanolique est équivalente a 49,409+ 0,46 pg/ml, ces valeurs sont supérieures de
celle obtenue par 1’acide ascorbique (28,562+ 0,13 pg/ml) (tableau6).

L'activité anti-radicalaire est définie comme l'inverse de I'lCso (1/ICso) des différents extraits, cela
signifie qu’une valeur faible d’ICso correspond a une activité antiradicalaire élevée (Fidrianny et al.,
2016) (figure 22). De ces résultats nous pouvons conclure que les extraits de 1’écorce du Citrus
sinensis de la variété Thomson Navel possédent une activité antiradicalaire relativement égale a celle
de I’acide ascorbique et qui est largement supérieure a celle trouvé par Zulkifi et al., (2012) qui est de

564 pg/ml par rapport celle de I’acide ascorbique.
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Tableau 6 : Valeurs d’IC50 des extraits de Citrus sinensis.

Extrait aqueux (pg/ml)

Extrait éthanolique (ng/ml)

IC50 de 1’écorce de Citrus
sinensis

52,069 £ 0, 54

49,409 + 0,46

IC50 de I’acide ascorbique

28,562 + 0,13

0.035 T

0.030 +

0.025 +

0.020 +

0.015 +

0.010 +

Pouvoir antiradicalaire

0.005 +

0.000 -

Extrait aqueux

Extrait éthanolique Acide ascorbique

Figure 22 : Pouvoir antiradicalaire des extraits de 1’écorce de Citrus sinensis.

5.2 Corrélation entre la teneur en Polyphénols totaux et I’activité antioxydante

Nos résultats indiquent la présence d'une tres bonne corrélation positive entre I'activité de piégeage

contre le radical DPPH et la teneur en polyphénols totaux des écorces de Citrus sinensis ou le

coefficient de corrélation de Pearson était de 0,73 (figure 23), ce qui est en accord avec les travaux de

Pichaiyongvongdee et al. (2014).
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Figure 23 : Corrélation entre la teneur en polyphénols totaux et I’activité antioxydante.

6 Lachromatographie sur couche mince

Pour tester qualitativement la composition phénolique de nos différents extraits, on a utilisé
la chromatographie sur couche mince. Cette derniere est rapide, simple a mettre en ceuvre et utilisé en
routine dans les laboratoires pour la séparation et la purification des différents constituants
de la matiére végétale.

La chromatographie sur couche mince a été réalisé sur une plague de gel de silice avec un systeme
d’¢élution composé de : Acétate d'éthyle /Acide formique/ Eau (65 : 1,5 : 9). Selon le travail réalisé par
Males et Medic-Saric, (2001), cette phase mobile a présenté un grand pouvoir de séparation et un
contenu informationnel élevé par rapport a d’autre systéme d’élution.

L'analyse chromatographique des différents extraits (aqueux, éthanolique) a permis 1’apparition
de nombreux spots (figure 24). Différents 1'un de ’autre par la valeur du rapport frontal (Rf)
(tableau 6) et de leurs colorations avant et aprés révélation.

La séparation par chromatographie sur couche mince de I’extrait éthanolique a permis
la distinction de 8 spots de différentes couleurs, numérotés du dépdt vers le front du solvant
avec des rapports frontaux de 0,06 jusqu’a 0,91. Le spot numéro 1 est du couleur rose, les spots numéro
2,3 et 6 ont une couleur bleue, les spots numéro 4,7 et 8 émettent une couleur violette et le spot numéro
5 porte la couleur blanche.

Pour D’extrait aqueux on remarque la présence de 6 spots de différentes couleurs, numéroté

du dépot vers le front du solvant avec des rapports frontales de 0,02 jusqu’a 0,85. Les spots numéro 1,2
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et 5 partagent la couleur bleue, les spots numéro 3 et 6 ont une couleur violette et le spot numéro
4 portes la couleur blanche.

Sur la base des observations de Markham (1982), les couleurs des spots obtenus nous permettent
de suggérer la présence de fluorophore typique des composés flavones et flavanols glycosides
avec une couleur violette, les acides phénoliques avec une fluorescence bleue, des isoflavones,
émettent une fluorescence blanche, ainsi que des composés anthocyanidines 3-5 di glycosides de
couleur rose, confirment les résultats de Salas et al, (2011) qui ont trouvés que la Citrus sinensis
contiennent plus 60 types des flavonoides regroupés selon leur structure moléculaires en flavones,
flavanols...

De plus, il semble que I’extraction par de 1’éthanol permet d’avoir deux groupes de composes
supplémentaires par rapport a la macération en eau qui est en accord avec les résultats de Falleh et al.,
(2021) qui ont trouvé que I’extraction par éthanol a marqué des teneurs plus élevés en composés
phénoliques par rapport a celle obtenus avec 1’eau .Ces écarts de solubilité des composés phénoliques
selon la polaritt du solvant sont essentiellement liés & la nature, a la structure, au degré
de polymérisation et a l'interaction entre eux (Maisuthisakul et al., 2007).

Une comparaison des rapports frontaux des spots des extraits aqueux et éthanoliques avec ceux
des standards utilisées (acide gallique, catéchine, quercétine) émettent les couleurs violette, jaunatre
et un rapport frontal de 0,84 ; 0,89 ; 0,82, respectivement (tableau 7), montre que seul I’extrait
éthanolique contient un spot isolé similaire a celui de 1’acide gallique.

Le traitement de la plague CCM par le DPPH dissous dans le méthanol permet d'obtenir
des informations sur l'activité antioxydante des différents composants des extraits testés, lI'apparition
d'une couleur jaune pour le spot numéro 6 des extraits aqueux et les spots numéro 5 et 6 dans le cas
des extraits éthanoliques a permis de qualifier ce pouvoir antioxydant. L’apparition de cette couleur
jaune au niveau des positions des dépots sur la plaque apres traitement par la solution de DPPH, nous
laisse suggérer la présence de certains composes a activité antioxydante non solubles dans le systéme
de la phase mobile. On constate aussi que les flavones et flavanols glycoside possédent la meilleure
activité antioxydante ce qui est en accord avec les études de Panche et al., (2016).
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A : Extrait aqueux ; E : Extrait éthanolique ; AG : Acide gallique ; Q : Quercétine ; C : Catéchine.

Figure 24 : Chromatographie sur couche mince de différents extraits de 1’écorce
derCitrus sinensis Thomson navel.

Tableau 7 : Résultats de la chromatographie sur couche mince des extraits de 1’écorce de Citrus
sinensis Thomson Navel.

Extrait Extrait Acide

éthanolique aqueux gallique
N° de spot | Couleur (Rf) | Couleur (Rf) | Couleur (Rf) | Couleur (Rf) | Couleur (Rf)

Rose (0,06) | Bleu (0,02) | Violet (0,84) | Violet (0,89) | Jau (082)

Bleu (0,11) | Bleu (005) / / / / /

Eileu (0,16) Violet(012) 7////////////// //////////////// ////////////////
Violet (0,19) Blanc(075) /////////////// //////////////// ////////////////

Blanc (0,74) | Bleu (0,8) /////////////// //////////////// ////////////////

B_Ieu (0,8) | Violet (0,85) ////////////////////////////////////////////////
e @ # o O .

e O A I A R A s

Catéchine Quercétine

| N O O | W N| B

Rf : rapport frontale
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Conclusion

L’industrie agro-alimentaire générent des quantités énormes de déchets liquides et solides
résiduels telle que les écorces de fruits. Cette vaste quantité de résidus englobe la génération annuelle

de problémes agricoles et environnementaux.

La présente étude, s’est intéressee a la composition chimique, phytochimique de 1’écorce d’orange
(EO) Citrus sinensis de la variété Thomson navel de la région de Tlemcen afin d’obtenir une valeur
nutritive et un potentiel antioxydant nouveau.

En premier, les essais phytochimiques testés sur deux types d'extraits aqueux et éthanoliques
de EO montrent une forte présence des composants phytochimiques tels que les flavonoides, les
coumarines, les stérols et terpénes dans 1’extrait éthanolique, des sucres réducteurs, des tanins,
des mucilages, de I’amidon dans 1’extrait aqueux et la présence des alcaloides dans les deux extraits.
Par ailleurs, on note I’absence des anthocyanes dans 1’extrait éthanolique, de saponosides dans I’extrait
aqueux et de quinones dans les deux extraits. De plus, on note la présence des protéines et 1’absence
des anthraquinones au niveau de la poudre d’écorce.

Il ressort de I’analyse des métabolites primaires une faible teneur en eau a 6,35 £ 0,5 %,
des teneurs acceptables en sucres, protéines, lipides a 9,6 + 0,2 % ; 8,75 + 0,15 % ; 2,64 + 0,36 %,
respectivement.

L'analyse quantitative des polyphénols totaux a été évaluée par colorimétrie en utilisant le réactif
de Folin-Ciocalteu a partir de deux extraits différents de EO. Ces derniers ont montré une abondance
des polyphénols dans les deux extraits plus précisément, I'extrait aqueux a marqué la meilleure teneur
(38,4 £ 0,05 mg EAG/g MS).

L’évaluation de l'activité antioxydante effectuée sur les deux extraits a été analysée par
la technique du piégeage du radical libre DPPH ou I’extrait éthanolique était le plus apte a piéger
les radicaux libres que I’extrait aqueux dans le matériel végétal étudié en les comparant a I’acide
ascorbique. De plus, I’étude statistique de nos résultats a montré une trés bonne corrélation entre
I'activité de piégeage du radical DPPH et la teneur en polyphénols totaux de 1’écorce (R2= 0,730).

La séparation par chromatographie sur couche mince des extraits éthanoliques et agqueux
de I’écorce a mis en évidence la présence de plusieurs types de flavonoides et d'acides phénoliques.
La révelation de la plaqgue CCM par le DPPH a montré que la classe des flavones et flavanols glycoside
possede la meilleure activité antioxydante.

Nos résultats montrent que les écorces d’oranges ont un potentiel trés prometteur a valoriser en
tant que résidu trés riche en molécules bioactives avec une valeur nutritionnelle marqué pouvant
’utiliser dans les domaines agroalimentaires, pharmaceutique ou cosmétique.
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A partir de ces résultats, d'autres études plus poussées sont nécessaires pour approfondir nos

connaissances sur le sujet, donc en termes de perspectives futures :

- L’utilisation d’autres solvants d’extraction en chaine dans le but d’augmenter le rendement
d’extraction et d’obtenir une meilleure solubilité des composés bioactifs ;

- Compléter la caractérisation des substances actives par d’autres techniques qualitatives
et quantitatives ;

- Drautres tests de I’activité antioxydante in vitro et in vivo avec différents mécanismes doivent étre
investie pour confirmer la capacité antioxydante de ’'EO ;

- Elargir le champ d'étude en examinant d’autres espéces d’écorce issu de ’industrie agroalimentaire

a des fins comparatives.
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Résumé :

L’orange est un fruit largement consommé par la population algérienne soit sous sa forme frais ou aprés transformation, ou I’ écorce
est jetée en grande quantité. L’objectif de notre étude est la contribution a 1’évaluation de la valeur nutritionnelle de 1’écorce (dosage des
métabolites primaires) et le pouvoir antioxydant de ses métabolites secondaires.

La détermination de la teneur en eau, les tests phytochimiques, la chromatographie sur couche mince et les tests quantitatifs :
le dosage des métabolites primaires, le dosage des polyphénols totaux et le pouvoir antioxydant selon des protocoles expérimentaux
adaptés ont été réalisés sur la matiére séche et /ou I’extrait éthanolique et aqueux de 1’écorce de Citrus sinensis de la variété Thomson
navel.

Les résultats obtenus révelent la présence des flavonoides, des tanins, coumarines, des stérols et terpenes, des sucres réducteurs,
des mucilages, de I’amidon, des alcaloides, des protéines et I’absence des anthocyanes, saponosides, quinones et anthraquinones.

Le taux d’humidité, les sucres totaux, les protéines et les lipides sont présents a des pourcentages de 6,35 + 0,5 % ; 9,6 + 0,2% ;
8,75 + 0,15% ; 2,64 + 0,36%, respectivement. Les polyphénols totaux sont présents a une teneur de 38,4 + 0,05mg et 20,2 + 0,01mg
EAG/gde matiére séche dans I’extrait aqueux et I’extrait éthanolique, respectivement, dont le pouvoir antioxydant est relativement égale a
celle de I’acide ascorbique. L’étude statistique de nos résultats a montré une trés bonne corrélation entre l'activité de piégeage du radical
DPPH et la teneur en polyphénols totaux de 1’écorce (R*= 0,730).

La chromatographie sur couche mince (CCM) indique la présence des composés de types flavonoides et de 1’acide phénolique
et la révélation de la plaque CCM par le DPPH a montré que la classe des flavones et flavanols glycosides posséde la meilleure activité
antioxydante.

Nos résultats montrent que les écorces d’oranges sont un potentiel trés prometteur a valoriser en tant que résidu trés riche en
molécules bioactives avec une valeur nutritionnelle marqué pouvant ’utiliser dans les domaines agroalimentaires, pharmaceutique ou
cosmétique.

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

Abstract:

Orange is a fruit widely consumed by the Algerian population either in its fresh form or after processing, where the bark is
discarded in large quantities. The purpose of our study is the assessment of the nutritional value of the bark (determination of primary
metabolites) and the antioxidant power of its secondary metabolites.

Determination of water content, phytochemical tests, thin-layer chromatography and quantitative tests: determination of primary
metabolites, determination of total polyphenols and the antioxidant power according to suitable experimental protocols have been
achieved on the dry matter and/or the ethanolic and aqueous extract of the bark of Citrus sinensis of the variety Thomson navel.

The results obtained reveal the presence of flavonoids, tannins, coumarins, sterols and terpenes, reducing sugars, mucilages, starch,
alkaloids, proteins and absence of anthocyanins, saponosides, quinones and anthraquinones.

Moisture content, total sugars, proteins and lipids are present at percentages of 6.35 + 0.5%; 9.6 + 0.2%; 8.75 + 0.15%;
2.64+ 0.36%, respectively. Total polyphenols are present at 38.4 + 0.05mg and 20.2 + 0.01mg GAE/g of dry matter in aqueous extract
and ethanolic extract, respectively, whose antioxidant power is relatively equal to that of ascorbic acid. The statistical study of our results
showed a very good correlation between the trapping activity of the radical DPPH and the total polyphenols content of the bark
(R2=0.730).

Thin Layer Chromatography (TLC) indicates the presence of flavonoid-type compounds and phenolic acid and the revelation of the
CCM plate by DPPH showed that the flavones and flavanols glycosides class has the best antioxidant activity.

Our results show that orange peel is a very promising potential to be used as a residue very rich in bioactive molecules with a
marked nutritional value that can be used in food, pharmaceutical or cosmetic fields.

Keywords: Citrus sinensis, peel, chemical composition, phytochemical test, polyphenols, TLC, antioxidant activity.
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