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Introduction

La compréhension du phénomene de stress oxydant est devenue un des enjeux
majeurs de la biochimie, en particulier depuis le début des années 90. Ce déséquilibre de
la balance d’oxydoréduction au sein des cellules est impliqué dans un tel nombre de
pathologies graves et différentes dont la plupart des cancers qu’il est devenu crucial de
cerner ses origines et ses mécanismes, pour envisager une prévention et des traitements

plus efficaces (Bruno, 2007).

Plusieurs études épidémiologiques confirment le role incontestable de la
consommation réguliére des fruits et Iégumes dans la réduction des risques de cancers et
de maladies chroniques, notamment les affections cardiovasculaires, cette relation est
souvent attribuée aux antioxydants présents dans les fruits et légumes (Liu, 2003 ;
Talvas et al., 2008).

De nombreux travaux réalisés sur différentes espéces de Citrus ont montré qu’elles
contenaient en majorité des composés phénoliques ayant un fort potentiel antioxydant
corroborant leurs usages traditionnels. Parmi toutes ces espéces 1’orange «Citrus
sinensis» est populaire par sa richesse en vitamine C, des quantités considérables de
composés phénoliques tels que les flavonoides et de caroténoides sont également
identifiées (Del Rio et al., 2004).

Les écorces d’agrumes sont une source importante d’essences odorantes et d’huiles
essentielles de 0,6 a 1% (Oreopoulou et al., 2007; Yeoh et al., 2008 ; Hosni et al., 2010
; Farhat et al., 2011). lls sont riches en composés phénoliques, essentiellement des
flavonoides qui sont caractérisés par leur activité anti- oxydante, thérapeutique, antivirale,
antifongique et antibactérienne (Bocco et al., 1998 ; Ma et al., 2009; Huang et al.,
2010).

Les raisins sont parmi les fruits les plus largement consommeés. Ils sont riches en
polyphénols, avec approximativement 75% de polyphénols du raisin existant dans les
graines et la peau. Des composés phénoliques peuvent étre employes dans différentes
procédures thérapeutiques en vue de la neutralisation des radicaux libres dans les

systémes biologiques et I’inhibition de l'oxydation des lipoprotéines (Carughi, 2008).
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La préparation industrielle des jus de fruits passe par une étape primordiale « le
traitement thermique » afin de conserver ces jus pour une durée plus longue. Plusieurs
études (Renard et al., 2014) ont montré I’impact du traitement thermique sur les
antioxydants des jus de fruits particulierement celui des oranges, ces études ont montré
un effet négatif sur le contenu phénolique de ses jus en comparaison aux jus frais qui

n’ont pas subi de traitement thermique.

A notre modeste connaissance, aucune étude n’a été réalisée sur 1’utilisation des
sous-produits naturels particulierement les pépins de raisin et 1’écorce des oranges pour
corriger I’impact négatif des traitements thermiques sur le contenu phénolique des jus de

fruits.
C’est dans ce contexte que s’inscrit I’objectif de la présente étude qui vise a :
(1) Hlustrer I’effet de la pasteurisation sur les antioxydants du jus d’orange ;

(2) Valoriser les écorces d’orange et les pépins de raisin afin d’enrichir nos jus

d’orange ;

(3) Une ¢étude comparative entre les antioxydants et 1’activité antioxydante du jus
d’orange naturel non pasteurisé avec du jus pasteurisé et jus pasteurisés enrichis avec les

écorces d’orange et/ou les pépins de raisin.
Afin de réaliser ces objectifs nous avons réalisé une série d’analyses :

En premier lieu I'extraction et dosage des antioxydants du jus d’orange, des écorces
d’orange ainsi que des pépins de raisin a savoir 1’acide ascorbique, les caroténoides, les
composés phénoliques et les flavonoides. Ensuite, 1’évaluation du pouvoir antioxydant
des différents échantillons de jus (activité anti-radicalaire DPPH et le pouvoir réducteur

du fer ferrique en fer ferreux).
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Partie théorique

I Généralités sur I’orange
.1 Habitat et description géographique

Le terme «Orange» est apparu au Xllle siecle, il vient de I'arabe «Narangi». Cet
hybride ancien est probablement un croisement entre le pamplemousse et la mandarine.
L’oranger « Citrus sinensis » est originaire de Chine, il est cultivé dans les régions
tempérées et chaudes, une fois implanté, dans le bassin méditerranéen, 1’oranger est diffusé

a travers le monde par les Européens (Liu et al., 2012).

1.2 Description botanique

L’oranger «Citrus sinensis » est un arbuste fruitier de la famille de Rutacées qui
posséde de petites feuilles avec un pétiole discret et de petites fleurs blanches tres
parfumées. Leurs fruits different de part leur aspect, la période de récolte et leur saveur
(Etebu et Nwauzoma, 2014). Le tableau | établit ci-dessous engendre les principaux

caractéres botaniques des orangers

Tableau I : Description botanique des oranges (Etebu et Nwauzoma, 2014)

Aspect Arbre au port harmonieux et de croissance rapide

Hauteur Grande taille en pleine terre (7 & 8m)

Feuillage Vert sombre persistant et légérement ailées

Fleurs Blanches et immaculées, trés parfumées

Fruits De forme et de coloration variable en fonction des différents groupes

auxquelles ils appartiennent

Pulpe Juteuse différe en couleur et en acidité selon les variétés

Ecorce Grise, lisse ou & peine réche

L’orange est un agrume, fruit comestible de 1’oranger, de forme sphérique a ovale a
la peau orangée rougeatre (figure 1), épaisse et assez rugueuse contenant une huile
essentielle d'odeur caractéristique. L'orange est un fruit juteux, sucré, on utilise ce fruit
pour les salades de fruits, les confitures, ou pour consommer son jus (Liu et al., 2012). Ce
dernier est un produit liquide dont les propriétés physiques, chimiques et sensorielles sont
ressenties par simple pression du fruit, sans rajout de sucre ou d’additifs (Hendrix et Red,

1995).
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Figure 1 : Photographie feuilles, fleurs et fruits d’oranger (Verstege, 1979)

1.3 Principales espéces

Le genre Citrus contient deux espéces d'orange : La premiere, « Citrus sinensis »
correspond aux oranges douces, la deuxiéme «Citrus aurantiums» correspond aux oranges

ameres.

D’aprés Kimball, (1999) et Manner et al. (2006), la position systématique de

I’orange douce est comme suite :

Tableau 11 : Classification botanique des oranges douces

Régne Végetal

Ordre Sapindales
Sous-ordre Geraniineae
Classe Dicotyledoneae
Famille Rutaceae
Genre Citrus

Espéce Citrus sinensis
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1.4 Description morphologique de I’orange

La structure d'une orange (figure 2), est caractérisée par les composants suivants

(Ramful et al., 2010) :

1.4.1 L’écorce :

Se décline en deux parties :

e L’épicarpe: c’est la couche extérieure colorée (zeste), appelée « flavedo » qui doit

sa couleur jaune orangé aux flavanones. Elle contient des glandes aux huiles

essentielles qui donnent 1’odeur particuliere a I’orange. Elle représente 8 a 10% du

fruit.

e Le mésocarpe: c’est la couche intérieure blanche, appelée «albédox» a consistance

spongieuse plus ou moins épaisse par rapport a la taille du fruit, elle ne contient

aucun flavanone soluble. Elle représente 12 a 30% du fruit.

1.4.2 La pulpe (ou endocarpe):

C’est la partie comestible divisée en quartiers juteux. Elle est constituée par un

ensemble de poils charnus ou vésicules renfermant le jus. Elle est souvent plus ou moins

acide et sucrée ou amere et elle représente 50 a 80% du fruit.

1.4.3 Les pépins:

Se trouvent prés du centre de 1’orange, ils ont une teneur élevée en huiles

essentielles, ils représentent 0 a 4% du fruit.

_ <
Endocarpe

Vésicules a jus

/ lavedo

"3 -Péncarpe

- < o Albedo

.

f \;(\ ¥ — o Pt‘pl“\

6\\ Cellules d"huile

Figure 2 : Photographie de I’orange (Goudeau et al., 2008)
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1.5 Principales variétes
1.5.1 Oranges ameres

Connues pour leur gout amer, et ne sont pas employées comme fruits comestibles,
elles sont plutdt utilisées pour la fabrication des marmelades (confiture d’orange) (Ersus et
Cam, 2007). Ce groupe inclut quarte variétés : Berguamot, Chinitto, Daida et Séville
(Peterson et al., 2006).

1.5.2 Oranges douces

Les oranges douces sont les plus comestibles et sont utilisées « en fruits » et servent a

I'¢laboration des jus. On distingue quatre variétés d’oranges. (Fanciullino et al., 2008).

e Orange navel : orange de bouche, avec un ombilic bien marqué, moins juteuse,
peu sucrée, et avec peu de pépins.

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

e Orange sanguine : orange a jus, a la couleur de la peau et de la chair plus ou
moins rouge et violet, trés juteuse, acidulée avec une saveur légérement musquée.

e Orange tardive : orange a jus, a la peau claire et fine, trés juteuse, parfumée,
acidulée et sans pepins.

1.6 Composition et valeur nutritive des oranges et des jus d’orange

La composition biochimique moyenne de I’orange est donnée dans le tableau III.

Tableau I11: Composition biochimique moyenne dans 100 g d’orange (Ciqual, 2013)

Nom Constituant Teneur moyenne Nom Constituant Teneur moyenne
Eau (g) 87,1 Beta-Carotene (g) 248
Protéines (g) 0,957 Vitamine E (mg) 0,395
Glucides (9) 8,32 Vitamine K1 (ug) 0,1
Lipides (9) 0,26 Vitamine C (mg) 39,7
Fibres (g) 1,82 Vitamine B1 (mg) 0,0777
Sodium (mg) 4,87 Vitamine B2 (mg) 0,0407
Magnésium (mg) 12,4 Vitamine B3 (mg) 0,261
Phosphore (mg) 15,1 Vitamine B5 (mg) 0,215
Potassium (mg) 151 Vitamine B6 (mg) 0,0807
Calcium (mg) 39 Vitamine B9 (ug) 38,7
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Le jus d'orange est constitué a environ 76% de matiere seche hydrosoluble,
contenant principalement des glucides, et de 21% d'acides organiques, d'acides aminés, de
sels minéraux, de vitamines et de lipides. Les 3% restants sont constitués par un grand
nombre de composés divers, dont les flavonoides, les composés volatiles, les caroténoides,
qui ont une influence importante sur les propriétés sensorielles de ce produit (Hendrix et
Red, 1995).

1.7 Importance économique
1.7.1 Production mondiale

La production mondiale des oranges est en évolution continue, elle est estimée en
2000 a 64 millions de tonnes et en 2017 a 73,31 millions de tonnes répartie sur une
superficie de 3862 kilos hectares (FAO, 2019).

L’évolution de la production des oranges enregistrée au niveau mondial au cours de

la période allant de 2000 a 2017 est illustrée dans la figure 3.

Figure 3: Evolution de la production mondiale de I’orange (FAO, 2019)
1.7.2 Production nationale

La production algérienne des oranges en 2017 a été estimée a 1013951 tonnes sur
une superficie de 50 Kilos hectares. L’évolution de la production nationale de 1’orange, qui

a connu une nette progression, depuis I’année 2010, est illustrée dans la figure 4.
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Figure 4 : Evolution de la production locale de 1’orange (FAO, 2019)

1.8 Utilisation et effets thérapeutiques de I’orange

Les Citrus contiennent des quantités élevées de composés qui ont des effets

bénéfiques pour la santé, y compris les polyphénols, I’acide ascorbique, les caroténoides et

les tocophérols (Ercan et al., 2011), utilisés a des fins thérapeutiques ou dans les domaines

cosmétiques ou alimentaires (Kahkonen et al., 1999 ; Shahaib et al., 2011).

- La saveur amere et aromatique de la pulpe d’orange amére ouvre ’appétit et

facilite la digestion (Touscher et al., 2005) ;

- La pulpe d’orange fraiche est utilisée pour traiter les maladies de la peau : ’acné et

soins de visage (Valnet, 2001) ;

- Stimulation de ’appétit (zestes) (Santo et al., 2011; Karimi et al., 2012) ;

- Activité anti-microbienne, anti-inflammatoire, anti-oxydante, anti-cancéreuse et

anti-allergique (Del-rio et al., 2004) ;

- Abaissement de la pression artérielle, traiter I’obésité (Ramful et al., 2011).

Il Antioxydants de I’orange

Les antioxydants sont des composés qui peuvent atténuer, inhiber ou prévenir

I’oxydation des matiéres oxydables en éliminant les radicaux libres et en diminuant le

stress oxydatif (Kim et Lee, 2004).
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1.1 Composés phénoliques

Les composés phénoliques (figure 5) qui sont des métabolites secondaires ayant des
structures variées et dont I'élément structural de base est un noyau benzénique. Ces
composés peuvent étre classés en différents groupes en fonction du nombre de cycle
phénol et les éléments structuraux liés au cycle phénol (Mompon et al., 1996). Les
composés phénoliques les plus abondants dans les jus d’orange sont les acides

phénoliques, et les flavonoides (Sdiri et al., 2012).

Les oranges sont une trés bonne source de composés phénoliques (Balasundram et
al., 2006). Ces derniers se trouvent en grande proportion dans 1’écorce (plus de 15% que la

pulpe) (Gorinstein et al., 2001 ; Goulas et Manganaris, 2012).

OH

Figure 5 : Structure du phénol (Anonyme, 2019)

11.1.1 Acides phénoliques

Un acide phénolique est un composé organique qui possede au moins une fonction
carboxylique et un hydroxyle phénolique. Les acides phénoliques sont divisés en deux

classes : les acides hydroxy benzoiques et les acides hydroxy cinnamiques (Richter, 1993).

11.1.2 Flavonoides

Le terme flavonoides (figure 6), désigne une trés large gamme de composés
naturels appartenant a la famille des polyphénols. Ils sont considérés comme des pigments
quasi universels des végétaux. IlIs sont particulicrement présents dans 1’épiderme des
feuilles ainsi que dans la peau des fruits et donnent des couleurs allant du jaune clair au
jaune or. lls sont stockés sous forme libre ou conjuguée mais leur localisation cellulaire est
encore incertaine, bien que certains résultats favorisent le stockage dans la vacuole et/ou

dans le réticulum endoplasmique (Lilou et al., 2008).
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Figure 6 : Structure de base des flavonoides (Ghedira, 2005)

Les différents sous-groupes rencontrés sont les : flavones, flavanols (catéchines),

isoflavones, flavonols, flavanones et les anthocyanes (Yang et al., 2001).

TABLEAU IV: STRUCTURE CHIMIQUE DE CERTAINS FLAVONOIDES REPRESENTATIFS DE

CHAQUE CLASSE
Principales | Exemples Structure de base
classes des
flavonoides
Flavone Naringénine/ GalangineDiosmetine . L
7 '/g“\<>9 ~~2 ‘/IL\\\B//"}
IO
(=}
Flavonol Myricetine/QuercétineKaempférol/Dihydrokaem
/0
pférol | |
OH
o]
flavanone Hesperetine/ Galangine
o
I
(o]
flavanol Hesperetine /Galangine
od
% OH
Chalcone Anthocyanine ]
o Xy 8 6 7N 4
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I1.2 Tanins

Les tanins sont des composés phénoliques complexes largement répandus dans le
régime alimentaire d’origine végétale obtenus a partir de la condensation des phénols
simples (Makkar, 2003). Ils représentent des composés phéenoliques secondaires connus
essentiellement pour leur capacité de se lier et de précipiter les protéines et autres
macromolécules (Hagerman et al., 1998). Swain, (1979) a divisé les tanins en deux

groupes principaux : les tanins hydrolysés et les tanins condenses.

11.3 Vitamine C

La vitamine C ou acide ascorbique (figure 7), est une vitamine hydrosoluble
sensible a la chaleur et a la lumiéere. Elle est composée de 6 atomes de carbone, 6 atomes

d’oxygéne et 8 atomes d’hydrogene (Billiau et al., 2010).

i . Hydrogéne
9 0o . Carbone
HO
— . Oxygéne
HO OH

Figure 7 : Structure chimique de 1’acide ascorbique (Billiau et al., 2010)

11.4 Caroténoides

Les caroténoides (figure 8), représentent un ensemble de pigments naturels présents
dans les aliments d’origine végétale. Ils leur donnent la couleur jaune qui vire vers le rouge
(Alias et al., 2008). Tous les caroténoides dérivent par cyclisation, déshydratation et

oxydation de la méme molécule (CaoHss) : le lycopene (Derbel et Ghedira, 2005).
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Figure 8 : structure de quelques caroténoides identifiés dans 1’orange (landrum, 2010)

11 Stress oxydatif

Le stress oxydant est un syndrome résultant d'un déséquilibre entre les systemes de
défense antioxydants et la production de radicaux libres oxygénés. Ce déséquilibre peut
avoir diverses origines déficit nutritionnel en antioxydant, surproduction endogéne
d'origine inflammatoire, exposition environnementale a des facteurs pro-oxydants (Favier,
1994).

L’organisme possede une autre ligne de défense représentée par les piégeurs des
radicaux libres, qui sont des composés apportés par 1’alimentation et dont le rble est de
neutraliser les effets toxiques des especes oxygénées réactives limitant ainsi toute atteinte
de I’intégrité cellulaire (Helliwell, 2011).

I11.1R0les physiologiques et pathologiques des radicaux libres

A des concentrations physiologiques, les radicaux libres peuvent jouer des roles au
niveau des réponses cellulaires telles que la lutte contre des agents infectieux et leur
fonction dans les systemes de signalisation cellulaire (Favier, 2003). Mais a des
concentrations plus élevées, ils peuvent endommager par oxydation les macromolécules
contenues dans les cellules, notamment les lipides, les protéines et [’acide

désoxyribonucléique (ADN) en lien avec 1’apparition de nombreuses maladies graves

présentées dans le tableau VV (Menon, 2014).
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Tableau V: Certaines pathologies causées par le stress oxydatif

Pathologies

Références

Cancer

(Roussel et Ferry, 2002)

Athérosclérose

(Singh et Jiala, 2006)

Diabetes (Maritim et al., 2003)

Obésité (Gutowski et Kowalczyk, 2013)
Alzheimer (Cai et Yan, 2007)

Parkinson (Cohen, 2002)

IV Propriétés des antioxydants

Les antioxydants jouent un réle important comme systeme de défense, leur activité
anti oxydante se produit par plusieurs mécanismes. Les différentes propriétés sont

engendrées dans le tableau VI.

Tableau VI : Différentes propriétés des antioxydants

« Antioxydants »

« Actions »

Acides phénoliques

Agissent comme donneurs de protons ou d’¢électrons et

chélatent les métaux de transition (Blokhina et al., 2003)

Flavonoides

Piégeage des radicaux libres (Ketsawatsakul et al., 2000)
Inhibition enzymatique (Dangles et Dufour, 2008)

Chélation des ions métalliques (Gulgin et al., 2010)

Tanins

les tanins hydrolysables sont des piégeurs de radicaux

libres et de I’anion super oxyde (Bruneton, 1999)

Vitamine C

Régénération des tocophérols (Groussard et al., 2003)

Neutralisation des radicaux libres (Bermond, 1990)
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I Echantillonnage et traitement des échantillons
1.1 Oranges

Une variété d’orange « tardive » (figure 9) du genre «Citrus sinensis » a été
récoltée dans la région d’Oued Ghir pendant la saison 2019 le jour de chaque extraction du
jus, la récolte a été faite manuellement, au hasard et sur le méme arbre. Les fruits étaient

bien mdrs et ne présentaient aucun signe de blessure.

Chaque fruit possede un poids moyen de 100g, ils ont été emballés dans des sacs,

puis transportés au laboratoire.

Figure 9 : Photographie de I’orange utilisée

Les oranges ont été bien lavées a I’eau du robinet, elles sont ensuite épluchées et
ses écorces découpées en petits morceaux, ces derniers ont été séchés a ’ombre et a
température ambiante jusqu’au poids constant (environ 8 jours). Aprés séchage les

éplucheurs ont été broyés et conservés dans des bocaux a température ambiante.

Pour I’obtention du jus, les oranges ont été tranchées en deux et les pépins ont été
retirés. En utilisant un presse-agrumes, 1’orange est pressée et le jus est récupéré. La

préparation est effectuée le méme jour d’analyse.

1.2 Pépins de raisin

Des raisins de la variété « Red globe » ont été procurés du marché au mois de
septembre de 1’année 2018. Les baies de raisin ont été lavées et coupees en deux pour
récupérer les pépins. Ces derniers ont été séchés a I’ombre et a température ambiante
jusqu’au poids constant (environ 5 jours). Aprés séchage les pépins sont broyés et

conservés dans bocaux a température ambiante.
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Il Préparation et traitement des échantillons

1.1 Préparation des jus enrichis par les écorces d’orange et les pepins de
raisin
Trois jus enrichis avec les écorces d’orange et pépins de raisin et par un mélange des

deux matrices, sont préparés dans la présente étude.

Afin de préparer ces jus enrichis, nous avons optimisé la quantité de poudre
d’écorces d’orange ainsi que celle des pépins de raisin qu’il faut rajouter au jus.
L’optimisation a été basée sur une analyse sensorielle que nous avons effectué nous méme
au niveau du laboratoire (figure 10). Le choix a été fait sur la base d’utiliser le maximum
de matrice qui n’a pas atteint le seuil d’amertume ou d’astringence. Pour cela, nous avons

testé quatre quantités différentes (tableau V1) a volumes de jus constants.

Figure 10: Analyse sensorielle d’un jus d’orange enrichi par les pépins de raisin (A) et les
écorces d’orange (B)
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Tableau VII : Quantités et traitements du jus enrichi avec les écorces d’orange et pépins
de raisin

Echantillons Quantités ajoutées Quantités choisies

Pépins de raisin
90 mg

Jus pressé et filtré (30 ml) | 125Mg 195mg
195mg

510mg

Ecorces d’orange
90 mg

Jus pressé et filtré (30 ml) 125mg 145
mg

145mg
510 mg
Jus pressé et filtre (30 ml) | 195/2  (pépins  de

raisin) 170 mg (mélange)
+

145/2 (Ecorces
d’orange)

1.2 Pasteurisation

Les différents jus d’orange préparés enrichis et non enrichis ont été pasteurisés dans
le but de déterminer I’effet de la température sur 1’activité antioxydante du jus étudi€ ainsi
gue sur son contenu en antioxydants. La température de pasteurisation appliquée est de
63°C pendant 20 min (Anonyme, 2019).

11 Analyses physico-chimiques
I11.1 Test d’humidité

Afin de déterminer la teneur en humidité, les écorces d’orange ainsi que les pépins
de raisin ont été séchés dans une étuve a 103°C + 2°C (Doymaz et al., 2004), jusqu’au

poids constant.

La teneur en eau (%) = [(Mf —Ms) / Mf] x100

Mf : Matiere fraiche (g) Ms : Matiére séche (g)
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111.2 Mesure du pH

Le pH est mesuré a I’aide d’un pH métre en immergeant la sonde dans I'échantillon.
La valeur du pH est affichée sur le pH-metre.
II1.3 Mesure de ’acidité

L’acidité est déterminée par la méthode de Verna et Joshi, (2000). 10 ml de jus
sont dilués dans 40 ml d’eau distillée puis titrés avec une solution d’hydroxyde de sodium
(IN) jusqu'au point final pH 8,2 (Friedrich, 2001). L’acidité est exprimée en gramme
d’acide citrique par 100 ml de jus (g AC/100ml jus).

C1+Veqg*Meq

C |
Vo

Co : concentration de I’acide citrique (g /100 ml)

Veq : volume équivalent d’hydroxyde de sodium (ml)
C; : concentration d’hydroxyde de sodium

Meq : masse équivalente de 1’acide citrique (192,13)

Vo : volume du jus (ml)

IV Extraction et dosage des antioxydants
V.1 Caroténoides

Une prise d’échantillon (0,5g de poudre d’écorces d’orange, 0,59 de poudre des
pépins de raisin et 2 ml de jus d’orange est mélangé avec 10 ml de solvant d’extraction
(hexane/acétone/éthanol 5,5/2,5/2). Aprées agitation pendant 10 min, le mélange est
centrifugé (5000T/min pendant 10 minutes) puis le surnageant est récupéré (Soto-Zamora
et al., 2005) légérement modifié. L opération a été répétée jusqu’a I’épuisement total de la
couleur. Le mélange est mis dans une ampoule a décanter, apres séparation des deux

phases, la phase supérieure (héxanique) a été récupérée.
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La teneur en caroténoides est déterminée par la mesure d’absorbance a 450 nm et
les résultats sont exprimés en mg équivalent B-carotene par 100 g de matiere seche (mg
Ep-carotene/100g MS) et en mg équivalent B-carotene par 100 ml de jus (mg Ep-
carotene/100ml jus) en se rapportant a une courbe d’étalonnage préparée dans les mémes

conditions opératoires (Annexes).

IVV.2 Composés phénoliques

L’extraction adoptée est celle de la macération conventionnelle par des solvants
polaires. Pour ces derniers nous avons choisi 1’éthanol pour tous les échantillons, et dans le
but d’estimer le taux de rendement en ces composés dans les conditions du jus (mélange de
la poudre et le jus) nous avons essayé de réaliser cette extraction avec un deuxiéme solvant
qu’est une eau acidifiée au pH du jus pour les deux poudres (écorces d’orange et pépins de

raisin) qui se rapproche au jus d’orange.

Le protocole adopté pour I’extraction des composés phénoliques est celui de
Medouni-Adrar et al., (2015) légérement modifié. 10 ml de jus d’orange, 100 mg de la
poudre d’écorces d’orange et 70 mg de la poudre des pépins de raisin auxquels sont ajoutés
différents volumes de solvants d’extraction : 10 ml, 30 ml et 50 ml, respectivement. Les
différents extraits sont récupérés aprés agitation pendant 50 min et centrifugation a
4500T/15min puis filtrés et conservés a 4°C.

IvV.2.1 Dosage des polyphénols totaux

La teneur en composés phénoliques est déterminée selon la méthode décrite par
Velioglu et al., (1998). 200 pl d’extrait sont mélangés avec 1500 pl du réactif de Folin—
Ciocalteu. Aprés 3 min, 1500 pl de carbonate de sodium (6%) sont additionnés.
L’absorbance est mesurée a 760 nm apres 60 min d’incubation. La teneur en composés
phénoliques des écorces d’orange et pépins de raisin est exprimée en mg équivalent
d’acide gallique par 100 g de matiere seche (mg EAG/100 g MS). Quant a celle des pulpes,
elle est exprimée en mg équivalent d’acide gallique par 100 ml de jus (mg EAG/100 ml de
jus) par référence a une courbe d’étalonnage préparée dans les mémes conditions

opératoires (Annexes).

1vV.2.2 Dosage des flavonoides

Un volume de 0,9 ml d’extrait est mélangé avec 0 ,6 ml d’eau distillée, 0,09 ml de

nitrite de sodium (5%) et 0,06 ml de chlorure d’aluminium (10%). Aprés incubation
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pendant 5 min le mélange est additionné de 0,2 ml d’hydroxyde de sodium (1N) et de 0,25
ml d’cau distillée (Kim et al., 2003). L’absorbance est mesurée a 510 nm. La teneur en

flavonoides est exprimée en mg équivalent d’acide gallique par 100 g de matiére seche (mg
EAG/100g MS) et en mg équivalent d’acide gallique par 100 ml de jus (mg EAG/ 100ml
de jus) en se référant a une courbe d’étalonnage préparée dans les mémes conditions

opératoires (Annexes).

IV.3 Vitamine C

Un volume de 5 ml de jus est mélangé avec 5 ml d’acide oxalique (0,4%), Apres
agitation pendant 5 min le mélange est centrifugé a (4500T/min pendant 15 minutes). 500
pl du surnageant sont mélangés avec 2500 pl de DCPIP (2,6-dichlorophénolindophénol).
L’absorbance est mesurée a 515 nm (Mau et al., 2005). Les résultats sont exprimés en mg
équivalent d’acide ascorbique par 100 ml de jus (mg EAA/100ml de jus) en se référant a

une courbe d’étalonnage préparée dans les mémes conditions opératoires (Annexes).

V Evaluation du potentiel antioxydant
V.1 Activité anti-radicalaire DPPH

L’activité anti radicalaire des échantillons est déterminée par une méthode basée
sur la réduction du radical diphényle pircyl-hydrazyl (DPPH®), par don d’atomes
d’Hydrogenes ou d’électrons (Molyneux, 2004). Le protocole utilisé dans cette méthode
est celui décrit par Milardovié et al. (2006) qui consiste a mélanger 2900 ul de la solution
de DPPH avec 100 pl de chaque extrait. La mesure de la réaction de réduction de la
solution du DPPH® traduite par une décoloration a été faite a 515 nm aprés incubation a 30
min. Les résultats sont exprimés en mg équivalent trolox par 100 g de matiere seche (mg
ETrolox/100g MS) et en mg équivalent trolox par 100 ml de jus (mg ETrolox/100ml de
jus) en référant a une courbe d’étalonnage préparée dans les mémes conditions opératoires

(Annexes).

% de réduction du DPPH = (AbScontr ~AbSsch /ADScontr ) X 100

Abscontr : Absorbance controle

ADbssch : Absorbance échantillon



Matériel et méthodes

V.2 Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur des différents extraits a été détermine selon la méthode décrite
par Oyaizu, (1986) rapportée par Kumar et al. (2005). 1 ml de chaque extrait est mélangé
avec 2,5 ml de tampon phosphate (0,2M ; pH 6,6) et 2,5 ml de Ferricyanure de Potassium
(1%). Aprés incubation au bain marie a 50°C/20 min, 2,5 ml d’acide trichloracétique
(10%) sont additionnés au mélange et centrifugés a (5000T/min pendant 10 minutes).
Ensuite 2,5 ml d’eau distillée sont ajoutés a 2,5 ml du surnagent, puis 0,5 ml de chlorure
ferrique (0,1%) sont additionnés au mélange et I’absorbance est mesurée a 700 nm. Le
pouvoir réducteur des extraits est exprimé en mg équivalent d’acide ascorbique par 100 g
de matiére seche (mg EAA/100g MS) et en mg équivalent d’acide ascorbique par 100 ml
de jus (mg EAA/100 ml de jus) pour le jus préparée dans les mémes conditions opératoires

(Annexes).

VI Analyse statistique
Une analyse descriptive des résultats a été 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 I’analyse de la variance ANOVA au seuil (p<0,05) a I’aide
du logiciel STATISTICA 5.5.
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I Parametres physico-chimiques
1.1 Taux d’humidité

Le taux d’humidité (H%) des écorces d’orange et pépins de raisin est calculé et
rapporté sur I’histogramme ci-dessous (figure 11).
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Figure 11 : Taux d’humidité des deux matrices étudiée

ES : Ecorces séches ; PS : Pépins secs

Les résultats obtenus, montrent la richesse hydrique des écorces d’orange qui sont
constitués de plus que la moitié de leurs poids d’eau de I’ordre de 61.24 %. Cependant, les

pépins de raisin ont noté un taux d’humidité avec une valeur de 7.6 %.

Ces résultats pouvant étre comparés avec des données de différents travaux réalisés
dans le méme contexte, D’aprés Paketa, (2004), qui ont travaillé sur les variétés
d’agrumes cultivées au nord de Bangladesh, les teneurs varient de 84.2 a 90.7 % qui sont
supérieures aux résultats obtenus, cela peut étre due soit aux différents facteurs
environnementaux (climat, fertilitté du sol et degré de maturité...), les traitements

d’agriculture biologique (herbicides, insecticides, fongicides...) ou les périodes de récolte.

La teneur en eau des pépins de raisin retrouvée dans le présent travail appartiennent
a l’intervalle obtenu par Seyed et al. (2009) dans leur étude de I’effet des propriétés
physiques des pépins de raisin sur la teneur en eau allant de 5.21 a 16.55 %.
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1.2 Mesure du pH et acidité
1.2.1 Jus

Le pH et I’acidité d’un jus d’orange sont rapportés dans le tableau ci-dessous (Tableau
VI

Tableau VIII: Valeurs du pH et de I’acidité du jus d’orange étudié

pH 3.41+ 0.00
Acidité  3.30+0.08

Les résultats obtenus dans la présente étude sont compris a ceux rapportés par

Rangana et al. (1983), qui ont indiqué que le pH des oranges varie entre 3,0 et 3,5.

Dans le cas des agrumes comme le jus d’orange, ’acidité varie généralement de
3,00 a 4,50 (Anonyme, 2019), ces valeurs sont comprises a celles trouvées dans la présente

étude.

1.2.2 Jus enrichis avec les écorces d’orange et pépins de raisin

Afin de déterminer la quantité optimale de la poudre des écorces d’orange et pépins
de raisin qui ne donne pas un godt amer ou astringent au jus enrichi, nous avons testé
quatre quantités différentes pour chaque matrice (écorces d’orange et pépins de raisin), et
nous avons effectué un test sensoriel au laboratoire contradictoire (panel de trois
personnes). Nous avons remarqué que plus on rajoute la quantité de la poudre de pépins de
raisin plus I’acidité diminue, donc nous voulions vérifier I’effet de la quantité de poudre
rajoutée sur le pH et de 1’acidité du jus enrichi avec ces deux matrices. Les résultats ainsi

obtenus sont récapitulés dans les tableaux 1X et X.
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Tableau IX: Effet de 1a quantité ajoutée des écorces d’orange sur le pH et 1’acidité du jus
d’orange étudié

Jus enrichi avec la poudre d’écorces d’orange

Quantités 80 115 135 500
ajoutées (mg)

pH 3,51° 3,44° 3,41° 3,34°
Acidité 2,99¢ 3,15° 3,38" 4,21

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (p<0.05), quant a ceux qui
portent la méme lettre ne présentent pas de différence significative. Les résultats sont classés par ordre

décroissant : a>b >c >d

L’étude statistique révele que les valeurs de pH et de 1’acidité des jus varient

significativement a (p<0,05) en fonction de la quantité de la matrice rajoutée.

En effet, plus la quantité rajoutée est élevée plus le pH est bas : la quantité 80 mg
présente le pH le plus élevé avec une valeur de 3.51, tandis qu’a 115 et 135 mg les valeurs
sont plus au moins inférieures avec un effet non significatif (p< 0,05) qui sont 3.44 et 3.41
respectivement. Toutefois, un pH de 3.34 a été enregistré a 500 mg, inversement au pH,
I’acidité a tendance a augmenter significativement (p<0,05), avec 1’élévation de la quantité
des écorces d’orange ajoutée. L’étude a enregistrée des valeurs croissantes allant de 2.99 ;
3.15;3.38a4.21.

Ceci démontre que plus le jus d’orange est enrichi avec les écorces d’orange plus le
pH diminue et contradictoirement, I’acidité augmente. Cela est probablement di aux
concentrations plus élevées du milieu en protons qui sont peut étre libérés a partir de la
vitamine C et des acides organiques des écorces d’orange.
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Tableau X : Effet de la quantité ajoutée des pépins de raisin sur le pH et 1’acidité du jus

Jus enrichi avec la poudre des pépins de raisins

Quantités 80 115 185 500
ajoutées (mg)

pH 3,14° 3,19° 3,46° 3,83
Acidité 3.52 3.37° 3.22° 3.06°

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (p<0.05), quant a ceux qui
portent la méme lettre ne présentent pas de différence significative (p>0.05). Les résultats sont classés par
ordre décroissant : a>b >c¢>d

L’étude statistique révele que la quantité des pépins de raisin ajoutée aux jus afin de

les enrichir, a un effet significatif (p<0,05) sur le pH et de 1’acidité du jus.

En effet, une corrélation positive entre la quantité des pépins de raisin et le pH des
jus a été obtenue, inversement une corrélation négative et significative a été obtenue avec

’acidité.

Les résultats indiquent que les quantités suivantes : 80 mg et 115 mg présentent le
pH le plus bas avec des valeurs de 3.14 et 3.19 respectivement sans différence
significative. Tandis qu’a 185 et 500 mg les valeurs sont plus élevées avec un effet

significatif (p<0,05) qui sont respectivement de 3.46 et 3.83.

Inversement au pH, 1’acidité a tendance a diminuer significativement (p<0,05), au

cours de 1’¢lévation de la quantité des pépins de raisin ajoutée. L’étude a enregistré des

valeurs de I’ordre décroissant : 3.52 ; 3.37 : 3.22 et 3.06.

Ceci démontre que plus le jus d’orange est enrichi avec les pépins de raisin plus le
pH augmente et contradictoirement, 1’acidité diminue. Cela est di a la richesse des pépins
de raisin en tanins, ces derniers sont capables de se complexer avec les acides organiques
libres et de les neutraliser, la réaction des tanins avec les glycoprotéines de la salive est a

I’origine de la sensation d’astringence (Anonyme, 2019).
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Il Dosage des antioxydants
1.1 Composes phénoliques
11.1.1 Taux de polyphénols totaux des deux matrices

La couleur bleue apres une heure d’incubation confirme la présence des
polyphénols qui ont réduit le réactif Folin-ciocalteu. L’intensité de la couleur qui varie

entre le bleu clair et le bleu fonce est en fonction de la teneur en polyphénols.

Les résultats de la teneur en composés phénoliques des deux matrices étudiées a

savoir les écorces d’orange et pépins de raisin sont représentés dans la figure 12.
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Figure 12 : Teneurs en polyphénols totaux des deux matrices étudiées

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (p<0.05), Les résultats sont
classés par ordre décroissant: a > b > : pour le solvant ; A > B : la matrice. EOH : éthanol ; EA : eau
acidifiée.

La teneur en polyphénols totaux dans les extraits éthanoliques indique des résultats
de : 1065.27 mg EAG/100g MS pour les écorces d’orange et 3300.33 mg EAG/100g MS
pour les pépins de raisin. Tandis que celle de 1’eau acidifiée a noté des résultats de :
1213.60 mg EAG/100g MS et 4194.01 mg EAG/100g MS pour les écorces d’orange et les

pépins de raisin, respectivement.

L’étude statistique montre, d’une part que la teneur en polyphénols totaux est
différente significativement (p<0,05) entre les deux matrices, quel que soit le solvant

utilisé pour les extraire. D’autre part, elle indique un effet significatif (p< 0,05) du solvant
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d’extraction sur les teneurs en polyphénols totaux récupérés quel que soit la matrice

étudiée.

D’aprés les résultats obtenus, nous remarquons que 1’cau acidifiée permet de mieux
libérer les composés phénoliques totaux a partir des écorces d’orange et des pépins de

raisin ce qui est un point positif pour le présent travail.

Les résultats de la présente étude ont révélé que les pépins de raisin sont riches en
polyphénols totaux 3 a 4 fois plus que les écorces d’orange. D’aprés Chira et al. (2008) le
raisin contient de grandes quantités de composés phénoliques, principalement concentrées

dans les pépins et les pellicules.

Les teneurs en composés phénoliques totaux dans les écorces d’orange obtenues
dans la présente étude, sont comparatives a celles rapportées par Muthiah, (2012) qui ont
trouvé des teneurs qui varient entre 739 et 3305 mg et inférieures a celles rapportées par
Ghasemi et al. (2009) qui ont enregistré des valeurs qui varient de 13290 a 16000 mg
EAG/100g MS.

Concernant les pépins de raisin, les résultats enregistrés dans la présente étude
indiquent qu’ils sont largement supérieurs a ceux rapportés par Yesmis et al. (2008), qui
ont enregistré des teneurs allant de 339.45 a 587.30 mg EAG/100g MS dans les pépins de
raisin, et inférieurs a ceux trouvés par Katalinic et al. (2010) qui ont trouvé des valeurs de

4500 mg EAG/100g MS pour les variétés rouges.

Les distinctions observées entre les résultats des différents travaux cités et ceux
obtenus dans la présente étude peuvent étre liées a ’effet variétal et aux conditions
climatiques. Selon Krzak, (2002), les conditions de culture, la saison, la méthode
d’extraction, le degré de maturation des fruits et les conditions de 1’environnement peuvent

étre un facteur de variation.

11.1.2 Taux de polyphénols totaux des différents jus enrichis

Les résultats de la teneur en composés phénoliques des différents jus enrichis sont

représentés dans la figure 13.



Résultats et discussion

Jus Ps Jus Ps + E JusPs+P JusPs+ E+P
Echantillons

Teneurs en polyphenols
totaux (mg EAA/100mI MF)

O RPN WP ool OO N 0 ©

Figure 13 : Teneurs en polyphénols totaux des différents jus enrichis

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (p<0.05), quant a ceux qui
portent la méme lettre ne présentent pas de différence significative. Les résultats sont classés par ordre

décroissant : a > b > c >d. Ps : pasteurisé ; E : écorces ; P : pépins.

L’étude statistique a permis de révéler des différences significatives (p<0.05) entre
les teneurs en polyphénols totaux des différents jus enrichis et de les classer dans I’ordre
décroissant suivant : jus ps +g+p > JUS ps +p > jUS > JUS ps +g > JUS ps > avec des valeurs :
7,94 >7,61>7.34>6.74 >5.48 mg EAG/100ml de jus, respectivement.

Les résultats montrent clairement que la température affecte négativement les
teneurs en polyphénols totaux du jus d’orange étudié, une perte de 25 % a été obtenue.
Cela est probablement da a la sensibilité des composes phénoliques du jus d’orange a la
température (63°C/20 min).

L’enrichissement avec les deux matrices étudiées permet de compenser, les pertes
induites par la pasteurisation, des teneurs non négligeables en polyphénols totaux de
I’ordre de 29 % pour les pépins de raisin et 17% pour les écorces d’orange
comparativement au jus pasteurisé non enrichi. En effet, le jus enrichi avec les pépins de
raisin donne des teneurs plus élevées que celles du jus frais qui n’a pas subi une
pasteurisation, et le jus enrichi par le mélange des deux matrices a enregistré des teneurs
plus importantes que le jus frais. Ces résultats peuvent étre expliqués par la richesse des
matrices étudiées en composés phénoliques, et comme les péepins de raisin sont plus riches
en composés phénoliques en comparaison aux écorces d’orange, 1’enrichissement avec les

pépins de raisin a donné un meilleur rendement en composés phénoliques.
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Les résultats de la présente étude sont inférieurs a ceux rapportés par Guimaraes et
al. (2010) pour le jus d’orange 12.41 mg EAG/100ml de jus. Cela est peut-étre di a 1’effet

variétal, a la méthode d’extraction et aux conditions d’extractions en général.

11.2 Flavonoides
11.2.1 Taux de flavonoides des deux matrices

Une couleur jaunatre est formée dans tous les extraits apres 1’addition de la solution
de chlorure d’ Aluminium (AICIl3), cette coloration révéle la présence des flavonoides dans

les extraits analyseés.

Les résultats de la teneur en flavonoides des deux matrices sont représentés dans la

figure 14.
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Figure 14 : Teneurs en flavonoides des deux matrices étudiées

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (p<0.05), Les résultats sont
classés par ordre décroissant: a > b > : pour le solvant; A > B : la matrice. EOH : éthanol ; EA : eau
acidifiée.

Les résultats obtenus indiquent que la teneur en flavonoides dans les extraits
éthanoliques est de : 541,68 mg EAG/100g MS pour les écorces d’orange et 3836.01 mg
EAG/100g MS pour les pépins de raisin. Tandis que celle de 1’eau acidifiée est de : 487,84
mg EAG/100g MS et 2606,67 mg EAG/100g MS pour les écorces d’orange et pépins de

raisin, respectivement.
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L’étude statistique montre, d’une part que la teneur en flavonoides est différente
significativement (p<0,05) entre les deux matrices, quel que soit le solvant utilisé pour les
extraire. D’autre part, elle indique un effet significatif (p< 0,05) du solvant d’extraction sur

les teneurs en flavonoides récupérés quel que soit la matrice étudiée.

Selon les résultats obtenus dans la présente étude, I’éthanol permet de mieux
extraire les flavonoides a partir des écorces d’orange et des pépins de raisin étudiés.
Néanmoins, 1’eau acidifiée permet quand méme I’extraction de 90% pour les écorces

d’orange et 68% pour les pépins de raisin.

Les résultats de la présente étude ont révelé que les pépins de raisin sont riches en
flavonoides 5 a 9 fois plus que les écorces d’orange. La variation est due au faite que les

deux matrices appartiennent a deux especes différentes.

Les teneurs trouvées dans la présente étude sont largement supérieures a celles
rapportées par Oboh et Ademosun, (2012) pour les écorces d’orange 130mg/100g MS.
Selon Melo et al. (2006) et Xu et al. (2008), la diversité des teneurs en flavonoides peut
étre due aux conditions environnementales (la lumiére, climat, saison, et le soleil), le degré

de maturation ainsi que les méthodes analytiques.

11.2.2 Taux de flavonoides des différents jus enrichis

Les résultats de la teneur en flavonoides des différents jus enrichis sont représentés

dans la figure 15.
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Figure 15 : Teneurs en flavonoides des jus différents jus enrichis
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Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (p<0.05), quant a ceux qui
portent la méme lettre ne présentent pas de différence significative. Les résultats sont classés par ordre
décroissant : a > b > ¢ >d. Ps : pasteurisé ; E : écorces ; P : pépins.

L’étude statistique a permis de révéler des différences significatives (p<0.05) entre
les teneurs en flavonoides des différents jus enrichis et de les classer dans I’ordre
décroissant suivant : Jus ps +g+p > JUS ps +p > JUS > JUS ps +g > JUS ps avec des valeurs :
8.72>6.00 > 3.69 > 3.05 > 2.31 mg EAG/100ml de jus, respectivement.

L’analyse statistique des résultats indique des différences significatives (p<0.05)
entre les différents jus enrichis, et a noté que le jus enrichi avec le mélange des pépins de
raisin et des écorces d’orange a donné le rendement d’extraction le plus élevé, ceci
s’explique par 1’apport d’une quantité en plus de flavonoides par ces derniéres. En effet la
richesse des pépins en flavonoides comme il a été prouvé dans 1’étude précédente a fait que
le jus enrichi avec les pépins de raisin soit classé en deuxieme position. Vient en troisieme
position le jus naturel puis le jus enrichi avec les écorces d’orange qui elle aussi améliore
la teneur en flavonoides mais moins, contrairement aux pépins de raisin comme il s’est
avéré antérieurement. Enfin le jus pasteurisé classé en derniére position avec une efficacité
moindre d’extraction, ce qui est li¢ au fait que les flavonoides sont sensiblement affectés et

détruits par la chaleur lors du traitement de pasteurisation.

Les résultats de la présente étude sont nettement inférieurs a ceux rapportés par
Guimaraes et al. (2010) qui ont indiqué pour le jus d’orange une valeur de 62 mg
EAG/100ml de jus. Cela peut étre expliqué par la différence des variétés, le climat, la

méthode d’extraction et a la technique d’analyse de dosage.

11.3 Vitamine C
11.3.1 Taux de vitamine C des différents jus enrichis

Dans la présente étude, 1’extraction adoptée est celle de macération de la matiere
fraiche. Le dosage est basé sur 1’oxydation de 1’acide ascorbique qui conduit a la réduction
de 2,6-dichlorophénolindophénol (DCPIP) de couleur initiale bleu (forme oxydée) vers la

couleur rose (forme réduite).
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Les résultats de la teneur en vitamine C des différents jus enrichis sont représentés
dans la figure 16.
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Figure 16 : Teneurs en vitamine C des différents jus enrichis

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (p<0.05), quant a ceux qui
portent la méme lettre ne présentent pas de différence significative. Les résultats sont classés par ordre

décroissant : a>b >c > d. Ps : pasteurisé ; E : écorces ; P : pépins.

L’étude statistique a permis de révéler des différences significatives (p<0.05) entre
les teneurs en vitamine C des différents jus enrichis et de les classer dans 1’ordre
décroissant suivant : Jus g > Jus ps +g+p > JUS ps +g > JUS ps +p > jUS ps avec des valeurs :
353.54 > 325.47 > 322.58 > 307.61 > 300.80 mg EAA/100ml de jus, respectivement.

La teneur en vitamine C dans le jus pasteurisé est tres faible par rapport a celle du
jus naturel, ceci peut étre expliqué par le fait que le traitement thermique présente un
facteur principal dans la dégradation de la vitamine C (Elez-Martinez et Martin-Belloso,
2007).

D’autre part, plusieurs études montrent que les écorces d’agrumes contiennent aussi
des composés biologiquement actifs comme la vitamine C (0,109-1,150 g/100g) (Goulas
et al., 2012 ; Barros et al., 2012), ce qui a €té confirmé dans les résultats enregistrés pour
le jus enrichi avec les écorces d’orange. Cependant la teneur en vitamine C du jus enrichi
avec les pépins de raisin est nettement inférieure a celle du jus enrichi avec les écorces
d’orange cela est due a la carence des pépins de raisin en vitamine C comme il a été
rapporté par Lemoigne, (2008). Enfin celle du jus enrichi par le mélange des deux poudres

est supérieure aux deux dernieres.
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Les résultats de la présente étude sont nettement supérieurs a ceux rapportés par 16s
et al., (2014), qui ont démontré que la pulpe des agrumes contient des teneurs en vitamine
C qui varient de 20 a 70 mg/100ml, et a ceux rapportés par Rapisarda et al., (1999) qui
ont enregistré des teneurs en acide ascorbique pour le jus d’orange variant de 41.7 a 78.1
mg/100ml.

La variabilité des teneurs en acide ascorbique des fruits est influencée par les
variations saisonniéres, d’ensoleillement et de I’humidité, la variété du fruit, la position des
fruits sur P’arbre et le degré de maturité. D’autres facteurs peuvent également étre
impliqués, notamment la sensibilité de ’acide ascorbique a I’oxydation par I’air et au
milieu aqueux (Silva, 2005). Des études réalisées sur des fruits exotiques ont montré que la
concentration en vitamine C est maximale lors de la phase de pré-maturation et diminue

tout au long de la maturation (Vinci et al., 1995 ; lordanescu et al., 2012).

I1.4 Caroténoides
11.4.1 Taux de caroténoides des deux matrices

Dans la présente étude, 1’extraction adoptée est celle de macération de la matiére
seche par un mélange de solvant (Hexane/acétone/éthanol). Les résultats de la teneur en

caroténoides des deux matrices sont représentés dans la figure 17.
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Figure 17 : Teneurs en caroténoides des deux matrices étudiées
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Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (p<0.05), Les résultats sont

classés par ordre décroissant : a > b > : pour la matrice

Les résultats obtenus montrent que les écorces d’orange sont plus riches en
caroténoides avec une teneur de 147.17 mg Ef-carotene/100g MS que les pépins de raisin

avec une teneur de 8.06mg Ep-Caroténe/100g MS.

Des differences significatives (p<0,05) ont été notées entre les teneurs en
caroténoides dans les écorces d’orange et les pépins de raisin. L’analyse statistique permet
de les classer selon leurs contenus en caroténoides dans 1’ordre décroissant suivant :

écorces d’orange > pépins de raisin.

Les caroténoides sont déterminés fortement dans les écorces d’orange ce qui
corrobore avec les résultats apportés par Alquezar, (2008), Carmona, (2012), et Goulas
et Manganaris (2012).

La concentration en caroténoides varie non seulement avec les especes mais aussi
avec les variétés, les facteurs naturels (la lumiére, le sol, le degré de maturation, le climat,
I’origine géographique et les conditions de culture), ainsi que les conditions de
conservation et de stockage. Selon Kato et al. (2004) I’accumulation des caroténoides
pendant la maturation des agrumes est régulée par I’expression des génes responsables de
leur biosyntheése. Cependant, il y’a peu d’études relatives a la composition en caroténoides
des pépins de raisin, ce qui rend difficile de comparer nos résultats avec les données
bibliographiques.

11.4.2 Taux de caroténoides des différents jus enrichis

Les résultats de la teneur en caroténoides des différents jus enrichis sont représentés

dans la figure 18.
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Figure 18: Teneurs en caroténoides des différents jus enrichis

Les résultats qui portent des lettres differentes présente une différence significative (p<0.05), quant a ceux
qui portent la méme lettre ne présentent pas de différence significative. Les résultats sont classés par ordre
décroissant : a > b > ¢ >d. Ps : pasteurisé ; E : écorces ; P : pépins.

L’étude statistique a permis de révéler des différences significatives (p<0.05) entre
les teneurs en caroténoides des différents jus de les classer dans I’ordre décroissant
suivant : Jus > Jus PS +g+p > JUS ps +£ > JUS ps +p > JUS ps avec des valeurs : 2,20 > 1,74 >
1.60 > 1,05 >0,75 mg EB-C/100ml de jus respectivement.

La teneur en caroténoides dans le jus d’orange pasteurisé est tres faible par rapport
a celle du jus d’orange naturel, en effet I’exposition de ce dernier a des températures

élevées favorise les pertes en caroténoides (Rodriguez-Amaya, 2001 ; Dias et al., 2009).

Le jus enrichi par les écorces d’orange est classé en troisieme position apres celui
enrichi par le mélange des deux matrices, ceci s’explique par le fait que les écorces
d’orange sont pourvus de caroténoides mais moins que le jus enrichi avec les pépins de
raisin qui quant a lui est classé en quatrieme position, comme il a été prouvé dans la

présente étude.

Les résultats obtenus dans la présente étude sont supérieurs a ceux obtenus par
Favier et al., (1993) qui ont obtenu une teneur de 0.12mg/100ml de jus. Cette variabilité
peut étre expliquée par la différence des méthodes et des solvants d’extraction utilisés. Les

conditions climatiques et 1’effet variétal ne peuvent pas étre exclus.
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111 Evaluation de ’activité antioxydante
111.1 Pouvoir anti-radicalaire DPPH
1.1.1 Activité anti-radicalaire des deux matrices

Aprés 30 min d’incubation de la solution DPPH-extrait la coloration violette vire
vers une coloration jaune dans les extraits, ce changement de couleur est dd a la réduction
du DPPH, ce qui montre que les échantillons ont un effet scavenger de radical DPPH. Les

résultats du pouvoir anti-radicalaire DPPH des différents extraits sont rassemblés dans la

figure 19.
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Figure 19 : Activité anti-radicalaire des deux matrices étudiées

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (p<0.05), Les résultats sont
classés par ordre décroissant: a > b > : pour le solvant ; A > B : la matrice. EOH : éthanol ; EA : eau
acidifiée.

L’analyse statistique montre que [’activité anti-radicalaire dans les extraits
éthanoliques indique des résultats de : 5081.20 mg ETrolox/100g MS pour les écorces
d’orange et 32917.45 mg ETrolox/100g MS pour les pépins de raisin. Tandis que celle de
I’eau acidifiée a noté des résultats de : 4824.36 mg ETrolox/100g MS pour les écorces
d’orange et 27328.13 mg ETrolox/100g MS pour les pépins de raisin.
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L’étude statistique a révélé une différence significative (p<0.05) de la neutralisation

du radical DPPH entre les deux matrices.

Les résultats obtenus montrent que les différents extraits des écorces d’orange et
des pépins de raisin présentent une capacité de pieger le radical DPPH® qui dépend de la
nature du solvant, et que 1’éthanol a permis de neutraliser le maximum de DPPH a partir
des écorces d’orange et des pépins de raisin. Les différences constatées entre les solvants
utilisés pourraient étre expliquées par la nature variable des antioxydants présents dans
chaque extrait. En effet, la polarit¢ du solvant peut affecter le transfert d’atomes

d’hydrogéne (Jayaprakasha et Patil, 2007).

Comparés aux écorces d’orange, les pépins de raisin ont une activité anti radicalaire
plus élevée. Cette différence dans I’activité anti-radicalaire entre les extraits analysés est
probablement due a leur composition en différents composés phénoliques. La réduction du
DPPH n’est généralement pas due a 1’action d’un seul composé mais aux interactions entre
plusieurs composes, ces derniéres peuvent exister dans un extrait pas dans un autre,

conduisant ainsi a cette différence d’activité anti oxydante entre les extraits.

11.1.2 Activité anti-radicalaire des différents jus enrichis

Les résultats du pouvoir anti radicalaire par le DPPH des différents jus enrichis sont

rassemblés dans la figure 20.
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Figure 20 : Activité anti-radicalaire des différents jus enrichis étudiées
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Les résultats qui portent des lettres différentes présente une différence significative (p<0.05). Les résultats
sont classés par ordre décroissant : a > b > ¢ >d. Les résultats sont classés par ordre décroissant : a > b >

¢ >d. Ps : pasteurisé ; E : écorces ; P : pépins.

L’étude statistique a permis de réveéler des différences significatives (p<0.05) entre
I’activité anti radicalaire des différents jus et de les classer dans I’ordre décroissant
suivant : Jus ¢ > Jus Ps +g+p > JUS ps+p > JUS ps+g > jUS ps avec des valeurs : 58.78 > 50.21 >
46.22 > 41.91 > 37.56 mg ETrolox/100ml de jus, respectivement.

L’activité anti-radicalaire dans le jus pasteurisé est tres faible par rapport a celui du
jus frais, ceci peut étre expliqué par le fait que le traitement thermique présente un facteur
principal dans la dégradation des antioxydants. En effet, la totalit¢ de l’activité anti
radicalaire serait due a ces derniers, tandis que le jus enrichi par le mélange des deux

matrices est classé en deuxiéme position.

La neutralisation du radical a été attribuée par plusieurs auteurs a la présence de
composés phénoliques qui cedent facilement des protons pour le réduire (Tepe et al., 2007
; Li et al., 2009 ; Nisha et al., 2009), en raison de la richesse des pépins de raisin en
composés phénoliques avec un taux plus élevé que celui des écorces d’orange. Le jus
enrichi par les pépins de raisin a été classé en troisieme position et celui enrichi par les

écorces d’orange en quatriéme position.

Les valeurs obtenues dans la présente étude sont largement inférieures a celles
rapportées par Guimardaes et al. (2010), 530 mg/100ml, ainsi qu’a celles rapportées par
Moreno et al. (2005), qui ont indiqué que I’activité anti radicalaire de jus d’orange varie
de 163.91 a 206.90 mg/100ml.

111.2 Pouvoir réducteur
11.2.1 Pouvoir réducteur des deux matrices

Le pouvoir réducteur 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)
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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.

Les résultats du pouvoir réducteur des différents jus enrichis sont rassemblés dans

la figure 21.
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Figure 21 : Pouvoir réducteur des deux matrices étudiées

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (p<0.05), Les résultats sont
classés par ordre décroissant: a > b > : pour le solvant; A > B : la matrice. EOH : éthanol ; EA : eau
acidifiée.

Dans la présente étude, le pouvoir réducteur varie d’un extrait a I’autre, d’aprés la
présentation graphique les extraits éthanoliques présentent le meilleur pouvoir réducteur
avec des valeurs de : 163,41 mg EAA/100g MS pour les écorces d’orange et 314,07 mg
EAA/100g MS pour les pépins de raisin. Tandis que celle de 1’eau acidifiée a noté des
résultats de : 122.23 mg EAA/100g MS pour les écorces d’orange et 248.26mg EAA/100g

MS pour les pépins de raisin.

Les résultats obtenus montrent que les différents extraits présentent une capacité
réductrice qui dépend de la nature du solvant, et que 1’éthanol permet d’extraire mieux les
composés possédant une capacité meilleure de réduire le fer ferrique (Fe*®) en fer ferreux

(Fe*) a partir des écorces d’orange et des pépins de raisin.
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D’autre part, I’étude statistique a révélé une différence significative (p<0.05) du
pouvoir réducteur entre les deux matrices. Comparés aux écorces d’orange, les pépins de
raisin ont un pouvoir réducteur plus élevé, qui peut étre expliqué au fait que les pépins de

raisin soient riches en composés phénoliques comme il a été prouvé dans 1’étude présente.

111.2.2 Pouvoir réducteur des différents jus enrichis

Les résultats du pouvoir réducteur des différents jus enrichis sont rassemblés dans

la figure 22.
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Figure 22 : Pouvoir réducteur des différents jus enrichis

Les résultats qui portent des lettres différentes présente une différence significative (p<0.05), quant a ceux
qui portent la méme lettre ne présentent pas de différence significative. Les résultats sont classés par ordre

décroissant : a > b > c >d. Ps : pasteurisé ; E : écorces ; P : pépins.

L’étude statistique a permis de révéler des différences significatives (p<0.05) entre
le pouvoir réducteur des différents jus et de les classer dans I’ordre décroissant suivant :
Jus > Jus PS 4e+p > JUS ps +p > JUS ps +£ > JUS ps avec des valeurs : 86.86 > 78.56 > 71.80 >
62.76 > 50.38 mg EAA/100ml MF, respectivement.

Le pouvoir réducteur des différents jus enrichis présente un effet significatif
(p<0.05), il varie d’un mélange a un autre, d’aprés la présentation graphique, le jus
pasteurisé présente le plus faible pouvoir réducteur par rapport au jus d’orange frais.
Tandis que le jus enrichi par le mélange des deux matrices est classé en deuxieme position.
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La diminution de la capacité antioxydante du jus d’orange pasteurisé est due a la
diminution du taux des composés phénoliques totaux qui sont altérés sous 1’effet de la
température élevée. Le potentiel antioxydant dépend selon Huang et al. (2006) de la teneur
en composés phénoliques, incluant les flavonoides. En effet, la richesse des pépins de
raisin en composes phénoliques fait que le jus pasteurisé enrichi avec les pépins de raisin
soit classé en troisiéme position et le jus enrichi avec les écorces d’orange en quatriéme

position.

D’aprés Guimaraes et al. (2010) qui ont enregistré une teneur pour le jus d’orange
de 319 mg/100ml, cette derniére est 4 fois plus supérieure que les résultats obtenus dans la
présente étude. Selon Xu et al. (2008) la capacité antioxydante est influencée par plusieurs
facteurs, tels que la variété, le degré de maturation, le sol, le climat et les méthodes

analytiques.
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Conclusion

Dans notre étude, nous nous sommes intéressées sur 1’é¢tude physicochimique
(Humidité, pH, acidité¢) et l’extraction des principes actifs (composés phénoliques,
flavonoides, caroténoides, vitamines C) ainsi que 1’évaluation de I’activité antioxydante
(activité anti-radicalaire DPPH, et le pouvoir réducteur au ferricyanure de potassium)

contenus dans la pulpe, les écorces d’orange et les pépins de raisin ainsi que leur mélange.

Les résultats de I’analyse physico-chimique (Humidité, pH, acidité), ont montré
que le taux d’humidité dans les écorces d’orange est supérieur a celui des pépins de raisin
avec une valeur de 61.24% et 7.6%, respectivement. Les valeurs du pH et de ’acidité du

jus étudié son respectivement, 3.41 et 3.30.

Dans la présente étude nous avons constaté que la poudre de pépins de raisin
diminue la saveur acide du jus d’orange. Ce qui a été confirmé par I’étude de I’effet de la

quantité ajoutée des deux matrices au jus sur le pH et I’acidité.

L’étude de I’effet du solvant sur 1’extraction, (1) des composes phénoliques totaux
a partir des deux matrice étudiées, a révélé que 1’eau acidifiée (conditions du jus) permet
une meilleure extraction en comparaison a 1’éthanol et (2) des flavonoides a montré que
I’eau acidifiée permet d’extraire des taux de 68 a 90% par rapport a 1’éthanol. D’autre part

’activité antioxydante a été meilleure dans les extraits éthanoliques.

Les résultats obtenus dans ce travail nous permettent également de déduire que nos
échantillons sont une source importante de différents antioxydants. En effet, les dosages
effectués ont montré que les écorces d’orange contiennent la teneur la plus élevée en
caroténoides avec valeur de 147.17022 mg ER caroténe/100g MS. Alors que la teneur la
plus importante en composés phénoliques et flavonoides a été enregistré dans les pépins de
raisin avec une valeur de 4194.0149 et 3836.0119 mg EAG/100g MS, respectivement.

Dans la présente étude nous avons bien illustré ’effet de la température
(pasteurisation a 63°/20min) sur les antioxydants et le pouvoir antioxydant du jus d’orange
étudié. En effet, une dégradation en composés phénoliques totaux, flavonoides,
caroténoides et en vitamine C a été enregistrée. De méme une diminution du pouvoir

antioxydant a éte révélée.



Conclusion

L’enrichissement des jus par les matrices étudiées a compensé les pertes en
composés phénoliques induites par la pasteurisation de 1’ordre de 17% pour le jus enrichi
avec les écorces d’orange, 29% pour le jus enrichi avec les pépins de raisin et 33% pour le
jus pasteurisé enrichi avec le mélange des deux matrices. En effet, le jus pasteurisé enrichi
par la poudre de pépins de raisin a apporté une quantité plus importante en composes
phénoliques et flavonoides que celle du jus pasteurisé¢ enrichi par la poudre d’écorces
d’orange. Alors que dans le cas des caroténoides et de la vitamine C, le jus pasteurisé
enrichi avec la poudre d’écorces d’orange a enregistré un apport plus élevé que celui du jus

pasteurisé enrichi par la poudre des pépins raisins.

Les résultats de cette étude nous permettent de conclure que le jus pasteurisé
enrichi avec la poudre de pépins a enregistré le meilleur potentiel antioxydant par rapport a

celui du jus enrichi avec la poudre d’écorces d’orange.

La technologie industrielle peut donc exploiter les sous-produits d’oranges et les
raisins pour leur richesse en principes actifs, afin de remplacer les antioxydants
synthétiques qui pourraient nuire a la santé. Ainsi il est possible de valoriser les sous-
produits (écorces d’orange, pépins de raisin) et de participer activement a la protection de
I’environnement avec un gain économique (création d’emplois et de richesses

supplémentaires).

Il serait donc intéressant de pousser et approfondir ce travail par :
» Une étude approfondie pour une meilleure optimisation du rapport quantité/ volume
(matrice/jus) en utilisant des plans de mélange (Exemple : JMP);
Faire une analyse sensorielle hédonique par les experts;
Une étude toxicologique pour les sous-produits naturels étudiés;
L’¢tude d’autres especes d’agrumes;
L’étude d’autres variétés des autres régions;

Caractérisation par utilisation de méthodes plus précises HPLC, RMN ... ;

YV V V V V V

Penser a une application a 1’échelle industrielle.
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Résumé: L’objectif de notre travail est d’étudier 1’effet d’ajout des sous-produits de raisins
(pépins) et des oranges (écorces) sur le contenu antioxydant du jus d’orange apres
pasteurisation et de faire une étude comparative entre le jus pasteurise, non pasteurisé et les
jus enrichis avec les écorces d’orange et les pépins de raisin. Dans la présente étude nous
avons constaté que la poudre de pépins de raisin diminue la saveur acide du jus d’orange. Une
dégradation des composés phénoliques totaux, flavonoides, caroténoides et de la vitamine C a
été enregistrée sous l’effet de la pasteurisation. De méme une diminution du pouvoir
antioxydant a été révélée. L enrichissement des jus par les matrices étudiées a compensé les
pertes en composés phénoliques induites par la pasteurisation de 1’ordre de 17% pour le jus
enrichi avec les écorces d’orange, 29% pour le jus enrichi avec les pépins de raisin et 33%
pour le jus pasteurisé enrichi avec le mélange des deux matrices. Les résultats de cette étude
nous permettent de conclure que le jus pasteurisé enrichi par la poudre des pépins de raisins a
enregistré le meilleur potentiel antioxydant par rapport a celui du jus enrichi par la poudre
d’écorces d’orange.

Mots clés: Jus d’orange, écorces d’orange, pépins de raisin, pasteurisation, antioxydants,

activité antioxydante.

Abstract: The objective of our work is to study the effect of adding by-products of grapes
(pips) and oranges (peel) on the antioxidant content of orange juice after pasteurization and to
make a comparative study between the Pasteurized, unpasteurized juice and juice enriched by
orange peel and grape seeds.In this study we found that grape seed powder decreases the
acidic flavor of orange juice. Degradation of total phenolics, flavonoids, carotenoids and
vitamin C was recorded under the effect of pasteurization. Similarly a decrease in antioxidant
power has been revealed. Enrichment of the juices by the matrices studied compensated for
losses of phenolic compounds induced by pasteurization of the order of 17% for juice
enriched with orange peel, 29% for juice enriched with grape seeds and 33% for the
pasteurized juice enriched with the mixture of the two matrix. The results of this study allow
us to conclude that pasteurized juice enriched with grape seed powder has the best antioxidant
potential compared to juice enriched with orange peel powder.

Keywords: Orange juice, orange peel, grape seeds, pasteurization, antioxidants, antioxidant
activity.
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