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Introduction

Introduction

En raison de leur capacité¢ a endommager les molécules biologiques, les radicaux libres
peuvent engendrer de nombreuse pathologie. Le stress oxydatif est défini comme étant
I’incapacité de 1’organisme a se défendre contre I’agression des especes oxygénées réactives
due a un déséquilibre entre la production de ces substances et la capacité¢ de défense des
antioxydants (Kcechlin-Ramonatxo, 2006). 11 est impliqué dans plusieurs pathologies
dégénératives telles que les maladies cardiovasculaires voire les maladies neurodégénératives

et certains cancers (Khan, 2010).

Pour éviter les conséquences du stress oxydatif, il est nécessaire de maintenir 1’équilibre
entre oxydants et antioxydants, afin de préserver les performances physiologiques optimales

de ’organisme ; une consommation suffisante d’antioxydants est obligatoire.

De nombreuses études épidémiologiques et cliniques ont suggéré que la consommation
réguliere de fruits et légumes permettait la réduction du risque des cancers et des maladies

cardiovasculaires (Khan, 2010 ; Rapisarda et al., 2008).

La Bigarade (Citrus aurantium) est I'une des especes des agrumes qui sont considérés
comme les fruits les plus importants dans le monde ; ces fruits sont consommés généralement
crus ou sous forme de jus. La consommation des agrumes est associée a la réduction de
I’apparition de plusieurs maladies. Les effets bénéfiques de ces fruits sont souvent attribués a
la présence des composés bioactifs (la vitamine C, les composés phénoliques, les
caroténoides,...) qui préviennent I’oxydation des molécules biologiques, par inhibition des

radicaux libres (Abeysinghe et al., 2007).

Cette ¢étude est une tentative d’explorer les différentes parties de I’orange amere (€corces,
feuilles, pépins et jus) comme une source naturelle d’antioxydants, ainsi, les objectifs de cette
¢tude sont de déterminer ses teneurs en composés phénoliques, flavonoides, caroténoides et la
vitamine C, d’évaluer les activités antioxydantes de ses extraits méthanoliques par trois
différents tests ( Pouvoir réducteur, test au phosphomolybdate d’ammonium et neutralisation
des radicaux DPPH) et d’estimer également leur activité antimicrobienne vis-a-vis certains
germes pathogenes tels que Escherichia coli, Vibrio cholerae, Staphylococcus aureus

résistant a la méthicilline (SARM), Listeria innocua et Candida albicans.

-
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Partie théorique Chapitre I : Généralités

I. Historique :

Le terme agrumes provient du latin acrumen qui signifie dans I’antiquité des arbres a fruits
acides, les agrumes englobent plusieurs variétés (Ladaniya, 2008 ; Khan et al., 2010). L’air
naturel des agrumes est probablement le sud-est d’Asie, dans le territoire situé sous la chaine
de ’'Himalaya. Comme beaucoup de plantes d’importance majeure, les agrumes ont voyagé
au gré des invasions et des grandes conquétes du monde (Jean- Marie, 2008).

Les agrumes remontent au temps des échanges entre I’Orient et 1’Occident avant 1’¢re
chrétienne. Ils se sont développés un peu plus tard au Maghreb et en Espagne par les Arabes.
Ces derniers par leurs conquétes avaient introduit le Bigaradier dans I’empire des Almohades.
L’oranger fut importé quelques siecles aprés par les Maures d° Andalousie. En Algérie, le
Bigaradier embellissait déja pendant la période Ottomane (du 16 au 18 siecle) les jardins des
Beys (Casbah, Hauteurs d’Alger et Constantine) (Hadj Sahraoui, 2007).

Au début de la colonisation en 1850, le Mandarinier fut introduit en Algérie par M. Hardy.
Au dix-neuvieme siecle le pere Clément de I’Orphelinat agricole de Misserghin (W. d’Oran),
effectuant un croisement de Mandarinier avec 1’Oranger découvrit la Clémentine qui s’est
avérée une variété précoce parmi le groupe des mandarines. Cette variété a été lancée et
développée en verger de production dont actuellement plusieurs variétés et clones sont issus
et commercialisés a travers le monde (Hadj Sahraoui, 2007).

Les oranges représentent I'une des récoltes de fruits les plus importantes du monde (Li-
Ying, 2008). Elles se dit « Naranja » en Espagne, « Laranja » en Portugal, « Arancia » en
Italie, « Orange » en France, « Malta » en Inde, « Kan » en Japon, « Portucal » en Grece,

« Tchina » en pays du Maghreb (Kimball, 1999).

II.  Généralité sur la bigarade:

Citrus aurantium (la bigarade, I’orange amere ou ’orange de Séville) est 'un des agrumes
appartenant a la famille Rutaceae, est connue pour sont golt extrémement amer et aigre
(Bocco et al., 1998). Elle se distingue des oranges douces par leurs fruits a peau plus épaisse

et plus rugueuse et a pulpe acide et ameére (Leroy, 1968).

En raison de leur golit aigre et amer, les oranges ameres ne sont pas employées comme
fruits comestibles, elles sont plutdt utilisées pour la fabrication de jus et des marmelades

(confitures d’orange) (Ersus et Cam, 2007).

]
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Ce groupe inclus quatre variétés : Berguamot, Chinitto, Daida et Séville (Peterson et al.,
2006).

Figure 1 : Photo de la bigarade (orange amere).

II.1. Description :

Le bigaradier est un bel arbrisseau fruitier de 5 a 10 metres de hauteur a des branches

épineuses, il vit sous les climats tempérés, mais dispose d’une résistance au froid jusqu’a
2C°.

Ces feuilles vertes brillantes ont une odeur faible et une saveur ameére, elles sont ovales,
subaigués au sommet, a pétiole articulé et plus ou moins ailée, elles mesurent environ 8cm de

longueur et 4 cm de largeur.

Les fleurs pouvant atteindre 25mm, sont blanches et trés odorantes. (Escartin, 2011),

possedent de 4 a 5 pétales imbriqués, et sont souvent recourbés vers ’arriere. (Polese, 2008).

Le fuit appelé « Bigarade » est ronds parfois ovalisant ou aplatis. Tient longtemps sur
I’arbre sans perdre leur parfum, les fruits sont des oranges a jus trés chargé d’acidité et
d’amertume. Au moins de 15 a 20 pépins par fruit. La peau rugueuse plus au moin épaisse et

piquetée. (Masaoudi, 2005).

Les graines sont de couleur blanchatre a verdatre pale, aplaties et angulaires. Elles sont
polyembryonnaires, ce qui signifie qu’elles ont plusieurs embryons qui peuvent germer. Les
embryons sont soit Zygotiques, dérivent de la pollynisation de 1’ovaire par reproduction
sexuée, soit Nucellaire, provenant enticrement a partir de la plante meére et présentent des

caractéristiques tres similaires a la plante mere. (Polese, 2008).

Les caractéristiques du bigaradier sont illustrées dans le Tableau I :
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Tableau I : Description de citrus aurantium. (Massaoudi, 2005).

Espéce Non Taille | Couleur | Forme La Epines | Feuilles | Fleurs
commun | de de fruit | de fruit | pulpe
I’arbre
Citrus Bigaradier | 5 a 10 | Rouge, | Taille Acide | a court | Bien Blanches
aurantium | (orange m moyenne | et épines | vertes, et tres
amere) Orange |a  peau | amere pointues, | parfumées
rugueuse, fortement
rond ou ailées
ovale

I1.2. Classification botanique :

D’apres (Kimball, 1999 ; Manner et al., 2006 ), la position systématique de la bigarade est

comme suite :

Reégne Végeétal

Division Embroyophyta
Sous-division Angiospermes
Classe Dicotyledoneae
Sous-classe Archychalmydeae
Ordre Géraniale
Sous-ordre Géraniineae
Famille Rutaceae
Sous-famille Aurantiodeae
Tribus Citreae
Sous-tribus Citrinae

Genre Citrus

Espece Citrus aurantium

)
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I1.3. Morphologie :

Les agrumes présentent la méme structure anatomique qui comprend trois parties (Figure

2):

Pépins

Flavedo

Albedo

Epicarpe
~h

Endocarpe
A,

Wésicules
de jus

Cuticule

Lt

Callules
d’huile

Flacenta

Figure 2 : Coupe équatoriale d’une orange amere (Sousser, 1997).

I1.3.1. Epicarpe ou

Est la partie la plus

flavédo :

externe de I’écorce, colorée en jaune orangé ou en rouge. Elle

comprend de nombreuses poches sécrétrices d’huile essentielles (Tenscher et al., 2005).

I1.3.2. Mésocarpe ou albédo :

Est la couche intérieure blanche et spongieuse et riche en pectines (Bouroukaa, 2012). La

combinaison flavédo et

albédo est appelée péricarpe, communément connu sous le nom

d’écorce ou peau. (Salunkhe et Kadam, 1995).

I1.3.3. Endocarpe ou pulpe :

C’est la partie comestible du fruit, il est composé de segments, recouverts par une

membrane mince, distribués autour d’un axe central ayant la méme composition que 1’albédo.

Les segments sont composés de vésicules de jus recouvertes par les membranes plus fines et
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contiennent les cellules de jus. Pendant que le fruit murit, le jus s’accumule dans les vacuoles

et occupe la majeure partie du volume des cellules mures. (Kimball, 1999).

III. Composition chimique et biochimiques de la bigarade et d’autres

agrumes :

Les agrumes présentent une composition diversifiée. Ils contiennent trés peu de fibres, de
protéines et de lipides et ils présentent une excellente source de vitamine C et renferment
également : la vitamine A (rétinol), B3 (nicotinamide), B5 (acide pantothénique), B6

(pyridoxine) et E (tocophérol). (Souci et al., 1994).

L’¢corce d’orange (Bigarade) est composée essentiellement de la cellulose,
I’hémicellulose, substances pectiques, des pigments (flavonoides, anthocyanines et
caroténoides) et des huiles essentielles. Elle contient également d’autres composés tels que,

les glucides, les minéraux, des protéines et peu de lipides. (Lu et al., 2009).

Les feuilles sont principalement composées de grandes molécules chimiques
emprisonnant de nombreux ¢léments minéraux tels que calcium, potassium, sodium,
magnésium, soufre et phosphore. Elles contiennent également de la chlorophylle, des
nutriments (glucides, lipides et protéines), des acides aminés, des composés aromatiques
complexes. Les acides gras, les alcools primaires, les esters et les carbohydrates ont été

identifiés comme les principaux constituants des feuilles d’agrume. (Anoop, 2012).

Tableau II : Composition et valeur nutritive de quelques especes d’agrumes (Souci et al.,

1994).

Composant (g) Bigarade Citron Clémentine Pamplemousse
Eau (%) 85,70 90 86,9 90
Glucides (g/100g) 8,25 2,5 10,4 7,55
Fibres alimentaires 1,6 2,1 1,4 0,1
(g/100g)

Acides organiques 1,13 3,5-7,2 0,6 —1,00 1,76
(g/100g)

Protides (g/100g) 1,00 1,00 0,7 0,4

Lipides (g/100g) 0,2 0,2 0,2 0,1

]
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Tableau III : Composition en vitamine des oranges ameres et oranges douces (Souci et al.,

1994).

Vitamines Bigarade Citron Clémentine Pamplemousse
Vitamine C (mg/100g) 49,35 129 41 33
Caroténe (ug) 19,83 18,5 300 14
Vitamine B1 (thiamine) 79 60 80 35
(ng)
Vitamine B2 (riboflavine) 42 80 40 20
(ng)
Vitamine B3 300 400 300 200
(nicotinamide) (ug)
Vitamine B5 (Ac. 240 319 200 189
pantothénique)
Vitamine B6 (pyridoxine) 104 172 40 37
Vitamine B8 (biotine) (ug) 2,30 - 1 -
Vitamine B9 (Ac. folique) 42 13 26 17
(ng)
Vitamine E (tocophérol) 320 240 550 110
(ng)

IV. [Utilisations et effets thérapeutiques de la bigarade :

L’utilisation traditionnelle des citrus est due a leurs propriétés thérapeutiques, remonte au
4éme _ 5éme giscle avant JC (Arias et Ramon-Laca, 2005). Les espéces les plus utilisées pour

ces applications sont le citron et I’orange ameére (Otero et al., 2000).

Le zeste d’orange amere renferme de la synéphrine et de la N-méthyltéramine, ce qui a
donné lieu a la création par les médecins chinois d’un produit pharmaceutique aux propriétés
adrénergiques (action stimulante similaire a celle de 1’adrénaline). En concentrant ces deux
substances grace a un procédé d’hémisynthese, donnant un extrait qui est en fait un véritable
médicament de la classe des sympathomimétique, employé contre les effets du choc

anaphylactique. L’extrait du ’orange ameére est une substance thermogéne, il augmente le
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métabolisme basal, il augmente aussi la quantité de calories brulées durant la journée en

stimulant le systéme nerveux, de la méme facon que I’adrénaline (Dionne, 2009).

Les feuilles d’orange ameére sont utilisées pour leur propriété antispasmodique, tonique et

fébrifuge et dans le traitement de I’excitation nerveuse et les palpitations (Martinez, 1959).

La décoction des feuilles cause un gout trés amer et désagréable a boire surtout pour les
enfants, il est recommandé donc d’utiliser les feuilles incorporées dans la confiture pour

corriger la saveur désagréable (Rochefort, 1789).
En phytothérapie, on utilise le fruit pour faciliter la digestion et diminuer les flatulences.

En infusion, il est censé dissiper les maux de téte et faire baisser la fievre. Son jus stimule
les défenses du systéme immunitaire. En accident, on prescrit ses huiles essentielles pour
réguler le rythme cardiaque, calmer les palpitations, favoriser le sommeil. On peut aussi
effectuer des massages relaxants aves 1’essence de néroli diluée. Enfin, les huiles essentielles

d’essence de néroli et de petit-grain sont employées en parfumerie (Escartin, 2011).

)
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1. Les oxydants

1.1. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des atomes, ou un groupe d’atomes, avec un nombre impair
d’électrons sur I’orbite extérieure, et ils peuvent se former quand ’oxygéne interagit avec

certaines molécules (Pelli et Lyly, 2003).

Les espéces réactives de I’oxygeéne (ROS) peuvent étre des radicaux libres: anions
superoxydes (O2), radical hydroxyle (OH°®), ou des molécules non radicalaires mais
hautement instables (O2 singulet, H202) ; la plupart des radicaux libres proviennent de la

chaine respiratoire (Berger, 2006).

Les radicaux libres sont plus souvent instables ; de ce fait ils sont réactifs et leurs durée de

vie est faible (Houee-Levin et al., 2005).

Afin de se stabiliser, les especes chimiques radicalaires vont interagir tres rapidement avec
les molécules environnantes afin de se séparer de leur électron célibataire (radicaux
réducteurs) ou d’acquérir un ¢électron supplémentaire (radicaux oxydants). Il se crée ainsi des
réactions en chaine d’échange d’électrons célibataire aboutissant a une production en cascade

de nouvelles espéces radicalaires (Constantin, 2008).
1.1.1. Sources des radicaux libres

Les radicaux libres sont en permanence et en faible quantit¢ dans I’organisme (Favier,

2003) et selon leurs origines, on distingue deux catégories :

v' Endogéne : les radicaux libres se produisent spontanément et d’une maniére continue
au sein de I’organisme, dans le cadre de nombreux phénoménes biologiques, Soit au
cours de la rupture symétrique d’une liaison covalente, soit au cours d’une réaction
redox avec un composé non radicalaire, lors de la respiration cellulaire (Kcechlin-
Ramonatxo, 2006).

v' Exogéne : les radicaux libres peuvent étre d’origine environnementale suite a une
exposition prolongée au soleil, pollution atmosphérique, ozone, radiation (Lee et al.,
2004).

-
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1.2. Le stress oxydatif

Le stress oxydatif implique toute condition dans laquelle les métabolismes oxydants
peuvent exercer leurs effets toxiques a cause d’une production élevée ou d’altération des
mécanismes cellulaires de protection (Pelli et Lyly, 2003 ; Valko et al., 2007). 1l est défini
comme étant un déséquilibre profond de la balance entre les prooxydants et les antioxydants
en faveur des premiers (Pincemail et al., 1999) et impliquant la production d’espéces réactives

de 'oxygene (Pelletier et al., 2004), ce qui conduit a des dégats cellulaires irréversibles.

2. Les antioxydants

Les antioxydants sont définie comme toute substance, qui en faible concentration par
rapport au substrat, susceptible d'étre oxydée, ainsi elle prévient ou ralentit I'oxydation de ce
substrat (Pastre et Prymenko, 2007).

Les antioxydants sont largement présents dans nos aliments, soit sous forme naturelle, soit
sous forme d'additifs utilisés dans l'industrie agroalimentaire (Tanguy et Begué-Simon,
2009).

Le systeme endogene est formé par les enzymes a savoir le superoxyde dismutase, la
catalase et le glutathion peroxydase, alors que le systeme exogene est représenté par la
vitamine C, la vitamine E, les caroténoides et les composés phénoliques (Gilca et al., 2007 ;
Valko et al., 2007).

3. Les antioxydants de la bigarade

Les agrumes dont la bigarade sont importants en raison de leurs propriétés nutritionnelles
et antioxydantes. lls contiennent une multitude de composés phytochimiques actifs qui
contribuent a la santé. Plus de 170 composés phytochimiques ont été identifiées chez les

oranges (Betoret et al., 2008).

Il est bien connu que les agrumes sont riches en vitamine C et en caroténoides, tout comme

d’autre molécules bioactives (les acides phénoliques, les flavonoides, etc.) (Rapissadra et al.,

2008).
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Les oranges améres sont riches en flavanones glycosylés dont I’hespéridine, la narirutine et
la naringine (Ortuno et al., 2006 ; Betoret et al., 2008 ; Xu et al., 2008) et en flavones
polyméthoxylés particuliérement la sinensétine etla nobilétine (Del Caro et al., 2004).

L’écorce de I'orange amére contient plus de 15% de composés phénoliques que les fruits
épluchés (Balasundram et al., 2005). Cette partie non comestible du fruit est une bonne source
de flavonones (néoériocitrine, naringine et néohespéridine), de flavone glycosilés
(diosmétine) (Wang et al., 2008) et de caroténoides dont la lutéine, la zéaxanthine et la
cryptoxanthine (Goodner et al., 2001).

3.1. Lavitamine C

La vitamine C est un antioxydant puissant. Elle participe dans les réactions avec la
vitamine E et l'enzyme glutathion peroxydase pour la neutralisation des radicaux libres
(Cheick Traore, 2006). Elle existe sous forme réduite (I’acide ascorbique) et sous forme
oxydée (I’acide déshydroascorbique). Le couple acide ascorbique/ acide déshydroascorbique
permet le transfert d’un ou deux électrons ; ainsi, la vitamine C intervient dans diverses
réactions (Chepda et al., 1999).

L’acide ascorbique est une vitamine hydrosoluble importante, cette derniére ne peut pas
étre synthétisée par 1’organisme elle doit étre apportée par 1’alimentation (Klimczak et al.,
2007). Chimiguement, elle a une structure apparentée a celle des hexoses. Elle est constituee
d’un cycle lactone portant une fonction ene-diol et deux fonctions alcool (Figure 3). L’effet
antioxydant de I’acide ascorbique peut étre directe par inhibition des radicaux libres ou

indirecte par régénération des tocophérols (vitamine E) (Chepda et al., 1999).

Figure 3 : Structure chimique de I’acide ascorbique (Diallo, 2005).
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3.1.1. Propriétés antioxydantes de la vitamine C

3.1.1.1. Neutralisation des radicaux libres

L’action de 1’acide ascorbique (Asc) sur un radical libre (R°) et les voies de sa
régénération est montrée sur la figure 4. Le radical libre (R°) est neutralisé par le transfert
d’un ¢électron provenant de I’acide ascorbique (Asc). Il résulte un produit détoxifié (R) et un
radical libre ascorbyl (RLA). Deux molécules de ce dernier peuvent réagir entre elles pour
donner une molécule d’acide ascorbique et une molécule d’acide déshydroascorbique
(ADHA) qui peut étre transformé en acide ascorbique par ADHA réductase ou se transforme

en produit stable, I’acide dicétoguronique (Rose et Bode, 1993).

!

2 (R°+Asc) » 2R+2RLA

l l RLA réductase

Acide dicétogulonique «— ADHA — 5 AsC

ADHA réductase

Figure 4 : Action de I’acide ascorbique sur un radical libre et les voies de sa regénération
(Rose et Bode, 1993).

3.1.1.2. Régénération des tocophérols

La vitamine C joue un role fondamental en régenérant la vitamine E (Curtay et Robin,
2000 ; Antwerpen, 2006).

Le terme vitamine E correspond a deux groupes de molécules de nature lipophile : les
tocophérols et les tocotriénols. Seul les tocophérols présentent une activité antioxydante

significative (Papas, 1998 ; Cuvelier et al., 2003).

Par interaction avec un radical lipidique R°, la vitamine E (Vit E) ou le tocophérol se
transforme en un radical tocophéryl (Vit E°), ce dernier est régénéré en Vit E sous I’action de
la vitamine C (Vit C) qui, a son tour, prend une forme radicalaire (Vit C°= radical ascorbyl).
le glutathion réduit (GSH) permet de régénérer la Vit C en se transformant en un radical thyil
(GH®) et par réaction de ce dernier avec une autre molécule de thyil, il donne de glutathion
oxydé (GSSG) (figure 5) (Pincemail et al., 1998).
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R° Vit E Vit C° GSH

RH Vit E° Vit C GH® T——> GSSG

Figure 5 : Régénération des tocophérols par I’action de I’acide ascorbique (Pincemail et

al., 1998).
3.2. Les caroténoides

Les carotenoides sont des pigments naturels liposolubles, synthétisés par les végétaux et
les microorganismes. lls sont responsables de la coloration rouge, orange et jaune des plantes,
des fleurs et des fruits (Jean et al., 2003).

Les caroténoides sont des molécules formées par I’enchainement de 8 unités isopreniques,
elles se dérivent toutes par cyclisation, déshydrogénation et oxydation de la méme molécule
CaoHse (lycopéne) (Derbel et Ghedira, 2005).Selon leur composition chimique, les
caroténoides sont divisés en deux classes : les caroténes contenant seulement les atomes de

carbones et d’hydrogene, et les xanthophylles qui porte au moins un atome d’oxygene (Stahl
et Sies, 2003).

Grace a leur longue chaine carbonée polyinsaturée, les caroténoides présentent une activité

antiradicalaire et ils sont particulierement efficaces contre I’oxygéne singulet (Ghedira, 2005).
3.2.1. Propriétés antioxydantes des caroténoides
3.2.1.1. Neutralisation des radicaux libres

Les caroténoides (Car-H) neutralisent les radicaux libres (R°) par le transfert d’hydrogeéne,

via la réaction suivante (Dutta et al., 2005) :

R° + Car-H » RH+Car®

La propriété antiradicalaire des caroténoides la mieux décrite est leur capacité a inhiber le

radical peroxyle (ROQ°) selon la réaction :

0
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Car-H+ROO°—— 5 Car°+ ROOH

Les caroténoides jouent un role important dans la protection des membranes cellulaires et
des lipoprotéines contre les dommages de la peroxydation (Beutner et al., 2001 ; Stahl et sies,
2003).

3.2.1.2. Piégeage de I’oxygéne singulet

Les caroténoides sont des piégeurs efficaces de 1’oxygeéne singulet en le transformant en

oxygene moléculaire triplet par la réaction suivante (Lee et al., 2004).
0;+Car 30, +°3Car

En plus de leur activité antioxydante, les caroténoides ont des bienfaits sur la santé
(amélioration du systéme immunitaire avec la réduction du risque de certaines maladies
dégenératives telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires, la cataracte et la

dégenération maculaire) (Dias et al., 2009).

3.3. Les composés phénoliques

Ces composés ont tous en commun la présence d’un ou de plusieurs cycles benzéniques
portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles. La structure des composes phénoliques
naturels varie de simples molécules (acides phénoliques simples) vers les molécules les plus
hautement polymérisées (tanins condenses), avec plus de 8000 structures phénoliques
identifiees (Urquiaga et Leighton, 2000). Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux
supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs, fruits et graines) (Boizot et Chrpentier, 2006). Les
phénols sont formés a partir de certains acides aminés aromatiques tels que le tryptophane, la

tyrosine, et la phénylalanine et les sous-produits de leur métabolisme (Ladaniya, 2008).

Les principales classes de composés phénoliques sont: les acides phénoliques (acide
caféique, acide hydroxycinnamique, acide chlorogénique), les coumarines, les flavonoides qui
représentent plus de la moitié des polyphénolset les tanins (King et Young., 1999 ; Tapiero et
al., 2002).

3.3.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques constituent environ un tiers du régime phénolique (Zadernowski et

al., 2009). Ce terme, acide phénolique, peut s’appliquler & tous les composés organiques

.
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possédant au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. Ils possédent un

caractere antioxydant, ils sont pour la plupart des dérivés cinnamiques ou benzoiques (Berset,

2006).

L’orange amére contient essenticllement les acides chlorgéniques,

caféiques,

p_

coumariques, sinapiques, féruliques (hydroxycinamiques) (Bocco et al., 1998 ; Gorinstein et
al., 2001). Les structures de ces acides sont illustrées dans les figures 6 et 7:

R1 OOH Ru Rz
H H
R2
R3 H OH
OH OH
OCH; OH
OCHs  OH

Figure 6 : Principaux acides hydroxycinnamiques (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

R2 R1 Ri  Ro Rs
R3 COOH H H H
R4 H H OH
H OH OH
H OCHs; OH
H OH OH

Rs3 Acides phénoliques
H Acide cinnamique
H Acide p-coumarique
H Acide caféique

H Acide férulique
OCHs Acide sinapique

Ra

H

OH

Acides phénoliques

Acide benzoique

Acide phydroxybenzoique

Acide protocatechique

Acide vanillique

Acide gallique
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H OCHs OH OCHs3 Acide syringique

OH H H H Acide salicylique

OH H H OH  Acide gentisique

Figure 7 : Principaux acides hydroxybenzoiques (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

3.3.1.1. Propriétes antioxydantes des acides phénoliques

Les acides phénoliques agissent comme donneurs de protons ou d’¢lectrons et chélates les
métaux de transition (Blokhina et al., 2003). La position et le degré d’hydroxylation, et la
méthylation du cycle aromatique sont des facteurs importants qui déterminent I’activité

antioxydante des acides cinnamiques et de leurs dérivés (Robards et al., 1999).

3.3.2. Flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 600 composés naturels qui sont
quasiment universels chez les plantes vasculaires. Ce sont des pigments responsables de la
coloration jaune, orange et rouge de différents organes végétaux (Ghedira, 2005).

La structure de base des flavonoides est celle d’un diphényl propane a 15 atomes de carbone
(C6-C3-C6), constitué de deux noyaux aromatiques désignés par les lettres A et B, reliés par

un hétérocycle oxygéné C, (Dacosta, 2003) (Figure 8).

Figure 8 : Structure de base des flavonoides (Krishna et al., 2001).

Selon leurs structures moléculaires, les flavonoides sont répartis en différentes classes:
flavanones, flavones, flavonols, flavanes , isoflavones et anthocyanines (Benbrook, 2005) .

Figure 9
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Figure 9 : Structures chimiques des principales classes de flavonoides.

3.3.2.1. Flavanones
Les flavanones ou dihydro-2,3 flavones constituent les flavonoides majoritaires isolés
dans les oranges douces et ameres (Peterson et al., 2006). lls existent en deux formes, les
formes aglycones (les molécules ne sont pas attachées a des fragments de sucre),

comprennent : Naringinine, Hespéritine, Isosakuratenine, Heriodictyol, tandis que dans les
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formes glycosides (les molécules sont attachées avec des fragments de sucre) on trouve :
I’Hespéridine, Narirutine, Néohespéridine, Néoériocitrine et Naringine (Di Majo et al., 2005).

3.3.2.2. Flavones

Les flavones des agrumes se trouvent sous forme glycosylée (rutine, diosmine,...) et
polyméthoxylée (sinensétine, tangerétine, nobilétine, hexa-O-methylquercetagetine, ..)
(Jayaprakasha et al., 2007). lls sont présents en faibles quantités dans les agrumes (Tripoli et
al., 2007).

Les flavones sont localisés principalement dans le flavédo des agrumes. On rencontre
généralement la diosmine et la tangeritine dans I’orange douce et lutéoline dans 1’orange
amere (Lucheta et al., 2007).

Bien que les flavones se trouvent en faibles quantités, ces composés ont une capacité

antioxydante importante (Tripoli, 2007).

3.3.2.3. Flavonols
Ils sont présents a des concentrations peu élevées et sous formes glycosylées, les plus
abondants sont la quercétine et le kaempférol. Les flavonols se concentrent beaucoup plus au

niveau de la peau des fruits (Benbrook, 2005).

3.3.2.4. Proprietés antioxydantes des flavonoides
Cette activité antioxydante est due aux groupements phénoliques existants dans les
flavonoides et qui sont une source d’un atome d’hydrogéne facilement accessible (D1 Majo et

al., 2005). Cette activité peu s’exercée selon plusieurs moyens :

v lls neutralisent les radicaux libres (R°) par transfert d’hydrogéne selon la réaction
suivante :
FL-OH + R® ——» FL-O° + RH
R°® peut étrele radical peroxyl, I’anion superoxyde, le radical alkoxyle ou hydroxyle
(Pietta, 2000 ; Ghedira, 2005 ; Ttipoli et al., 2007 ).

v Les flavonoides peuvent intervenir a différents niveaux de processus de peroxydation.
Ils sont capables de capturer directement les composés radicalaires, et ainsi

d’interrompre la propagation de la réaction en chaine radicalaire. Ils sont capables

0



Partie théorique Chapitre Il : Les antioxydants de la bigarade

également de protéger les membranes cellulaires (Garcia et al., 1997 ; Robards et
Antolovich, 1997 ; Havsteen, 2002). Cela ce fait grace a leurs activités anti-

lipoperoxydation.

v Les flavonoides inhibent la formation des radicaux libres par chélatation des métaux
de transition tels que le cuivre, le fer et ’aluminium qui a 1’état libre, peuvent étre a
I’origine de la production de radicaux libres (Puppo, 1992 ; Tripoli et al., 2007). Cette

inhibition est due a ’activité de chélatation des métaux.

4, Activité antimicrobienne

Dés la naissance, 'nomme se trouve en contact avec des micro-organismes qui vont
progressivement coloniser son revétement cutanéo-muqueux. Pour résister a ces micro-
organismes, de nombreux moyens sont mis en jeu. On peut, schematiquement, en distinguer 3
groupes : les barriéres anatomiques, les mécanismes de résistance naturelle (ou innés) et

I'immunité acquise (Kaufmann, 1997).

Le traitement des infections bactériennes se base principalement sur 1'usage des
antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut
entrainer la sélection de souches multirésistantes d’ou 1I’importance d’orienter les recherches
vers la découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux

médicaments a base de plantes (Billing et Sherman, 1998).

Les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur toxicité
vis-a-vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a l'inhibition des
enzymes hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour
inactiver les adhesines microbiennes, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire
(Cowan, 1999).

4.1. Micro-organismes utilisés dans les tests antimicrobiens

4.1.1. Escherichia coli (ATCC 25922)
C’est une bactérie a Gram négatif, commensal du tube digestif de ’homme et de I’animal,
(Kaper et al., 2004), de forme non sporulée, de type aérobie facultative, généralement mobile

grace aux flagelles, sa longueur varie de 2 a 6 pum, alors que sa largeur est de 1,1 a 1,5 um, E.
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coli représentela bactérie la plus impliquée dans les infections aigues d’appareil urinaire, elle
provoque également les diarrhées d’été,diarrhées infantiles et les intoxications alimentaires
(Percival, 2004).

4.1.2. Vibrio cholerae (ATCC 14035)

L’eau est le véhicule de choix de ce vibrion dont I’isolement est bas¢ sur la capacité que
présente le germe de pousser dans des milieux dont le pH est supérieur ou égal a 8,5. Ces
germes sont aérobies préférentiels et forment des voiles a la surface des milieux de culture
liquides. Sur les milieux gélosés les colonies lisses (S) sont brillantes, translucides, rondes. Le
vibrion du choléra est tres mobile (cil polaire), il se multiplie entre 10 et 40°C et cultive bien
entre un pH de 7,6 et 9, ou dans des milieux salés (3 %). Il est inhibé par le sulfate de
magnesium. Les vibrions du choléra sont oxydase+, gélatine+, H2S-, citrate+ (lentement),

glucose+, amidon+, maltose+, mannose+, lactose-, dextrine+, indole+.

4.1.3. Staphylococcus  aureus  résistant a la  methicilline
(SARM) (ATCC 433300)

Ce sont des cocci a Gram positif avec un diametre de 0,5 a 1,5 um, de forme non sporulée,
qui tendent a se grouper en paires, petites chaines, elles sont habituellement non capsulées, ou
possédant des capsules limitées, elles sont anaerobies facultatives. Staphylococcus aureus
représente ’agent commun des infections postopératoires de blessures, endocardite aigue et

intoxications alimentaires (Dworkin et al., 2006).

4.1.4. Listeria innocua (CLIP 774915)

Listeria innocua est l'une des six especes appartenant au genre Listeria. 1l se trouve
largement dans I'environnement (comme le sol) et les sources alimentaires. Il peut survivre a
un pH et a une température extrémes, et a une forte concentration de sel. En termes
d'apparence, c'est une bactérie Gram-positive en forme de tige. C'est une bactérie non-spore.

Il peut vivre individuellement ou s'‘organiser en chaines avec d'autres bactéries.

Listeria innocua c'est un mésophile fonctionnant a une température optimale de 30 a 37 C°.
Listeria innocua est importante parce quelle est trés semblable a celle du pathogene
alimentaire L. monocytogenes mais non pathogene. Ainsi, son génome a été séquencé pour le

comparer au génome de L. monocytogenes pour apprendre ce qui rend ce dernier pathogéne.

-



Partie théorique Chapitre Il : Les antioxydants de la bigarade

4.1.5. Candida albicans (ATCC 1023)

Actuellement, le genre Candida comprend 81 especes de champignons levuriformes.
Candida albicans est la plus souvent a l’origine de la plupart des manifestations
pathologiques chez I’homme. On la rencontre habituellement dans le tube digestif de I’homme
comme des germes saprophytes et, par contiguité, elle peut étre retrouvée au niveau de la
muqgueuse vulvo-vaginale, (ou de la bouche). Mais on ne retrouve qu’exceptionnellement
Candida albicans au niveau de la peau. Cette espece est responsable de plus de 80 % des
infections connues sous le terme de candidose, comme les infections superficielles cutanées,
infections superficielles muco- cutanées (Delorme et Robert, 1997).
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1. Matériel végétal

1.1. Echantillonnage

La récolte de la bigarade et ses feuilles est réalisée dans la région d’Aokas (Bejaia) durant
le mois de février (2017). Les fruits étaient bien murs et ne présentent aucun signe de blessure

ou d’infection. La récolte s’est faite manuellement, au hasard, sur le méme arbre.

Figure 10 : Photographie de la bigarade étudiée.

1.2. Traitement des échantillons

1.2.1. Les écorces et les feuilles
Les oranges ameres et leurs feuilles ont été bien lavées a 1’eau du robinet, les oranges sont
ensuite épluchées pour séparer les écorces de la pulpe. Les écorces et les feuilles sont

découpées en petits morceaux et séchées dans une étuve ventilée a 40°C pendant 36 heures.

1.2.2. Les pépins
Afin d’extraire les pépins, la bigarade a été découpée en deux pour faciliter leur extraction,
les pépins ont été ensuite séchés dans une étuve ventilée a 40°C pendant 36 heures.
Les écorces, les feuilles et les pépins séchés ont été broyées a 1’aide d’un broyeur
¢lectrique, puis tamisés a 1’aide d’un tamis muni de mailles de 250 pm de diamétre. Les
poudres obtenues sont conservées dans des bocaux en verre fermés, étiquetés et stockés a

’abri de la lumiere, pour une prochaine utilisation.

1.2.3. Le jus
Pour I’obtention du jus, les bigarades ont été tranchées en deux et les pépins ont été retirés.

En utilisant un presse-agrumes, la bigarade est pressée et le jus récupéré et directement utilisé.
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2. Dosage des antioxydants
2.1. Composés phénoliques totaux

2.1.1. Préparation des extraits

Apres une étude bibliographique sur les différents procédés et solvants d’extraction, nous

avons opté pour le protocole de Guimardes et al. (2010).

Trois g de la poudre de chaque échantillon sont extraits au moyen de 50 ml de méthanol
pur sous agitation magnétique pendant 3 heures a température ambiante et a I’abri de la
lumiére puis filtrés a I’aide d’un papier filtre. Le filtrat est ensuite évaporé a I’étuve a 40°C

jusqu’a I’obtention d’un poids constant.

Les extraits secs sont pesés pour estimer le rendement d’extraction comme suit :

Taux d’extraction (%) = ((p1-po) /E) x 100

Po : Poids du bécher vide (g).
P1 : Poids du bécher aprés séchage (g).
E : Poids de la poudre de chague échantillon (g).

Les extraits ont été reconstitués dans du méthanol pur, a des volumes connus, afin
d’obtenir des solutions méres a des concentrations connues de (60mg/ml), qui sont en suite

stockées a 4°C pour une prochaine utilisation.
2.1.2 Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols est basé sur la réaction d’oxydoréduction. Lors de ’oxydation
des polyphénols, le réactif de Folin-Ciocalteu qui est un acide de couleur jaune, constitué de
polyhétérocycles (mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et de 1acide
phosphomolybdique (HzPMo012040)) est réduit en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe
(Wg0O23) et de molybdene (MogO23). La coloration bleue produite est proportionnelle aux taux

de composés phénoliques présents dans le milieu réactionnel (Lapornik et al., 2005).

La teneur en composés phénoliques est déterminée selon la méthode rapportée par

Singleton et Rossi (1965). Cent ul d’extrait de chaque échantillon ou de jus sont mélangés

-
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avec 6 ml d’eau distillée et 500 pl du réactif de Folin-Ciocalteu (1/2). Un et demi ml de
carbonate de sodium (20%) et 1,9 ml d’eau distillée sont additionnés respectivement. Un

blanc (tous les réactifs excepté 1’échantillon) est préparé dans les mémes conditions.

Aprés deux heures d’incubation a I’abri de la lumiére, la lecture est réalisée a I’aide d’un
spectrophotometre a une longueur d’onde de 760 nm (Kafkas et al., 2009). La concentration
en composés phénoliques est déterminée par référence a une courbe d’étalonnage et
exprimées en mg équivalent d’acide gallique par 100 g de matiére séche (mg EAG/100g MS),
ou en mg équivalent d’acide gallique par 100 ml de jus frais (mg EAG/100ml de jus frais).

2.1.3. Dosage des flavonoides

Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner un complexe coloré avec le chlorure d’aluminium. Les flavonoides
forment des complexes jaunatres par chelation des métaux (fer et aluminium). Ceci traduit le
fait que le métal (Al) perd deux €lectrons pour s unir a deux atomes d'oxygene de la molécule

phénolique agissant comme donneur d’¢lectrons (Ribéreau-Gayon, 1968).

La teneur en flavonoides est déterminée selon la méthode rapportée par Ordonez et al.,
(2006). Zéro et demi ml de jus ou extraits de chaque échantillon sont additionnés a 2 ml de
chlorure d’aluminium (2%). Aprés 20 min d’incubation, I’absorbance est lue a 1’aide d’un

spectrophotometre, a une longueur d’onde de 390 nm.

La teneur en flavonoides est déterminée en se référant a une courbe d’étalonnage et elle est
exprimée en mg équivalent de quercétine par 100 g de matiére seche ou par 100 ml de jus

frais.

2.1.4. Dosage des caroténoides

Les caroténoides contiennent dans leur structure plusieurs doubles liaisons conjuguées qui
sont responsables de l’absorption de la lumicre par excitation des électrons des liaisons
(Rodriguez-Amaya, 2001).L’extraction des caroténoides a été réalisée selon la méthode de

Soto-Zamora et al. (2005) avec quelques modifications.

-
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Une masse de 0,1 g de la poudre de chaque échantillon sont écrasés avec un pilon dans 10
ml de solvant d’extraction(hexane/acétone/éthanol, 5, 5/2, 5/2), ce dernier est récupéré dans
une ampoule a décanter, aprés agitation, on laisse le mélange se décanter et lors de la
séparation des deux phases, la phase héxanique supérieure est récupérée et protégée de la
lumiére par le papier aluminium. L’opération est répétée jusqu’a 1’épuisement total de la

couleur jaune.

La teneur en caroténoides est déterminée par la mesure de 1’absorbance de la phase
héxanique récupérée a 450 nm. Les résultats sont exprimés en mg équivalent de p-caroténe
par 100 g de matiére seche ou en mg équivalent de B-caroténe par 100 ml de jus frais en se

référant a une courbe d’étalonnage.
2.1.5. Dosage de la vitamine C dans le jus

Le dosage est basé sur I’oxydation de I’acide ascorbique qui conduit a la réduction de 2,6-
dichlorophénolindophénol (DCPIP) de couleur initiale bleu (forme oxydee) vers la couleur

rose (forme réduite).
La teneur en acide ascorbique est déterminée selon la méthode de Mau et al. (2005).

Cing cent pl de jus sont mélangés avec 2,5 ml de 2,6-dichlorophénolindophénol (DCPIP)

et le mélange est incubé pendant 10 min.

L’absorbance est mesurée a 515 nm, la concentration en acide ascorbique est déterminée
en se référant a la courbe standard de ’acide ascorbique et les résultats sont exprimés en mg

équivalent d’acide ascorbique par 100 ml de jus frais (mg EAA/100 ml de jus frais).

3. Evaluation de I’activite antioxydante

Plusieurs méthodes ont été mises en ceuvre, celles adoptées dans ce travail sont :

3.1. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur se base sur la réaction d’oxydoréduction. C’est I’aptitude des
antioxydants présents dans les extraits a réduire le fer ferrique (Fe®*) du complexe
ferricyanure [FeCls/KsFe(CN)e] en fer ferreux (Fe**) qui donne une coloration bleue-verte
qui est proportionnelle au pouvoir réducteur de I’extrait (Ribeiro et al., 2008 ; Guimaraes et
al., 2010).

-
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Le pouvoir réducteur est estimé par la méthode d’Oyaizu (1986) rapportée par Kumar et
al. (2005). Un volume de 1 ml de chaque extrait, & différentes concentrations, est additionné a
2,5 ml de tampon phosphate (pH 6,6 ; a 0,2M), 2,5 ml de ferricyanure de potassium
(KsFe(CN)e) a 1%, aprés agitation, le mélange est soumit a I’incubation dans un bain marie a
50°Cpendant 20 min. Deux virgule cing ml d’acide trichloracétique a 10% sont additionnés au

mélange et centrifugés a 3000 rpm pendant 10 min.

Un volume de 2,5 ml du surnageant est ajouté a 2,5 ml d’eau distillée, 0,5 ml de chlorure
ferriqgue a (0,1%) est additionné au mélange. le mélange homogénéisé préalablement, est
incubé a I’abri de la lumiére pendant 10 min. L’absorbance est lue a une longueur d’onde de
700 nm.

3.2. Test au phosphomolybdate d’ammonium

Le test au phosphomolybdate d’ammonium est employé pour déterminer la capacité
antioxydante totale (TAC). Cette technique est basée sur la réduction de molybdéne Mo(V1),
présent sous la forme d’ions molybdate, en molybdene Mo (V) en présence de 1’extrait, pour

former un complexe vert de phosphate/ Mo (V) a pH acide (Prieto et al., 1999).

Le Protocol expérimental est celui décrit par Meot-Duros et al. (2008). Deux ml de réactif
de molybdate (préparé a partir de molybdate d’ammonium a 4mM, du phosphate de sodium a
28 mM et de l’acide sulfurique a 0,6 M) sont ajoutés a 200uL des extrais a différentes
concentrations. Aprés incubation a 90°C pendant 90 min, I’absorbance est mesurée a une

longueur d’onde de 695 nm.
3.3. Neutralisation du radical DPPH

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (o,oa-diphényl-B-picrylhydrazyl) est
I’'un des premiers radicaux libres utilisés pour étudier la relation structure-activité
antioxydante des composes phénoliques. Il possede un électron non apparié sur un atome du

pont d’azote.

La mesure de D’efficacit¢é d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la
coloration violette due a une recombinaison des radicaux DPPH®, mesurable par
spectrophotométrie a 515-517 nm (Cristina et al., 2009). Le mécanisme est récapitulé dans la

réaction suivante (Guimardaes et al., 2010).

-
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+ Antioxydant-OH + Antioxydant-O"

DPPH (violet) DPPHH (jaune)

Figure 11 : Réaction de test DPPH (2,2-Diphenyl-1-picryl hydrazyl) (Guimaraes et al.,
2010).

Le Protocol utilisé dans cette méthode est celui de Milardovic et al. (2006). Il consiste a
mélanger 2,9 ml de la solution DPPH avec 0,1 ml de chaque extrait a différentes
concentrations ; aprés une incubation de 30 min, un blanc (méthanol) et un contréle (méthanol
+ DPPH) sont préparés. La mesure de la réaction de réduction de la solution du DPPH® a été

faite a 515 nm.

Le pourcentage de neutralisation du radical de DPPH® est calculé selon la formule

suivante :

% de réduction du DPPH = (Abscontr - AbS¢ch/ AbScontr ) x 100

Abscontr - absorbance du contréle a 515 nm a T=0 min.

Absech 1 absorbance de 1’échantillon a 515 nm a T= 30 min.

4, Proprietés physico-chimiques
4.1. pHdu jus

Le pH du jus est mesuré a ’aide d’un pH-metre.

v le pH-meétre est étalonné grace a des solutions tampons a des pH standards et connus
Puis la sonde du pH-métre est immergée dans I'échantillon et la valeur du pH est affichée

directement sur le pH-métre.
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4.2. Densité du jus

La densité du jus est mesurée avec un pycnometre, qui est généralement composé de deux

éléments : une fiole et d’un bouchon.

La capacité du pycnomeétre propre étant connue avec précision (10 mL) (il suffit de peser
au moyen d’une balance de précision le pycnometre avant et apres remplissage pour

déterminer par calcul la masse volumique d’un produit liquide).

La densité est calculée selon la formule suivante :

D= [(M1-Mo)/V] ! [(M2-M0o)/V]

Mo : La masse du pycnometre vide.
M1 : La masse du pycnometre rempli de jus.
M. : La masse du pycnométre rempli d’eau distillée.

V : volume du pycnomeétre.

4.3. Acidité du jus

L’acidité est la somme des acides organiques et minéraux exprimée en fonction de 1’acide
dominant (Acide citrique pour le jus d’oranges), elle est déterminée par titrage avec
I’hydroxyde de sodium (NaOH, 0,1M), en présence de la phénolphtaléine comme indicateur

coloré, jusqu’au point d’équivalence de la courbe de neutralisation (Bouroukaa, 2012).

cing ml de jus dilué (2/5) sont versés dans un bécher muni d'un agitateur. Ajouter quelques
gouttes de Phénolphtaléine et tout en agitant, on titre avec une solution d'hydroxyde de
sodium (0,1 M), dans une burette, jusqu'a l'obtention d'une coloration rose persistant pendant
30s.

L’acidité du jus est calculée selon la formule suivante :

Acidité = Nb x Vb x Mr/Vax P

-
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Nb : La normalité de la solution d’hydroxyde de sodium (0,1N).
Va : Volume du jus en ml (5 ml).

Mr : masse molaire de 1’acide citrique (192,13 g/mol).

Vb : Volume d’hydroxyde de sodium (ml).

P: Nombre de protons portés par ’acide citrique (3).

5. Activité antimicrobienne

L’évaluation de I’activité antimicrobienne des différents extraits a été réalisée par la
méthode des puits on utilisant cinqg germes microbiens a savoir quatre bactéries E. coli et
Vibrio cholerae (gram négative) Staphylococcus aureus sensible a la Méthiciline et Listeria
innocua (gram positive) et une levure qui est Candida albican, ces puits ont été imbibés de

80 a 100 ul d’extrais. Le protocole suivant résume les differentes étapes suivies durant cette

étude :

Préparation du milieu P .| Le milieu de culture approprié a cette étude est
- " | le milieu Muller-Hinton (gélose semi-molle),

l coulée dans des boites pétri.
Stérilisation du matériel Tout le matériel utilisé dans cette étude a été

< » | bien stérilisé a I’autoclave.

l Les souches microbiennes sont ensemencées
dans la gélose nutritive et incubées a 37°C
Préparation de I'inoculum pendant 24 h. On racle a I’aide d’une anse de

A
v

platine quelques colonies bien isolées et
identiques de chacune des souches bactériennes
a tester. Décharger I’anse dans 10 ml d’eau
physiologique  stérile, La  suspension
bactérienne est bien homogénéisée.

Ensemencement et dépot

d’extraits d 1 it Le milieu de culture est ensemencé par
extraits dans les puits

écouvillonnage. A I’aide d’une pipette pasteur
stérile, on réalise des puits de diameétre de 6
l mm, 80 a 100ul de chaque extrait et un témoin

A
v

(méthanol) sont déposés dans les puits.

.
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Incubation des boites de pétri

l

Lecture des antibiogrammes

Les boites de Pétri sont incubées pendant 18 a
24 heures a 37°C.

A
v

La lecture des antibiogrammes a été faite par la
mesure des diamétres des halos d’inhibitions au
tour des puits.

A
v

Figure 12 : Schéma représentatif des différentes étapes d’étude de I’activité antimicrobienne.

6.  Analyse statistique

Une analyse descriptive des résultats est réalisée a 1’aide du logiciel Microsoft Office
Excel 2007, afin de déterminer les moyennes et les écarts types.

D’autre part, une étude statistique a été faite par ’analyse de la variance ANOVA au seuil
p<0,05 a I’aide du logiciel STATISTICA 5.5.

S
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1. Rendement d’extraction

Il existe plusieurs techniques d’extraction des substances actives présentes dans les plantes.
L’extraction par solvant est une méthode trés utilisée pour libérer les substances bioactives
présentes dans les vacuoles du matériel végétal dont 1’objectif d’avoir un rendement maximal
(Robards, 2003). Elle présente 1’étape clé¢ avant toute analyse quantitative ou qualitative
(Muanda, 2010).

Les composés phénoliques peuvent étre isolés facilement a partir d’un tissu végétal par
extraction avec des solvants organiques (méthanol, éthanol, acétone...).

Dans la présente étude, I’extraction adoptée est celle de macération des matiéres seches par
un solvant polaire. Le méthanol pur (99%) a été choisi comme solvant d’extraction, plusieurs
études ont montré sa capacité a extraire le maximum de composés phénoliques comparant a
d’autres solvants.

Le méthanol a été utilisé pour ces deux avantages majeurs : sa capacité d’inhiber la
réaction du polyphénol oxydase qui cause I’oxydation des composés phénoliques et son
avantage d’étre facilement éliminé par évaporation (Yao et al., 2004).

Le rendement d’extraction des différentes parties analysées de I’orange amere est illustré dans
la figure suivante :

40 1 36 36.6
35 -

30 -

20 -

15 A

Taux d'extraction(% m/m)

Ecorces Feuilles Pépins

Figure 13 : Rendement d’extraction des feuilles, pépins et écorce de la bigarade.
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D’apres les résultats obtenus, on observe que les rendements en extrait sec sont proches
entre les différentes parties. Le rendement le plus élevé est celui des pépins (36,6%) suivi de
I’écorce et les feuilles avec des taux de 36% et 30,3% respectivement.

Ziaur (2006) a montreé que le rendement le plus élevé pour 1’écorce d’agrume a été obtenu
en utilisant le méthanol (19,87%), alors que Muthiah (2012) ont trouvé que le taux
d’extraction pour les feuilles de la bigarade en utilisant 1’éthanol est de 17,5%, ces valeurs
sont nettement inférieures a celles obtenues dans la présente étude.

L’étude de Li et al. (2009), sur les différents parametres affectant 1’extraction des
polyphénols a partir d’écorces d’agrumes, a montré que l’extraction a partir des €corces
fraiches est meilleure de celle obtenue a partir des écorces séches, et cela peut étre due au
processus de séchage (la durée et/ou la température de séchage) qui peut détruire certains
phénols, et aussi la présence d’eau dans les écorces fraiches peut aider 1’extraction des
phénols ; par contre dans 1’écorce séche, tous les composants (membranes et organites) dans
les cellules s’adhérent ensemble en absence d’eau, et rendent éventuellement I’extraction plus
difficile.

La solubilité des composés phénoliques dépend de leur nature chimique dans les plantes
qui varie principalement en fonction du nombre de groupement hydroxyles, du poids
moléculaire et de la longueur de la chaine carbonique de squelette de base (Mohammedi et
Atik, 2011).

Le séchage influe sur le rendement d’extraction, ce processus est recommandé avant
I’étape d’extraction car elle entraine I’inhibition des enzymes et permet aussi de conservé les
poudre pendant une longue durée sans modification importante (Owen et Johns, 1999).

Selon Chan et al. (2009) la température du séchage doit étre inférieure a 50 C° afin de
ramollir le tissu végétal, affaiblir I’intégrité des parois cellulaires et d’hydrolyser les liaisons
phénols-protéines ou phénols-polysaccharides, améliorant ainsi la solubilité des composés
phénoliques.

Par ailleurs, la réduction de la dimension des particules par un broyage augmente la
surface de contacte avec le solvant, permettant ainsi d’accélérer la cinétique et d’augmenter le

rendement d’extraction.

-
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1. Dosage des antioxydants
I1.1. Les composes phénoliques totaux

I1.1.1. Teneur en composés phénoliques totaux

Les différents dosages réalisés ont mis en évidence la présence de polyphénols totaux et de
flavonoides dans toutes les parties de la bigarade analysée.

A Tissue des dosages effectués, il s’est avéré que les quatre échantillons étudiés
renferment des teneurs importantes en composés phénoliques totaux. Les différents résultats
obtenus sont illustrés dans la figure 14.
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Toutes les valeurs sont exprimées par la moyenne de trois essais (n=3)

Les barres verticales représentent les écarts types

Les valeurs désignées par les lettres présentent des différences significatives (p<0,05)
Les résultats sont classés par ordre décroissant:a>b>c>d

Figure 14 : Teneurs en composés phénoliques totaux des différentes parties de la bigarade

Les résultats obtenus montrent que les pépins sont les plus riches en composés phénoliques
avec une teneur de 1463,71+0,35 mg EAG/100g MS suivi par les écorces et les feuilles avec
des teneurs de 497,08 +0,28 et 377,25 £0,59 mg EAG/100g MS respectivement tandis que le
jus frais présent une teneur de 99,52 +0,87 mg EAG/100 ml.




Chapitre 1V Résultats et discussion

L’¢étude statistique montre qu’il existe de différence significatives (p<0,05) entres les
différentes parties analyseées de la bigarade.

Muthiah (2012) ont trouvé des teneurs en composés phénoliques des écorces, des feuilles
et des fruits de quelques variétés d’agrumes qui varient entre 739 et 3305 mg équivalent de
pyrocatéchole/100g MS. Alors que Bejer et al. (2012), dans leur étude sur les feuilles
d’orange, ont trouvé une teneur en composés phénoliques totaux de 584 mg équivalent
d’acide caféique/ 100g MS. Les résultats obtenus par Ghasemi et al. (2009) sur I‘écorce de la
bigarade est de 223,2 mg EAG/g MS.

Les différences observées entre les résultats des différents travaux et ceux obtenus dans la
présente étude peuvent étre liées a la méthode d’extraction, la différence des standards utilisés

ainsi qu’a la méthode adoptée pour le dosage.
[1.1.1. Teneursen flavonoides

Les concentrations en flavonoides des différentes parties de la bigarade (écorces, feuilles,
pépins et jus) présentent des différences significatives (p<0,05). Les résultats enregistrés pour

les teneurs en flavonoides des parties étudiees de la bigarade sont présentés dans la figure 15.

La teneur la plus élevée est observée dans le cas des feuilles (1194,63+0,91 mg EQ/100 g
MS) et la plus faible est enregistrée par de pépins (478,99+1,56 mg EQ/100g MS).

D’apres 1’é¢tude de Ghasemi et al. (2009), la concentration des écorces de la bigarade en
flavonoides est de 7,7 mg EQ/g MS, alors que Lagha-Benamrouche et Madani, (2013) ont
trouvé 1,17 mg EQ/g MS pour les écorces et 3,25 mg EQ/g MS pour les feuilles de la méme

plante (bigarade). Ces concentrations sont supeérieures a celles trouvés dans notre étude.

La méthode de conservation des plantes et d’exposition a la lumiére peuvent affecter la
teneur en flavonoides car ils sont sensibles a ’oxydation, et ils ont tendance a former des
polymeres donnant ainsi des tannins condensés ce qui pourrait expliquer ces différences de

concentrations (Manach et al., 2004).

-
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Les résultats sont classés par ordre décroissant ; a>b>c

Figure 15 : Teneur en flavonoides des différentes parties de la bigarade.
11.1.2. Teneur en caroténoides

Les caroténoides sont insolubles dans 1’eau et solubles dans les solvants organiques tels
que l’acétone, I’hexane et le méthanol (Rodriguez- Amaya, 2001). Au cours de leur
extraction, deux phases bien distinctes se sont formeées : une phase apolaire lipophile a partir
de laquelle ont été isolés les caroténoides et une phase polaire qui renferme des molécules

hydrophiles tels que les polyphénols, particulierement les flavonoides.

Les concentrations en caroténoides des différentes parties de la bigarade analysées
présentent de différences significatives (p<0,05). La teneur la plus élevée est notée pour les
feuilles (50,68+1,13 mg équivalent de B-caroténe/g MS) suivie de 1’écorce et des pépins
(46,92+1,72 et 24,77+1,13 mg équivalent de p-caroténe/g MS) respectivement. Alors que le

jus frais a une teneur de 0,61+0,13 mg équivalent de p-caroténe/ml.
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Les résultats de la présente étude ont montré que les feuilles de la bigarade sont les plus
riches en caroténoides que les autres parties contrairement aux résultats obtenus par
Rodriguez-Amaya (2001) qui a montré que les écorce sont les plus riches en caroténoides que
les autres parties de la plante et cela est peut étre due a I’absorbance des chlorophylles a

450nm.

La concentration en caroténoides varie non seulement avec les especes mais aussi avec les
variétés, les facteurs naturels (la lumiere, le sol, le degré de maturation, le climat, I’origine
tgéographique et les conditions de culture) et les conditions de conservation et de stockage, en
effet ’exposition des oranges a la lumiére et a des températures élevées favorise les pertes en
caroténoides (Rodriguez-Amaya, 2001 ; Dias et al., 2009).

Kato et al. (2004) ont indiqué que ’accumulation des caroténoides pendant la maturation
des agrumes est régulée par I’expression des génes responsables de leur biosynthese, ainsi que

les conditions de culture.

Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure 16.
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Les résultats sont classés par ordre décroissant ; a>b>c

Figure 16: Teneur en caroténoides des différentes parties de la bigarade.
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11.1.4. Teneur en vitamine C de jus

Le résultat du dosage de la vitamine C, obtenu pour le jus frais de la bigarade est exprimé
en mg équivalent de I’acide ascorbique par 100 ml de jus frais (mg EAA /100 ml), est de
254,07+ 6,24 mg EAA /100 ml.

Selon Elez-Martinez et Martin-Belloso (2007) et Izuagie et lzuagie (2007), les teneurs en
acide ascorbique des jus d’oranges sont comprises entre 56,3 et 60 mg/100ml, alors que
Ramful et al. (2010), ont trouvés que la teneur de la bigarade en vitamine C est inférieur a
600ug/ ml. Ces résultats sont inférieurs a celle obtenue dans la présente étude.

La variabilité des teneurs en acide ascorbique des oranges est influencée par les variations
saisonnieres et annuelles du soleil, I’humidité, la variété du fruit, la position des fruits sur

I’arbre et leur degré de maturité.

D’autres facteurs peuvent aussi €tre impliqués, notamment la sensibilité de cette vitamine a

I’air et a des températures élevées (Elez-Martinez et Martin-Belloso, 2007).
III. Evaluation de Pactivité antioxydante

I11.1. Pouvoir réducteur

Le potentiel antioxydant des extraits est estimé en utilisant la méthode de réduction au
ferricyanure de potassium. La présence de réducteurs dans les extraits induit la réduction du

fer ferrique (Fe*®) en fer ferreux (Fe*?) selon la réaction suivante :
Fe**+e¢ ——— > Fe? (réaction de réduction)

La couleur jaune de la solution de ferricyanure de potassium vire vers une couleur bleue

verte dont I’intensité dépend du pouvoir réducteur de chaque extrait.

Le pouvoir réducteur des extraits méthanoliques des feuilles, pépins, écorces et aussi le jus,
est déterminé par la mesure de I’absorbance a 700 nm, et I’augmentation de I’absorbance

indique une augmentation du pouvoir réducteur.

Dans la présente étude, le pouvoir réducteur varie d’une partie de la bigarade a autre,
d’apres la présentation graphique (figure 17), les écorces de la bigarade présentent le meilleur
pouvoir réducteur avec des absorbances de 0,28 a 0,76 suivi par les feuilles avec des

absorbances de 0,17 a 0,52 tandis que les pépins présentent le pouvoir réducteur le plus faible

-
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dont les absorbances varient de 0,15 a 0,19. Cependant que les absorbances de jus frais
varient de 0,18 & 0,37.

Plusieurs études, ont confirmé que le pouvoir réducteur est proportionnel a la

concentration (Elmastasa et al., 2006 ; Nisha et al., 2009).

La capacité antioxydante est influencée par plusieurs facteurs, tels que la variété, le degré
de maturation, le sol, le climat et les méthodes analytiques (Xu et al., 2008). Elle dépend
également, selon Huang et al. (2006), de la teneur en composés phénoliques, incluant les
flavonoides.
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0 _
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Absorbances a 700 nm

Figure 17: Le pouvoir réducteur de jus, pépins, écorce et feuilles de la bigarade.
II1.2. Test de phosphomolybdate d’ammonium

La capacité antioxydante totale des extraits méthanoliques et le jus est évaluée par la
méthode de Meot-Duros et al.,(2008). Ce test est basé sur la réduction de Mo (VI) a (V) par la

présence de I’échantillon et la formation ultérieure d’un complexe vert de phosphate/ Mo (V).

Les résultats des différents extraits et le jus sont représentés dans la figure 18 qui montre
que I’activité antioxydante des différentes parties étudiées de la bigarade est proportionnelle a

leurs concentrations.
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Figure 18 : Test de phosphomolybdate d’ammonium de jus, pépins, écorces et feuilles de la
bigarade.

Le pouvoir de phosphomolybdate d’ammonium dans la présente étude est déférent d’une
partie a I’autre de la bigarade, la plus grande activité a été enregistrée pour les écorces ou les
absorbances élevée ont été notées de 0,4 a 0,98 suivi par les feuilles et les pépins avec des
absorbances de 0,26 a 0,77 et 0,17 a 0,39 respectivement par contre le jus frais présente des
absorbances de 0,69 & 0,97.

111.3. Neutralisation du radical DPPH

La neutralisation du radical libre, stable DPPH, est une méthode rapide et largement
utilisée pour évaluer cette activité comparée a d’autres méthodes (Kuda et al., 2005). Cette
activité antiradicalaire est basée sur la réduction du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl,
suite a un transfert d’hydrogeéne qui provient des différents antioxydants qui se trouvent dans
le milieu réactionnel.

Expérimentalement, lorsque un volume défini de I’extrait est additionné a un volume
déterminé de la solution du DPPH, alors ceci provoque la forme réduite, I’absorbance du
mélange réactionnel diminue et devient stable dans un lapse de temps court, ainsi la solution
change de couleur instantanément du violé sombre a la jaune pale (Molyneux, 2004).

La caractéristique principale d’un antioxydant est sa capacité d’agir en tant que piégeur de

radical libre en donnant un proton. Afin de se renseigner sur le piégeage du radical DPPH et
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la puissance des écorces, feuilles, pépins et jus de la bigarade, nous avons testé une gamme de

concentrations pour chaque échantillon.

Les résultats de D’activité antiradicalaire des échantillons testés a des concentrations

différentes, exprimés en pourcentage d’inhibition sont illustrés dans la figure 19.
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Figure 19 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH’ par les différents extraits en fonction

de concentration.

Les résultats obtenus montrent que les différents extraits d’écorces, feuilles, pépins et jus
de la bigarade présentent une capacité de piéger le radical DPPH®, comme on constate
¢galement que le pourcentage d’inhibition du radical est proportionnel a la concentration des
différents extraits utilisés.

L’étude statistique (p< 0.05) n’a révélée aucune différence significative entre les écorces
et les pépins, par contre le pourcentage d’inhibition du radical DPPH des feuilles est
significativement différent.

Les écorces présentent le pourcentage d’inhibition le plus élevé qui est de 39,59 +7,35%
suivie de celui des feuilles 26,37+6,11% et enfin les pépins avec un pourcentage de
24,36+1,48%. Le jus frais de la bigarade présente un pourcentage d’inhibition qui est de
I’ordre de 28,09 + 2,55 %.

Lagha-Benamrouche et Madani, (2013) ont montré que le pourcentage d’inhibition du
radical DPPH des écorces de la bigarde est de 88% et celui de ces feuilles est de 99,5%. Ces

résultats sont nettement supérieurs a celle obtenue dans la présente étude.
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La neutralisation du radical DPPH par les extraits des différentes parties d’agrumes a été
attribuée, par plusieurs auteurs, a la présence de composés phénoliques qui cédent facilement
des protons pour le réduire (Tepe et al., 2007 ; Li et al., 2009 ; Nisha et al., 2009).

V. Propriétés physico-chimiques

IV.1. pH

Le genre Citrus contient deux espéces d’orange. La premicre, Citrus sinensis (L) Osbeck,
correspond aux oranges douces, la deuxiéeme, Citrus aurantium (L), aux oranges ameres. La
bigarade est peu comestible a cause de son amertume et son pH bas, son utilisation est
principalement réservée a la production de marmelades ou des huiles essentielles (Kimball,
1999). Le pH des oranges varie entre 3.0 et 3.5 (Rangana et al., 1983), la bigarade, étant la

plus acide, son pH est inférieur a celui d’autre agrumes, qui est de 2,31.

IVV.2. Densité de jus

On entend par densité le rapport entre la masse volumique d'une substance et la masse

volumique d'une substance de réference (eau).

La densité du jus obtenue dans nos analyses est de 1,07 qui est presque égale a la densité
de différents jus de différents fruits, citant le jus d’orange et le jus de pomme qui présentent
une densité de 1,05. (FAO, 2005)

IV.3. Acidité de jus

L’acidité¢ a un role fondamental dans la saveur acidulée du jus d’orange, 1’acidité a une
influence remarquable sur la perception sensorielle des composes volatils du jus (Ahmed et

al., 1978). L’acidité du jus de la bigarade est de 7,17 g d’acide citrique/l de jus.
V. Activité antimicrobienne

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antimicrobien des extraits de différentes parties :
écorces, feuilles et pépins de Citrus aurantium par la méthode de diffusion des extraits dans
des puits sur un milieu gélosé solide, Mueller-Hinton pour les bactéries et Sabouraud pour la

levure en présence d’un témoin qui est le méthanol.

-
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L’activité antimicrobienne des extraits a été estimée en termes de diamétre de la zone
d'inhibition autour des puits contenant les extraits a tester vis-a-vis quatre bactéries :
Escherichia coli et Vibrio cholerae qui sont des Gram’, Staphylococcus aureus résistant a la
méthicilline (SARM) et Listeria innocua qui sont des Gram* et un champignon qui est une
levure : Candida albicans.

Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau et la figure, photographiées au
laboratoire apres incubation, suivants, ils représentent les diametres des zones d’inhibitions
des extraits tester vis-a-vis les germes a étudier.

Les puits des extraits des écorces, feuilles, pépins et le témoin sont représentés par les
lettres E, F, P et T respectivement.

Tableau IV : Diamétre de la zone d'inhibition des extraits tester vis-a-vis les germes a

étudier.
Extraits Diameétre de la zone d’inhibition (nm)
Germes Escherichia Vibrio Listeria Staphylococcus | Candida
coli cholerae innocua aureus(SARM) | albicans
(ATCC25922) | ATCC14035) | (CLIP774915) | (ATCC433300) | (ATCC1023)
Ecorce 20 12 20 15 13
Pépins 18 09 0 0 14
Feuilles 17 13 17 10 19
Témoin 0 0 0 0 0

E.coli
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Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM)

Listeria innocua

Vibrio cholerae
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Candida albicans

Figure 20 : Photos des boites de pétris aprés incubation montrant les zones d’inhibition des

différents germes.

Les bacteries et le champignon étudiés ont montré des sensibilités différentes aux extraits
testés, par exception, la souche Listeria innocua et SARM ne présentent pas de sensibilité vis-
a-vis ’extrait de pépins, comme on a constaté que les germes ne présente aucune sensibilité
envers le témoin.

Le diamétre de la zone d’inhibition des extraits de différentes parties de la bigarade varie
entre 09 mm et 20 mm, ces résultats indiquent I’effet inhibiteurs des extraits vis-a-vis les
germes étudiés.

D’apres les résultats obtenus, les écorces présentent une meilleure activité antimicrobienne
envers E.coli et Listeria innocua avec un diamétre de zone d’inhibition de 20 mm. Par contre
la meilleure activité marquée par I’extrait de feuilles contre Candida albicans avec un
diamétre de 19 mm et envers E.coli et Listeria innocua avec un diametre de 17 mm. L’extrait
de pépins présents une meilleure activité antimicrobienne contre E.coli avec un diameétre de
zone d’inhibition de 18 mm.

L’efficacité optimale d’un extrait peut ne pas étre due a un constituant actif majoritaire,
mais plutot a ’action combinée (synergie) de différents composés (Essawi et Srour, 2000).

Le mécanisme des effets antimicrobiens des polyphénols est sans doute tres complexe.
Parmi les hypotheses avancées, I’inhibition de la synthése d'acide nucléique, I’altération des
fonctions de la membrane cytoplasmique, la séquestration de substrats nécessaires a la
croissance microbienne et I’inhibition du métabolisme énergétique microbien (Jungkind,
1995).
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Conclusion

Conclusion

La présente étude est consacrée aux dosages des différents antioxydants (Acide ascorbique,
Caroténoides, Composés phénoliques et Flavonoides), et a [I’évaluation de [I’activité
antioxydante (Pouvoir réducteur, Neutralisation du radical DPPH et le Test de
phosphomolybdate d’ammonium) et de I’activité antimicrobienne des extraits de différentes
parties (écorce, feuilles et pépins) de Citrus aurantium cultivée dans la région de Béjaia

(Aokas), en utilisant le méthanol comme solvant d’extraction.

Les résultats obtenus dans ce travail nous permettent de déduire que 1’orange amére est une
source importante de différents antioxydants. En effet, les dosages effectués ont montré que
les feuilles de la bigarade contiennent la teneur la plus élevée en caroténoides suivies des
écorces avec des teneurs de 50,68 + 1,13mg E B-caroténe/g de MS et 46,92 +1,72 mg Ep-
caroténe/g de MS, respectivement. Alors que la teneur la plus importante en composés
phénoliques est enregistreée avec les pépins avec une teneur de 1463,71 +0,35 mg EAG/100g
de MS, concernant les feuilles, elles présentent une source excellente de flavonoides qui est
de 1194,63 +0 ,91mg EQ/100g de MS.

Les differents extraits des différentes parties de I’orange ameére étudiée présentent
différents pouvoir réducteur. Le jus présent un pouvoir réducteur important alors que le
meilleur pouvoir antiradicalaire est enregistré par les écorces, le pourcentage d’inhibition du
radical DPPH des différents extraits varie pour des doses allant de 24,36% a 39,59%.

L’activité antimicrobienne des extraits étudiés ont montré que les bactéries : Escherichia
coli, Listeria innocua et Vibrio cholerae et Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline
(SARM)et la levure Candida albicans présentent une sensibilité vis-a-vis des extraits, les
diametres des zones d’inhibitions varient entre 9 et 20 mm, [sachant que la meilleure activité
est présentée par I’extrait des écorces envers E. coli et Listeria innocua et I’extrait des feuilles
envers Candida albicans, E.coli et Listeria innocua et enfin I’extrait de pépins envers E.coli,

alors que SARM et Listeria innocua présentent une résistance envers ce dernier].

-
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Figure 22 : Courbe d’étalonnage des flavonoides
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Résumeé : Les travaux menés dans notre étude ont permis de doser les antioxydants et d’évaluer 1’activité
antioxydante et antibactérienne, des écorces, feuille, pépins et jus de ’orange amére ainsi les propriétés physico-

chimiques du jus. L’extraction de ces principes actifs est faite par le méthanol pur.

La teneur totale en composés phénoliques a été déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, la teneur la
plus élevée est del463,71 +0,35 mg EAG/100g MS, enregistrée par I’extrait de pépins. Les flavonoides quant a
eux, ont été évalués en utilisant la méthode AICI3, les teneurs enregistrées varient entre 1194,63 +0,91mg
EQ/100g de MS et 478,99 + 1,56 mg EQ/100g de MS. L’extraction des caroténoides avec de ’hexane a donné
un rendementimportant, 50,68 + 1,13 mg E de B-carotene/g de MS sont donnés par I’extrait de feuilles. Le

dosage d’acide ascorbique de jus de la bigarade a révélé une teneur de 259,07+ 6,24 mg EAA/100ml de jus.

L’activité antioxydante des différents extraits a été évaluée par trois méthodes citant le pouvoir réducteur, la
neutralisation de radical DPPH et le Test de phosphomolybdate d’ammonium. L’ensemble des extraits
présentent différentes activités. Alors que les résultats de ’activité antimicrobienne des différents extraits de
’orange amére montrent que ce fruit peut inhiber 1a croissance de cing germes microbiens a savoir : Escherichia
coli, Listeria innocua, Vibrio cholerae, Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM) et Candida
albicans, la meilleur activité est enregistrée par 1’extrait des écorces envers E. coli et Listeria innocua et 1’extrait
des feuilles envers Candida albicans avec un diamétre de la zone d’inhibition de 20,20 et 19 mm respectivement.
Mots clés: Agrumes, bigarade, antioxydants, caroténoides, composés phénoliques, flavonoides, activité

antioxydante.

Abstract: The work carried out in our study allowed to quantify the antioxidants and to evaluate the
antioxidant and antibacterial activities of barks, leaves, seeds and juice of bitter orange as well as the
physicochemical properties of the juice. The extraction of these active compounds was carried out using pure

methanol.

The total content of phenolic compounds was determined using the Folin-Ciocalteu reagent, the highest content
being 1463.71 + 0.35 mg EAG / 100 g MS, recorded by the seed extract. The flavonoids were evaluated using
the AICI3 method and the recorded contents ranged between 1194.63 + 0.91 mg EQ / 100 g DM and 478.99 +
1.56 mg EQ / 100 g DM, extraction of carotenoids with hexane gave an important yield, 50.68 + 1.13 mg E of B-
carotene / g MS were shown in the leaf extract. The ascorbic acid content of sour orange juice revealed a value
of 259.07 + 6.24 mg EAA / 100 ml of juice.

The antioxidant activity of the various extracts was evaluated by three methods, namely the reducing power, the
DPPH radical neutralization and the ammonium phosphomolybdate test. All the extracts present different
activities. While the results of the antimicrobial activity of the different bitter orange extracts showed that this
fruit can inhibit the growth of five microbial germs namely Escherichia coli, Listeria innocua, Vibrio cholerae,
Staphylococcus aureus resistant to methicilline (SARM)and Candida albicans, the best activity was recorded by
the bark extract towards E. coli and Listeria innocua and the extract of the leafs towards Candida albicans with
a diameter of the inhibition zone of 20, 20 and 19 mm respectively.

Keywords: Citrus, bitter orange, antioxidants, carotenoids, phenolic compounds, flavonoids, antioxidant

activity.
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