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Introduction

Introduction

Les fruits sont intégrés dans I’alimentation humaine quotidienne depuis toujours.

Ayant des couleurs, des golts et des arbmes trés attirants, ils constituent un des éléments
essentiels du régime alimentaire. Frais ou sous forme de produits transformés, les fruits
constituent une source inépuisable de nutriments dont les métabolites secondaires sont parmi
les plus importants (Grigoras, 2012). En Algérie, les industries agroalimentaires, générent
d’importantes quantités de déchets. Ces derniers constituent une nuisance certaine pour
I’environnement et un gaspillage de matiéres organiques utiles. La valorisation de ces sous-
produits est devenue une priorité pour les industriels. En effet, ces déchets pourraient étre
transformés en capitaux, si des bioproduits potentiellement commercialisables, peuvent étre

extraites a partir des écorces et des fruits a faible valeur marchande.

Les écorces et les pépins d’orange jetés sont riches en nutriments et contiennent de
nombreux produits photochimiques, bioactifs tels que les polyphénols qui constituent une
famille de molécules organiques largement présentes dans le régne végétal. En conséquence,
beaucoup de travaux de recherches scientifiques dans diverses spécialités ont été développées
pour I’extraction, I’identification et la quantification de nouvelles molécules telles que les
polyphénols, a partir de plusieurs substances naturelles a savoir, les plantes médicinales et les
sous-produits agroalimentaires, parmi ceux-ci I’écorce et les pépins d’orange. Ces déchets
sont-ils réellement une source de substances bioactives telles que les polyphénols qui seraient

capables d’exercer une activité antioxydante et antibactérienne efficace ?

De ce fait, I’objectif de notre travail s’inscrire dans cette préoccupation, il consiste a
valoriser I’un des déchets de I’industrie agroalimentaire, étant 1’écorce (épluchure) d’orange
comme une source de substances bioactives a intérét divers. Pour achever cet objectif, nous

avons suivi 1’échéancier suivant :

> Récupération de I’écorce a partir des oranges commercialisées pendant la saison
d’hiver ;

» Caractérisation chimique de 1’écorce obtenue via la determination de leurs contenus en
eau, en mineraux et en sucres

» Caractérisation physico-chimique de I’extrait des résidus via la détermination de leurs

contenus en phénols et en flavonoides. Une analyse par chromatographie a haute
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performance (CLHP) est ainsi investiguée en utilisant 1’acide gallique, 1’acide
caféique, I’acide benzoique et la quercetine comme des standards ;
» Caractérisation biologique de I’extrait en déterminant son pouvoir antioxydant,

antidiabétique, anti-Alzheimer et antibactérien.

Notre maniscripte est subdivisé en trois parties fondamentales, une partie
bibliographique dont nous avons mis en lumiere les résidus agroindustriels d’une maniére
générale et les résidus d’orange d’une maniére spécifique. Les composés phénoliques, les
méthodes d’extraction et les activités biologiques qui en découlent. Deuxiemement, une partie
expérimentale est déroulée comme mentionnée en ci-dessus. La troisieme et derniére partie

apporte les différents résultats obtenus et discutés séparément.
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Chapitre I : Les résidus agroindustriels

1. Les sous-produits (Déchets)

1.1 Définition
Selon la loi n°75-633 du 15 juillet 1975 on appel déchets tout résidu d’un processus de
production, de transformation ou d’utilisation, toute substance, matériau, produit ou plus

généralement tout bien meuble abandonné que son destinataire destine a 1’abandon.

Selon Chandrasekaran (2013) sont des produits formés pendant le traitement de la
génération du principal produit, ils sont non intentionnels et non prévisibles, et accidentels. Ils

peuvent étre considérer comme le gaspillage a la source original.

Ve N\
Déchets
\_ J
Maﬂg\res Transformation Produits
premieres L )
Recyclage

Utilisation

Figure 01. Schéma illustrant la production de déchets et sous-produits (Grigoras, 2012)
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1.2. Classification

La classification des déchets (Figure 03) peut étre faite de différent facons selon que 1’on se
base sur certaines caractéristique : physique ou type de matériaux concerné ou sur le différent

secteur d’activité ou production (Murat ; 1981).

2. Valorisation des résidus agro-industriels :

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 le tableau 01.

La valorisation des déchets, comment ca marche?

Prodults/énergles
réutilisés en Interne

Transformation :

Matiére premiére
secondaire,

Energie,
A 53 7 : : Produits
Sélection des T, L recyclés...
déchets parmi | Sélections des I :
N ceux composants, ] 3
8 réutilisables { Compactage, 13 e ;
# | transformation § Produits/énergies

Figure 02. Processus de valorisation des déchets (Nawel, M. B .2015)

Les principaux sous-produits generés en Algérie sont majoritairement les déchets des dates,
grignons d’olives, déchets des tomates et les sous-produits d’agrumes. Les agrumes
comprennent plusieurs fruits : mandarine, citron, pamplemousse, orange... (Mirzaei-
Aghsaghali et Maheri-Sis, 2008)
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l

Selon leur source

(Damien., 2004)

(Koller ; 2004)

Déchets
agricoles

-Les sacs ou
bidon vides
d’engrais
-D’herbicides

Déchets
industriels

Les DI se
différencient
des déchets
de meénagers
et des
quantités
produites

Déchets
banals

Plastique,
verre, bois

l

Selon leur nature

physique
(Murat., 1981)

|

Déchets
solides

-Déchets
de métaux
-Déchets
de bois

l

Déchets
liquides

-Goudron
-huiles
usagés

l

Déchets
gazeux

-Méthane
-Dioxyde
de carbone

l

Selon leur nature
chimique
1981)

|

(Murat.,

l

Déchets
basiques

-Soude et
potasse
résiduaires
-liqueurs
ammoniaca
les

Figure 03 : Classification des déchets agroindustriels

l

Déchets
acides

-Acides
divers

(Hcl, H2
So4...)

Métaux
-Ferrailles
carcasses

de
véhicules

Selon la toxicité

(Descachy., 2001).

Déchets
dangereux

Les Déchets
dangereux
des ménages

-Les déchets
des activités
de soins et
assimilés a
risque

l

Déchets non
dangereux

Déchets des
ménages, du
nettoiement
municipal,
d’entretien
des espaces
vert...etc.
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Tableau 01 : Différent domaines d’utilisation des déchets agro-industriels

Fonction Champs d’application
Solubilisant et micro- émulsions Pharmaceutique
Emulsifiant et dispersant Cosmétique
Agent mouillant et pénétrant Pharmaceutique
Détergent Nettoyants ménagers

3. Sous-produits.

Les oranges sont les plus consommeés on raison de leurs bonne saveur, leur valeur nutritive
élevée el leurs composition riche en molécule bioactive (Wang et al., 2007). Dans le monde,
les oranges comptent pour 75% de I’ensemble des agrumes, et 1’ Algérie peut étre considérée
comme un producteur important, d’ou les grandes quantités de peaux d’orange qui en
résultent. La consommation et 1’industrie de transformation de ces derniéres représentent des

gigantesques masses de sous-produits tels que les écorces.

3.1. Structure de I’écorce d’orange

Elle constitue la partie non comestible du fruit. Les différentes parties qui forment I'écorce
d’orange sont : I’albédo (mésocarpe) et le flavédo (épicarpe) (Ladaniya, 2008 ; Bejar et al.,
2012).

+ Flavédo ou épicarpe

La couche colorée la plus extérieure est appelée flavédo car elle contient des glandes a
huiles essentielles. Cette couche représente 8 a 10 % du fruit, elle contient des pigments

caroténoides, des vitamines, etc.

+ Albédo ou mésocarpe

L’albédo est la couche intérieure, elle est blanche et spongieuse. Cette partie est riche en

pectines, elle peut constituer 12 a 30% du fruit
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Figure 04. Ecorce d’orange

3.2. Composition chimique de I’écorce d’orange

Les composants primaire de 1’écorce d’Orange sont le glucose, le fructose et le
saccharose (Grohmann et al., 1995 ; Bieu et Mustata, 2011). Le saccharose et le glucose sont
les sucres préedominants dans les stades précoces et maturation d’écorce. L’amidon est
particuliérement abondant dans 1’albédo, mais se trouve également dans le flavédo quand il
est vert (Ladaniya, 2008). L’écorce d’agrumes a été également signalée comme étant une tres
bonne source de pectines et de fibres alimentaires en général, avec une proportion équilibrée

de fractions solubles et insolubles (Larrauri et al., 1996 ; Kuljarachanan et al., 2009).

Les composants secondaires d’écorce d’Orange sont les flavonoides, les anthocyanines,
les caroténoides et les huiles essentielle. Elle contient également d’autre composés tels que,

les glucides, les minéraux et, peu de lipides et de protéines (Lu et al., 2009).
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Chapitre IT : Les principaux composés phénoliques isolés de |'écorce d'orange

1. Généralités

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes, ils sont divisés principalement
en trois grandes familles : Les polyphénols, les terpenes, les alcaloides (Lutge et al., 2002 ;
Abderrazak et Joél, 2007).

2. Polyphénols
2.1. Définition

Les polyphénols sont des métabolites secondaires présents chez toutes les plantes
vasculaires (Lebham, 2005). lls sont présents dans toutes les parties des vegétaux
supérieures (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) ; et sont impliqués
dans de nombreux processus physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogénése,

la germination des graines et la maturation des fruits (Boizot et Charpentier, 2006).
2.2. Principales classes des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont classés selon le nombre d’atome de carbone dans les
quelettede base, ces structures peuvent étre sous forme libres ou liées a I’ester ou hétérosides
(Bruneton, 1999). Les différentes classes de ces composés phénoliques, sont représentées

dans le tableau 2.
3. Principaux composés phénoliques isolés de I’écorce d’orange
3.1. Flavonoides

Les flavonoides sont des pigments qui donnent leur couleur aux plantes et que I’on
retrouve en gquantité importante dans les fruits et légumes. (Bruneton, 1964). Parmi les
flavonoides, on trouve les citroflavonoides, qui sont situés spécifiguement dans I'écorce
d’orange. Ce sont des pigments neutralisant les radicaux libres .Ils sont antioxydants et
améliorent I'absorption de la vitamine C. Les bioflavonoides des oranges sont riches en rutine,

hespéridine, éryodyctol et naringénine (Jagetia et al., 2003) (figure 05).
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OH
HO,
HO
HyC
H
OCH,
0
HO
Hmo Oy~
OH

OH O

Figure 05. Structure des citroflavonoides (Reddy,
2003)

Tableau 02 : principale classe des composés phénoliques (Bruneton ,1999 ; Hennebelle, 2006)

Nombre d’atome de Squelette de Classe Exemples
carbone base
Ce Cs Phénols simple Cathécol, hydroquinone
C; Ce-Cy Acide phénols Benzoiques Ac. Gallique, Ac.
Salysalique, vaniline
Cs Cs-C2 Acétophénones 3-acétyl6-
méthoxybenzaldehyde
Co Ce-Cs Acides phénols Ac. Coumarique
Cinnamiques Ac. Caféique
Cuo Cs-C4 Naphtoquinones Shikonine
Cis C6-C1-Cs Xanthones Bellidifoline,
Mangoctine
Cis Ce-Co-Cs Stiblénes Hyrangénol,
Pinosylvine
Cis Cs-C3-Cs Flavonoides Quercétine,Roténoide

Iso flavonoides

Cis (C6-Cs)2 Lignanes Matairésinol

11
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Cso (C6-C5-Ce)2 Bi flavonoides Amentoflavone,
Hinokiflavone
N (Ce-C3-Cs) n Tanins Condensés Aesculitanins

(proanthocyanid ols)

3.2. Les anthocyanes

Les anthocyanes (du grec anthos, fleur et kuanos, bleu violet) terme générale qui
regroupe les anthocyanoidols et leurs dérives glycolyses (Guinard, 1996). Les anthocyanines
sont des flavonoides porteurs d’une charge sur I’oxygeéne d’hétérocycles C (Ribereau,
1968).La couleur des écorces de la plupart des oranges matures est due aux pigments
caroténoides. La couleur de certaines variétés appelées orange sanguines telles que 1°orange
Maltaise est due aux caroténoides et aux anthocyanes. (Aust Et al., 2001 ; Wang Et al., 2008).

chromophore R.1 R2
delphinidine OH OH
cyanidine OH H
R1
OH pétunidine OCH, OH
péonidine OCH, H
HO S ~
O T R2 malvidine OCH, OCH,
NN
O - glucoside ﬁ
HO Ac. acétique CO-CH,
o
Ac. p-coumarique */@—OH
O , OH
Ac. cafeique o

Figure 06. Principales anthocyanes présentes dans 1’écorce d’orange

3.3. Les caroténoides

Les caroténoides représentent un ensemble de pigments liposolubles jaune orangé,
présents naturellement dans les fruits, les Iégumes, les graines, les algues, les bactéries et les
champignons. Se rencontrent dans la partie externe du péricarpe des fruits (STEWART I. and
WHEATON T.A.). STEWART a montré que la béta-citraurine C30H40C2 apporte une

12



Revue bibliographique

contribution majeure a la coloration orangé brillante de I'écorce. Les Ecorces d’Orange

contiennent des pigments, essentiellement des caroténoides.

Tableau03. Composition en caroténoides d’écorces
d’orange (pg/g bs) (Wang et al ; 2008)

Lutéine 29,30
Zeaxanthine 27,70
Bceryptoxanthine 0,76
[-carotene 50,30

Figure 07. Structure de caroténoide

4. Activités biologiques des polyphénols

Les polyphénols ont une multitude d’activités biologiques dépendant de leur structure
chimique. IIs constituent une importante famille d’antioxydants dans les plantes, les fruits et
les légumes puisqu’elles comprennent plus de 6000 molécules. Contrairement aux
antioxydants synthétiques comme le butylhydroxyanisole (BHA) et le butylhydroxytoluéne

(BHT). Les polyphénols n’ont aucun effet nuisible sur la santé humaine. Ces composés

13
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montrent des activités anti-carcinogénes, anti-inflammatoires, antiathérogenes, anti-
thrombotiques, analgésiques, antibactériens, antiviraux, anticancereux (Babar Ali et al.,
2007), anti-allergénes, vasodilatateurs (Falleh et al., 2008) et antioxydants (Gomez-Caravaca
etal ., 2006).

Les polyphénols ont également un rdle dans le controle de la croissance et le
développement des plantes en interagissant avec les diverses hormones végetales de
croissance. Ils permettent aux végétaux de se défendre contre les rayons ultraviolets. Certains
d’entre eux jouent le rOle de phytoalexines comme les isoflavonols permettant de lutter contre
les infections causées par les champignons, ou par les bactéries (Makoi et Ndakidemi, 2007).
Quelques activités biologiques attribuées a la présence de quelques composés phénoliques

sont résumées dans le tableau 04.

Tableau 04. Activités biologiques de quelques composes phénoliques (Bruneton, 1999)

Compose exemple Activite biologique
phénolique
_ Ac. Cafeique Antibactérienne,
Acides o ) )
o Ac. salicylique Antifongique et
Phénoliques .
antioxydante
Tanin gallique Effet stabilisant sur le collagéne, antioxydant,
Tanins Proanthocyanidine anti-diarrhéique, effet antiseptique, effet

\Vasoconstricteur

Lutéoléine Antitumorale, anticarcinogene,
Catéchine antiinflammatoire, antioxydante,
- antiallergique, antiulcéreuse, antivirale,
Flavonoides Hespéridine L . o
antimicrobienne, hypotenseur diurétique.
Quercetine
Naringénine
_ Dicoumarol Anticoagulant, antioxydant, protectrice
Coumarines

vasculaire et antioedémateuse
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Chapitre III : Méthodes d'extraction des composés phénoliques

1. Généralités

L’extraction des composés bioactifs peut étre décrite comme étant un phénomeéne de
transfert de masse ou les solides solubles, contenus dans les structures végétales, migrent dans
le solvant jusqu’a I’équilibre. Il existe plusieurs méthodes d’extraction des composés
phénoliques des écorces d’agrumes comme 1’extraction conventionnelle par solvant (Manthey
Li et al., 2006 ; Xu et al., 2007), I’extraction par eau chaude (Xu et al., 2008), I’extraction
assistée par enzymes (Li et al., 2006b) et ’extraction par fluide supercritique (Giannuzzo et
al., 2003).

2. Différentes méthodes d’extraction des composés phénoliques
2.1. Extraction conventionnelle par solvant (ECS)

L'extraction conventionnelle par solvant est la méthode la plus utilisée pour I'extraction
des composés phénoliques. De nombreux parametres d’extraction doivent étre pris en compte
pour l'optimisation de cette méthode : le type et la concentration du solvant organique, la

température, le temps d'extraction et le nombre de cycles d'extraction.

Les conditions de I’extraction conventionnelle par solvant (ECS) ont été choisies selon
les données de la littérature (Li et al., 2006 ; Tumbas et al., 2010; M’hiri et al., 2014). Le
solvant utilisé est un mélange d'éthanol/eau a 80%. En effet, les solvants donnant la teneur la
plus élevée en phénols totaux sont le méthanol et I'éthanol (Li et al., 2006a). Cependant, dans
les applications industrielles, I'éthanol plus respectueux pour l'environnement est le plus
souvent utilisé (Bartnick et al., 2006). Une concentration d'éthanol variant de 70 a 80% est la
plus utilisée dans la littérature pour I’extraction des composés phénoliques des écorces
d’orange. La température d’extraction a été fixée a 35°C pour éviter la dégradation des
composés phénoliques au cours du processus de 1’extraction. Les cinétiques d’extraction ont
été tracées en utilisant les conditions précédentes (éthanol 80%, m/v : 5g : 50ml, 35°C).
D’aprés les cinétiques obtenues, 30minutes d’extraction sont suffisantes pour atteindre
I’équilibre et 3 extractions sont suffisantes pour obtenir plus de 95% de la teneur en composés

phénoliques.
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2.2. Extraction assistée par ultrasons (EAU)

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

2.3. Extraction assistée par micro-ondes (EAM)

L’extraction assistée par micro-ondes est réalisée dans des conditions identiques a
I’ECS. Elle est accélérée par I’utilisation de micro-ondes (Multiwave 3000, Microwave
Reaction System, Graz, Austria). Ainsi 5 g de poudre des écorces d’orange sont introduites
dans la chambre d’extraction avec 50 ml de solvant (éthanol 80%). L’extraction dure 180s et
est répétée 3 fois. Les puissances micro-ondes appliquées varient de 100 a 400 W.
L’extraction n’est pas régulée en température, ainsi pour extraire a 35°C, il faut appliquer une
puissance de 170 W pendant 10 s. La température de I'extrait a été mesurée en utilisant un

thermomeétre-K.

Réfrigérant a
air

Huile essentielle

Phase acqueuse

Décoction

Micro-Ondes

Figure 08. Schéma du procédé d’extraction par micro-ondes.

2.4. Extraction par CO, supercritique (SC-CO,)
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Dans cette méthode d’extraction, le CO, a I’état supercritique est utilis€ comme solvant.
Cette extraction a été effectuée en utilisant un extracteur a 1’échelle pilote (ENSIC, LRGP,
Nancy, France). L’installation utilisée est un systeme d’extraction dynamique ou I’extracteur
est un cylindre métallique, placé en série avec trois séparateurs. Cette installation comprend
une bouteille de CO,, un échangeur froid, un échangeur chaud, une pompe haute pression et
plusieurs bains thermostatés. Le CO, supercritique est utilisé comme solvant & une pression
maximale de 250 bar. 5 g de poudre des écorces d’orange ont été placés dans 50 ml du liquide
d’extraction. L’éthanol (80%) a été utilis€ comme co-solvant. L’extraction a été conduite
pendant 30 min a 35-80°C et une pression de 10-22 MPa. Le flux de CO, a été maintenu a
approximativement 15 g/min en ajustant le débit avec une valve manuelle. Le surnageant a été

filtré par un filtre a solvant de 0,2 um.

CO2 liquide

Condensatewr A=Y

’ Y Extractour

' 1\ 21

. CO2 & 'dtet supercricque + oxtrad

Figure 09. Schéma d’extraction par le CO, supercritique

2.5. Extraction sous haute pression (EHP)

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

pression variant de 0,1 & 100 MPa.
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1-Echantillontionnage

4 kg d’oranges sont obtenus d’un centre commercial sis & Ali-Mendjli, nouvelle ville.
Plusieurs types d’orange sont exposés: Thomson, Sanguine, Moro, Bigaradier, et Orange
apraisse (petites oranges). Les oranges de la saison sont choisis du faite qu’ils sont

majoritairement produits et les plus consommées.
2- Préparation des écorces d’orange

2.1. Séchage

Les oranges sont lavés avec de 1’eau de robinet en assurant qu’elles sont parfaitement
propres. 1l ne faut retirer que la partie extérieure en évitant de peler la couche blanche
intérieure. L’écorce récupérée a été découpée en petits morceaux d’environ 1 cm de largeur,
puis déposées dans un grand récipient pour séchage a I’air libre et a une température ambiante
(Figure 10).

Figure 10. Ecorces d’orange séches
et coupées

2.2. Broyage et tamisage

Une fois le matériel végétal est séché, les échantillons sont broyés 1’aide d’un broyeur
électrique de marque SAVOMIX. Les poudres ainsi obtenues sont tamisées a I’aide d’un

tamis de 250 um et conservées dans des boites a 1’abri de la lumiére.
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Figure 11. Etapes de préparation des écorces d’oranges

A : Ecorces d’orange seches ; B : Broyage ; C : Poudre des écorces d’oranges

3. Analyse physico-chimique de I’échantillon
3.1. Détermination de la matiére seche (MS)
» Principe

La détermination de la matieére séche ou la teneur d’un échantillon en eau est faite en
portant une quantité bien définie d’un échantillon a la dessiccation dans une Etuve a 105°C
pendant 24 heures jusqu'a poids stable. La différence de poids avant et apres dessiccation

correspond a la perte d’eau, le reste correspond a la maticre séche de notre échantillon.

> Mode opératoire

2 g de I’échantillon sont pesés séparément dans des creusets en porcelaine tarés ; ils sont
mis dans une étuve a 105°C pendant 24 heures jusqu’a poids constant. Ils sont par la suite
placés dans un dessiccateur pendant 2 heures pour éviter toute sorte d’absorption d’humidité a
’air libre. L’analyse est effectuée en triplet. La matiere séche (MS) est calculée selon cette

expression :

p2—tc
pl-tc

%MS = *100

e P2 :poids d’échantillon aprés dessiccation(g)
e Tc: poids de creuset vide (g)

e Pl : poids d’échantillon avant dessiccation (g)
Le taux d’humidité est calculé a partir de la formule suivante :

%Humidité= 100 - %MS
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3.2. Détermination de la matiére minérale (MM)

» Principe

Les échantillons sont soumis a une incinération dans un four a moufle a 550°C pendant
12 heures. La matiere organique se consume et le reste correspond a la matiére minérale, qui

se trouve sous forme des cendres blanches.

» Mode opératoire

2 g d’échantillons d’écorce d’orange secs sont placés dans un four a moufle porté a
550°C pendant 12 heures, ils sont par la suite mis dans un dessiccateur pendant 2 heures. Les
cendres blanches représentent la matiere minérale. La matiere minérale (MM) est calculée
selon cette expression :

P3-tc
P2-tc

YMM = *100

e P2 : poids de creuset apres dessiccation
e P3: poids de creuset apres incinération

e Tc: poids de creuset vide
La teneur en matiere organique est calculée comme suit :
%MO=-%des cendres blanches

3.3. Détermination de la teneur en sucres totaux (ST)

» Principe

Les sucres totaux sont déterminés selon la méthode de Dubois et al. (1956) dont le
principe repose sur fait que I’acide sulfurique concentré provoque a chaud, le départ de
plusieurs molécules d’eau a partir des oses. Cette déshydratation s’accompagne par la
formation d’un hydroxy-méthyl furfural (HMF) dans le cas d’hexose et d’un furfural dans le
cas d’un pentose. Ces composés se condensent avec le phénol pour donner des complexes
colorés (jaune-oronge). L’intensité de la coloration est proportionnelle a la concentration des

oses. La densité optique est mesurée a 490 nm & I’aide d’un spectrophotométre.

> Mode opératoire :

Dans des tubes Eppendorf on ajoute 200 pl d’échantillon (1 mg dans un 1 ml eau distillée)
et 200 ul de phénol 5%. 1ml d’acide sulfurique (H,SO,) & 96% est par la suite ajoutés ; aprés
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une phase d’agitation dans le vortex, les tubes sont maintenus dans 1’étuve a 100°C pendant 5
min, puis laissés dans 1’obscurité pendant 30 min. La lecture de I’absorbance est faite a 490
nm via un spectrophotometre UV /Vis (Agilent technologies).La teneur en sucres totaux est
exprimée en se référant a la courbe d’étalonnage établie a différentes concentrations du

glucose
4. Analyse phytochimique de I’échantillon
4.1. Préparation d’extrait

> Principe

La macération est une opération qui consiste a laisser 1’échantillon en contact avec un
solvant a température ambiante pendant un temps bien définit pour en extraire les substances

chimiques solubles.

» Mode opératoire

L’extrait est préparé par macération de 50 g de poudre végétale dans un systeme solvant
éthanol-eau (70 :30 v/v ; 1 :10 p/v) pendant 72 h sous agitation et a I’obscurité, avec
renouvellement du solvant chaque 24h. Une évaporation de 48h est réalisée aprés grace a un

évaporateur de marque BUCHI Rotavapor R-200.

Figure 12 : Les étapes de preparation de I’extrait (A : Maceération ; B : Filtration ; C :
Evaporation a pression réduite ; D : Extrait brut

4.2. Analyse colorimétrique d’extrait brut par spectrophotométrie UV-visible

22



Matériel et Méthodes

L’analyse phytochimique de I’extrait d’échantillon est effectuée via le dosage de leur
contenu en composeés secondaires a I’instar des phénols totaux et flavonoides par la méthode

colorimétrique.

4.2.1. Détermination du contenu en phénols totaux (TPC)

» Principe

Le contenu en polyphénols totaux est réalisé selon la méthode de dosage de Singleton et
Rossi (1965). C’est une méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu : un réactif acide jaune
constitué par un mélange d’acide phosphptungstique (H3PW1204) et d’acide
phosphomolybdique (HsPHO12040). 1l est réduit lors de ’oxydation des polyphénols en un
mélange bleu d’oxyde de tungsténe (WgOy3) et de molybdéne (MOgO,3). L’augmentation de
la couleur bleu et de 1’absorbance est proportionnelle aux teneurs en polyphénols totaux

(Figure 13).

HO OH

Folin-Ciocalteu Reagent
(W, Mo®)
OH

Reduced Folin-Ciocalteu Reagent

M
HO. ]/k OH (W Mo)
|
\rj

Figure 13. Principe de la réaction de Folin-ciocalteu (FCR).

» Mode opératoire

Sur une microplaque a 96 puits, un volume de 20 pl d’extrait (une masse de 1 mg est
dissoute dans 1 ml de méthanol) est ajouté a 100 ul de Folin-ciocalteu dilué (1 ml de FCR est
dilué dans 9 ml d’eau distillée) ; supplémenté par un volume de 75 pl de carbonate de sodium

(7.5 g de Na2Co3 est dissouts dans 100 ml d’eau distillée). Le mélange est ensuite incubé
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pendant 2h a 1’abri de la lumiére ; et I’absorbance est mesurée a 765 nm. L’acide gallique est

utilisé comme un contrdle positif.

4.2.2. Détermination du contenu en flavonoides totaux (TFC)

» principe
Le contenu en flavonoides totaux est réalise selon la méthode décrite par Topcu et al.
(2007). Le principe est basé sur la formation d’un complexe jaunatre ; entre le chlorure
d’aluminium et le groupement OH libre en position 5 dans les flavonoides. La coloration est

proportionnelle aux teneurs en flavonoides totaux.

> Mode opératoire

Dans une microplaque de 96 puits, un volume de 50 pl d’extrait (une masse de 1 mg
dissoute dans 1ml de méthanol) est mélangé avec : 130 pl de méthanol ; 10 ul d’acétate de
potassium (CH3;COOK) (9.8g dans 100 ml de méthanol) et 10 pl de nitrate d’aluminium
(AL(NOg3),, 9H,0). Le blanc est préparé avec 150 ul de méthanol et 50 pl d’extrait. Le
mélange est ensuite incubé pendant 40 min a température ambiante, 1’absorbance est mesurée

a 415 nm. La quercetine est utilisée comme un contr6le positif.

4.3. Analyse chromatographique de I’extrait par CLHP

» Principe

La chromatographie liquide a haute performance (CLHP) est une méthode de séparation des
constituants d’un meélange liquide basée sur les différences d’interactions entre les molécules
a séparer et les phases mobile et stationnaire. Préalablement, les solutés sont mis en solution
dans la phase mobile (solvant). Apres son injection, ce mélange passe sous haute pression a
travers une colonne (tube en acier inoxydable) qui renferme la phase stationnaire. Celle-ci
est constituée de microparticules de silice, elle est trés sensible aux impuretés, il est donc

essentiel de purifier et de filtrer I’échantillon avant son injection.

» Mode opératoire

Dans notre étude, Une CLHP analytique de type Agilent est utilisée, elle est constituée
d’une colonne Hypersil ODS Cig de granulométrie 5um, un détecteur a barrettes diodes
(DAD, 1100), un systéme d’injection automatique et un détecteur spectrophotométrique

UV2000. La phase mobile est constituée par un mélange de solvants (gradient d’¢élution) :
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Acétonitrile — Eau (acidifiée avec 0.05% d’acide phosphorique). Les deux phases doivent étre
filtrées dans un systeme sous vide et dégazées dans un bain a ultrason. L’échantillon est
dissout dans le méthanol puis filtré a travers un filtre millipore 0.22 um. La séparation a été
faite a température ambiante sous un debit constant de 0.5 ml/min avec un gradient de solvant
programmeé selon le tableau 04. Le volume d’injection est de 20 pl .

Tableau 05. Programme (temps et gradient de solvants) de
I’CLHP pour ’analyse qualitative de I’extrait.

T (min) Acétonitrile Eau
0 0 100
5 10 90
15 10 90
25 20 80
33 25 75
38 35 65
43 50 50
45 65 35
50 75 25
55 80 20
60 90 10
65 100 0
70 100

Figure 14. Chromatographie liquide a haute performance
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5. Evaluation du potentiel antioxydant d’échantillon

La détermination du potentiel antioxydant d’extrait d’écorce d’orange a été réalisé par
I’utilisation de trois méthodes : piégeage du radical libre DPPH ; piégeage de I’ABTS et

réduction du complexe cuivre-néocuproine CUPRAC.

5.1. L’activité de ’ABTS

> Principe
L’activité ABTS est déterminée par la méthode de Re et al. (1999). L’ABTS (acide 2,2'-
azino-bis (3éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) forme le radical ABTS+, de couleur bleu-vert.
L'ajout d’antioxydant réduit ce radical et provoque une décoloration de L’ABTS. La
décoloration du radical mesurée par spectrophotométrie a 734 nm est proportionnelle a la

concentration en antioxydants.

» Mode opératoire

Dans une microplaque a 96 puits, 40 ul de chaque extrait dilué dans le méthanol a
différentes concentration sont introduits. Ils sont par la suite supplémentés par 160 ul de la
solution d’ABTS ; le mélange réactionnel est maintenu a une température ambiante et a
I’obscurité pendant 10 min. 1’absorbance est mesurée a 734 nm. La préparation du blanc est

faite en remplagant 1’extrait par le méthanol

L’activité ABTS a été exprimée en pourcentage et calculée par 1’équation suivante :

Inhibition (%) = A Blanc— A Extrait x100

ABlanc

5.2. L’activité anti radicalaire au DPPH

» Principe

L’activité anti radicalaire au DPPH est déterminée spectrophotométriquement par la
méthode décrite par Blois (1958). Le principe est de mesuré la capacité d’un antioxydant a
réduire le DPPH (un radical libre stable) initialement de couleur violette en Hydrazine de
couleur jaune, en recevant un atome d’hydrogéne des antioxydants ; 1’absorbance diminue

lorsque le DPPH est réduit par I’antioxydant (Figure 15).
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NO,

9

0,N e O.N NO,

2.2"-diphenyl-1-picrylhydrazyl 2.2'-diphenyl-1-picrylhydrazine

Figure 15. Réaction du radical stable DPPH avec un composé anti radicalaire (AH)

(Oliveira et al., 2014).

» Mode opératoire

Dans une microplaque a 96 puits, 40 ul de chaque extrait dilué dans le méthanol a
différentes concentration sont introduits. Ils sont par la suite supplémentés par 160 ul de la
solution de DPPH fraichement préparée a concentration de 0,1 mM. Le mélange réactionnel
est maintenu a une température ambiante et a 1’obscurité pendant 20 min. I’absorbance est

mesurée a 517 nm. La préparation du blanc est faite en remplagant I’extrait par le méthanol

L’acide ascorbique et le Trolox sont utilisés comme des standards. Les résultats sont
exprimés en % d’inhibition et d’IC50. Le pourcentage d’inhibition est calculé selon cette

équation :

Inhibition (0/0) = A Blanc — A echantillon  * 100

A Blanc

A controle : I’absorbance du contréle négatif.

A extrait : ’absorbance d’extrait ou le standard.
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5.3. L’activité de réduction du complexe cuivre —néocuproine  (CUPRAC)

> Principe
La capacité de réduction du complexe cuivre-neocuproine (CUPRAC) est déterminée
selon la méthode d’Apak et al. (2004). Cette derniére est basée sur la diminution de
I’absorbance du complexe cuivre néocuproine [Cu2+- Ncy]. En effet en présence d’un agent
antioxydant, le complexe [Cu®*- Nc] est réduit produisant un complexe chromogéne de Cu+-
Nc (Figure 16).

Oxidized
AOX Product

on\—/

Figure 16. Réaction du complexe néocuproiene avec un antioxydant (Apak et al., 2004).

» Mode opératoire

Dans une microplaque a 96 puits un volume de 40 pl d’extrait dilué dans le méthanol a
différentes concentration sont introduits ; et 40 pl de méthanol dans le blanc au lieu d’extrait.
IIs sont par la suite supplémentés par un mélange réactionnel contenant 60 pl d’acétate
d’ammonium (tampon) ; 50 pl de néocuproine ; 50 pl de chlorure de cuivre (CuCl,). Apres
une incubation de 1h, I’absorbance est mesurée a 450 nm. L’acide ascorbique et le prolox sont

utilisés comme des standards ; et les résultats sont calculés a titre d’A0.5 (ug/ml).

6. Evaluation du potentiel enzymatique de I’échantillon

Deux activités enzymatiques sont évalués, I’activité antidiabétique et anti Alzheimer, par
I’utilisation des Enzymes spécifiques pour les deux pathologies. L’a-amylase pour le diabete ;
I’inhibiteur de cet enzyme ralentit I’absorption des glucides, donc le glucose passe lentement
dans le sang, réduisant ainsi I’hyperglycémie. L’Acétylcholinestérase pour 1’Alzheimer ;
I’inhibition de cet enzyme vas augmenter la concentration de 1’Acétylcholine, ce qui est

considéré comme un traitement de ladite maladie.

28



Matériel et Méthodes

6.1. Evaluation de I’activité anti diabétique

» principe

L’activité inhibitrice de 1’a-amylase est déterminée selon la méthode de Zenginet et al.,
(2014). Le principe consiste de mettre en contact I’extrait avec 1’enzyme a-amylase et son
substrat étant I’amidon afin d’évaluer la capacité de I’extrait d’inhiber 1’activité de 1’enzyme a

dégrader

» Mode opératoire

La microplaque a 96 puits est remplie par un volume de 37 ul d’extrait de différentes
concentrations puis on ajoute 50 ul de solution de 1’a-amylase, on incube pendant 20 min a
37° C. Ensuite 50 ul d’amidon sont additionnés. Aprés une deuxieme incubation de 10 min a
37°C, 25 ul d’acide hypochlorique (HCI) (1M) et 100 pl d’iodure de potassium iode (IKI)
sont ajoutés. L’absorbance est mesurés a 620 nm. L’acarbose est utilisé comme un standard,
et les résultats sont exprimés en % d’inhibition et d’IC50. Le pourcentage d’inhibition 1’a-

amylase est calculé selon cette équation :

INH (%) = [1 - {(Ac- Ae) = (As-Ap) / (Ac - Ae}] x 100

Ac : Absorbance [Amidon + IKI+ HCI+ V solvant d’extrait + V tampon d’enzyme].
Ae : Absorbance [Enzyme + Amidon + IKI + HCI + V solvant d’extrait].
As : Absorbance [Enzyme + Extrait + amidon + IKI + HCI].

Ab : Absorbance [Extrait + IKI+ Tampon].

6.2. Evaluation de P’activité anti Alzheimer

» principe
L’activité inhibitrice de 1’Acétylcholinestérase (AChE) de 1’échantillon des écorces
d’oranges est déterminée par la méthode spectrophotométrique d’Ellman et al. (1961). Le

principe consiste de mettre en contact ’extrait avec I’enzyme Acétylcholinestérase et son
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substrat étant 1’Acétylcholine afin d’évaluer la capacité de 1’extrait d’inhiber ’activité de

I’enzyme I’AChE a dégrader son substrat 1’ Acétyle choline (Figurel7).

(o] o

P T
H,C S/r_\N—CH3 HC—N—" “SH + ¢ CH,
H, H,
Thiocholine Acetic acid
HOOC COOH
OZN@S—-SONo:
DTNB
HOOC COOH
R R D o S
sulphide Yellow 5-thio 2- nitrobenzoic (TNB)

Figure 17. Mécanisme chimique de la méthode d'Ellman (Shtayeh et al., 2014).

> Mode opératoire

Dans une microplaque a 96 puits ; 150 pl de tampon phosphate de sodium (PH=8) sont
ajoutés a 10 pl d’extrait a différentes concentrations et a 20 pl d’enzyme AChE (5,32 x 10-3
U) ; le mélange est incubé a 37°C pendant 15 min. Aprés 10 pul de DNTB (0.5 mM) sont
ajoutés. La réaction est ensuite initiée par 1’ajout de 10 pl de substrat, la premiére lecture TO
est réalisee. Aprés une incubation de 15min la deuxieme lecture T15. L’absorbance est
mesurée & 412 nm. La galanthamine est utilisé comme un composé de référence ; et les
résultats sont exprimés en % d’inhibition et d’IC50. Le pourcentage d’inhibitions est calculé

selon cette équation

Inhibition (%) = E-S *100
E

E : Activité de I’enzyme sans extrait.

S : Activité de I’enzyme avec I’extrait.
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7- Evaluation du potentiel antibactérien de I’échantillon
» Principe :

L’activité antibactérienne des échantillons était testée in vitro par la méthode de diffusion
sur gélose (Liao et al, 2010). Cette méthode a exactement le méme principe que celui des tests
d’antibiogramme avec I’application des disques imprégnés des échantillons (extraits,
huiles...etc) sur des milieux de culture ensemencés de microorganismes. L’activité
antimicrobienne, quand elle était présente, se manifestait alors par des zones d’inhibition
autour des disques.

> Mode opératoire :

Les souches testées pour déceler I’activité antibactérienne de 1’échantillon (extraits
d’écorce d’orange) sont Bacillus Creus (Gram+) et Escherichia coli (Gram-). Des colonies
bien séparées de ces espéces bactériennes ont été prélevées a 1’aide d’une anse de platine
stérile et homogenéisées dans 10 ml de bouillon nutritif puis portées a I’incubation pendant
(18-24) heures a 37 °C.

Des disques (patchs) de 6 mm de diamétre ont été découpés sur du papier Wattman n°1
puis autoclavés dans 10 ml d’eau distillée a 120°C pendant 20 min. Des séries de dilutions
allant de 0,150 a 0,005 mg / ml ont été préparées pour chaque échantillon. Les disques de
papier Wattman déja préparés sont chargés de 1’extrait a tester, des disques imprégnés du
DMSO sont egalement utilisees comme un témoin négatif.

Les microorganismes ont été ensemencés par étalement sur des boites de Pétri contenant
la gélose Muller-Hinton. Les disques ont été ensuite imprégnés chacun par 20 ul de principe
actif (extrait dilué) et déposeés sur la surface des géloses. L’activité antibactérienne est
déterminée en termes de diamétre de la zone d’inhibition produite autour des disques apres 24

h d’incubation a 37 °C.
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Résultats et discussion

1. Analyse physico-chimique d’échantillon
1.1 Teneur en eau(Humidité)

Dans notre étude, une teneur en matiére séché de 93% est enregistrée. Ce résultat est
similaire a celui obtenu par Bouhadi et al. (2016) ayant trouvé une teneur de 90.54%. De
méme, il se situe dans I’intervalle rapporté par Martin et al. (2010) variant de 93.05 a 95 pour
les peaux de quelque agrumes et tomate séchés.

Erbay et Icier. (2009) rapportent une teneur en humidité de I’écorce d’orange apres
séchage de I’ordre de 8% ce qui est en accord avec notre résultat (7.7%). Une faible teneur en
eau explique une teneur élevée de matiere seche (Benahmed, 2007). Cette corrélation négative

se manifeste dans notre échantillon, comme le démontre dans le tableau 06.

Tableau 06. Taux de la matiere seche (MS), de la matiere minérale (MM) et de

sucres totaux

MS (matiére seche) MM (matiere minérale) Sucres totaux
93.3+1.29 5.66+ 0.02 29.94+4.41

1.2. Teneur en Matiere Minérale

Les résultats représentés sur le tableau 04, montre que la teneur en cendre d’échantillon
des résidus d’orange a une valeur de 5.6% MS. Ce résultat est supérieur a celui obtenu par
Osfor et al., (2013), ayant trouvé une teneur en cendre d’albédo d’orange en poids sec de
I’ordre de 2.3% MS. De méme, notre résultat est proche de celui obtenu par Bouhadi et

al.,(2016), rapportant un taux en matiére minerale estimé a 3.22%=0.03.
1.3. Teneur en sucres totaux

Les écorces d’orange renferment une teneur modérée en sucres totaux estimée dans
notre étude a 30%. Ce résultat est inférieur a celui obtenu par Bouhadi et al.(2016) rapportant

un taux en sucre estimé a 51.1%+4.21.
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2. Analyses colorimétriques par spectrométrie (UV-Visibles)
2.1 Détermination de la teneur en phénol totale

Le dosage des phénols totaux est effectué par la méthode spectrométrie UV- visible pour
déterminer leur contenu en phénol totale. Les résultats exprimeés en terme d’équivalent d’acide

gallique/ mg d’extrait sont représentés dans la figure1l8

La teneur en polyphénols enregistrée dans notre étude est de ’ordre de 106.45+ 1.18 pg
GAE/mg (Figure 18). Elle est plus élevée que celle rapportée par Bejar et al . (2011) estimée a
5.22 mg GAE/qg. Par ailleurs, une teneur Iégerement supérieure a la nétre est enregistrée par
Selmi et al. (2017), soit 169,94 + 2,13 mg EAG/g MS.

Cette différence de teneurs en polyphénols totaux serait due a la complication de
I’extraction des polyphénols, qui sont susceptibles de subir une dégradation, une oxydation,
ou une hydrolyse. De plus d’autre paramétres peuvent influencer la quantification des
composés phénoliques tel que la variété, le mode de conservation des extraits, les conditions
environnementales, le degré de maturité du fruit et les facteurs génétiques (Lagha-
Benamrouche et Madani, 2013). Selon Al-anbari et Hasan, (2015), la teneur en polyphénols

est également influencée par le tissu analysé et 1’origine géographique de la plante.

120
100
80
60
40
20

0
flavonoide phénol

| m Sériel 25,97 106,45
flavonoide phénol

Figure 18 .Teneur en phénol totale (ug GAE/mg) et flavonoide (ug QE/mQ)
du résidu d’orange
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2.2. Détermination de la teneur en flavonoide totale (FT)

L’extrait brut du résidu d’orange a été analysé quantitativement par spectrométrie UV-
visible pour déterminer leur contenu en flavonoide totale. Les résultats obtenus exprimées en
équivalent par mg d’extrait) (figure 18). Les résultats ci-dessus indiquent que les flavonoides
représentent 25% des composés phénoliques avec un taux de 25,79 pg Qe/mg. La présence
des flavonoides totaux dans I’extrait et déja signalée par Garg et al. (2001) et Benavente-
Garcia, (2008).

Notre valeur est supérieure a celle rapportée par Omoba et al. (2015) étant de 1’ordre de
3.30+ 0.30 mg QE/q, et elle est inférieure a celle trouvée par Salmi et al.(2017) estimé a 87.48
+ 1.59 mg QE/g. Al-anbari et Hasan. (2015) demontrent que la différence des teneurs trouvées
en polyphénols et en flavonoides est due & la complexité des mélanges naturels des composés

phénoliques et a la méthode de dosage de ces composes.
2.3. Analyse de I’extrait par HPLC

Les résultats de 1’analyse par HPLC révélent la richesse et la diversité de notre extrait en
polyphénols. En fait, la vaste gamme de polarité des phénols nécessite souvent de travailler en
gradients d’¢lution constitué¢ dans notre étude d’eau acidifiée et de méthanol. Il a été suivi a
280 et 350 nm réputée comme étant les longueurs d’onde caractéristiques des composes

phénoliques d’une maniére genérale.

A 280 nm et a 350 nm les profils obtenus pour I’extrait des résidus d’orange sont trés
intenses avec un nombre de pics pratiquement égale, estimé a 64 et 65, respectivement
(annexe 2). A titre d’exemple, les composants majoritaires apparus dans le profil
chromatographique obtenu a 280nm détiennent un temps de rétention égale a 16.640 (pic n°
12) et 40.906 (pic n°34), respectivement. En contrepartie, les deux autres profils obtenus a
325 et 360 nm ne montrent aucune dominance des composés comparativement aux autres.

Tous les pics sont apparus SUperposés.

Il nous est toutefois impossible d’identifier ces composants majoritaires présents dans
nos extraits car leurs temps de rétention ne correspondent pas a ceux enregistrés dans notre
bibliothéque. Etant donné que le temps de rétention d’un composant dans un mélange de
molécules dépend de la nature de la phase stationnaire, de la composition de la phase mobile,
des conditions analytiques.
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3. Evaluation des activités biologiques
3.1. Evaluation du potentiel antioxydant d’échantillon

L’extrait des résidus d’orange est une source potentielle des composants chimiques
naturels responsables de différentes activités antioxydantes. A cet effet, plusieurs essais ont
été menés pour évaluer son potentiel antioxydant. Pour rappeler, les méthodes utilisées pour
I’évaluation de ’activité antioxydante de notre extrait sont : ABTS, DPPH et CUPRAC

3.1.1. Activité du piégeage du cation radical ABTS

Les résultats du test ABTS (figure 19 et 20) ont révélé I’extrait du residus d’orange
présente une moyenne activité antiradicalaire modérée avec un IC50 égale a 598.56+41.51
pg/ml comparativement aux standards Trolox et AC Ascorbique dont leurs IC50 sont estimés
a 3.21+0.06 et 3.04+0.05ug/ml, respectivement.

L’extrait d’écorce d’orange étudié ici présente une activité du piégeage du radical ABTS

supérieure a celle trouvée par Omoba et al. (2015) qui est de ’ordre de 14.68 pg/ml

Figure 19. Plaque de dosage de I’activité de réduction du complexe
cuivre-néocuproine d’extrait résidus d’orange
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Figure 20. Valeurs des IC50 dans le test ABTS.

3.1.2. Activité du piégeage du radical libre DPPH

L’activité antioxydante DPPH est exprimée par la valeur IC50 (la concentration
d’extrait nécessaire pour inhiber 50% du radicale libre DPPH). D’aprés I’histogramme
présenté dans la figure 21, L’extrait d’écorce d’orange ne présente aucune activité anti
radicalaire DPPH (IC50 = >800 pg/ml) comparativement aux standards (I’acide ascorbique :
IC50 = 4.39 pg/ml et Trolox : 5.12 pg/ml). Notre résultat est supérieur a celui trouvé par
Syakirah-Zulkifli et al. (2012) étant 564 pg/ml.

L’activité antiradicalaire des différents extraits augmente avec 1’augmentation de la

concentration des composés phénoliques d’une maniére générale (Ghasmi et al., 2009).

1764

Blan

Figure 21. Plaque de dosage de I’activité anti radicalaire (DPPH) d’extrait
résidus d’orange
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Figure 22. Valeurs des 1Csy dans le test DPPH.

3.1.3Activité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC)

L’extrait des résidus d’orange exerce une activité antiradicalaire CUPRAC trés faible
avec une valeur de I’A0,5 égale a 676.44 + 2.69ug/ml comparativement aux standards
Trolox et AC Ascorbique ayant des valeurs d’A0.5 de I’ordre de 8.69+0.14pg/ml et 8.31 +
0.15ug/ml pour le Trolox et ’acide ascorbique, respectivement,

Figure 23. Plaque de I’évaluation du test CUPRAC de I’extrait des
résidus d’oranges
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Figure 24. Ay s pour ’activité antioxydant CUPRAC d’échantillon et
des standards exprimé en pg /mi

3.2. L’activité du potentiel enzymatique des échantillons

Pour déterminer la capacité antidiabétique et anti Alzheimer d’échantillon étudié, deux
enzymes potentielles thérapeutiques ont été ciblés : 1’alpha amylase pour le diabéte le

cholinestérase pour Alzheimer.
3.2.1. L’activité antidiabétique d’échantillon

Aucune activité inhibitrice d’alpha amylase n’a pas été enregistrée pour 1’extrait des
résidus d’orange (ERO) avec une 1C50>400 pg/ml comparativement a I’acarbose dont I’IC50
est estimée a 3650,93+10,70 pg/ml). Plusieurs mécanismes sont attribués aux flavonoides
pour I’activité antidiabétique. Les flavonoides empéchent le diabéte par leur effet antioxydant

(Teh et al., 2014 ; Kasali et al., 2016).
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Figure25. Plaque de I’évaluation de I’activité inhibitrice d’alpha-amylase
d’extrait des résidus d’orange
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Figure26. Ag s pour I’activité antidiabétique d’échantillon et du standard

3.2.2.Activité anti Alzheimer d’échantillon

Aucune activité anti Alzheimer n’a été détectée pour notre extrait. Ce résultat est
inattendu du fait que notre extrait est riche en composés phénoliques. L’absence des résultats
pourrait avoir deux aspects: aspect qualitatif représenté par 1’absence des composants
chimique ayant le potentiel désiré, ou un aspect quantitatif du fait que ces composants sont

présents mais en quantité au-dessous du seuil critique.
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Figure 27. Plaque de dosage de I’activité inhibitrice du cholinestérase d’extrait
des résidus d’orange

3.3. Evaluation du potentiel antibactérienne d’échantillon

Notre extrait n’a pas présenté une activité¢ anti bactérienne décelable. Cela pourrait étre
attribué aux especes testées. Il se peut que notre extrait a des activités antibactériennes mais

sur d’autre germes pathogénes.
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Figure 28. Effet d’extrait des résidus d’orange sur Escherichia coli et Bacillus cereus.
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Conclusion

Le travail entrepris a ét¢ mené sur les écorces d’orange, I’extrait de notre étude est
préparer selon la méthode de maceération avec 1’utilisation des méme conditions d’extraction
étant un systéeme solvant (éthanol/eau : 70 :30). Plusieurs analyses ont été effectuées afin
d’identifier les caractéristiques chimique (matiére séche, matiére minérale et sucres totaux) de
ces écorces et le pouvoir antioxydant ou réducteur suivie par une évaluation enzymatique

(antidiabétique et anti Alzheimer) et antibactérienne.

Au vu des résultats obtenus, 1’écorce d’orange révéle une variation du taux d’humidité,
des minéraux et des sucres totaux. La teneur en matiere séche et la teneur en matiere minérale
ont des résultats compatibles par contre le teneur en sucres totaux a une valeur faible que les

études precédent.

Les résultats de cette étude montrent que les écorces contiennent des polyphénols y
compris les flavonoides .L’analyse phytochimique est ainsi une étape importante pour justifier

le taux des phénols totaux et flavonoides des écorces d’orange.

L’évaluation du potentiel biologique de notre échantillon est faite a travers
I’évaluation de son activité antioxydante, enzymatique et antibactérienne .La premiere est
réalisée par trois méthodes différentes: Le piégeage du radical libre DPPH ; le test de
réduction du cuivre CUPRAC, ABTS. Les résultats de ces tests montrent que 1’extrait présent
les activités antiradicalaires et antioxydantes faibles par rapport aux standards. Ce constat
pourrait étre justifié par leurs teneurs similaires en composants chimiques et phytochimiques.
De plus, I’activité antioxydante n’est généralement pas due a I’action d’un seul composé mais
aux interactions entre plusieurs composés. C’est pour cette raison que plusieurs méthodes
pour I’évaluation de cette activité sont recommandées car chaque méthode est spécifique par

son mode d’action.

Le deuxiéme aspect de 1’évaluation du potentiel biologique de notre échantillon est
fait par la détermination de D’activité antidiabétique et anti-Alzheimer. Aucune activité

antidiabétique et anticholinestérase sont détectés comparativement aux standards.

Le troisieme aspect de 1’évaluation du potentiel biologique de notre échantillon est
fait par la détermination de ’activité antibactérienne .les résultats ont montré que ’extrait ne

présente aucune activité antibactérienne.

Les résultats de cette étude révélent que les sous-produits d’orange, généralement

rejeté dans 1’environement renferment des quantités importantes de composés phénoliques
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susceptibles  d’étre exploités a plusieurs échelles (pharmaceutique, alimentaire,

cosmétique....etc.).

L’extraction des polyphénols a partir des sous-produits d’orange permettrait la
valorisation de ces déchets, et donc D’obtention de substances bioactives d’intérét
thérapeutique et d’application industrielle. Cette extraction de polyphénols au moyen d’eau
constitue un avantage économique, suite a I’isolement substances antioxydantes et
antimicrobiennes a moindre cout d’une part, et la résolution du probléme de pollution d’autre

part.
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Annexe 1: Tableaux des résultats

Résultats de I’A0.5 du test CUPRAC

Extraits 125 25 50 100 200 400 800 Aos (Lg/ml)
0.12+0.01 0.13+0.01 0.14+0.01 0.18+0.01 0,22+0.01 0,36+0,04 | 0,55+0,05 | 676.44+2.69
0.390 pg 0.781 ug 1.562 g 3.125 ug 6.25 ug 125 25 Ay s (Mg/ml)
Trolox 0.12+0.01 0.14+0.00 0.18+0.01 0.25+0.00 0.40£0.01 0.6740.02 | 1.34+0.13 | 8.69+0.14
Ascorbic 0.11+0.01 0.12+0.01 0.18+0.03 0.24+0.01 0.41+0.01 0.71+0.02 | 1.38+0.11 | 8.31+0.15
acid
Résultats de I’IC50 du test DPPH
12.5 25 50 100 200 400 800 1Cso (pg/ml)
NA NA NA NA NA 19,68+5,71 | 27,69+5,56 >800
0.78125 1.5625 3.125 6.25 125 25 50 1Cso (pg/ml)
Trolox | 6.42+0.91 13.33+2. | 30.19+0.67 | 61.48+2.98 | 87.16+0.28 | 88.46+0.11 | 87.72+0.47 5.1240.21
14
Ascorb | 0.31+1.02 12.9040. | 29.69+0.39 | 76.67+0.37 | 84.94+0.84 | 87.78+0.49 | 86.36+0.21 4.39+0.01
ic acid 28
Résultats de I’ICso du test ABTS
125 25 50 100 200 400 800 ICso (Hg/ml)
NA NA NA 2,95+3,51 | 17,59+3,42 | 43,21+0,00 | 57,35+3,38 598,56+41,51
0.78125 1.5625 3.125 6.25 12.5 25 50 1Csp (pg/ml)
Trolox 14.74+0.37 | 26.15+£0.65 | 51.70£1.51 | 89.72+0.6 | 92.89+0.19 | 92.89+0.19 | 91.84+1.19 3.12+0.06
7
Ascorbic 13.43+0.82 | 28.76x0.67 | 52.94+0.94 | 93.21+0.1 | 93.08+0.19 | 92.40+0.88 | 92.96+0.11 3.04%0.05
acid 1
Résultats de ’essai inhibiteur de ’a-anr 3
% d’inhibition
Extraits 6.25 ug 12.5 ug 25 ug 50 ug 100 ug 200 pg 400 pg 1Cso (ug/ml)
NA NA 4,36+£1,62 | 6,09+0,67 | 10,45+1,94 | 12.35+0,19 | 14,81+0,19 >400
62,5 ug 125 ug 250 ug 500 g 1000 pg 2000 pg 4000 ug 1Cso (ug/ml)
Acarbose | 7,76+0,17 | 8,08+0,30 | 9,46+0,11 | 10,70+0,96 | 31,81+2,89 | 37,21+3,54 | 53,05+1,59 | 3650,93+10,70
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Annexe 2 : Chromatogrammes des Standards utilisés dans ’analyse HPLC

1-Acide Gallique
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3-Acide hydroxy benzoiques
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4-Courbe d’acide caféique

Acide Caffeique

:
:
§
2

Temps (min)




Chromatogrammes des résultats de I’analyse de I’extrait des résidus d’orange

1. Courbe d’absorbance a 350nm

2. Courbe d’absorbance a 280nm
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Résumé

L’¢écorce d’orange de la saison est étudié¢ avec un objectif de valoriser I’un des déchets
de I’industrie agroalimentaire, comme une source de substances bioactives a intérét divers.
Pour obtenir cet objectif, nous avons suivi la méthode suivante : Récupération d 1’écorce a
partir des oranges commercialisées pendant la saison d’hiver, caractérisation chimique de
I’écorce obtenue via la détermination de leurs contenus en eau, en minéraux et en sucres,
caractérisation phytochimique de I’extrait des résidus via la détermination de leurs contenus
en phénols et en flavonoides. Une analyse par chromatographie a haute performance (CLHP)
est ainsi investiguée en utilisant 1’acide gallique, 1’acide caféique, I’acide benzoique et la
quercitrine comme des standards et Caractérisation biologique de 1’extrait en déterminant son
pouvoir antioxydant, antidiabéetique, anti-Alzheimer et antibactérien. Vu son richesse en
composes phénoliques notamment les flavonoides, notre résidus pourrait étre une source
importante de métabolites secondaires d’intérét industriels et pharmaceutiques.

Abstract

The orange peel of the season is studied with the objective of enhancing one of the
waste products of the food industry, as a source of bioactive substances of various interests.
To achieve this objective, we followed the following method: Recovery of the peel from
oranges marketed during the winter season, chemical characterization of the peel obtained by
determining their water, mineral and sugar content , phytochemical characterization of the
residue extract via the determination of their phenol and flavonoid content. An analysis by
high performance chromatography (HPLC) is thus investigated using gallic acid, caffeic acid,
benzoic acid and quercitrin as standards and biological characterization of the extract by
determining its antioxidant and antidiabetic power, anti-Alzheimer's and antibacterial. Given
its richness in phenolic compounds, especially flavonoids, our residues could be an important
source of secondary metabolites of industrial and pharmaceutical interest.
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Résumé

L’écorce d’orange de la saison est étudi¢ avec un objectif de valoriser I’'un des
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