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L’importance des fruits et des légumes en matière de nutrition, de santé et d’économie n’est 

plus à démontrer. Ce sont eux qui transportent le mieux les vitamines, les minéraux essentiels, 

les fibres alimentaires et les antioxydants. Pour cela, les fruits et les légumes jouent donc un 

rôle important dans notre alimentation quotidienne (FAO, 2000).  

Actuellement les fruits et les légumes occupent une place prépondérante dans le secteur 

agroalimentaire. En effet, l’approvionnement de ce dernier en matière agricole destinés à 

l’agro-industrie a incité les industriels à investir dans la transformation des fruits et légumes 

en boissons et eaux fruités. Le jus de fruit est un aliment contenant des éléments nutritifs 

essentiels à notre santé. Outre ses bienfaits réhydratant, il couvre de nombreux besoins de 

l’organisme et présente des qualités communes même si chaque jus de fruits a ses avantages 

nutritionnels spécifiques (Vierling, 2008). Ce dernier contient des antioxydants qui sont des 

substances qui peuvent retarder ou empêcher l’oxydation des substrats biologiques (Boyd et 

al., 2003). 

Dans la famille des agrumes, approximativement 52% de la production d’orange est destiné 

pour l’extraction de jus (FAO, 2003). Parmi les variétés d’orange, l’orange sanguine est la 

variété la plus consommée dans la région méditerranéenne. Sa couleur rouge est 

principalement associée aux pigments d’anthocyanes. A cela s’ajoute, les caroténoïdes qui 

contribuent aussi à la couleur de l’orange mais elle est masquée par la présence des 

anthocyanes. Ces caroténoïdes sont responsables de la couleur jaune, orange et rouge des 

fruites et des légumes (Rao et al., 2007). 

Les jus d’oranges sanguines possèdent une flaveur unique et sont considéré comme les plus 

délicieux des jus d’agrumes, et cela est un facteur important affectant l’attraction des 

consommateurs et aussi la valeur marchande du produit.   La quantité et la composition des 

anthocyanes présents dans l’orange pigmentée varient considérablement en fonction de 

variété, la maturité, région de culture, et beaucoup d'autres facteurs environnementale 

(Rapisarda et al., 2001         et al., 2011). En effet, la plupart des variétés d'oranges 

sanguines exigent une large gamme de température, jour et nuit, pour maximiser la formation 

de la couleur (Butteli et al., 2012). Par conséquent, la production d'oranges rouges caractérisé 

par des niveaux élevés d'anthocyanine est limitée à quelques région tels que le Brésil et la 

Floride, et en particulier à la région sicilienne, où les conditions climatiques donnent  des 

fruits de couleur unique d'intensité et de qualité.  
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Les voies de biosynthèses des anthocyanes sont très étudié dans différentes espèces à savoir le 

maïs , le muflier et opuntia.(Lo pioro, 2006) et leurs gènes de biosynthèses est largement 

régulé au niveau transcriptionnel (Quattrocchio et al., 1993).Ces études, ont montré que ces 

pigments sont synthétisés quand deux types de gènes sont exprimés : gènes structuraux qui 

codent pour les enzymes de métabolisme, et gènes de régulations qui codent pour les facteurs 

de transcription (Licciardello et al., 2008). En effet, il a trouvé que la production 

d’anthocyanes est régulé par un complexe MYB-bHLH WD40 (MBW) et qui a été largement 

trouvé dans la pomme (An et al., 2012), fraise (Schaart et al., 2013), la pêche (Rahim et al., 

2014), et chez Arabidopsis thaliana (Li, 2014). La question qui reste posée c’est de savoir est 

ce que ce même complexe est impliqué dans la biosynthèse des anthocyanes dans l’orange 

sanguine et cela serait utile pour la compréhension du mécanisme de pigmentation des 

anthocyanes dans ce fruit.  

Concernant la biosynthèse des caroténoïdes, différentes études ont identifiées les gènes 

responsables et les facteurs influençant leurs accumulations dans différentes espèces 

(Fanciullino et al., 2008). Néanmoins, il y a peu d’étude sur la production des caroténoïdes 

dans l’orange sanguine. 

Notre travail porte sur l’expression des anthocyanes et des caroténoïdes dans l’orange 

sanguine. Pour cela ce travail est subdivisé en deux parties : 

- Partie 1 : cette partie consiste à faire une analyse de la bibliographie pour dresser un 

état de l’art sur la biosynthèse des anthocyanes et les caroténoïdes ainsi que leurs régulation 

dans l’orange sanguine. De plus, la détermination des différents facteurs qui affectent la 

production de ces différents pigments dans ce fruit ; 

 

- Partie 2 : cette partie consiste à caractériser les paramètres physicochimiques (pH, 

acidité titrable, brix etc.) et les paramètres phytochimiques (polyphénols totaux, flavonoïdes) 

de l’orange sanguine. L’activité antioydante du jus d’orange sanguine a été aussi réalisé en 

utilisant le test DPPH et le pouvoir réducteur. 
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Partie 1. L’Orange sanguine ; description, variétés, composition et 

importance 

 

I.1-L’orange (Citrus sinensis) 

I.1.1-Définition et structure 

I.1.1.1-Définition  

L’orange est un agrume qui peut aussi être appelé hesperidium. L’hesperidium diffère des 

autres fruits comme la tomate ou le raisin car il possède une peau dure et solide qui protège la 

partie comestible du fruit (Davies et Albrigo, 1994 ; Berlinet et al., 2006). Les orangers 

dépassent rarement 9 m de haut. Les feuilles sont persistantes, ovales et luisantes et les fleurs 

sont blanches et parfumées. 

I.1.1.2-Structure  

La structure d’une orange est présentée dans la (Figure 1). Les parties caractéristiques    

communes aux agrumes sont les suivantes : 

 Une couche extérieure colorée, le flavedo, rappelant le mot « flaveur » car elle 

contient les glandes à huiles essentielles, 

 Une couche intérieure blanche et spongieuse, l’albédo (ou mésocarpe), riche en 

pectines, 

 Une partie comestible, l’endocarpe ou épiderme interne. Dans le cas des oranges, les 

cellules très juteuses formant des sacs à jus ou encore vésicules à jus sont des poils produits 

par l'endocarpe. Les segments (ou quartiers) qui comprennent de nombreuses vésicules sont 

séparés par des parois carpellaires ou membranes constituées de cellulose, pectine et 

hémicelluloses. Les segments sont attachés à la partie centrale du fruit appelée columelle 

(placenta) (Berlinet et al.,2006). 

 

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Agrume
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             Figure 1 : Les caractéristiques morphologiques d'une orange (Hendrix et al ., 1995). 

 

I.1.2-Les espèces et les principales variétés 

L’orange fait partie du genre Citrus de la famille des Rutacées. Le genre Citrus contient deux 

Espèces d’orange :  

 La première, Citrus aurantium (L) correspond aux oranges amères. Ces dernières sont  

également appelées bigarades ;  

 la deuxième, Citrus sinensis (L.) Osbeck, correspond aux oranges douces  (Berlinet, 

2006).  Cette dernière catégorie de l’orange douce est représentée par différentes variétés 

(navels, blondes, sanguines et douceâtres). (Tableau I).    .  

Les oranges navels, caractérisées par une excroissance « ombilic » ou « navel » en anglais 

dans leur partie inférieure et une quasi absence de pépins. Ces oranges sont les plus 

consommées en fruits de bouche.  Elles sont moins juteuses que la plupart des autres variétés 

et elles développent une certaine amertume lors du pressage ce qui peut les rendre impropres à 

une production de jus (Saunt ,1990) 

Les oranges blondes dont la principale variété est la Valencia, première variété commerciale 

de tous les types d’agrumes. Celle-ci peut être rencontrée dans toutes les zones principales de 

production d’oranges Elles développent beaucoup moins d’amertume que les oranges navels 

lors de leur pressage. Elles sont donc principalement transformées en jus (Kimball, 1999). 

Les oranges sanguines sont caractérisées par leur chair colorée due à des pigments rouges, 

des anthocyanes. Ceux-ci sont sensibles aux techniques d’extraction des jus et au stockage du 

jus, et leur dégradation peut donner une couleur brune indésirable au produit encore appelées 
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oranges douceâtres (Davies et Albrigo, 1994). Les deux principales variétés sont la variété 

Moro (Portugaise) et la variété Sanguinilli. La variété Moro est la plus colorée de toutes les 

oranges sanguines, et dont l’écorce ainsi que le jus sont d’une couleur rouge vif .La 

Sanguinelli est de petite à moyen taille, ayant une peau mince avec peu ou pas de pépins 

(kelebek et al ., 2008 ). 

 

Tableau I : Principales variétés d’oranges de l’espèce Citrus Sinensis (L.) Osbeck      

(Saunt, 1990) 

 

 

 

 

catégorie 

 
 

 

 

 

Variété 

 

 

 

 

Lieu de production 

 

 

 

 

Utilisation principale 

Navel Bahianinha 

 

Brésil  

 

 

 

Fruits de bouche 

Navelate Espagne, Maroc, Afrique du Sud 

Naveline Espagne, Portugal, Maroc 

Washington ou Bahia Bresil, Californie, Mexique, 

Floride, Région Méditéranéenne 

Blondes Valencia Espagne, Argentine, Australie, 

Californie, Floride, Maroc, 

Afrique de Sud, Uruguay, Brésil, 

Israel 

Jus 

Pera Brésil Jus 

Pineapple Floride, Argentine, Brésil, 

Méxique, Inde 

Jus 

Hamlin Brésil, Floride, Maroc, Turquie, 

Chine 

Jus et fruits de bouche 

Shamouti Israél, Turquie, Afrique de Sud, 

Egypte, Chine, Inde 

Fruits de bouche 

Sanguines Maltaise Tunisie, Maroc Fruits de bouche 

Moro Italie, Sicile Jus 

Sanguinelli Espagne Fruits de bouche 

Douceâtres Succari Egypte Fruits de bouche 

Lima Brésil 
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I.1.3-Intérêts 

 Le jus d’orange constitue une source diététique importante de composés bioactifs. Il contient 

des caroténoïdes : provitamine A (ß-carotène, α-cryptoxanthine), aussi bien que d’autres 

caroténoïdes antioxydants (zéaxanthine et lutéine). Ces caroténoïdes ont été impliqués dans la 

réduction des maladies dégénératives (cardiovasculaires et cérébro-vasculaires). Il est 

également caractérisé par une teneur élevée d’acide ascorbique (vitamine C ; antioxydant 

naturel pouvant empêcher le développement des conditions d’oxydation chez l’homme 

(Sànchez-Moreno et al., 2003). 

I.1.4-Les anthocyanes et caroténoïdes des oranges 

I.1.4.1-Les anthocyanes 

Le terme  anthocyane dérive des mots grecs anthos (fleur ) et cyanus (bleu sombre) .Il définit 

des substances pigmentaires naturel des feuilles des pétales et des fruits et qui sont  

responsables des colorations oranges ,roses ,rouges ,violettes et bleus brillantes des feuilles et 

des fruits de nombreuses plantes (Valls Millan .,Marti et al .,2009) .                                                                                         

Les  anthocyanes sont considérés comme des colorants alimentaires naturels non toxique et ça 

depuis l’époque romaine (Castaneda ovando et al .,2009 ;Hubbermann et al .,2010 ) et 

elles possèdent cependant un rôle majeur dans la pollinisation des fleurs par l’attraction des 

espèces  et impliquées dans la lutte antistress physico-chimique (Bruneton ., 1999 ; Kong et 

al .,2003 ;Cavalcanti et al 2010; Shipp et al., 2010). 

I.1.4.2-Structure des anthocyanes  

Les anthocyanes appartiennent au groupe des flavonoïdes qui sont caractérisés par une 

structure en C6-C3-C6. Les anthocyanes ont une structure de base commune, le cation 

flavylium ou 2-phényl-1- benzopyrilium (Figure 2). L'aglycone de l'anthocyane est appelé 

anthocyanidine.  
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Figure 2 : La structure de base des anthocyanes. 

Les anthocyanidines sont le plus souvent glycosylées en position 3 et 5 avec le plus 

fréquemment des monosaccharides (glucose, galactose, rhamnose et arabinose) et des di- et 

tri-saccharides formés par la combinaison des monosaccharides précédents. Ceci augmente 

leur solubilité et leur stabilité (Brouillard, 1993). La principale caractéristique des 

anthocyanes est leur diversité de couleur allant du bleu, au rouge, mauve, rose et orange 

(Tanaka et al., 2008). Leur coloration est très tributaire de l’acidité du milieu, elle est rouge 

en milieu acide et bleu en milieu neutre ou alcalin (yahlaoui, 2012).  

Les principales anthocyanidines rencontrées dans la nature sont illustrées dans la figure 2. 

Leur différence principale est le nombre et la position des groupements hydroxyles (OH) dans 

leur structure de base (Tableau II). 

 

Figure 3 : Les principales anthocyanidines naturelles (Valls et al 2009). 

Tableau II : Exemples d’anthocyanes (D’après Kong et al., 2003). 
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nom Abréviation Radicaux présents aux positions Couleur (milieu 

naturel) 3 5 7 3’ 4’ 5’ 

Cyanidine Cy OH OH OH OH OH H Orange/rouge 

Delphinidine Dp OH OH OH OH OH OH Bleu 

Malvidine Mv OH OH OH OMe OH OMe Mauve 

Pélargonidine Pg OH OH OH H OH H Orange 

Péonidine Pn OH OH OH OMe OH H Orange/rouge 

Petunidine Pt OH OH OH OME OH OH Mauve 

Dans les oranges sanguines, les anthocyanidines les plus abondantes sont la cyanidine 3-

glucoside qui représente environ 97% des anthocyanes majoritaires (Maccarone et al ., 

1983). 

      

Cyanidine3-(6-malonyl) glucoside                                       Cyanidine 3 glucoside 

                                     Figure 4 : Anthocyanes de l’orange sanguine 

I.1.4.3-Principales sources des anthocyanes 

Les anthocyanes sont présents dans des fleurs et des fruits de nombreuses plantes, en 

abondance dans les fruits et les baies et en moindre quantité dans les autres parties de plantes 

(tige, feuille, racine, bois) (Berlinet, 2006). 

Tableau III : La teneur en anthocyanes de quelques fruits et légumes (Willig, 2009). 

         Fruits et Légumes  Concentration en anthocyanines 
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(mg/100 g) 

 

Pomme 1-17 

Mure 145-607 

Raisin 27-120 

Fraise 13-55 

Oignon rouge ˞ 49 

Carotte violette 38-98 

Radis 11-60 

Mais ˞1640 

Chou ˞ 322 

 

 

I.1.4.4-Localisation et transport des anthocyanes 

Les anthocyanes sont des composées phénoliques qui s’accumulent dans des cellules les plus 

externe (épidermes et hypodermes) (Oren-Shamir, 2009),sous forme de structures 

pigmentées, nommées incorrectement anthocyanoplastes puisqu’il s’agit d’inclusions et non 

de structures dans le cytoplasme (Samouelian et al .,2008). Les flavonoïdes sont 

essentiellement synthétisés dans le cytosol, à la surface du RE, puis séquestrés dans la vacuole 

ou sécrétés dans la paroi cellulaire. Cette compartimentation contribue à les stabiliser et/ou à 

empêcher leur oxydation, ce qui préserve leur activité biologique. Elle permet en outre de 

réduire la réactivité et la toxicité que présentent les formes aglycones des flavonoïdes. Au 

moins deux modèles ont été proposés quant au transport des flavonoïdes, le premier 

impliquant l’intervention de protéines de transport comme les GST, le second impliquant la 

formation de vésicules dérivées du RE (Kitamura, 2006). 

I.1.4.5-Intérêt nutritionnel et thérapeutique des anthocyanes  

Les anthocyanes sont largement reconnus pour leur activité antioxydante, activité 

proportionnelle au nombre d’hydroxyles libres .Pour certains végétaux, cette activité se 

montre supérieure à celle de la vitamine E .Elle explique en grande partie le pouvoir chimio-

protecteur attribué, de manière particulière, aux anthocyanes (Macheix et al., 2005). Les 
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anthocyanes ont également manifesté des effets protecteurs sur les lésions gastriques, effets 

étroitement liée à leur capacité de prévenir les ou d'atténuer les processus inflammatoires 

(Shipp et Abdel-Aal ,2010) .Différents travaux scientifiques ont démontrées que des 

polyphénols peuvent prévenir les maladies vasculaires, asthme, allergie, cancers, diabètes, 

cataracte, polyarthrite rhumatoïdes etc (Roy et al . ,2009). Les résultats d’une étude portant 

sur l’impact de la consommation de jus fruits et de légumes (forte concentration de 

polyphénols), sur la diminution du risque de maladie d’Alzheimer, montre qu’il y’aurait au 

moins un effet retardateur sur l’apparition de la maladie (Joseph et al., 2009).  

I.1.5-Caroténoïdes  

I.1.5.1-Définition  

Les caroténoïdes représentent un ensemble de pigments naturels, liposolubles  très répondus 

dans la nature  (Faure et al., 1999) , et qui fournissent une coloration attrayante pour les 

fleurs et les fruits, allant du jaune, orange et rouge (Alquezar et al.,2008).Ces substances 

existent dans les végétaux, les algues, les champignons et chez les animaux (Stahl et 

al.,2003 ;Tapiero et al.,2004). 

I.1.5.2-Classification 

Les caroténoïdes sont divisés en deux grands groupes (Hurst, 2002 ; Vargas et al ., 2002). 

 selon la structure chimique 

Ils sont divisés en deux classes : 

 Carotène 

Les carotènes (β-carotène, α-carotène, phytofluéne, phytoéne etc.). Ce sont des substances 

non polaires, qui présentent des chaines hydrocarbonées avec un grand nombre de liaisons 

conjuguées, qui leur confèrent une coloration pouvant aller du jaune au rouge (Rodriguez-

Amaya, 2001). 

 Xanthophylles 

Elles sont plus polaires que les carotènes et renferment des atomes d’oxygène dans leur 

structure (lutéine, Zéaxanthine, β-cryptoxanthine, Violaxanthine) (Dionne,2002).  

 selon la fonction 
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Les caroténoïdes sont regroupés en deux groupes : 

- Caroténoïdes primaires qui participent à la photosynthèse (β-carotène, lutéine) ; 

- Caroténoïdes secondaires qui entrent dans la composition des chromoplastes 

des fleurs et des fruits. Ces caroténoïdes existent aussi dans les bactéries, les levures et les 

champignons (α-carotène, capsanthine, lycopéne, bixine) (Richter,1993 ;Vargas et al.,2002). 

1.1.5.3-structure 

Les caroténoïdes font partie d’une grande classe de composé chimique caractérisé par la 

présence d’un enchainement linéaire de huit unité isopréniques (figure 4) associé en deux 

groupes de quatre unité C20 (géranyl-géranyl) qui s’organisent en un hydrocarbure acyclique 

en C40H56 (Morais et al.,2002 ;Dutta et al.,2005). 

                                          

                   Figure 5 : La structure de l’isoprène (Vargas et al., 2002).  

La diversité des caroténoïdes est due aux différentes modifications du squelette tétra 

terpénique (Delia et Amaya, 1997 ;Tapiero et al.,2003 ; Dutta et al.,2005). 

Ce squelette peut être modifié par diverses façons telle que : 

 Cyclisation dans l’une ou les deux terminaisons. 

 Addition de groupement fonctionnel contenant d’atome d’oxygène. 

 Changement dans le niveau d’hydrogénation. 

 Migration de double liaison, et selon leur nombre plusieurs configuration cis/trans 

(E/Z) sont possibles 

La caractéristique distincte des caroténoïdes par rapport aux autres antioxydants est le 

système de conjugaison important des doubles liaisons qui servent à l’absorption lumineuse 

par le chromophore, responsable de la coloration jaune ,orange et rouge de plusieurs aliments 

(Dutta, 2005). 
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Figure 6 : Structures chimiques de quelques caroténoïdes (El-Agamy et al., 2004). 

I.1.5.4-source 

Chez les végétaux, les caroténoïdes sont retrouvés dans les tissus verts photosynthétiques, les 

fruits, les racines, les graines et les fleurs. Par ailleurs, des organismes photosynthétiques tels 

que le phytoplancton, certaines algues, bactéries, champignons et levures sont capables de les 

synthétiser (voutilainen et al., 2006). Les légumes sont la source principale des caroténoïdes, 

quelques exemples sont cités dans le tableau IV. 

Tableau IV : Sources principales de quelques caroténoïdes (Voutilainen et al., 2006). 

Caroténoïdes Sources alimentaires 

                                                                      

β-Carotène 

 Abricot, brocoli, carotte, chou, 

mangue, épinard, mangue, pêche, 

poivron, orange tomate, mandarine. 

 

β-Cryptoxanthine                                                                                                                                                                                                        

  

Kaki, cerise de Cayenne, Papaye, 

poivron, courge, mandarine. 

 

Lutéine 

 

Brocoli, légumes-feuilles, poivron 

Jaune d'œuf, courge. 

α-carotène Citrouille, mais, chou frisé. 
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Lycopène                                                                                                                                       

 

Tomate, pastèque, Carotte, goyave 

Pamplemousse rose, papaye, 

Abricot, kaki. 

 

Zéaxanthine 

 

Poivron, Kaki, courge, maïs. 

 

La concentration et la composition des caroténoïdes dans la famille Citrus dépendent 

principalement de la variété et les conditions de culture. En effet, dans les variétés mandarine, 

il y a accumulation des β-cryptoxanthine dans le flavedo et le jus du fruit mature. Néanmoins, 

dans les oranges douces (dont fait partie l’orange sanguine) il y a accumulation des isomères 

de violaxanthines (Figure 7) dont le 9-Cis violaxanthine est le principal caroténoïde (Kato et 

al., 2004). 
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Figure 7 : contenu en caroténoïdes dans les sacs a  jus de quatre variétés d'orange 

(Fanciullino et al., 2008). 

Partie 2 : Anthocyanes de l’orange sanguine : biosynthèse, expression des gènes et 

régulation transcriptionnelle 

2.1-Biosynthèse des anthocyanes dans l’orange sanguine 
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Les anthocyanes sont des dérivés de la biosynthèse des flavonoïdes et responsables de la 

couleur de différentes espèces végétales. Ils sont de puissants scavengers et contribuent à 

l'activité antioxydante. L’orange sanguine (Citrus sinensis) est caractérisée par sa couleur 

unique, et les principaux anthocyanes du jus d'orange sanguine sont : cyanidine 3-glucoside, 

et cyanidine 3- (6 - malonyglucoside) (Hillebrand et al., 2004). 

Les anthocyanes sont synthétisés via un réseau très complexe, dans lequel un complexe 

multienzymatique est formé et régulé par des facteurs de transcription. La phenylalanine est 

un précurseur direct pour la synthèse d'anthocyanidines, et sa conversion en anthocyanes 

nécessite une série de réactions qui sont illustré dans la figure (Chen et al., 2015). 

 

Tout d'abord, la transformation de la phenylalanine à l'acide trans-cinnamique par 

l'élimination de l'ammoniac est catalysée par la phénylalanine ammoniaque lyase (PAL) qui a 

été largement étudiée pour son implication dans les réponses aux divers stress de la plante. 

L’hydroxylation de l'acide cinnamique par la cinnamate 4-hydroxylase (C4H) génère ensuite 

l'acide p-coumarique, qui est activé par la 4-coumarate CoA ligase (4CL) pour aboutir à la 

formation du 4-coumaroyl CoA (Schijlen et al., 2004). 
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Figure 8 : Schéma général de la voie de biosynthèse des anthocyanes  (Xie et al., 2004). 

CHS : chalcone synthase, CHI : chalcone isomérase, F3H : flavanone-3-hydroxylase, F3’H : 

Flavonoïde 3’-hydroxylase,F3’5’H : flavonoïde 3’,5’-hydroxylase, FLS : flavonol synthase, 

DFR : dihydroflavonol réductase, ANS : anthocyanidine synthase, UFGT ou 3-GT : 

uridinediphosphateglucoseflavonoïde 3-O glucosyl transférase. 

 

 

Ensuite, la chalcone synthase (CHS) condense trois molécules de malonyl-CoA et un p-

coumaroyl-CoA pour produire la naringeninechalcone pour la biosynthèse éventuelle des 

anthocyanes et d'autres composés phénoliques (He et al., 2010). La naringenine chalcone 
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obtenue subit une isomérisation sous l’action d’une chalcone isomérase (CHI) pour donner la 

flavanonenaringenine. Le noyau C de cette molécule (naringénine) est ensuite hydroxylé en 

position 3 par une flavanone 3-hydroxylase (F3H) (Moriguchi et al., 2001 ; Lucheta et al ., 

2007).) pour donner le dihydrokampférol. Cette molécule peut ensuite être hydroxylée sur le 

noyau B soit en position 3’ soit en 3’et 5’ par une flavonoide 3’ ou 3’-5’ hydroxylase (F 3’H 

ou F 3’5’H) ( Doostdar et al., 1995) générant respectivement soit la dihydroquercétine soit la 

dihydromyricétine.Le rôle crucial des deux enzymes CHS et F3H dans la pigmentation en 

anthocyanes a été confirmée par le profilage protéomique de maturation "Moro" (orange 

sanguine) et "Cadenera" (orange commun), qui sont exprimés de manière différentielle et 

pourrait être utilisé pour distinguer l’orange commune et sanguine (Muccilli et al., 2009).  

Les dihydroflavonols formés peuvent donner naissance d’une part à des flavonols par l’action 

de la flavonol synthase (FLS), et d’une autre part, des leucoanthocyanidines correspondantes 

(leucocyanidine, leucodelphinidine et Leucopélargonidine) par une réduction sous l’action de 

la dihydroflavonol 4-réductase (DFR). Il n'y a pas de différences dans le gène codant pour la 

DFR et les séquences promotrices entre l’orange sanguine et les oranges blondes, mais le gène 

DFR est détecté que dans l’orange sanguine.  Par conséquent, son expression doit être sous 

contrôle des régulateurs de la transcription (piero et al., 2006). 

Finalement, l’oxydation des leucoanthocyanidines catalysée par la flavonoide 3-O-

glucosyltransférase/anthocyanidine synthase (UFGT ou GT/ANS) aboutit à la formation des 

anthocyanidines ; cyanidine, delphinidine et pelargonidine(Abrahams et al., 2003). En effet, 

l’anthocyanidine synthase (ANS), une Fe
2+

/Fe
3+ 

oxoglutaratedioxygénase dépendante, 

convertit les leucoanthocyanidines incolores en anthocyanidines colorés qui, une fois formées, 

doivent immédiatement être modifiées vue qu'elles sont intrinsèquement instables dans les 

conditions physiologiques (fig. 8.6). Par conséquent, l'uridinediphosphate (UDP) -glucose 

flavonoïde glucosyl-transférase (UFGT) catalyse l'addition d'une fraction de glucose dans les 

positions 3-OH des anthocyanidines augmentant ainsi leur hydrophilie et leur stabilité.Les 

gènes ANS et UFGT dans l’orange sanguine “Tarocco” ont été clonées par Lo Piero et ses 

collaborateurs (no ANSAY581048;UFGT, AY519364). La présence d'anthocyanes di-

glycosylée dans le jus d'orange sanguine (Maccarone et al., 1998) indique que d'autres 

enzymes de glucosylation pourraient être impliqués dans la modification des anthocyanes 

comme ce qui se produit dans de raisin ( He et al., 2010) bien que des gènes homologues ne 

sont pas encore identifiés dans le Citrus. L’acylation est l'une des modifications les plus 
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courantes des anthocyanes d'oranges sanguines, ce qui entraîne une augmentation de la 

diversité structurelle des anthocyanines par l'addition des constituants aromatiques et / ou 

aliphatiques liés aux positions C6’ des groupes glucosylés (Maccarone et al., 1998)  IL y’a 

lieu de noter que les anthocyanes sans la protection d'acylation peuvent être facilement et 

rapidement décolorés dans des solutions aqueuses neutres ou faiblement acides. Au niveau 

des plantes, l'acylation des anthocyanes est catalysée par l'action des acyltransférases 

anthocyanes (ACTS, également connu sous le nom AATs), qui ont une double spécificité, 

pour les anthocyanes accepteurs et les donneurs de groupements acyles. Chez les plantes, il 

existe principalement deux types d'ACTs qui sont classés selon le type de donneurs de 

groupement acyl: la famille de BAHD utilisant acyl-CoA et le groupe de la serine 

carboxypeptidase-like (SCPL) qui utilise les sucres acyles activés ( D’Aurié et al., 2006) Les 

anthocyanines acylées peuvent représenter plus de 40% de la teneur en anthocyanes totale 

dans certaines oranges sanguines, bien que jusqu'à présent il n’y a aucun rapport sur les gènes 

requis et responsable dans l’acylation des anthocyanines dans l’orange sanguine (Chen et al., 

2015). 

2.2-La régulation transcriptionnelle intervenant dans la biosynthese des anthocyanes 

dans l’orange sanguine  

2.2.1-Les facteurs de transcription dans la synthèse des anthocyanes 

La voie de biosynthèse des anthocyanes est relativement bien caractérisée et le profil 

d'expression des gènes de structure a été étudié dans les fruits d'agrumes. (Licciardello et al., 

2008 ;Cultrone et al., 2010).Cependant, la plupart des travaux sont liés aux tissus de la pulpe, 

où l'accumulation des anthocyanes se produit préférentiellement (Cotroneo et al., 2006). 

Comme dans d'autres fruits, des études ont conduit à la conclusion que les anthocyanes 

s’accumule lorsque deux ensembles de gènes sont exprimés : gènes de structure qui codent 

pour des enzymes catalysant des réactions de la voie métabolique et des gènes régulateurs 

nommés facteurs de transcription (Cultrone et al., 2010 ; Licciardello et al., 2008). Ces 

derniers sont impliqués dans la régulation de la biosynthèse des anthocyanes à savoir la MYB, 

bHLH, WD40 comme représenté dans la Figure 9. 
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Figure 9: La régulation des gènes impliqués dans la voie de biosynthèse des anthocyanes. 

La MYB contient deux régions distinctes : un domaine C-terminal variable, responsable de la 

régulation de la transcription, et un domaine N-terminale. Ce dernier est composé de trois 

régions R1, R2, et R3.La région R1 stabilise l’interaction entre la séquence d’ADN et la 

protéine(Howe et al., 1991).Les régions R2 et R3 sont impliquées dans la fixation de l’ADN 

(Ogata et al., 1994). 

 

La protéine R2R3-MYB est impliquée dans la régulation des anthocyanes en association avec 

la protéine HLH et cela forme un complexe avec la protéine WD40. Cette dernière se lie 

directement sur la séquence d’ADN tandis que la HLH va se lier indirectement via une 

interaction avec la HIP (hypothetical HLH INTERACTING PROTEIN) (Hernandez et al., 

2004). Actuellement, le gèneR2R3-MYB est appelé gène Ruby et l’ADNc de ce gène code 

pour 262 acides aminés dans les protéines R2R3 MYB avec le motif d’interaction avec les 

protéines bHLH ( Butelli et al., 2012). Le complexe, MYB-HLH a largement été étudiée chez 

le pétunia, le maïs et le muflier. Dans ces organismes, il joue le rôle de régulateur de la 

biosynthèse des anthocyanes. Chez Arabidopsis thaliana, il régule également la synthèse des 

tanins condensés dans les graines (VomEndt et al, 2002). Les facteurs WD40 sont, quant à 

eux, fortement conservés y compris dans des organismes qui ne peuvent synthétiser les 

anthocyanes tels les algues, les champignons ou les animaux. Leur fonction reste à préciser. 

Des expériences sur les mutants ttg1 (Arabidopsis thaliana) et an11(pétunia) suggèrent que 
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ces facteurs activeraient de façon post-traductionnelle le complexe MYB-HLH (De Vetten et 

al., 1997).En effet, la figure 10 schématise la régulation des gènes impliqués dans la voie de 

biosynthèse des anthocyanes. Cette dernière est divisée en trois catégories qui se différencient 

par leur mode d’activation. Bg1, par exemple, représente un ensemble de gènes codant pour 

les seules enzymes matérialisées en violet. Les facteurs de transcription sont mentionnés sous 

leur nom commun : bHLH, MYB et WD40. 

 

 

 

Figure 10. Description de la coopération des facteurs de transcription impliqués dans 

la voie de biosynthèse des anthocyanes (Mol et al., 1998). 

 

Chez Vitis vinifera, le gène VvMYB5a code pour une protéine appartenant la sous famille des 

R2R3-MYB vient d’être identifié (Deluc et al., 2006). Ce gène est principalement actif durant 

les premières étapes du développement de la baie dans la pellicule, la chair et les pépins. Sa 

surexpression chez le tabac stimule la biosynthèse de flavonols, d’anthocyanes et de tanins 

condensés mais affecte le métabolisme des lignines. Ce gène est donc impliqué dans le 

contrôle de plusieurs branches de la voie métabolique des phenylpropanoides et pourrait jouer 

le même rôle dans l’orange sanguine. 

 



CHAPITRE I                                       REVUE BIBIOGRAPHIQUE 

 

21 
 

 

2.2.2-L’expression du gène Ruby dans les oranges sanguines et communes ? 

 

Les variétés rouges peuvent synthétiser et accumuler des anthocyanes dans l’écorce et la 

chair. Le profil d’expression de six gènes de biosynthèse des anthocyanes (CHS, CHI, F3H, 

DFR, ANS, UFGT)a été étudié dans les deux variétés d’oranges, sanguines et blondes, et a 

révélé que les gènes impliqués dans les étapes précoces de la voie biosynthétique de 

l'anthocyane, tels que CHS, CHI, et F3H, sont exprimés dans les deux oranges incolores et 

colorées. Néanmoins, les niveaux d'expression beaucoup plus faibles ont été observés dans les 

cas de DFR, ANS et UFGT, ce dernier étant à peine détectée ou même totalement inexprimé 

dans l’orange blonde (Navel et Ovale). 

Concernant les gènes de régulation dans les oranges sanguines, des niveaux élevés 

d'expression Ruby ont été détectés dans la chair et l'écorce, y compris le mésocarpe (Albédo) 

(Figure 11). Néanmoins, l’expression du Ruby n'a pas été détectée dans les oranges 

communes (figure 11A).Selon le travail du Butelli et al.. (2012), les niveaux d'expression 

Ruby dans différentes accessions d'orange sanguine et des hybrides entre clémentine et Moro 

(OMO) et clémentine et Tarocco (OTA) affichent une large gamme de niveaux de 

pigmentation différente lorsqu'elles sont cultivées dans des conditions semblables et 

équivalentes. En effet, selon la figure on peut distinguer une très forte pigmentation (OTA9), 

une pigmentation moyenne (OMO6, OTA23, OMO31 et OMO15), une faible pigmentation 

(OMO28, OTA14 et OTA20) et aucune pigmentation (OTA41, OMO3, OMO5, OTA11, 

OTA17, OTA31 et OTA35). Ces niveaux de transcription Ruby dans la chair des fruits 

cultivés dans les mêmes conditions ont été déterminés par la quantitative RT-PCR 

quantitative (qRT-PCR). Il y avait une corrélation claire entre les niveaux de transcription 

Ruby et les niveaux de l'anthocyanine dans la chair des fruits (Figure 11B). L’expression du 

Ruby a également été détectée dans des variétés anciennes appartenant au groupe Sanguigno / 

Sanguinelli. 

Ces résultats confirment l’importance et le rôle principal de ce facteur de transcription nommé 

« Ruby » dans la biosynthèse des anthocyanines. 
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Figure 11: L’analyse de l’expression du Ruby 

 

(A) L’expression du Ruby dans les différents tissus de l’orange blonde ‘cadenera’ et l’orange 

sanguine ‘Moro’. Albedo est la couche interne blanche et spongieuse. Le flavedo est la 

couche externe. 

 

(B) L’expression Ruby dans des hybrides diploïdes obtenus par croisement de la 

clémentine(C. clementina cvOroval)avec C. sinensis cv Moro (la sérieOMO) ou C. sinensiscv 

Tarocco (la sérieOTA). Hybrides manquant d’anthocyanes (OMO41, 3, et 5 ;OTA11, 17, 31, 

and 35) présentent des couleurs légèrement différentes en raison des différents niveaux de 

caroténoïdes dans la chair du fruit.  
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. 

2.3-L’influence de quelques facteurs sur l’expression des gènes de la biosynthèse des 

anthocyanes dans l’orange sanguine 

 

2.1.3-Le stade de maturation  

La quantité d'anthocyanines dans les oranges sanguines est strictement corrélée au stade de 

maturation des fruits, ainsi qu’aux niveaux de transcription des gènes de la biosynthèse (Lo 

Piero et al., 2015).  

Dans les travaux de Benardi et al., (2010) sur les gènes impliqués pendant la maturation de 

l’orange sanguine ‘Moro’ ( Figure 12 ), il a été trouvé que le profil d’expression du gène PAL 

présente une augmentation constante de niveau d’expression pendant tous les stades de la 

maturation. Concernant l’expression des gènes CHS, F3H et GST, les mêmes profils 

d’expression ont été observés pendant la maturation. Néanmoins, l’expression du gène ANS 

ne commence qu’à partir du stage II de la maturation.  

 

Figure 12 : Le profil d’expression des gènes différentiels pendant la maturation de l’orange 

sanguine‘Moro’.  Le fold-change (FC) est représenté par RT-PCR quantitative (ligne épaisse 

avec cercles blancs) et microarray (ligne  mince avec des carrés blancs). 
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De plus, il a été rapporté dans le travail du Lo Piero et al., (2015) que l'expression des gènes 

CHS, ANS, et UFGT augmente pendant toute la périodede maturation de l’orange sanguine 

‘Moro’, ce qui est déjà confirmé par les travaux de Benardi et al., (2010).Les anthocyanes 

totaux sont indétectables au début, mais leurs niveaux augmentent à partir du troisième 

prélèvement (fin Novembre) et montrent une forte augmentation entre le VI (fin Janvier) et 

VII (mi-février) stade de maturation.  

 

 

Figure 13 : La détection par RP-PCR en temps réel des gènes biosynthétiques et la teneur en 

anthocyanes totaux dans la pulpe de l’orange ‘Moro’ pendant la maturation. 

Les fruits sont cueillis après 7 différents stades de maturation après chaque 3 semaines 

commençant à partir de 19 octobre jusqu’au 21 février. CHS, chalconesynthase ; ANS, 

anthocyanidin synthase ; UFGT, UDP-glucose flavonid 3-O-glucosyl transferase.  

Et selon le coefficient de corrélation de Pearson, une corrélation positive entre ces différents 

gènes et l’accumulation en anthocyanes a été déterminée (Tableau VI) (OPiero et al. 2006). 
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Tableau V : Le coefficient de corrélation Pearson entre les gènes de la chalcone synthase 

(CHS), l’anthocyanidine synthase (ANS) et UDP-glucose-flavonoide 3-O-glucosyltransférase 

(UFGT) avec la teneur en anthocyanes dans l’orange Moro. 

 

 

 

2.3.2-L’expression des gènes de structure et de régulation en fonction de type de la 

variété d’orange sanguine 

La nature et le niveau d’expression des gènes impliqués dans la biosynthèse des anthocyanes 

dépendent largement de type de la variété (Benardi et al., 2010). Selon un travail récent 

réalisé par Wang et al., (2016), les variétés de l’orange sanguine (Tarocco et Double fine) ont 

une pulpe et un flavédo pigmentée par comparaison aux oranges blondes (orange Caracara et 

Navel) qui sont dépourvues d’anthocyanes (Figure 14i). Les gènes de structure PAL, CHS, 

DFR, et UFGT impliqués dans la biosynthèse sont fortement exprimés dans les oranges 

sanguines (Fig. 14e–h), et sont corrélés positivement avec la teneur en anthocyanes.  De plus, 

les gènes de transcription CsR2R3MYB et CsbHLH sont aussi hautement transcrits dans 

l’orange sanguine (Fig. 14b, d). Néanmoins, la transcription du gène CsWD40 est similaire 

pour toutes les variétés (Fig. 14c).Ces résultats confirment aussi que le facteur de transcription 

CsR2R3MYB joue un rôle primordial dans la biosynthèse des anthocyanes.  
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 Figure 14:  Analyse différentielle de l'expression des gènes entre l’orange sanguine et 

blonde.  1, 2, 3, et 4 Double fine, Tarocco, orange navel, et Caracara orange navel, 

respectivement. 
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2.3.3-L’effet de la baisse température sur l’expression des gènes dans l’orange sanguine 

 

L'activation de la biosynthèse des anthocyanes par le froid a reçu plus d'attention que d'autres 

facteurs environnementaux. En effet, la productivité de la plupart des variétés 

commercialement importantes d'agrumes est sévèrement affectée par une faible température 

due à l'induction de plusieurs altérations métaboliques telles que les fuites d'électrolyte accrue 

et une diminution de la capacité photosynthétique et le taux de la respiration (Allen et al., 

2011).  

Dans les travaux de Butelli et al.,  (2012), le stockage à froid a fortement augmenté le niveau 

d’expression du Ruby dans les oranges sanguines et également la teneur en anthocyanes 

(Figure 15). Ces résultats ont été aussi confirmés le travail du Wang et al., (2016).   

 

 

Figure 15 : Expression du facteur de transcription Ruby et la production d’anthocyanes dans 

l’orange sanguine et l’orange blonde en réponse à un stockage à froid (Butelli et al., 2012). 

 

En effet, dans le travail récent de Jian-huiWang et al. (2016), la teneur en anthocyanes dans 

le jus d’orange Tarocco a augmenté rapidement durant le stockage à 10 °C pendant 70 jours, 

passant d’une teneur de 8.26 mg/L à 204.33 mg/L sous l’induction de froid (Figure 16). 

L’expression du gène CHS atteint son maximum après 42 jours de stockage, après le niveau 

d’expression reste constant. L’accumulation des anthocyanes dans les cellules des plantes 

exigent le gène GST pour leur transport dans les vacuoles. De ce fait, il a été observé que le 

niveau d’expression de ce gène augmente progressivement jusqu’à 42 jours, puis son niveau 

commence à diminuer graduellement (Figure 16c), ce qui est en accord avec le taux de 

production des anthocyanes dans le cytoplasme. Le niveau de transcription du facteur 
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CsR2R3MYB est corrélé positivement avec le transporteur GST (coefficient de corrélation de 

Pearson =0.928). Par conséquent, ce facteur de transcription joue un rôle important dans la 

production des anthocyanes par rapport aux deux autres facteurs de transcription. 

 

 

Figure 16 : Le profil d’expression des gènes de régulation et de structure pendant le stockage 

à froid.1, 2, 3,4 et 5 représente l’orange Tarocco sous stockage à froid pendant 0, 28, 42, 56 et 

70 jours respectivement. 
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Partie 3 : Caroténoïdes de l’orange sanguine : biosynthèse, expression des gènes et la  

régulation transcriptionnelle 

 

Dans la famille Citrus, les caroténoïdes sont des pigments responsables de la coloration 

externe et interne des fruits, et leur contenu et composition sont des indices importants pour la 

qualité commerciale et nutritionnelle des fruits. Les agrumes présentent généralement des 

profils en caroténoïdes complexes qui dépendent de plusieurs facteurs, y compris les facteurs 

génétiques, le stade de maturation, et les conditions environnementales. L'accumulation des 

caroténoïdes se produit dans des sacs de jus de Citrus pendant la maturation des fruits. La voie 

de biosynthèse des caroténoïdes a été bien établie ( Hirschberg et al., 2001 ; Sandman et al., 

2001) (figure 17), mais de plus amples informations concernant le rôle de chaque étape 

biosynthétique dans le contrôle du flux des intermédiaires de la voie de biosynthèse de 

caroténoïdes dans les fruits d'agrumes est nécessaire. 

 

3.1-Biosynthèse des caroténoïdes et régulation des gènes 

3.1.1-Biosynthèse des caroténoïdes dans les oranges 

Les caroténoïdes sont synthétisés dans les chloroplastes et les chromoplastes par des enzymes 

codées. Le précurseur immédiat des caroténoïdes (et aussi des gibbérellines, chlorophylles, 

phylloquinones et tocophérols) est le diphosphate de géranylgéranyle (GGPP). La 

condensation de deux molécules de GGPP catalysée par phytoène synthase (PSY) conduit à la 

formation du premier caroténoïde incolore : phytoène. Les précurseurs de caroténoïdes 

synthétisés dans les chloroplastes et chromoplastes proviennent principalement de la voie 

phosphate methylerythritol plastidial (MEP) (Rodriguez-conception et al., 2001) La 

coordination de la voie du MEP et de la voie de caroténoïdes a été montrée pour être 

impliquée dans la régulation de l'accumulation des caroténoïdes dans les fruits de tomate ( 

Lois et al., 2000). Une étude précédente sur le flavedo duCitrus clementina a montré que le 

désoxylulose 5- phosphate synthase (DXS) et PSY, les enzymes premières de la voie MEP et 

voie de biosynthèse des caroténoïdes, respectivement, ont été impliqués dans le contrôle de la 

biosynthèse des caroténoïdes ( Alos et al., 2006) À ce jour, il n'y a pas de données sur la 

coordination de la voie du MEP et de la voie de caroténoïde pendant la biosynthèse des 

caroténoïdes dans les sacs de jus d'agrumes. Le Lycopéne, caroténoïde rouge, est synthétisé 

par l'action de deux désaturases : phytoéne désaturase (PDS), et ζ-carotène désaturase (ZDS) 
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en quatre étapes. La cyclisation du lycopéne est un point de ramification : une branche mène à 

l'α-carotène et l'autre au ß-carotène. La formation d'α-carotène nécessite  

 

 

 

Figure 17 : La voie de biosynthèse des caroténoïdes dans les chromoplastes des fruits.   

Les caroténoïdes sont écrits sous la couleur qu’ils apparaissent. 
 
 

L’action de deux enzymes, la lycopéne cyclase ε-(LCY-e) et lycopéne cyclase β-(LCY-b), 

alors que LCY-b convertit le lycopéne en β-carotène en deux étapes. Selon Ronen et al., 1999 

les étapes catalysées par les deux lycopéne cyclases sont impliqués dans l'accumulation de 

lycopène dans les fruits de tomate. La synthèse de la β-cryptoxanthine, l'un des principaux 

pigments dans les poches de jus d'agrumes, est effectuée en deux étapes par LCY-b et de β-

carotène hydroxylase (HY-b). Violaxanthine est synthétisé à partir de β-cryptoxanthine en 

trois étapes : une étape catalysée par HY-b et deux étapes de zéaxanthine époxydase (ZEP). 

Les gènes Hy-b et ZEP devraient jouer un rôle important dans l'accumulation de caroténoïdes 

différentiel dans les poches de jus de mandarine et de fruits orange ( Kato et al., 2004 ; 

Fanciullino et al., 2006) La violaxanthine est converti en néoxanthine par l'action de la 

synthase néoxanthine (NSY). Cependant, la néoxanthine n’apas été identifiée dans des sacs de 

jus de mandarine et d'orange ( Kato et al., 2006) Le catabolisme de certains caroténoïdes dans 

l'accumulation des caroténoïdes influence principalement l’accumulation de cis violaxanthine. 
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L'enzyme dioxygénase 9-cis-epoxycarotenoid (NCED), qui catalyse une étape limitante dans 

de la biosynthèse d’acide abscissique (ABA), a été montré pour être impliqué dans la 

régulation de l'accumulation des caroténoïdes dans la pulpe des agrumes (Kayo et al., 2004 ; 

Kita et al., 2007 ; Alquezar et al., 2009). 

3.1.2-La régulation et expression des gènes de biosynthèse des caroténoïdes  

3.1.2.1-Effet de la variété 

 
Récemment, des gènes codant pour des enzymes pour les principales étapes du métabolisme 

des caroténoïdes ont été isolés et leur expression a été caractérisée dans les plantes (Kato et 

al, 2004, 2006 ; Kita et al, 2007). Au cours de la maturation des fruits, la régulation 

transcriptionnelle des gènes caroténoïdes semble être un important mécanisme par lequel la 

biosynthèse et l'accumulation des caroténoïdes spécifiques sont régulés (Zhang et al., 2011). 

Dans la tomate, il y a une augmentation de l'expression des PSY et PDS, et une diminution de 

l'expression des LCYb et LCYE ce qui a conduit à l'accumulation de lycopéne pendant la 

maturation des fruits (Pecker et al., 1996 ; Ronen et al., 1999). Dans des études antérieures, 

il a été constaté que pendant la maturation des fruits, une augmentation simultanée de 

l'expression des gènes (CitPSY, CitPDS, CitZDS, CitLCYb, CitHYb et CitZEP) a conduit à 

une accumulation massive des β, β-xanthophylles (β-cri, ZEA, et Vio) dans les flavedo et 

dessacs de jus de Satsuma mandarin et l’orange ’Valencia’(Kato et al., 2004).D’une autre 

part, l'expression de CitNCED2 et CitNCED3 dans la Satsuma mandarin et l'expression de 

CitNCED2 dans citron Lisbonne (Lisbon lemon) étaient principalement responsables de 

l'accumulation de l'ABA dans des sacs de jus, tandis que dans l’orange Valencia, le niveau 

extrêmement bas des CitNCED2 était principalement responsable du faible niveau de l'ABA 

(Kato et al., 2006).  

.  
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Figure 18 :Analyse northern-blot d’expression des gènes de la biosynthèse des caroténoïdes 

dans les sacs de jus de trois variétés de Citrus, mandarine Satsuma, orange Valencia,et citron 

Lisbonne pendant la maturation des fruits(Kato et al., 2004). 

3.1.2.2-Effet de la température 

 

La température est l’un des facteurs environnementaux les plus importants qui affecte la 

couleur des fruits d'agrumes, et son effet au cours de la saison de croissance a été largement 

rapporté (Carmona et al., 2012; Matsumoto et al., 2007). En général, la température élevée 

favorise une concentration élevée de chlorophylles et altère l'augmentation des caroténoïdes 

spécifiques (Young et Erickson, 1961; Agustí, 1999), principalement ß, β-xanthophylles et 

les apocaroténoïdes rougeâtres, par exemple β-citraurin, alors que les températures basses 

produisent des effets opposés, l'accélération et l'augmentation de de la teneur en caroténoïdes  

(Carmona et al., 2012). 

D'après le travail de Carmona et al., (2012) étudiant l’effet de stockage à froid des oranges a 

montré qu’il y a une amélioration remarquable de la couleur de la peau et la pulpe des oranges 

stockés à 12 ◦C, et elle était plus évidente dans les fruits A. Dans les fruits stockés à 2 
◦
C, pas 

de différences visuelles ont été observées par rapport aux fruits fraîchement récoltés.  
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Figure 19 : L’apparence externe et interne des oranges ‘Navelina’ pendant stockage à 2°C et 

12 °C pendant 7 semaines. (A) Fruits cueillis avec un a/b ratio =−0.11± 0.02 et (B) fruit 

coloré avec un an a/b ratio = 0.44 ± 0.01 (Carmona et al. 2012). 

  

 

Pour une meilleure compréhension de ce constat, une analyse de l’expression des gènes au 

niveau de la peau et la pulpe a été réalisée. En général, l'expression des six gènes était plus 

élevée dans la peau et la pulpe des fruits stockés à 12 ◦C que dans ceux conservés à 2 ◦C 

(Figure 19), conformément à l'accumulation et la teneur des caroténoïdes observée dans les 

tissus stockés à la température plus élevée. De plus, Dans le flavedo et la pulpe de fruits 

fraichement récoltés, l'expression de PSY, LCY1 et LCY2 a été, comme prévu, plus élevé 

dans les fruits de stade de maturité A. L'expression des gènes PDS, ZDS, LCY1, LCY2 et 

CHX a également augmenté lors de l'exposition à 12 ◦C, même avec des tendances 

différentes, alors qu'à 2 ◦C leur expression a été maintenue ou a légèrement diminué. Ces 

différences dans l'expression du gène dans les deux températures ont été associées à une 

concentration plus élevée de la β, ß-xanthophylles, anthéraxanthine et le C30 apocarotenoid, 

β-citraurin.  Ces résultats indiquent que l'accumulation de caroténoïdes à 12 ◦C est assez bien 

liée à la stimulation de l'expression du gène de caroténoïde dans la peau de fruits d'orange, qui 

initient une augmentation des précurseurs de la formation de la β,ß-xanthophylle. Ainsi, la 

stimulation de la caroténogénèse pendant le stockage à 12 ◦C est susceptible d'être régulée 

principalement au niveau transcriptionnel dans la peau des fruits d’orange. 
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Figure 20: Analyse quantitative par RT-PCR de l’expression des genes PSY, ZDS,β-LCY1, 

β-LYC2 et β-CHX  dans la peau  
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Concernant l’expression des gènes dans le flavébo, l’expression des gènes caroténogènes dans 

le flavédo des fruits aux deux stades de maturité a été très faible au cours du stockage à 2 ◦C, 

(Figure 20). Le motif des changements dans l'expression des gènes dans la pulpe de fruits 

orange stockés à 12 ◦C était différente de celle flavédo et dépend de la phase de maturité. 

Dans la pulpe du fruit Br l'expression de la plupart des gènes a montré une augmentation 

transitoire pendant le stockage à 12 ◦C, alors que dans les fruits Co au niveau des transcrits a 

diminué régulièrement. Malgré cette baisse, les niveaux de transcription de PSY et LCYs 

après 3 semaines de stockage étaient plus élevés chez Co que dans Br fruits (Figure 20), et 

peuvent expliquer la légèrement plus grande concentration de caroténoïdes individuels. En 

outre, la diminution de l'accumulation du transcrit pendant le stockage à 2 ◦C n'a pas été 

associée à des changements parallèles teneur en caroténoïdes dans la pâte. Ces écarts entre 

l'expression des gènes de caroténoïdes et de l'évolution de la teneur en caroténoïdes ont 

indiqué des mécanismes de régulation différentiels par rapport à la peau et l'implication 

d'autres facteurs réglementaires tels que la régulation post-transcriptionelle, ou d'autres gènes 

ou enzymes telles que celles de la voie du MEP (Matsumoto et al., 2009). 

En conclusion, des résultats montrent que le stockage post-récolte des fruits orange 'Navelina' 

à une température intermédiaire (12 ◦C) stimule la coloration de peau et la pulpe et augmente 

la teneur totale en caroténoïde. Ces effets sur la peau sont principalement dus à l'augmentation 

de l'expression de gènes clés de biosynthèse de caroténoïdes. Les changements dans 

l'expression des gènes dans la pulpe étaient différents de celles de la peau, ce qui indique une 

influence de la phase de maturation à la récolte et la participation d'autres facteurs régulateurs. 

Fait intéressant, l'accumulation de β-cryptoxanthine, un caroténoïde avec pro-vitamine A, 

dans la chair a été spécifiquement promue à 12 ◦C, quelles que soient les stades de maturité, 

ce qui indique que la gestion et le stockage à cette température peut être une stratégie de post-

récolte prometteuse pour augmenter les avantages nutritionnels et sanitaires d'agrumes. 

Suggérer une modification 

 

 

 

 

 

.  
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La partie pratique de notre travail a pour objectif la caractérisation phytochimique  du jus 

d’orange sanguine  en termes de teneur en polyphénols totaux, flavonoïdes, anthocyanes, et 

caroténoïdes, et l’évaluation de son activité antioxydant en utilisant le test du pouvoir 

réducteur et le test DPPH. Les paramètres physico-chimiques du jus d’orange ont été 

également déterminés à savoir le pH, la teneur en eau, le Brix, la matière sèche et l’acidité 

titrable. 

II.1. le matériel végétal  

Le matériel végétal qui a fait l’objet de notre expérimentation est l’orange sanguine (appelée 

orange "rouge" en Italie et en Espagne et orange "sang" en anglais) et qui est une variété 

d'orange commune méditerranéenne, fruit de l'oranger (Citrus sinensis), dont la couleur de 

pulpe tend vers le rouge sang. Les oranges utilisées ont été achetées sur le marché local de 

Bejaia en tenant compte de quelques critères : 

- Des oranges de taille moyenne et saine ;  

- Des oranges présentant une forte pigmentation en anthocyanes 

 

 

 

 

                                                                                            

                                                                                             

 

 

 

Une image d’orange sanguine  

 

II.2. Protocole expérimental (méthodes) 

II.2.1.La réparation du jus d’orange sanguine 

Les oranges sanguines ont été lavées, coupées en deux, pressées à l’aide d’une presse jus 

manuel (contenant un filtre pour enlever la pulpe et la graine). Le jus ainsi récupéré a subit 

une deuxième filtration avec le papier filtre. Ensuite, le jus filtré obtenu a été mis dans des 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Orange_(fruit)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Oranger
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bouteilles et conservé à -20°C. Avant traitement, le jus d’orange congelé est mis à 4°C (pour 

permettre une décongélation progressive). 

II.2.2. Analyses physico-chimiques 

II.2.2.1. Mesure de pH (NF V 05-108, 1970) 

Le pH permet de mesurer l’acidité ou la basicité d’une solution. Il est lié à la concentration en 

ions oxonium H3O
+
 dans la solution. La valeur de pH du jus analysé est lue directement sur le 

pH mètre (pH 211 micro processor pH Meter) en plongeant directement l’électrode dans la 

solution du jus d’orange. 

II.2.2.2. L’activité de l’eau 

L'activité de l'eau est un paramètre qui caractérise la disponibilité d'eau "libre" dans une 

substance solide ou liquide. Elle donne des informations sur la stabilité chimique et 

microbiologique d'un produit. L’activité d’eau a été mesurée à l’aide du Aw mètre (Rotonic 

Hygropalm, model Aw-palm). 

II.2.2.3. Détermination du degré de Brix 

Le Brix exprime le pourcentage de la concentration des solides solubles contenus dans un 

échantillon (une solution aqueuse, jus ….etc).  La mesure du degré de Brix est réalisée à 

température ambiante, à l’aide d’un réfractomètre (ABBE type refractometer AR12, doté d’un 

système de refroidissement).La  lecture est faite sur une échelle spécifique et l’extrait sec 

soluble est exprimé en degré Brix (Brat, 2001). 

II.2.2.4.Détermination de l’acidité titrable 

 Principe  

Le titrage de l’acidité d’une solution aqueuse de l’orange sanguine avec une solution 

d’hydroxyde de sodium (NaOH, 0.1N) jusqu'à un pH de 8.1 à 8.2 (NF V05-101 1974). 

 Expression des résultats : 

                       Nacide citrique Χ Vacide citrique= N NaOH  Χ VNaOH 

 m acide citrique (g/100g du jus)=0.064ΧVNaOH 
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Ou : 

            N : normalité      M : masse en grammes,          V : volume en ml. 

II.2.2.5.Test d’humidité 

 Principe 

La teneur en eau a été déterminée par séchage d’un échantillon de 5 g dans une capsule en 

porcelaine dans une étuve à 103 ± 2°C pendant 3 heures, ensuite par palier de 30 minutes 

jusqu’à la stabilité du poids (Messaid, 2008). 

 Expressions des résultats 

La teneur en eau est déterminée selon la formule suivante : 

 

 

Où: 

H% : Humidité. 

M1 : Masse de la capsule + matière fraiche avant séchage en gramme. 

M2 : Masse de l’ensemble après séchage en grammes. 

P : Masse de la prise d’essai en grammes. 

 

 

II.2.3. Analyses des composés phénoliques 

II.2.3.1. Dosage des polyphénols totaux au Folin-Ciocalteu  

 Principe 

Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange d’acide 

phosphotungstique (H3PW12O40) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo12O40). Il est réduit, 

  Matière sèche% =100-H% 

  H% = 
       

 
 Χ 100 
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lors de l’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungstène et de molybdène. 

La coloration produite, d’absorption maximum à 760 nm, est proportionnelle à la quantité de 

polyphénols présents dans les extraits végétaux (Boizot et Charpentier, 2006). 

 Mode opératoire 

L’extrait est dilué dans de l’eau distillé (à une concentration finale de 10%), pour obtenir une 

absorbance finale comprise entre 0.5 et 1. Pour réaliser le dosage, 750 µl de réactif de Folin-

Ciocalteu (dilué à 10% dans de l’eau distillée) sont additionnés à 100µl à l’extrait dilué. Après 

5 min d’incubation à l’obscurité, un volume de 750µl d’une solution de Na2CO3 (6%) est 

ajoutée (Boizot et Charpentier, 2006). Les tubes sont placés à l’obscurité pendant 90 min à 

température ambiante. Les absorbances sont mesurées à 765 nm à l’aide d’un 

spectrophotomètre UV-Visible (Specto Scan 50 UV Visible Spectrophotomètre). La teneur 

totale en composés phénolique est mesurée en se référant à une courbe d’étalonnage d’acide 

gallique (annexe A). 

II.2.3.2. Dosage des flavonoïdes 

 Principe 

Cette méthode utilise comme réactif le trichlorure d’aluminium (AlCl3). Les flavonoïdes 

contiennent des groupements hydroxyles (OH) libre qui, par chélation des métaux (fer et 

aluminium), forment des complexes de pigmentation jaunâtre. L’intensité de cette coloration 

est proportionnelle à la concentration en flavonoïdes dans la solution (Ribereau-Gayo, 1968). 

 Mode opératoire 

La teneur des échantillons en flavonoïdes a été déterminée en utilisant la méthode de 

Djeridane et al. (2006). 1.5ml d’extrait de jus a été mélangé avec 1.5ml de chlorure 

d’aluminium (AlCl3) à 2%. Après 15min de réaction à l’obscurité, l’absorbance est mesurée à 

430nm. La concentration des flavonoïdes a été estimée à partir d’une courbe d’étalonnage à la 

quercétine (annexe A). 

II.2.3.3. Dosage des anthocyanes  

 Principe 

Le dosage des anthocyanes des extraits de l’orange sanguine a été déterminé par la méthode 

de pH différentiel utilisée par plusieurs auteurs (Al-Farsi et al., 2005 ; Wrolstad et al., 
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2002 ; Cheel et al., 2007). La méthode du pH-différentiel est basée sur le changement de la 

structure du chromophore d’anthocyane entre pH 1,0 et 4,5. Les anthocyanes monomériques 

subissent une transformation structurale réversible en fonction du pH (forme colorée 

d’oxonium à pH 1,0 et forme hemiacétale incolore à pH 4,5). La différence dans l’absorbance 

de ces pigments à 520 nm (visible max des anthocyanes) est proportionnelle à la 

concentration du colorant (Wrolstad et al., 2002 ;AOAC,2005 ;Lee et al.,2005). 

 Mode opératoire 

La teneur en anthocyanes totales est mesurée en utilisant deux tampons : le chlorure de 

potassium (KCl) à pH 1,0 (0,025 M) et l’acétate de sodium (CH3CO2Na) à pH 4,5 (0,5 M). 

Ensuite, deux dilutions de l’échantillon à analyser, l’une avec le tampon pH 1,0 et l’autre avec 

le tampon pH 4,5 ont été préparées. Finalement, l’absorbance de l’échantillon dilué avec le 

tampon pH 1,0 et pH 4,5 sont déterminées pour les deux longueurs d’ondes : 520 nm et 700 

nm.  

 L’absorbance de l’échantillon dilué (A) est comme suit : 

 

 

D’où la concentration des pigments en anthocyanes monomères dans l’échantillon initial est 

calculée comme suit :  

 

  

 

Où : 

A : L’absorbance de l’échantillon. 

MW : Masse molaire de la cyanidine 3-glucoside) =449,2 g/mol. 

DF: Facteur de dilution de l’échantillon. 

ɛ: Coefficient d’extinction molaire = 26900 L.mol
-1

. 

A= (A520nm-A700nm) pH1,0-(A520nm-A700 nm)pH4,5 

                  

     
 

 Pigment d’anthocyane monomère (mg Equivalent cyanidine/litre) =  
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10
3
: le facteur de conversion de g à mg. 

1: le trajet optique. 

II.2.3.4. Dosage des caroténoïdes 

L’extraction des caroténoïdes a été réalisée selon la méthode de Soto-Zamora et al. (2005)) 

avec quelque modification. 0.1 ml de l’échantillon avec 1 ml de solvant d’extraction 

(hexane/acétone/éthanol, 5, 5/2, 5/2), ce dernier est récupéré dans une ampoule à décanter, 

après agitation, on laisse le mélange se reposer et lors de la séparation des deux phases, la 

phase hexanique supérieure est récupérée et protégée de la lumière par du papier aluminium. 

La teneur en caroténoïdes est déterminée par la mesure de l’absorbance de la phase hexanique 

à 450 nm. Les résultats sont exprimés en mg équivalent de β-carotène par 100 g de 

l’échantillon en se référant à une courbe d’étalonnage (Annexe A). 

II.2.4. Evaluation de l’activité antioxydante 

Deux méthodes ont été utilisées pour évaluer l’activité antioxydante du jus d’orange sanguine 

à savoir le test DPPH et le test pouvoir réducteur. 

II.2.4.1. Le test DPPH  

 Principe 

Le radical libre l,1-diphény-2-picryl hydrazyle (DPPH
•
) est utilisé pour déterminer l’activité 

antiradicalaire du jus d’orange sanguine. L’activité anti radicalaire de l’échantillon est 

déterminée par une méthode basée sur la réduction du radical diphénylpicryl-hydrazyl 

(DPPH
•
), suite à un transfert d’hydrogène qui provient des différents antioxydants qui se 

trouve dans le milieu réactionnel (Figure 21). La réaction de réduction du DPPH provoque la 

diminution de l’intensité de la couleur violette qui est mesurée par un spectrophotomètre à 

515 nm (Guimarães et al., 2010). 
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Figure 21: Le mécanisme de la réaction entre l’antioxydant (AH) et le radical DPPH. 

Le protocole utilisé dans cette méthode est celui du Roberta et al., 1998. Il consiste à 

mélanger 3 ml de la solution DPPH (60 µM) avec 0,1 ml de l’extrait à différente 

concentrations (0.12, 019, 0,38 et 0,64 mg mL
-1

). La mesure de la réaction de réduction de la 

solution du DPPH a été faite à 515 nm après une incubation pendant 20 min à 37 °C. Le 

pourcentage de l’activité Scavenger du de l’échantillon est calculé par la formule suivante :  

 

0ù : 

Psc : pourcentage Scavenger 

ADPPH•: Absorbance de la solution DPPH
•
 seul à 515 nm 

AEch : Absorbance de la solution DPPH
•
 avec l’extrait à 515 nm 

II.2.4.2 Pouvoir réducteur 

Le pouvoir réducteur se base sur la réaction d’oxydoréduction. C’est l’aptitude des 

antioxydants présents dans l’échantillon à réduire le fer ferrique (Fe
3+

) de complexe 

ferricyanure [FeCl3/K3Fe(CN)6] en fer ferreux (Fe
2+

) en présence d’un agent chromogène 

(KCN). La forme réduite donne une couleur verte qui est proportionnelle au pouvoir de 

l’extrait (Ribeiro et al., 2008 ; Guimarães et al.,2010).  

Le pouvoir réducteur est estimé par la méthode d’Oyaizu (1986) rapportée par Kumar et al. 

(2005). Un volume de 1 ml de l’extrait, à différentes concentration (0.12, 0.16, 0.19, 0.32 et 

0.64 mg mL
-1

), est ajouté à 2,5 ml de tampon phosphate (pH 6,6 ; 0,2 M), suivi de 2,5 ml de 

ferricyanure de potassium [K3Fe(CN)6] à 1 %. Après agitation, le mélange est soumis à 

l’incubation dans un bain marie à 50°C pendant 20 min. 2,5 ml d’acide trichloracétique à 10% 

sont additionnés au mélange réactionnel. Par la suite, un volume de 2,5 ml de surnageant est 

     Psc % = (ADPPH• – Aéch/ADPPH•) Χ 100 
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ajouté à 2,5 ml d’eau distillée, puis 0,5 ml de chlorure ferrique à 0 ,1% est ajouté au mélange. 

Les absorbances sont mesurés à 700 nm. 

II.2.5. Analyse statistique  

Une analyse descriptive des résultats de trois essais a été réalisée à l’aide du logiciel 

Microsoft Office Excel 2010. 
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II. Résultats et discussion 

Le jus d’orange sanguine étudié a été caractérisé en termes de paramètres physicochimiques, 

composition phytochimique et activités anti oxydantes. 

III.1.La Caractérisation physico-chimique du jus d’orange sanguine 

Les résultats de l’analyse des différents paramètres physico-chimiques du jus d’orange sont 

résumés dans le tableau VII. 

Tableau VI : La composition physicochimique du jus d’orange sanguine. 

 

                    Toutes les valeurs sont exprimées par la moyenne de trois essais (n=3) ± écart type 

Selon le tableau VI, le jus d’orange analysé présente un pH acide (pH=3,82) et qui supérieur à 

celui retrouvé dans l’orange sanguine turque (pH =3,05) analysé par Kelebek et al. (2008). 

La détermination de l’acidité titrable du jus d’orange analysé présente une valeur de 1,88 g 

d’acide acétique /100g de jus et qui est 1.7 fois supérieure à celle retrouvée dans les travaux 

de Kelebek et al. (2008) et Moufida et Marzouk, (2003) dans le cas de l’orange sanguine 

turque et tunisienne avec des valeurs de 1,1 g d’acide /100g et 1,01 g d’acide/100g 

respectivement. Toutefois, on note une faible teneur en matières solides solubles exprimé en 

degré Brix (11,8° Brix) par rapport à celle trouvée par Kelebek et al., (2008) (12,6 degré 

Brix) et au voisinage de celle obtenue par Kirca et Cemeroglu, (2003), qui est de 11,20. 

Ces différences observées dans les paramètres physicochimiques pourraient être dues aux 

divers facteurs à savoir la composition phytochimique, la variété, le stade de 

maturation…(Caro et al., 2004). 

 

Paramètre analysés Jus d’orange sanguine 

pH 

 
3,82 ± 0,01 

Brix (°Brix) (g/100g) 

 

11,8 ± 2,17 

Matière sèche (%) 

 

6,2  

Teneur en eau 

 

0,82 ± 0,02 

Acidité titrable (g d’acide/100g) 

 

1,88 ± 0,04 
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III.2 La caractérisation phytochimique du jus d’orange sanguine 

Les résultats de l’analyse phytochimique sont résumés dans le tableau VII. 

III.2.1.Polyphénols 

Les polyphénols sont des groupes de métabolites secondaires largement distribués dans les 

plantes, légumes et fruits,  et dans  une série de boissons telles que le jus de thé, le vin, et le 

jus de fruit (Mahdavi et al., 2010).Le dosage des polyphénols du jus d’orange sanguine par le 

test de Folin-Ciocalteu, a révélé une teneur de 50 mg EAG /100 g du jus.  Ce résultat est en 

accord avec les travaux d’Iness et al. (2013) qui ont trouvé une valeur de 47.38 mg 

EAG/100g de jus. Néanmoins, Agcam et al. (2014) ont rapporté une teneur en composés 

phénoliques totaux de jus qui varie de 43,90 mg EAG/100g à 44,34 mg EAG/100g, et ces 

résultats sont inférieurs à ceux trouvés dans la présente étude. 

Tableau VII : La composition du jus d’orange sanguine en polyphénols, flavonoïdes, 

anthocyanes et caroténoïdes. 

Toutes les valeurs sont exprimées par la moyenne de trois essais (n=3) ± écart type 

 

III.2.2.Flavonoïdes 

Les flavonoïdes représentent une grande classe des composants polyphénoliques présents 

chez les végétaux ayant des effets bénéfique sur la santé (Erdman et al., 2007).Les résultats 

Paramètre analysés Jus d’orange sanguine 

Polyphénols (mg EAG/100 g) 50,11 ± 4.71 

Flavonoïdes (mg rutine/100 g jus) 2,67 ± 0,05 

Anthocyanes (mg Eq malvidine /100 g jus) 40,52 ± 3,76 

Caroténoïdes (mg Eq β-carotène /100 g jus 0,58 ± 0,2 
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du dosage des flavonoïdes de l’échantillon étudié, déterminé par la méthode de trichlorure 

d’aluminium (Alcl3) sont  exprimés en mg équivalent quercétine/100g de jus d’orange. 

Le teneur en flavonoïdes dans le jus analysé est de 2.67 mg/ EQ/100 g et qui inférieure à celle 

rapporté par Velázquez et al. (2013)  qui ont obtenus une valeur de 12.28 mg EQ/100g. La 

différence de la teneur en flavonoïde est préalablement due aux conditions environnementales 

(la lumière, saison),, la maturation et la différence entre les variétés (Enayde et al., 2006). 

III.2.3.Anthocyanes  

La teneur en anthocyanes du jus d’orange sanguine a révélé une valeur de 40,52 mg E 

malvidine/100 g de jus. Cette teneur avoisine celle trouvée par Kelebek et al.(2008) qui est de 

43,07mg/100g  et elle est inférieure à celle trouvée par Cisse et al.,(2009) qui est 98 mg/l. 

III.2.4.caroténoïdes 

Les caroténoïdes sont des pigments naturels présents dans les aliments d’origine végétale, et 

sont insolubles dans l’eau et solubles dans les solvants organiques tels que l’acétone, l’hexane 

etc (Rodriguez-Amaya, 2010). 

Les résultats du dosage des caroténoïdes obtenus, déterminés par la méthode décrite par 

(Zamora et al., 2005) et exprimés en µg d’équivalent de β-carotène/100g de jus d’orange, a 

révélé une teneur de 0.58 mg/100 g de jus. Selon les travaux de Gardner et al. (2000), et 

Tosun et Ustun, (2003), la teneur en caroténoïdes du jus d’orange (0,34mg/100g de jus) est 

inférieure à celle trouvé dans la présente étude, qui est de 0,58 mg/100g de jus. L’étude de 

Lee (2001) sur les jus des variétés d’orange a rapporté des teneurs comprises entre 0.38 et 

0,57 mg/100g, ce qui est en accord les résultats obtenus dans notre travail. 

III.3. Evaluation de l’activité antioxydante 

Il y’a différents antioxydants dans les fruits et il est très difficile de mesurer chaque 

antioxydant séparément. Par conséquent, plusieurs méthodes ont été développées pour évaluer 

toute l’activité antioxydante des extraits des fruits ou d’autre tissus des plantes (Guo et al., 

2003). Dans le présent travail, l’activité antioxydante du jus d’orange sanguine a été 

déterminée par deux méthodes : le test DPPH et le pouvoir réducteur. 

III.3.1 Test DPPH 
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Le composé chimique 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle (α,α-diphényl-β-picrylhydrazye) fut 

l’un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydante 

des composés phénoliques (popovici et al., 2009).Cette méthode est recommandée par de 

nombreux auteurs car elle est facile et précise pour mesurer l’activité antioxydante de jus 

d'orange et d'autres fruits (Villano et al., 2007). La méthode est basée sur la capacité des 

composés antioxydants à agir en tant que piégeurs des radicaux libres en donnant un atome 

d’hydrogène (Diouf et al. 2009 ; Sharma et Bhat, 2009).Pour évaluer le pouvoir antioxydant 

du jus d’orange sanguine, nous avons testé une gamme de concentration. Les résultats de 

l’activité antiradicalaire des extraits à des concentrations différentes et exprimées en 

pourcentage d’inhibition sont illustrés dans la figure 22. 

 

Figure 22 :jLe pouvoir antioxydant du jus d’orange sanguine vis-à-vis du radical DPPH.  

Toutes les valeurs sont exprimées par la moyenne de trois essais (n=3) ± écart type 

 

 

Selon la figure 22, on peut constater que le pouvoir antioxydant présente un effet dose 

dépendant avec une corrélation R
2
 = 0,984 : plus la concentration augmente, plus le 

pourcentage d’inhibition augmente également. En effet, le passage d’une concentration de 0.1 

mg EAG/mL à 0.65 mg EAG/mL a permis une augmentation du pouvoir d’inhibition de 60 

%.  Cela signifie d’une part que dans le jus d’orange, il y a des substances pouvant réduire le 

radical DPPH tels que les flavonoïdes et les anthocyanes dont l’activité antioxydante est 

rapportée dans plusieurs travaux. D’une autre part, ce résultat confirme la relation activité 

y = 107,94x + 17,746 
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antioxydante-teneur en antioxydants comme rapporté précédemment dans divers travaux 

(Dairi et al. 2014). 

IC50 est une valeur qui exprime la quantité d'antioxydants nécessaires pour réduire la 

concentration du radical de 50%, et il est inversement proportionnel à la capacité antioxydante 

d'un composé (Villano et al., 2007), plus la valeur d’IC50 est faible, plus l’activité 

antioxydante est importante. La valeur d’IC50 de notre échantillon est de 0.298 mg EAG   

ml
-1 

du jus (Figure 23) et cela correspond aux résultats trouvés dans le jus d’orange et 

Sanguine (0,29 mg/ml) analysé par (Kelebek et al.,2008). 

Une comparaison de l’activité antioxydante de notre échantillon du jus avec les standards 

BHA et tocophérol (figure 23) montre que ces derniers possèdent un pouvoir Scavenger plus 

important que l’échantillon analysé. En effet, différentes études ont montré que les 

antioxydants purs sont plus efficaces que des mélanges de polyphénols lorsque des modèles 

antioxydants simples, qui mettent en évidence qu’un seul mécanisme d’action sont utilisés 

(Dairi et al., 2014). Par conséquent, pour une meilleure estimation du pouvoir antioxydant 

d’un échantillon dont la composition est complexe, il est nécessaire d’utiliser d’autres 

méthodes permettant de mettre en évidence plusieurs mécanismes d’action. 

 

 

                     Figure 23. L’activité antiradicalaire du jus, α-tocophérol et BHA. 

III.3.2. Pouvoir réducteur 

Le pouvoir réducteur est la capacité d’un extrait à donner un électron et à réduire le fer 

(Gulçin, 2010). De nombreux auteurs considèrent la capacité réductrice d’un composé 

comme indicateur significatif de son pouvoir antioxydant (Huang et al., 2005).En effet, les 
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composés antioxydants  réduisent le fer ferrique Fe
3+

 en fer ferreux Fe
2+

 par leur capacité 

réductrice. Le complexe vert est formé par l’addition de FeCl3 à la forme ferreux selon la 

réaction suivante (Koksal et al., 2011). 

 

 

 

Le pouvoir réducteur du jus d’orange sanguine est déterminé par la mesure de l’absorbance à 

700 nm. L’augmentation de l’absorbance indique une augmentation du pouvoir réducteur 

(Ribeiro et al., 2008). La figure 24 montre que l’absorbance augmente au fur et à mesure que 

la concentration en extrait s’élève ce qui correspond à un effet dose dépendant (R
2
=0.98) 

comme constaté dans le test DPPH. En effet, le passage d’une concentration de 0,128mg/ml à 

une concentration de 0,64mg/ml a permis une augmentation du pouvoir réducteur de 70%. 

Ces résultats peuvent être expliqués par la présence de composées donneurs d’électrons qui 

entrainent la réduction de Fe
3+

 en Fe
2+

 (Moral et Jimenez-Perez, 2001). 

 

Figure 24. Le pouvoir réducteur du jus d’orange sanguine. 

Toutes les valeurs sont exprimées par la moyenne de trois essais (n=3)± écart type 
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L'importance des pigments de l’orange sanguine et particulièrement les anthocyanes est due à 

la fois à leur impact sur les caractéristiques organoleptiques des oranges sanguines qui 

peuvent influer sur leur comportement technologique lors de l'extraction et de la 

transformation du jus, et à l'effet bénéfique sur la santé humaine. Les travaux expérimentaux 

de plusieurs groupes de recherche a conduit à améliorer suffisamment la connaissance de la 

façon dont les anthocyanes et les caroténoïdes sont synthétisés dans les oranges sanguines, 

ainsi que la façon dont ces voies de biosynthèse sont régulées au niveau transcriptionnel par 

des facteurs génétiques et environnementaux. En effet, dans la biosynthèse des anthocyanes 

les enzymes PAL, C4H, 4CL, CHS, CHI, F3H, F3’H, F3’5’H, FLS, DFR, ANS et UFGT ou 

3-GT sont impliqués dans les différentes réactions métaboliques et qui sont régulés par un 

complexe appelé Ruby, et leur niveau d’expression dépend largement de type de la variété, le 

stade de maturité et la température. Ce denier facteur a montré un effet inducteur de la 

biosynthèse des anthocyanes en augmentant grandement le niveau d’expression du facteur de 

transcription Ruby dans les oranges stockés à des basses températures. Concernant les 

caroténoïdes, il a été trouvé que la production des violoxanthines, les principaux caroténoïdes 

dans l’orange sanguine, fait appel à plusieurs gènes à savoir Psy, PDS, ZDS, LCY-e, LCY-b, 

HY-b,ZEP et Nsy. Le niveau et le type d’expression de ces gènes dépend largement de la 

variété et le stade de maturation.  De plus, la température basse a montré avoir un effet sur 

l’amélioration remarquable de la couleur de la peau et la pulpe des oranges stockées à basse 

température, et elle était plus évidente dans les fruits précocement mures. Cela a été confirmé 

par l’augmentation des niveaux d’expression des gènes Psy, LCY, CHX dans la peau et la 

pulpe de l’orange stockés à froid. Tous ces résultats montrent que les facteurs 

environnementaux jouent un rôle important dans la qualité de l’orange sanguine. 

L’analyse phytochimique de l’orange sanguine montre que ce fruit est riche en composés 

phénoliques et particulièrement en anthocyanes et pour cela il pourrait être une source 

importante d’antioxydants naturels. 

En perspectives, il y a encore beaucoup d'aspects qui doivent être clarifiées quant à 

l’expression des anthocyanes et des caroténoïdes dans l’orange sanguine, et il serait 

intéressant de concentrer les prochains efforts sur l'identification des gènes impliqués dans la 

modification des anthocyanines (comme l’acylation), et l’étude des facteurs abiotiques qui 

peuvent induire l'accumulation de ces pigments.  A l’échelle locale, il serait intéressant 

d’'identifier les gènes qui participent à la modulation des anthocyanes ou les caroténoïdes 

ainsi que l’effet des différents facteurs environnementaux (climat, température, altitude, 
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salinité du sol…) dans notre pays pour une amélioration de la qualité des fruits dans la culture 

d'orange sanguine. 
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ANNEXE A 
 

 

 

              

                                Courbe d'étalonnage du dosage des polyphénols. 

           

               

                                  Courbe d'étalonnage du dosage des flavonoïdes. 

 

            

                

                                      Courbe d’étalonnage des caroténoïdes. 
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RESUME  

Les anthocyanes  et les caroténoïdes sont des pigments de l’orange sanguine (citrus sinensis ;Osbeck ) 

qui ont un intérêt major dans la prévention de nombreuse maladies et jouent un rôle primordial dans la 

qualité commerciale de ce fruit. L’objectif de ce travail consiste premièrement à faire un état de l’art 

sur l’expression des gènes impliquée dans la biosynthèse des anthocyanes et des caroténoïdes de  

l’orange sanguine et leur régulation transcriptionnelle. De plus, l’influence de quelques facteurs tels 

que la température, la variété et la maturation sur l’expression de ces gènes a été aussi analysé. Cette 

analyse bibliographique a révélé l’implication de divers gènes dans la biosynthèse des substances 

étudiées et une étroite relation entre l’expression des gènes et les facteurs cités.  Une autre partie de 

notre travail a consisté à la caractérisation physico-chimique (pH, Brix, Matière sèche, Teneur en eau, 

Acidité titrable) et phytochimique (polyphénols, flavonoïdes, anthocyanes et caroténoides) et 

l’évaluation de l’activité anti oxydante de jus d’orange sanguine. Les résultats obtenus montrent que 

l’orange sanguine pourrait être une source importante d’anthocyanes et d’antioxydants naturels. 

Mots-clés : orange sanguine, anthocyanes, expression des gènes, caroténoïdes, biosynthèse, activité 

anti oxydante. 

 ABSTRACT  
Anthocyanins and carotenoids are pigments of blood orange (Citrus sinensis, Osbeck) which have an 

interest in preventing numerous diseases and play a key role in the commercial quality of the fruit. The 

objective of this work is first to make a state of the art on the expression of genes involved in the 

biosynthesis of anthocyanins and carotenoids in blood orange and transcriptional regulation. In 

addition, the influence of some factors such as temperature, the variety and ripening on the expression 

of these genes were also analyzed. This literature review has revealed the involvement of various 

genes in the biosynthesis of tested substances and a close relationship between gene expression and 

cited factors  was found. Another part of our work consisted on the physicochemical characterization 

(pH, Brix, Dry matter, Water content, titratable acidity) and phytochemical charaterization 

(polyphenols, flavonoids, anthocyanins and carotenoids) and the evaluation of the antioxidant activity 

of juice blood orange. The results show that blood orange can be an important source of anthocyanins 

and natural antioxidants. 

Keywords : Blood orange, anthocyanins, gene expression, carotenoids, biosynthesis, antioxidant 

activity 

 ملخص

 من العديد منع في مصلحة  لديهم الذين (Citrus sinensis, Osbeck) الدم، البرتقال أصباغ هي والكاروتينات الانثوسيانين

 عن التعبير على الفن من حالة جعل من أول هو العمل هذا من والهدف .الفاكهة  التجارية نوعية في رئيسيا دورا وتلعب الأمراض

 أيضا تم ذلك، إلى وبالإضافة .النسخي وتنظيم الدم البرتقال في والكاروتينات الانثوسيانين من الحيوي التركيب في دور لها جينات

 تورط للأدب المراجعة هذه كشفت وقد .الجينات هذه عن التعبير في والنضج وتنوع الحرارة، درجة مثل العوامل بعض تأثير تحليل

 في يتمثل عملنا من آخر جزء .العوامل و الجيني التعبير بين وثيقة علاقة وجود الاختبار للمواد الحيوي التركيب في المختلفة الجينات

 الفلافونويد، البوليفينول،) النباتية الكيميائية وا (الحموضة الماء، محتوى الجافة، المادة وبركس، الحموضة، درجة( الفيزيائي توصيف

 يكون أن يمكن الدم البرتقال أن النتائج وأظهرت .الدم البرتقال عصير للأكسدة المضاد النشاط وتقييم (والكاروتينات الانثوسيانين

 الطبيعية الأكسدة ومضادات الانثوسيانين من هاما مصدرا

 ة للأكسدالنشاط المضادة  ،الحيوي التركيب الانثوسيانين ، التعبير الجيني ، الكاروتينات ، ,البرتقال الدم :البحثكلمات 

. 
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