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Apbréviations utilisées

(ACN) : Acétonitrile.

(CCM) : La Chromatographie sur Couche Mince.

(CHCK) : chloroforme.
(DMSO) : diméthylformamide.

(HCOOH) : acide acétique.

(HPLC) : Chromatographie liquide a haute performance.
(IR) : infrarouge.

(MeOH) : méthanol.

(NHDC) : néohespéridine dihydrochalcone.

(TFA) :acide Trifluoro Acétique

(THF) : tétra hydro furane.

(TLC): thin layer chromatography.
(RMN) : La Résonance Magnétique Nucléaire.
(UV) : Spectrophotométrie ultraviolet.

(VIH) : Virus de I'lmmunodéficience Humaine.
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SAMMURY

In this study, polyphenolic compounds belonginghe flavonoids subclass were isolated, purified treir
structure was elucidated using IR and NMR speotq@gcThe method of purification used was mainlyparative thin
layer chromatography (prep TLC). Furthermore, thesepounds along with sugar, citric acid and vitar@i were

guantified in twenty samples of commercial juiceaikable in markets using an analytic HPLC method.

The results of quantification were compared, on loeed to natural juices and on the other handiteguof other
countries based on the literature. Juice variesigigjected to our analyses wé¥ia jus nectar orange ; Rouiba orange ;
izdihar mix fruit; Vita jus orange sanguine et grenade ; izdihar tropical fruit ; rami orange; rami mdre; rami
mandarine ; la Belle orange; la Belle peche et orange; Yes orange; Tchinador orange; Fruitdor orange ; Mon

gout orange; Rouiba orange et carotte ; Rouiba citronnade).

Results show that Algerian juices are concentritetlavonoids such as Hesperidin, Rutin, Querceii
diosmin, and in phenaolic acids such as Gallic aCiffeic acid, sinapic acid, P-coumaric acid andlfe acid especially

orange juices. Also our study shows the high lef¥eitric acid of some juice samples.

Key words : commercial fruit juice, Polyphenols, HPLC, IR, NMhromatography, Orang€jtrus Sinensis,
prep TLC, Purification.



RESUME

Dans cette étude, des composés polyphénoliquestappat a la sous-classe de flavonoides ont étésjso
épuré et leur structure a été élucidée par I'IRaespectroscopie RMN, la méthode de purificatioilisée était
principalement la chromatographie en couche mirrépgratoire (CCM). En outre, ces composés comnmidee,
l'acide citrique et la vitamine C ont été mesuradssdseize échantillons de jus commerciaux dispesiglir les marchés

suivre une méthode analytique de HPLC.

Les résultats de la quantification ont été comparése part aux jus normaux et d'une part aud'pustres pays
basés sur la littérature. Les variétés de jus seesr nos analyses étaient (orange de nectar de Miga ; Orange de
Rouiba ; fruit izdihar de mélange ; Sanguin oraeggrenade de jus de Vita ; fruit tropical izdiharange de rami ;
mdre de rami ; mandarine de rami ; orange de lglleéa ; péche et orange de belle de La ; Oui orar@&nge de
Tchinador ; Orange de Fruitdor ; Orange de galdtkindi ; Orange et carotte de Rouiba ; CitronmtedRouiba).

Les résultats prouvent que des jus algériens smtentrés en flavonoides telles que I'HespéridinRutine, la
Quercétine et le Diosmine, et des acides phéndligels que I'Acide gallique, I'Acide caféique, de sinapique,

I'Acide p-coumarique et I’Acide férulique dansijlés d'orange particulierement.

Egalement notre étude montre I'a niveau élevéadilé citrique de quelques échantillons de jus.

Mots clés: jus de fruits commerciaux, Polyphénols, CLHP, RN, Chromatographie, Orang&itrus

SinensisCCM prép, Purification.
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1. INtroduction

Plusieurs études épidémiologiques ont montré que la consommation d’antioxydants a base nutritionnelle contenus
dans les jus de fruits et certains légumes diminuerait de 31 % le risque de cancers (tous sites confondus) et de 37 % le

risque de décés chez des patients ayant recu les antioxydants, a doses nutritionnelles. Chez les patients survivant a un

13



cancer du larynx, un mode alimentaire associant la consommation de jus d'orange, de légumes, d'agrumes et d'huile

d'olive, entraine une augmentation de la survie de 36 % a 10 ans (Crosignani P., et al.1996).

Ces études ont aussi montré que les jus de fruits (orange...) et les jus de légumes (carottes...) inhibent la formation
d'acides N-Nitrosoaminés (N nitrosoproline, N nitrosamines) dans I'estomac, dont on sait qu’ils sont de puissants

cancérogenes (Fontham ET.1990), (Xu G.P., et al.1993), (WCRF.2007).

Autrefois, I'effet bénéfique des fruits et Iégumes et de leur boissons dérivés sur la santé humaine était plutot associé a
leur contenance en vitamines et en sels minéraux, ¢a reste vrai, mais ce qu'’il faut savoir c’est que, depuis quelques
années les recherches ont montré que cet effet est aussi di a la présence, dans ces nutriments, de métabolites
secondaires qui sont les polyphénols. Ces derniers ont montré un large spectre d’activités biologiques (in vitro et in

vivo chez I'animal) parmi lesquels, antioxydants, anti-inflammatoire, anti-neurodégénératives...

L'objectif du travail entrepris dans le cadre de ce mémoire de Magister est de connaitre le taux de certains
polyphénols, de sucres, de vitamine C (acide ascorbique et acide citrique dans des jus (Orange, pomme, raisin)

commerciaux a base naturelle de fabrication locale, puisqu’aucune donnée n’est disponible sur ces boissons.

La démarche a suivre est la suivante : A partir de la pulpe d’orange (Citrus sinensis), nous avons fait I'extraction et la
purification de molécules par les techniques usuelles de chromatographie. La structure de ces molécules est

déterminée par les méthodes spectroscopiques usuelles, IR et RMN.

Les molécules identifiées seront dosées dans des jus commerciaux a base naturelle (100 % orange, a forte teneur en
matiére naturelle, concentré d’orange ...) par une méthode d’HPLC analytique. Les variétés de jus sur lesquels on va

travailler sont : Rouiba (100% orange), Rami (Orange, coktail, mandarine..), Izdihar, Dejla, Punch, ....

La composition chimique des jus commerciaux sera comparée d’une part a leur homologues naturels et de

I'autre part a leurs homologues commerciaux d’autres pays.

Ce mémoire est divisé en 4 chapitres :

Le premier chapitre est consacré a la présentation des diverses variétés d’orange qui existent dans le

commerce, ainsi que les composés naturels non polyphénoliques de cette agrume.

Le chapitre 2 est consacré aux polyphénols de I'orange, leur structure et leurs effets biologiques.

Dans le troisieme chapitre, nous présentons le matériel et les méthodes utilisés dans ce travail.

Les résultats et discussions seront présentés au chapitre 4.

Nous finirons par une conclusion.
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CHAPITRE 1 : L'ORANGE,

DIFFERENTES VARIETES ET COMPOSITION CHIMIQUE NON PO LYPHENOLIQUE

1.1 Classification

1.1.1 Les especes et les principales variétés dinge :

L'orange fait partie du genre Citrus de la famitles Rutaceaes. Le genre Citrus contidnix espéces
d’orange. La premiére, Citrus sinensis (L.) Osbeck, correspond aux oranges douces, la deuxiéme, Citrus aurantium L.,

aux oranges ameéres. Ces derniéres sont égalenp=iéep bigarades, elles sont peu comestibles retii#igation est
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principalement réservée a la production de marneslad d’huiles essentielles (Kimball, 1999range est constituée
d’un certain nombre d’éléments :

- La cloison : C’est la membrane de séparatidreateux quartiers.

- La graine : C’est la partie qui une fois gerraésure la vie de I'orange.
- La loge : C’est la séparation entre deux étamieel'orange.

-Le mésocarpe : C'est la couche moyenne du péeadiun fruit.
- Le péricarpe : C’est la partie du fruit qui eim® et protége la graine.

- L’écorce : C'est la peau épaisse d'un fruit.

- La pulpe : C'est le tissu charnu de certaingdr

- Le zeste : C'est I'écorce extérieure des agaume
- Les pépins : Ce sont les graines de certaitits fru

- Le quartier : C’est une des parties d’'un frids, quartiers font souvent tous la méme taille.

Les oranges douc€dtrus sinensigL.) Osbeck sont les plus consommées. Elles sdistaats « en fruits » et

certaines variétés servent a I'élaboration deg¢Jasint, 1990). Parmi cette espece, trois catégpriesipales sont
communément dénombrées :

-Les oranges navelscaractérisées par une excroissance « ombilicrawal» en anglais dans leur partie
inférieure et une quasi absence de pépins. Cegesaont les plus consommeées en fruits de bouchprdd Saunt

(1990), elles sont moins juteuses que la plupastaderes variétés et elles développent une ceréairegtume lors du
pressage ce qui peut les rendre impropres a udkeigtion de jus.

R

il
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i E

. |
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- Figure (1.1) : Orange navel

Les oranges blondesdont la principale variété est la Valencia, penamivariété commerciale de tous les types

d’agrumes. Celle-ci peut étre rencontrée dans sdetezones principales de production d’orangesfi&il, 1999). Les



oranges blondes développent beaucoup moins d’amertue les oranges navels lors de leur pressags.d6int donc

principalement transformées en jus.

Figure (1.2) : Orange blonde

des oranges sanguinegaractérisées par leur chair colorée due a dmsepits rouges, les anthocyanes. Ceux-
ci sont sensibles aux techniques d’extraction desf au stockage du jus, et leur dégradation gmuter une couleur

brune indésirable au produit.

Figue (1.3) : Orange sanguine

- Une derniére catégorie, mineure, peut égalenteatd&crite, il s’agit des oranges faiblement agidacore

appeléesranges douceatresCes oranges sont consommeées en fruits de bouche.

Figure (1.4) : Orange douceatre

Les principales variétés des catégomavels, blondes, sanguines et douceatres, tieuproduction et

utilisation principale sont présentées dans le §abl(1.1).

Les variétés les plus importantes @édspour la fabrication de jus sétamlin, Pineapple, Valencia et
Pera. Ces oranges appartiennent a la catégorie desewdrigndes. Fellers (1985) a classé les diveragétés

d'oranges par ordre décroissant selon des critggasoriels. Les oranges Valencia sont classéesigyes (donc
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présentées comme produisant le meilleur jus), esiides oranges brésiliennes Pera puis des oranysspple et
Hamlin. Néanmoins, la qualité du jus d'orange déparégalement d'un grand nombre d’autres facteansme le

climat, les conditions de culture, le processumdeuration des fruits et le procédé de fabricatiofjus.

Tableau 1.1 :Principales variétés d’oranges de I'esp€iteus SinensigL.) Osbeck : lieux de production et utilisation

courante (d’'aprés Saunt, 1990)

Catégorie | Variété Lieu de production Utilisation
principale
Navels Bahianinha Bresil
Navelate Espagne, Maroc, Afrique du Sud Fruits de
Naveline Espagne, Portugal, Maroc bouche
Washington ou Bahia Brésil, Californie, Floride,
Mexique, Région Méditerranéenne
Blondes Valencia Espagne, Argentine, Australie, Jus
Californie, Floride, Maroc,
Afrique du Sud, Uruguay, Brésil,
Israél
Pera Brésil Jus
Pineapple Floride, Argentine, Brésil,
Mexique, Inde Jus
Hamlin Brésil, Floride, Maroc, Turquie, Jus et Fruits de
bouche
Chine
Fruits de bouche
Shamouti Israél, Turquie, Afrique du Sud,
Egypte, Chine, Inde
Sanguines | Maltaise Tunisie, Maroc Fruits de bouche
Moro Italie, Sicile Jus




Sanguinelli Espagne Fruits de bouche
Douceéatres
Succari Egypte
Fruits de
bouche
Lima Brésil

1.1 .2 Citriculture en Algérie :

Les vergers d'agrumes en Algérie, sont répartienig de la zone cbtiére, a une altitude inférieurd00 m, ou
le climat est doux et les gelées sont rares.. parfigie totale consacrée a la culture des agrugsesstimée a environ
43 000 ha, dont 38 000 ha sont utilisés pour lesearfruitiergAlloum, D. & Bencheik El Hocind 983).

Les vergers d'agrumes sont concentnds daqg grands domaines ou w#ayas, asavoir Blida (Dans la vallée
de la Mitidja), Mascara, Chlef, Mostaganem et Amatui représentent ensemble environy8de la surface totale

d'agrumes.

De nombreuses variétés d'agrumes sittitées en Algérie, y compris les oranges (4®,1es mandarines

(35,4%), les citrons (26), les pamplemousses (pomelos) @)et d'autres variétés mixtes (3.

Parmi les oranges, les variétés a maturation pea@présentent 36%¢de la production, a la mi-saison de 50,4
%et de la maturation tardive %2 On estime que 20 000 tonnes d'agrumes sont traméés chaque année pour la

production de jus et des conserves.

Les informations disponibles pour les variétésrdamps et de la superficie cultivée est indiquétahbleau

suivant.

Tableau 1.2 :Superficie couverte par les variétés d'agrumeslgérig, a : Oranges

Variétés Superficie Pourcentage duotal
(ha)
Oranges
Thompson navel 5130 24.10
Washington navel 2677 12.59
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Hamlin 701 330
éadenera et Salustiana 270 127
Blondes de saison 207 0.97
Maltaise blonde 37 017
Shamouti 182 0.88
PORTUGUAISE 2 648 12.44
Sanguinelli 1718 8.07
Double fine 3643 17.12
Double fine ameliore 1307 6.14
Valencia late 2501 11.75
Vernia et ovale 255 120
b : Mandarines
Satsumas 206 134
Clémentine Commune 4 241 27.66
£ 8 306 5416
Clémentine Monreal
Common mandarin (Willowleaf) 2126 13.86
Wilking 456 2.98
. Autres agrumes
Citrons 877 -
Pamplemousses 216 - -
Divers (citron, citron vert, kumquat, 287 - -
amere )
kumqua.
Autres variétés 53775377 - -

1.1.3 Composition et valeur nutritive

L’orange est un agrume, c’est le fruit de I'oranger, urrarde la famille deRutacéesComestible, il

est trés riche en vitamine C. C’est le quatrierné fe plus cultivé au monde.




L'orange est, comme son nom lindique, de couleange. Elle possede une peau épaisse et asseusague

Elle se découpe en quartiers comme la mandarimearige est un fruit juteux, sucré, excitant etahtent de la

vitamine C. On utilise ce fruit pour les saladesfdgts, les confitures, ou pour consommer son |ies.fruit est

consommeé frais, mais il est aussi utilisé dansdhmbrables recettes comme le jus d'orange (54 #atahé des jus de

fruits), les confitures, les patisseries, certalt®ols, ou le canard a l'orange...le tableau @LBjlessus représente les

valeurs nutritives dans 100g d’orange.

Tableau 1.3 :les valeurs nutritives de I'orangé&éhrner , 2000)

Orange crue

(valeur nutritive pour 100g)

eau:86,75¢g

cendres totales :0,44 g

fibres: 2,4 g

valeur énergétique :47kcal

glucides :11,75 g

sucres simples :9,35 g

protéines : 940 mg

lipides : 120 mg

oligo-éléments

potassium : 181mg

calcium : 40 mg

phosphore : 14 mg

magnésium : 10mg

fer : 100 pg

zinc : 70 pg

cuivre : 45 ug

sodium : 0 mg

vitamines

vitamineC: 53,2 mg

vitamine B1 : 87 pg

vitamine B2 : 40 pg

vitamine B3 : 282

Mg

vitamineB5 : 250 ug

vitamine B6 : 60 pg

vitamine B9 : 0 pg

vitamine B12 : 0 pg

vitamine A : 225 Ul

rétinol : O ug

vitamine E: 0,18 ug

vitamine K : 0 ug

acides gras

saturés: 15
mg

mono-insaturés :23 mg

poly-insaturés :25 mg

cholestérol : 0 mg

1.1.4
Compos

ition
chimiqu
e du jus
d’orang

e

Le jus

d’orange est un produit complexe dont les propsi¢téysiques, chimiques et sensorielles évoluemtvars le

processus de fabrication. Le Tableau (1.4) reptédancomposition chimique moyenne de ce prod@tors

Hendrix et Redd (1995), environ 76% de la matiékehe hydrosoluble du jus d'orange est constituée

principalement de glucides et 21% d’acides orgassgd’acides aminés, de sels minéraux, de vitangihds

lipides. Les 3% restants sont constitués d’ un dynanmbre de composés divers, dont les flavonoidss,

composeés volatiles, les caroténoides, etc., quinoatinfluence importante sur les propriétés seeites de ce

produit. Les paragraphes suivants traitent de laptexité de cette composition chimique, des pro@sié

physico-chimiques et de leurs effets sur la flavdaujus d’orange.

Tableau 1.4. Composition chimique du jus d’orange.

Constituant

Unité

Quantité par 100

Moyenne *Réféeen
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g de jus

Eau g 87.0-92.0 88.3 1,3
Glucides g 10.0-12.0 10.6 1,3
Protéine  (N*6.25) g 0.58-1.29 0.91 4
Lipides g 0.0-0.56 0.20 4
Cendres g 0.25-0.48 0.35 2
Composés  volatils mg 30.0-45.0 37.0 1
Flavonoides mg 80.0 - 118.0 99.0 4
Vitamines :

Acide ascorbique mg 44.5 - 68.8 55.5 2
Niacine mg 0.13-0.46 0.26 4
B-caroténe mg 0.04 - 0.37 0.13 2
Acide pantothénique mg 0.06 - 0.30 0.13 4
Thiamine (B1)| mg 0.64 - 0.96 0.76 2
Riboflavine (B2)| mg 0.01-0.06 0.02 4
Pyridoxine (B6) mg 0.02 - 0.09 0.04 4

* 1 Robards et Antolovich ,1995. 2 :Petd., 1983. 3:Ting,1980. 4 : Hendrix et Redd, 1995

a). Glucides

Le saccharose, le glucose et le fructose sontriesipaux glucides du jus d'orange. On retrouvesiaus
dans ce groupe chimique des polymeres a haut poadsculaire, comme les pectines et les complexes de
cellulose et hemicellulose, qui constituent undipate la pulpe et les fibres du jus (Klavaetsal, 1991;
Ranganagt al, 1983). Ces derniers composés sont aussi largemgnbnsables de I'opalescence (Qualité
physique de certains milieux comme la nacre etl®pe présenter un reflet spécial irisé) du jasadge. Le

Tableau (1.5) montre la proportion des divers glesidu jus d'orange.

Tableau 1.5. Composition glucidique du jus d’orange (quantfas 100 g de jus).

Glucide Unité Moyenne Intervalle *Référence

Saccharose g 3.81 2.90 - 4.76 11
Glucose g 2.08 1.32 - 2.92 1




Fructose g 2.46 1.55 - 3.35 2
Solides solubles Totaux °BX 12.3 8.10 - 17.7 2
Sucres totaux g 9.15 6.32 - 14.3 3
Pectine soluble dans I'eau mg 19.2 6.70 - 34.0 3
Pectine soluble dans NaOH mg 37.4 24.7 - 80.0 4
Pectine totale mg 56.9 340 - 109.6 3
Composés en suspension mg 223.0 219.0 - 224.0

* 1. Arist yetal.1989 2.Hendrix et Redd, 1995 3.Perlal. 1983 4. Robards et Antolovich, 1995

Les glucides sont importants car ils sont respdasate la saveur du jus et influencent sa congistan
ses propriétés rhéologiquéécoulement, déformations, \d@scositésous l'action deontraintes). De plus, ils

ont une influence remarquable sur les constituasitgtiles du jus. En effet, la présence de glucideslifie la
perception sensorielle des arémes. Ahmieal. (1978a), par exemple, ont démontré que le seyledeeption
sensorielle dud-limonéene (structure figure (1.5)) dans l'eau, aegite si on y ajoute du saccharose, du
glucose et du fructose a des concentrations équnted a celles d'un jus d’orange. Par contre, gi tend a

diminuer si I'eau contient une quantité en pecsimeilaire a celle trouvée dans un jus.

als

Figure (1.5): Structure du limonene

La figure (1.6) représente la Chromatogramme HPé&E€glicres dans le jus d'orange.
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Figure (1.6).Chromatogramme HPLC des sucres dans le jus d'ofpicge 1. Sucre; 2. Glucose; 3. Fructose)
(H. Kelebek et al. 2009

b). Acides organiques

L’acidité du jus d'orange est due principalement acides citrique et malique et, a moindre mesare,
'acide succinique (Tableau 1.6). Cette aciditéyggalement entre 0.5 et 1.1 grammes d’acide cédrioar
litre de jus, se traduit par un pH entre 3.0 et(Bl&gy et Shaw, 1990 ; Rangastaal, 1983). Hormis son réle
fondamental dans la saveur acidulée du jus d'ordiagédité a une influence remarquable sur la pption
sensorielle des composés volatils du jus. Aheteal. (1978a) ont observé que les acides malique édudty
a une concentration similaire a celle d'un jus diage, provoquent une augmentation du seuil de tit#riedu
d-limonene dans I'eau d’environ 30% (ldimonene est 'un des composés volatils les phandants dans le
jus d'orange). Selon Solms (1986), il est posdipie des phénoménes de masquage soient la causéele c

diminution de la perception ditlimonéne provoquée par les acides citrique etquali

Tableau 1.6. Concentration et propriétés structurales des a@dganiques du jus d’orange selon la
variété d’'orange (Rangamedal, 1983 ; Siebert, 1999).

Acide Variété Propriété chimique

rgani | o i S
organiau®| valencia Pinneapplg Hamlin Navel Masse| Groupemernts S0




molaire | carboxylés l.
Citrique 0.22- 0.30-0.36 | 0.17- 0.56-0.72| | 192.1 3 50-
Malique | 0.98 0.17-0.26 | 0.70 0.11-0.15| | 134.1 2 100
Succinique| 0.06- 0.26-0.80 | 0.15- 0.18-0.90| | 118.1 2 10-50
0.26 0.31 1-10
0.00- 0.02-
0.54 0.24

Sol. : Solubilité dans I'eau (g/100 ml).

b-1 Acide Citrique :
Nom : acide 3-carboxy-3-hydroxypentanedioique
Synonymes : E330 acide 2-hydroxy-1, 2, 3-Propaaboxylique
Formule brute : gHsO;
Masse molaire :192,123779pl ™ C 37, 51%, H 4, 2%, O 58, 29%,
Solubilité : Soluble dans I'éthanol (383 ga25 °C). Insoluble dans le chloroforme.

L’acide citrique est une molécule hautement polgue contient trois groupements carboxyliques et un
groupement hydroxylé. Sa forme dissociée dansaaans aqueuses est considérablement réactivé-vis
des composés volatils. En effet, Hanssbl. (2001) ont observé que la libération d’'un compasatil, tel
gue le limonene ou de certains esters comme I'dtbyanoate, a partir d’'une solution aqueuse vephise
vapeur, est modifié par les variations de la cotraéinn de I'acide citrique dans cette solutiondds faibles
concentrations (0.2 g/l), I'acide citrique favorike diffusion des composés volatils vers la phazspeur.
Cependant, a des concentrations élevées (supériaul® g/l), on assiste a des interactions enacde
citrique dissocié et les composés volatils qui@mrmme conséquence une diminution de la concenirdiéo
ce type de composés dans la phase vapeur. Cevatimes expliquent 'utilisation de cet acide a fbles
concentrations pour rehausser la flaveur (Les siensagustatives, olfactives, etc., que I'on épeoen

goltant un aliment...) des aliments.

Usages (Parlement Européen et Conseil de L’Europe, 208%3)

- L'acide citriqgue est un additif alimentaire (numé&830) utilisé dans l'industrie alimentaire comme
acidifiant (soda), correcteur d'acidité, agent @widation, dans la composition d'arébme (Numéro
FEMA/GRAS 2306) ;
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« produits cosmétiques et pharmaceutiques ;

« peut provoquer des allergies cutanées, il est@agéruent a manipuler avec précaution ;
« boissons gazeuses sous forme de citrate de magn@dm (CsHsO7) 2, 4H,0

« anticoagulant sanguin ;

- réduction de la rouille ;

- fabrication de pate a modeler artisanale ;

- fongicide, bactéricide, anti-algues (lutte congdi¢hen).

« complexant du fer dans les vins pour retarder $se&errique

- L'acide citrique est aussi utilisé comme bain @taen photographie argentique.

COOH
|
HOOC = CHp — € — CHp— COOH

OH

Figure (1.7): Structure de I'acide citrique

En général, l'intensité de la saveur acidulée @#&tea du jus d'orange dépend de leur concentration
de leur structure chimique. Hartwig et McDaniel 489 ont observé que le nombre de groupements
carboxyliqgues d’un acide est inversement proponigbm@ I'intensité de la saveur acidulée qu’il masié. De
plus, CoSetengt al. (1989) ont démontré qu’il existe une corrélatiasifive entre le poids moléculaire et la
solubilité dans I'eau des acides organiques etefisité de leur saveur acidulée. Ainsi, bien gaeide
citrigue manifeste la plus faible solubilité et tienne le plus grand nombre de groupements carigmed
parmi les trois acides du jus d'orange, il prodlintensité la plus élevée car il est le plus abamtdet il a le

poids moléculaire le plus élevé (Tableau 1.6).
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Figure (1.8. Chromatogramme HPLC d'acides organiques daus dorange (Peaks: 1.Acide Citrique;
2. Acide ascorbique; 3. Acide malique). Kelebek et al. 2009

b-2 Vitamine C . (acide ascorbique)

La vitamine C contribuerait pour 56 % a 77 % duteon en antioxydants du jus d’oran@énson JA, Liang X.et
al.2002).

HO
HO»—
[
HO oOH

Figure (1.9): la structure de la vitamine C.

Chez I'animal, la consommation de jus d’orangejbetait I'athérosclérose, en plus de diminuer lelestérol

et les triglycérides sanguir(ivinson JA, Liang X,et al2002). La vitamine C seule, en méme quantité cqueue
contient le jus d’'orange, s’est avérée avoir le m@ffiet sur I'athérosclérose, ce qui laisse crgirelle aurait un réle a

y jouer. Chez I'humain, la consommation de jus afme augmente la concentration de vitamine C dansahg
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(Sanchez-Morenet al2003). Par contre, une étude a démontré que Eooamation de jus d’orange n’avait pas d’effet

sur I'agrégation plaquettaire tel qu’'observé aeeus de raisin (Keevil JG, Osman HE al.2000).

La vitamine C contribuerait pour 46 % de la cagaaittioxydante du jus de tangeriimson JAet al ,2002.).
Lors d’'une étude d’observation, les gens ayant@on® des oranges ou des tangerines au moins @ngaiosemaine
présentaient des risques beaucoup plus faibles2delapper un cancer du nasopharynx (Pattiepharynx qui se
trouve en arriére des fosses nasalespmparativement aux gens qui en mangeaient maime dois par moisYuan
JM, Wang XL,et al 2000.). Cette étude ne permet pas d’identifigrclemposés actifs concernés par cet effet, mais les
auteurs supposent que la vitamine C contenue damsgeaux fruits pourrait jouer un réle en bloquanfdrmation de

COmMpOoSsEs cancérigenes.

b-3 Acide Malique :

L'acide malique est un acide bicarboxylique de fdeyHOOC-CH 2 -CHOH-COOH répandu dans le regne
végétal et naturellement présent dans les pommaespdires et le jus de raisin. Sa base conjuguéesetels sont

nommés malates.

O OH

HO OH

0

Figure (1.10): Structure de I'acide malique

Nom : acide hydroxybutanedioique

Synonymes E296

Formule brute C:HgsO5

Masse molaire 134, 087615_-ml'l C 35, 83%, H 4, 51%, O 59, 66%,
Conservateur E296

L'acide malique, mais aussi ses sels, sont réféssetmmme conservateurs organiques, efficaces sAded

microorganismes.
c). Protéines et acides aminés

L’azote organique constitue entre 0.6 et 1.3% dmddiere seche du jus d'orange. Il fait partie des

acides aminés (tableau (1.7)), des protéines defpbids moléculaire, des enzymes, des nucléotdies,



acides nucléiques et des phosphoprotéines. Envi®nde I'azote organique se trouve dans le jus kyose
d’acides aminés libres (Ranganet al, 1983). Le reste est reparti entre des petits igept
d’approximativement 82 kDa de poids moléculaire dkRilo Dalton, Un dalton est défini comme égal a
1/1Z7 de la masse d'un atome de carbone 12) (Sass-KiSass, 2002), des enzymes et des protéines
constituant une partie de l'opalescence du jus.fdin I'opalescence du jus d'orange est constitdég
particules en suspension mesurant entre 0.4 ew®.0Environ 50% de la masse de ces particules est
constituée de protéines insolubles ou des polypeptliés a des glucides, a des pectines, ou méme au

hémicelluloses (Klavonst al, 1991).

Tableaul1.7.Valeurs moyennes et intervalles de variation degés aminés (en mg/100 ml) dans des jus

d’orange reconstitués (Aristat al, 1989).

Acide Aminé Moyenne Intervalle
Proline 162.0 61.80 — 397.0
Asparagine 45.70 11.3-93.3
Arginine 41.40 8.9-95.3
Acide a-aminobutyrique| 23.70 6.2-47.0
Acide Aspartique 16.90 2.7-49.4
Serine 12.80 4.4 -29.7
Acide Glutamique 9.11 1.9-21.9
Alanine 8.80 3.4-18.3
Glutamine 3.50 09-8.8
Lysine 3.05 0.5-6.3
Glycine 2.72 1.2-58
Threonine 2.13 0.7-5.0
Valine 1.53 0.3-6.2
Methionine 1.26 0.1-4.2
Ornithine 1.20 0.3-9.7
Histidine 0.86 0.3-4.3
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d). Sels minéraux

La concentration totale des sels minéraux du jusadge dépend fondamentalement de I'origine
géographique des oranges (Robards et AntolovicB5)1Ainsi, les jus d’orange provenant d’'une méme
région ont des teneurs en cendres totales quimenva@ue tres peu, tandis que les teneurs en esm#ds jus
préparés a partir d'oranges de régions géographidifférentes sont tres variables (Tableau 1.&nRjue le
jus d’orange contienne un grand nombre de minéealigtat de trace, le potassium est le minérallles p
abondant dans ce produit. Sa concentration, ainsi aglles du sodium, du magnésium et du calcium
dépendent de la période de récolte des matieresignes. En général, la teneur en minéraux des esaag

tendance a diminuer a mesure que la saison avRackeet al, 1983).

Tableau 1.8. Composition minérale du jus d’orange selon sogie géographique (en mg/100 ml)
(Robards et Antolovich, 1995).

Elément Floride Brésil Autres
Potassium 152.0 — 2660 203.0 — 30R.7 124652
Phosphore 12.4 - 24.0 15.5-30.8 10.4-30.9
Magnésium 9.5-14.0 10.7 - 17.0 8.2-155
Calcium 6.7—-12.3 7.7-12.0 8.7-15.0
Sodium 0.30-0.90 0.09-2.6 0.25-4.33
Fer 0.06 - 0.56 0.08 -0.75 0.11-0.85
Bore 0.06 — 0.18 0.06 — 0.26 0.10-0.51
Zinc 0.02 -0.05 0.03-0.05 0.02 - 0.0
Cuivre 0.02-0.05 0.02-0.04 0.01-0.04
Rubidium 0.03 -0.07 0.26 — 0.67 0.06 — 0.37
Manganése 0.02 -0.03 0.02 -0.08 0.02 -0,)09

La contribution des sels minéraux a la flaveurulig’'orange n’est pas tres bien élucidée. Cependant
on peut établir que leur réle dans cette propseétesorielle est généralement positif. Roussef gyN#987),
par exemple, ont observé une corrélation positagtdment significative entre la teneur en Potasstihe

degré de préférence d’un jus d’orange par les consateurs.



e). Limonoides

Les limonoides sont des triterpenes qui se trouadiaibles concentrations dans les divers agrumes.
Les molécules qui les produisent, comme l'acideohioique, proviennent de l'albédo des oranges. Leur
concentration dépend de la variété, de la péri@ecdolte et de la région géographique de provendes
oranges. Le limonin est le limonoide le plus abondkans le jus d’orange. Dans des jus élaborés degc
oranges “ Washington-Navel ”, sa concentration pateindre jusqu’a 42 ppm, tandis que dans des jus
préparés avec des oranges autres que celles aygpdréecette variété, la teneur en ce composé gatie 2
et 7 ppm. De plus, il existe un ensemble de moééscdErivées du limonin appelées glucosides limarmssiq

qui se trouvent dans le jus a des concentratiofigmize de 80-320 ppm (Robards et Antolovich, 1995

Le limonin est un composé qui produit une forteesevamere dans le jus. Cependant, son seuil de
détection sensorielle dépend de la sensibilité@yustateur. Pour un dégustateur hautement senstseuil
est d’environ 0.08 ppm dans de I'eau pure, tandesmpur un sujet peu sensible, il est de 5.0 ppuad@gni
et al., 1973). De plus, ce seuil de détection dépend alessiautres constituants chimiques du jus d'orange.
Guadagniet al. (1974) ont rapporté par exemple, que les suctasidé citrique et quelques flavonoides
comme le neohespéridirfef. chapitre 2 pour la structyraugmentent considérablement le seuil de détection

sensoriel de ce composé chimique.
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Figure (1.11) :la Structure du limonin

f). Lipides

Les huiles contenues dans le jus d’orange provi@nprencipalement du flavedo des oranges et y sont
incorporées lors de son extraction industrielles lipides provenant de I'endocarpe des orangest a'élire,
non originaires du flavedo, se retrouvent dansidegjtrés faible concentration. Par exemple, dafgglde jus
ayant 80 a 100 mg de lipides totaux, 4 a 6 mg prowent de I'endocarpe (Nagy et Shaw, 1990). Celigjure
gu'au moins, 90% des huiles du jus proviennent lduetlo des oranges. La matiére lipidique du jus est
composée surtout d'acides gras: acide linoléidRie8( a 35.2%), acide oléique (24.1 a 26.7%), acide

palmitique (21.2 a 23.3%), on retrouve aussi dbldai proportions d’'acides palmitoléique et linotgra
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(Ranganeet al, 1983 ; Arenaet al,1998). Les lipides jouent un rdle essentiel darflaveur du jus d’orange
non fait concentrer ; car ils constituent le milaiusont solubilisés la majorité des composés Nml&in effet,

la plupart des composeés volatils sont totalemergastiellement liposolubles et ils sont incorpodéss le jus

a partir des huiles du flavedo des oranges. D'audrg ils contribuent a 'opalescence du jus. Emvi25%

des composés constituant 'opalescence de ce predaot d’origine lipidique et le reste est compase
solides insolubles dans I'éthanol tels que les ipestet, comme mentionné auparavant, les protéines
(Ranganaet al,, 1983).les figures ci- dissous représentent giesigtructures des acides lipidiques.

CH; - (CHz)y- CH = CH- CH, - CH = CH - (CH); - COOH

18 16 14 11 & [ 4 2
MAAM COOH

17 15 13 12 10 9 7 S 3 1

Figure (1.12 g: Acide linoléique

CH3 - (CH2);- CH = CH - (CH2),- COOH

15 16 14 12 100 9 7 3

VNS TNAAA S

17 15 13 11 8 6 4 2

Figure (1.12 b) :Acide oléique
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Figure (1.12c) :Acide palmitique

Figure (1.12d) :Acide palmitoléique

g). Composeés volatils

Parmi les jus de fruits, le jus d’orange occupe piaxe de premier rang dans les préférences des

consommateurs grace a son délicat arbme et, de érmamgénérale, a ses propriétés sensorielles

exceptionnelles. Plusieurs études ont suggéréagil@veur typique de ce jus est le résultat d'ummalzinaison



de plusieurs composés volatils se trouvant a dggoptions équilibrées (Shaw, 1991). Jusqu’'a préss#as
de 200 composes volatils ont été identifiés dassued orange fraichement extraits (Buettner étieerle,
2001b).
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CHAPITRE 2 :

COMPOSES PHENOLIQUES DE L'ORANGE ET ACTIVITES

BIOLOGIQUES
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2.1 Généralités

Actuellement, plus de 8000 polyphenols ont ététiiéea (Dreosti, 2000). Ce sont des métabolitepsdaires
des plantes, représentant les composés phytoclémigasentiels des légumes, des fruits et d’auteegep. Les
polyphénols sont associés non seulement aux &keisfigues de la santé humaine mais aussi auxigégpcolorantes
et sensorielles des boissons tel que le vin guge@Harborne, 2000 ; Durbin, 2003 ; Brouillard02Q Duthie, 2003)

Les plus communs parmi les polyphénols sont lesleacihydroxy-cinnamiques, les flavonoides et les
anthocyanes. La plupart des flavonoides existam$ tis plantes sont conjugués avec des sucrefmgmeales acides
organiques ou sont sous forme de polymeres (Wd 2German ,2000). Les polyphénols sont largerdistiibués

dans le régne végétal. L'oran@édrus sinensiest I'une des plantes particulierement riche eggiadnols.

2.2 Composés phénoliques de I'orange

2.2.1 Flavonoides

Le termeflavonoide (ou bioflavonoide) est attribué a une classe de métabolites seaesdagroupés selon
leur structure dérivés de celle du phénylbenzopymnflavone. Les flavonoides sont connus prineipaht pour leur

activité antioxydante.

Les flavonoides ont été découverts par Albert S@&dtrgyi. lls se révélent particulierement efficagmur
réduire la perméabilité des vaisseaux sanguingKjgtés vasculoprotectrices et veinotoniqueskdist notamment
utilisés pour traiter les crises hémorroidairesjdenbes lourdes et les troubles de la fragilifglicdre (pétéchies),
(Bruneton, J, 2009).

La majorité des flavonoides du jus d’orange apgafrtiau groupe deglycosides de flavanondls sont
importants car certains de ces composés sont msgginsables de I'amertume du jus. On retrouve deagrumes
deux groupes de flavanone glycosides :Hesperidosides qui sont responsables du go(t amer, commmatimgine,
qui se trouve a des concentrations de l'ordre dd2Bppm chez le pamplemousse (Roustffal, 1987), et les
rutinosides, qui ne produisent pas de saveur. Cependant, ereders composés joueraient un role significatiisda

I'atténuation de la saveur amere provoquée pardeperidosides et les limonoides (Robards et Avittip1995).

Dans le jus d’orange, on retrouve surtout lemosides, composés derirutine et dhespéridine. Certains
auteurs ont rapporté aussi la présence dariagine dans des jus d’orange commerciaux (Marini et Bagg 1994).

Le Tableau 3.1 montre la composition en glycosidesflavanone des jus d'orange obtenus a partirifiereshts

cultivars d’oranges. La figure (3.1) représentesttacture de quelques flavonoides.
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Figure (2.1) : Structure chimique de: (a) naringine, (b) neoheadje, (c) hespéridine et (d) narirutine (Sawalha e
al. 2009)

Tableau2.1. Teneur en flavanone glycosides (en mg/l) danguted’orange fraichement pressés élaborés a partir

différents cultivars d’oranges (Pupehal. 1998 ; Marini et Balestrieri, 1994).

Variété Narirutine | Hesperidine Naringine Neohegpra
Pera 33.0 255.8 0.0 0.0
Natal 34.9 196.0 0.0 0.0
Valencia 49.6 256.3 0.0 0.0
Hamlin 89.1 363.3 0.0 0.0
Baia 101.9 134.6 0.0 0.0
Lima 25.6 167.0 0.0 0.0 a
Tarocco / Sanguinello | 40.0 195.0 0.6 1.4

Hespérétine :

C’est le principal flavonoide de I'orange et sgaete en grande quantité dangpatie blanche de la pelure

et lesmembranesdu fruit, ainsi qu'en plus petite concentratiomsiée jus et les pépifGarg A, Garg Set al. 2001).
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Figure (2.2): Hespéridine (Hespérétine 7-rhamnoglucoside,drésipe-7-rutinoside)
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OH OH O o. -
(A) (B)
hespéridine hesperétine

Figure (2.3) : L'effet de I'hnydrolyse enzymatique sur I' hespénieli

b. Naringénine :

C’est aussi un flavonoide présent dans I'orangéitrd de comparaison, le jus d’orange contiendeaitiron
cing fois moins de naringénine que d’hespérétigelugd |, Meririnne Eet al 2001). Dans I'organisme, ces deux

flavonoides possedent une biodisponibilités variable entre les individus.

OH
HO

OH
OH

2H

Figure (2.4): Naringine (4,5,7-Trihydroxyflavanone,Naringenim@&ehesperidoside)

¢ Activités biologigques des flavonoides de I'oraye



Chez l'animal, I'hespérétine, ou ses métabolite®, @émontré différents effets, comme l'inhibitior ¢a
prolifération de cellules cancéreuses (Guthriet\s11996), la diminution de la tension artériel®htsuki K, Abe Agt
al, 2002) ; des triglycérideCha JY, Cho YSet al 2001; Kim HK, Jeong T-Set al. 2003) et du cholestérol sanguin

(Kim et al 2003 Choi et al2004). De tels résultats n'ont pas toujours étgenlés dans les études conduites chez
I'humain. Des études d’interventions ont été efiées afin de mesurer I'impact de la consommatiojusial’orange
chez de petits groupes de sujets. Une premiéree &dudémontré une augmentation du cholestérol-HDho(xo»

cholestérol) a la suite d'une consommation quatisgede 750 ml (3 tasses) de jus d'orange pendaist semaines

(Kurowskaet al, 2000). Toutefois, les chercheurs ont égalemreanarqué une augmentation des triglycérides sanguins

(un effet non désirable). Une autre équipe de timems a obtenu des résultats semblables a la duitee

consommation d’environ 700 ml de jus d'orange ctieg sujets légérement hypercholestérolémidBeankeet al,

2005). Ces études ne permettent pas d’isoler desiges actifs en particulier, mais les auteurscisent que la
consommation de jus d’orange est un excellent majerse procurer des composés phytochimiques ertitguan
suffisante pour amener des effets intéressantdassanté. De plus, des chercheurs ont observéieles éntre la
consommation de flavonoides et l'incidence de meiadhronique§Knekt al., 2002). En effet, parmi la population
finlandaise, les gens consommant des quantitésébdwges d’hespérétine par leur alimentation ptégsrt moins de

risque de souffrir de maladie vasculaire cérébmlale thrombose

De plus, 'orange fut 'un des aliments démontdanplus grande association avec la diminution pieildence
de maladies vasculaires cérébrales.
2. 2.2 Les acides phénols

Un acide-phénol (ou acide phénoliqug@ est un composé organique possédant au moins_ameioh

carboxyligueet un_hydroxyle phénoliguéa pratique courante en PhytochiniEnsiste a réserver ce terme aux dérivés

de I'acide benzoiquet de I'acide cinnamigue

a) Acides phénoliques dérivés de l'acide benzoiguecides hydroxybenzoigues

lls dérivent par hydroxylation de I'acide benzoiguec une structure de base de type C6-C1l. Cesxtyds

phénoliques OH peuvent ensuite étre méthylés.

Exemples :

« acide gallique, élément constitutif des tanins byglables

« acide vanilligue dont I'aldéhyde, la vanilline, bs&n connue comme |'arbme naturel de vanille
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b)

phénoligues dérivés de I'acide cinnamique : aciddsy/droxycinnamigues

—_— (]
s 5, o
"
£ *, i
; p—
"-.} £ \
- L g
JAR— OH

Acide benzoique
(non phénolique)

HO
OH

Acide gallique

OH

Acide vanillique

Figure (2.5) : structure de quelques acides phénoliques dérv€aade benzoique

Tableau 2.3 :lesacides phénoliques dérivés de I'acide benzoique

R1 R2 R3 R4 Formule
Acide parahydroxybenzoique| H H OH H
acide protocatéchique H OH | OH H R R
1
R &
acide vanillique H | OCH3|OH| H 3
OoH
R,
acide gallique H OH | OH| OH
acide syringique H | OCH3| OH | OCH3
acide salicylique OH H H H
acide gentisique OH H H OH

Acides

Les dérivés de 'acide cinnamigue ont une structarbase de type C6-C3. lls appartiennent a ladgréamille des

phénylpropanoides. Les hydroxyles phénoliques Okekdalérivés peuvent aussi étre méthylés (-O-CH3).



Exemples :

» acide paracoumarique, dont les lactones, les conesaisont largement distribuées dans tout le regne
végétal
« acide caféique, trés large représentation chezéigataux, souvent sous forme de I'acide chlorogéniq

comme dans le grain de café, le romarin, la pommsoois forme d'un ester dans l'artichaut et leléhé
Java (orthosiphon)

 acide férulique

« acide sinapique

Dans les plantes, ces acides-phénols sont souvenfame d'esters d'alcools aliphatiques ou d%®diel'acide
quininique, de l'acide rosmarinique ou de glycoside

OH
.-"'FQ;: a-""-'..::-:'__.--"'l:\-\.“o o o a
[‘1 -'; e K»J-L‘DH FDH '#T“'L..\J-"'ﬂhﬂt..-’Jl%OH CH!qu"“H/&"-—"’JL"DH
Hc”l:“‘jl/\ m,x[m;,-: HO™
Acide cinnamique . ) e
(non phénolique) | Acide paracoumariqueAcide caféique Acide férulique

Figure (2.6) :structures de quelquesides phénoliques dérivés de I'acide cinnamique.

Tableau 2.4: les acides phénoliques dérivés de I'acide cinnaaniqu

R1 R2 R3 Formule
acide H OH H
paracoumarique oOH
acide caféique OH OH H
acide férulique OCH3 OH H H .
acide sinapique | OCH3 OH OCH3 0
E-anéthole H OCH3 H
RE
RS
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c) Les acides phénols dans le jus d’orange :
Acide caféeique
Synonymes : acide 3,4-dihydroxycinnamique ; traafééate ; 3,4-dihydroxy-trans-cinnamate.
Formule brute ¢gHsO,
Masse molaire 180,1574 + 0,009 g-thol

Solubilité peu soluble dans I'eau et trés soldbles le méthanol

L'acide caféique ou acide (E) 3-(3,4-dihydroxypHgpyop-2-enoique est un composé organique natuneiht
présent dans toutes les plantes car étant un iétiéaire clé dans la biosynthese de la lignine.t@eslérivé de l'acide
cinnamique qui a une structure aussi trés prochéadige férulique et, comme eux deuy, il appatti@ria grande

famille des phénylpropanoides.

Il n'a aucun lien avec la caféine, mais est présanirellement en trés grande quantité dans le(oagtasse de

café en contient 25 a 75 mg).

HO

HO

Figure (2.7): Structure de I'acide caféique.

L'acide caféique a une structure trés proche dieléainnamique dont il dérive. Comme lui, il pnégeun
groupe acrylique en bout de chaine, mais s'enrdiftiée par la présence de deux groupes hydroxytds phényle qui

lui donne des propriétés propres aux polyphénols.

Occurrence et réle biologique :




L'acide caféique et son dérivé, l'ester caféatghdméthyle (caffeic acid phenetyl ester — CAPHerede I'acide
caféique et du 2-phényléthanol), sont présents paasgjue toutes les plantes et en particulier andgr quantité dans le
café, d'ou il fut isolé pour la premiére fois auxXkiécle et dont il tire son nom. En général, il gstsent sous forme
estérifiee, principalement avec l'acide quiniquecalequel il forme l'acide chlorogénique. On renoorce dernier
particulierement dans le café mais aussi dans tammo et I'orange. Parmi les autres formes estérié@éesantes, on
trouve l'acide caféoyltartrigue (ou acide caftaglgformé avec l'acide tartrique présent dans Isimail'acide
caféoylshikimique (formé avec l'acide shikimiqueXurellement présent dans la datte, l'acide cafdaidue (formé
avec l'acide malique) naturellement présent dansdis, ou encore estérifiée avec du glucose (ghfie@ose) ou sous

forme d'amide avec la putrescine (caféoylputre$cine

Il est biosynthétisé par hydroxylation de l'acidergzoumarique (sous forme ester), lui méme obteru p
hydroxylation de I'acide cinnamique (éventuellemeussi obtenu via I'élimination du groupe amineladéyrosine).
C'est un précurseur de l'acide férulique, de l@lconiférylique et de I'alcool sinapyligue, monae®de la lignine et
de la lignane. La transformation de I'acide caféign acide férulique est catalysée par une enzpéfigiue I'acide

caféigue-O-méthyltransférase.

Acide galligue:

HO QH
OH

Figure (2.8): la structure de I'acide gallique

Formule brute @HeOs(CeH2(OH) 3 COOH).
Masse molaire 170,1195 + 0,0075 g-thoC 49,42 %, H 3,55 %, O 47,02 %,)

Solubilité dans l'eau : 11 g-|
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L'acide gallique (acide 3, 4, 5-trihydroxybenzoijjest un acide organique de couleur jaune. Ceteasi
trouve a I'état naturel dans des galles de sunibanhmélis, les feuilles de thé, I'écorce de chémige autres plantes.
Les sels et esters tirés de cet acide sont apgeléses Fréquemment utilisé dans I'industrie pharmacewtjc’est un

précurseur pour la synthése de la mescaline.

Acide paracoumarique :

oH

Ho

Figure (2.9): la structure de I'acide paracoumarique

Synonymes acidpara-4-hydroxycinnamique acidearacoumarique, acide coumarique
Formule brute :gHzO;
Masse molaire 164,158 + 0,0087 g-nid(C 65,85 %, H 4,91 %, O 29,24 %),

Solubilité : peu soluble dans I'eau, soluble danséthanol, I'éthanol et I'éther diéthylique .

L'acide paracoumarique ou acide parahydroxycinnaenigst un composé phytochimique dérivé de l'acide
cinnamique de formule brute)ld;O;. C'est I'isomérgara de I'acide coumarique et les plus abondant desisomeres

dans la nature. Il est ainsi, par abus de langams/ent appelé simplement acide coumarique.

Occurrence naturelle

L'acide paracoumarique se trouve dans une grande variété déeplaomestibles, comme les cacahouétes, les
tomates, les carottes les orange et l'ail.

Biosynthese :

L'acide paracoumarique est biosynthétysé a pagtitadide cinnamique par l'action de I'enzyme ainaiz 4-

hydroxylase (C4H), selda voie des phénylpropanoides
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Il peut aussi étre obtenu a partir de la tyrosiael'action de I'enzyme tyrosine ammonialyase (TAL)

Précurseur :

Elément-clda voie des phénylpropanoidéisest le précurseur de nombreux composés d&setites familles
de phénylpropanoides :

« deux fois réduit, il donne l'alcool paracoumarigué avec l'alcool sinapylique et l'alcool conifiémye,est I'un
des principaux constituants de la lignocellulose;

« hydroxylé, il donne l'acide caféique, qui pourrsoa tour étre transformé en acide férulique (quir@oétre
transformé par double réduction en alcool conifgug), et enfin en acide sinapique (qui pourra &tmesformeé
par double réduction en alcool sinapylique);

« par réaction avec le coenzyme A (CoA), il formethioester, le 4-coumaroyl-CoA. Ce dernier peutlaauite,
par action de la chalcone synthase (CHS), étrefoemé en chalcone, précurseurs des flavonoides, ou
transformé par cyclisation interne en stilbénoide;

« par cyclisation interne, il peut étre transforméeanmarine.

Applications:

L'acideparacoumarique a des propriétés antioxydantes et gbaxmair un role dans la réduction de risque de

cancer de l'estomac en réduisant la formation iiesamines, cancérigenes .

Acide férulique :

Structure

CH O =
| OH
HO

Figure (2.10): Structure de I'acide férulique

Synonymes : acide 3-(4-hydroxy-3-methoxyphenylykaque acide 3-méthoxy-4-hydroxycinnamique
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Formule brute : @H1004
Masse molaire : 194,184 + 0,0099 g-'r’nﬁl 61,85 %, H 5,19 %, O 32,96 %,

Solubilité : soluble dans I'eau et le méthanol.

L'acide férulique est un phénylpropanoide, plusipénent un dérivé de l'acide cinnamique. Il s'alfjin
groupe acrilyque lié a un cycle phényle substitaéyn groupe hydroxy et un groupe méthoxy, ce guid rsa structure
extrémement proche de celle de l'acide caféiquealtr duquel il est d'ailleurs biosynthétisé)stule différence étant
un groupe méthoxy a la place d'un groupe hydrogystBicture est aussi trés proche de celle dertainel'acide
férulique est un acide organique présent, lui auesters, dans de nombreuses plantes. Ce dérilaeide cinnamique
participe a la synthése de la lignine qui forme pasois des cellules végétales et est un précukeunolécules

aromatiques. Son nom provient@erula, un genre de plantes herbacées de la familldgiexées

Occurrence naturelle

L'acide férulique, comme l'acide dihydroféruligest un composé de la lignocellulose, qui sert i@ fig lien
entre la lignine et les polysaccharides, ce qufererieur solidité aux parois des cellules végétdlesst présent dans de
nombreuses graines comme le riz, le blé, l'avoiaés rmussi dans le café, les pommes, les artichagtsacahouétes,
les oranges et les ananas. Il est d'ailleurs pesdiéxtraire I'acide férulique du son de blé oudds en utilisant des
bases concentrées (soude, potasse). La biosyrtbédseide férulique se fait par méthoxylation addnction hydroxy

metade l'acide caféique grace a une enzyme spécifiquaje caféique-O-méthyl transférase.

L'acide férulique est aussi un intermédiaire damssynthése des monolignols (en particulier de oélc
coniférylique qui est obtenu par double réductier'acide férulique), c'est-a-dire les monomerekadignine, et il est

aussi utilisé dans la synthese de la lignane.

Applications:

L'acide férulique, comme de nombreux phénols, asantioxydant dans le sens ou il est réactif aescradicaux
libres comme les dérivés réactifs de I'oxygene (RRa®s études sur des animaux in vitro montreraigmt |'acide
férulique pourrait avoir une activité anti-tumoralgecte dans le cas du cancer du sein ou du lftdeide férulique
pourrait avoir des effets pro-apoptosiques danschdhiles cancéreuses, menant ainsi a leur destnuct'acide
férulique aurait aussi des effets préventifs sardancers induits par l'exposition a certains aageées comme le
benzopyrene ou le 1-oxyde 4-nitroquinoline. Cesl&dune portent cependant pas sur des essais ebrédgatoires faits

sur des humains et par conséquent les résultaissdétudes peuvent ne pas étre directement agpbcalx humains.

Ajouté a une préparation topique d'acide ascorbejude vitamine E, I'acide férulique pourrait rédue stress

oxydant et la formation de diméres de thymine damerme.



Précurseur synthétique

L'acide férulique étant trés abondant, il pourétie utile a la synthese de la vanilline, un ardesynthése
utilisé couramment a la place d'extraits de varlillacide férulique est aussi un précurseur dafebldcation de

substances anti-microbiennes pour les savons,mparét cosmétiques.

Spectrométrie de masse

L'acide férulique est utilisé comme matrice posrpeotéines dans la désorption-ionisation lasestéespar matrice

pour les analyses par spectrométrie de masse.

Masqueur de I'amertume :

Kraft Foods a breveté en 1993 |'utilisation deidladérulique et de ces sels (de 0,001% a 0,2%)aeticulier le
férulate de sodium, comme masqueur de l'arriéré @yoér d'édulcorant artificiels tels que l'acésulgpotassium et la

saccharine

Acide sinapique

a
Haﬂﬂ*-.,-”ﬁ]/”’ﬁi‘;,f’]\ﬁH
Ho
OCH-

Figure (2.11): Structure de I'acide sinapique
Synonymes : acide 4-hydroxy-3,5-diméthoxycinnamigciele sinapique acide sinapinique
Formule brute GH1,0s5
Masse molaire : 224,21 + 0,0111 g-mdT 58,93 %, H 5,39 %, O 35,68 %,

Solubilité :THF: 0.446 M ;éthanol: 0.435 M ;méthar®575 M
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L'acide sinapique (ou parfoacide sinapiniqueou acide 3,5-diméthoxy-4-hydroxycinnamique estamposée

phytochimique dérivé de l'acide cinnamique de fdenmute G;H1,Os. Il fait partie des acides phénoliques.

Il est couramment utilisé comme matrice en spectigie de masse (MALDI) pour sa capacité a absadelser
radiations laser, ainsi que pour sa capacité aefates protons (Bl a I'analyte. C'est une matrice utile pour unedea

variété de peptides et de protéines.

Occurrence naturelle :

L'acide sinapique et ses esters (sinapoylglucasapaylmalate et plus rarement synapoylcholinelresevent
dans une large variété de plantes, en grande tidatis les plantes oléagineuses (contiennentuiles)n(et en général
dans les Brassicaceaes /Cruciféres), et tout phétiement dans les graines de colza. La teneaceles phénoliques
est dailleurs significativement plus grande damsdlza que dans les autres cultures oléagineesedaux dans
l'arachide : 636 mg-Kg colza : 6 399 mg-KkY, la plus grosse part (entre 70 et 85%) venaliadigle sinapique et de ses

esters.

Dans les plantes, I'acide sinapique est biostistha partir de I'acide cinnamique, lui méme sgtitié a partir
de la phénylalanine. L'acide cinnamique subit gasuite des méthylations et des hydroxylations dohiiacide
paracoumarique (qui peut aussi étre obtenu a paetila tyrosine), l'acide caféique, l'acide férmudiq l'acide 5-
hydroxyférulique. Ce dernier est finalement trans en acide sinapique par méthylation d'une defasions

hydroxyles (transformation en méthoxy) grace ayeme O-méthyltrasférase (OMT).

Acide protocatéchigue :

OH

OH
Figure (2.12): Structure de I'acide protocatéchique

Formule brute :@HsO,
Masse molaire :154,1201 + 0,0072 g-'r’nﬁl 54,55 %, H 3,92 %, O 41,52 %,
Solubilité : 20 g-f eaua 20 °C
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CHAPITRE 3

MATERIELS ET METHODES
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3. Matériels et méthodes

3.1Solvant

Tous les solvants que nous avons utilisés en chographie analytique étaient de grade HPLC, ebrilsété
refiltrés. Ceux utilisés pour la chromatographiéparative et pour I'extraction étaient d’'une puret89%. L’eau est
distillée et filtrée. Les solvants deutérés utdipdur I’ RMN étaient le BD et le DMSO-d6.

3.2Appareillage
= Evaporateur sous pression réduite
» Centrifugeuse.

= HPLC analytique : L'appareil utilisé était du tyBehimadzu (Tokyo, Japan) équipé de :

colonne
injecteur module de
automatique dégazage
U U 3
51 -
1 00 =——
Lo i 0 u OOy =
détecteur poﬁTpes

Figure (3.1} A gauche, Schéma de principe d'une chaine HPL@o@e, une HPLC shimadzu



-Une colonne garnie de silice greffée au C18 de tyucleosil 100, diamétre des billes de siligavb

-Un détecteur a lampe UV/vis de type SPD-10Avp.

-Deux pompes (Scl-10AVP) A et B.

-Dégazeur (modele DGU-14A).

-Un System de control de type SCL-10Avp.

L'ensemble est piloté par un logiciel appelé CLAES5.0

- Débit : ImL/mn.
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Premiére partie

Préparation de la matiere pour la purification deofyphénols
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3.3Préparation de la matiere pour la purification deofyphénols :

Nous avons utilisé deux procédés d’extraction é&avper concerne Les oranges fraiches et le deuxi@meerne

la peau d'orange séche et broyée.
3.3.1 Extraction de I'orange fraiche

Les oranges fraiches (mandarine) ont été rag@esron 1Kg de matiére a été utilisé pour I'extiac dans
une ampoule a décanter de 2L avec du méthanol.mkaération a duré environ 24 heures a températmbiante.

Filtré, I'extrait obtenu est concentré sous vidai@e d'un évaporateur rotatif, en vue d’élimineméthanol.

A - EXTRACTION LIQUIDE-LIQUIDE:

L'extrait aqueux obtenu de la matiére fraiche dxga (mandarine) est soumis a une délipidation dies
ampoule a décanter a I'éther de pétrole en vue délbarrasser des lipides, des xanthophylles...&gtrait aqueux

issu de cette opération est soumis a I'extractibétider di-éthylique et finalement a I'acétatéttiyle,

K phase organiq

phase aq

U'I

Figure 0.2). extraction dans une ampoule a décanter

Purification de |la phase organique:

A partir de la phase acétate d'éthyle, nous avamii¢ par essai de recristallisation, les prosluiNl, N4
(orange) ; N2, N5 (mandarine) et N3 (jus Nectange) les produits ne s’'étaient pas cristalliséis wlatenus purs a

I'état de poudre amorphe. D’aprés la récupératariegMeOH.

Le produit N6 a été isolé a partir du Flavédo dfme fraiche et le produit N8 a partir de la maimeéefraiche

et utilisé I'acétone comme un solvant d’extraction.

Purification de la phase aqueuse :

Le produit N9 a été obtenu a partir du totum ppakde I'extrait de la pulpe d’'orange.
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Le squelette sutvant résume I’extraction a partir de la matiére fraiche d’ orange (mandarine ou jus

nectar d’orange) :

Matiere fraiche Rapee

Maceration MeOH, 24h
Filtration

Evaporation sous-vide

Extrait aqueux

!

13 de O, stockee (frigo) S = 2/3 de D

Purification Y,
Delipidation avec I'éther de pétrole
Compose N9 (orange)
Extr4ction
| A
MI?H < ? - /ﬁétme
Purification Purification
N1/N4 (orange) ﬂ ﬂ H
N2/NS (mandarine) N6 (orange) N8 (mandarine)

N3 (jus nectar)

Figure (3.3) : Organigramune d’extraction et de purification des produits



B- CHROMATOGRAPHIE PREPARATIVE SUR COUCHE MINCE

La séparation et la purification des différents poses sont fondées sur des techniques chromatdaguaplsur

couche mince avec indicateur de fluorescencesiJy@our identifier les substances en fonction de fagon de migrer
dans les conditions données. La méthode CCM estedf et rapide et associe la sensibilité & la lgité L'éluant

utilisé est un mélange de CH@leOH/ HCOOH, 85/15/3 (v/v).

La migration (verticale) est fonction de la polarites substances, de la polarité de I'éluant (pinadde) et du

pouvoir d’adsorption de la phase stationnaire.

Les phases suivantes (éther de pétrole ; éthéthdlique et l'acétate d’éthyle) ont été pusfigar cette
technique, mais les produits obtenus n’étaientguas forme solide, donc impossible de les peseec®ment en

I'absence de lyophilisateur (ces produits sontkstey

3.3.2 Extraction a partir de la peau d’orange sech@Flavedo). aghel z. Ramezaniand S. Beiranvand2008 )

La peau de l'orange sécheée était broyée et sodntiesetraction avec deux procédures :

Deux cents grammes de cette poudre ont été placésuh condenseur a reflux. Un litre d'éther deofget été
ajouté et chauffé au reflux sur un bain d'eau pentleh. Aprés filtration du mélange a chaud, lagreua été mise a
sécher a la température ambiante. La poudre sééke retournée dans le flacon et 1 L de méthar&é ajouté. Le
contenu a été chauffé au reflux pendant 3 h erstoleemélange chaud a été filtré et lavé avec 20@enméthanol. Le

filtrat a été concentré a pression réduite, laissanésidu sirupeux.

Purification de la poudre amorphe : Du DMF a étéajouté a la poudre (7 mi*gde sirop), un peu d'acide
aceétique glaciail a été ajouté a la solution denfonide. La solution a été alors filtrée donnant heune poudre blanc-

cassee.
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Deuxieme partie

Dosage des polyphenols dans des jus commerciaux



3.4 Dosage des polyphenols dans des jus commexciau

3.4.1 Solvants utilisés
Les solvants utilisés sont A: H20/ (TFA (1%)), @2,5 V/V) et le solvant B était le méthanol gr&tfreLC.
3.4.2 Préparation des échantillons de jus

Les jus sont préparés en ajoutant 2ml de DMSOmdtde MeOH pour bien dissoudre les composés qui

pourraient déposer avec le temps tels que lesrftsides puis centrifugés a l'aide d’'une centriflagele surnageant est
filtré

3.4.3 Injection

10 ul du surnageant préparé par le procédé ci-dsssst additionné de 10 pl d’'H20 et sont injectés
manuellement dans la boucle d’injection de I'app&tPLC. La détection se fait & ; 286 et 306 nrmfoeurs d’ondes

caractéristiques de la plupart des polyphénaols).
3.4.4 Echantillons de jus étudiés

Seize échantillons de jus disponibles dans le cawena Guelma et a Alger (2009 et 2010) ont étéyagal
pour leur contenance en polyphénols. Les échamiltte jus sont : Vita jus nectar orange ; Rouibage ; izdihar mix
fruit ; Vita jus orange sanguine et grenade ; iaditnopical fruit ; rami orange ; rami mdre ; ramandarine ; la Belle
orange ; la Belle péche et orange ; Yes orangéin@dor orange ; Fruitdor orange ; Mon gout oearRpuiba orange
et carotte et Rouiba citronnade.

3.4.5 Standards

Les composés que nous avons purifiés a partirgid’prange et que nous avons dosés dans les seié&es de

jus mentionnés précédemment sont : L’hespéridiagliosmine ; I caroténe ;
L’acide citrique et I'acide ascorbique sont comonaux

Les acides phénoliques ont été fournis par le grFoBESVAB (France) et sont; I'acide férulique, it

sinapique, I'acide gallique, I'acide p-coumariquéacide caféique.
La rutine et la quercetine ont été purifiés a palila tomate (Hamamdia et al. 2010)
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3.4.6. Préparation des gammes étalons

La solution mere est préparée a la base d’'une ncasseie de chacun des standards purs dans un vphégis
de mélange de solvants (méthanol/DMSO) (v/v). Dees®lution mére nous avons fait les injectionsantes: 10, 7,5,

5et 2,5 ul. Les courbes étalons sont ensuitédsapour chacun des standards.
3.4.7. Analyses par HPLC

Les analyses ont été faites sur un appareil du $gemadzu (Tokyo, Japan). Le gradient utilisédestné au

tableau ci-dessous :

Tableau 3.1 : Gradient HPLC analytique.

Tem B Débit
ps (mn :sec) | A% %
(ml/min)
1 84 16 1
15 50 50 1
30 30 70 1
45 0 100 1
50 0 100 1
55 84 16 1
60 0 0 1

La figure 3.4 ci-dessous montre un chromatogrammedid’'une variété de jus Rami-orange ceux des sutre
variétés seront présentés au chapitre 4.



£ Detector A - 1 (286nm) | Detector A - 2 (306nm

1 — dosage : : : — dosdge :
D0 oo ]u:s'RamlﬁraﬁgEznmirrﬁzﬂﬁ'sﬂEﬂ";' """" jus Ramiorange20mi
Fetention Time : : Retention Time :
7175 S S O S S
1 g =i
! 0 | |
|:|.|:|4—:----'-_-' -------- L I — - 4£:-:L ------------- I S [

Volts

Minutes

Figure (3.4): Chromatogramme du jus Rami-orange a 280 nm3686am. (Tr=1,84mn: acide ascorbique,
Tr=3,76 mn : Acide gallique ; Tr=14,30 mn : Acidef&€ique, Tr=18,95 mn : Hespéridine, Tr=23,37 mrodhiine).

3.4.8. Intégration

Une intégration consiste a mesurer la surface saugic. La détection d'un pic chromatographique par

lintégrateur, dépend de 2 parametres:

- lalargeur attendue des pics

+ le seuil d’intégration (sensibilité)

La largeur de pic est a peu prés prévisible entifome de la technique d'analyse et des conditipésatoires. Elle
détermine la fréquence d'échantillonnage du sidoalpic est alors découpé en tranches. Le seuitédjration est la
valeur du signal a partir de laquelle le calculatepére un début de pic. Nous présenterons autehdp les données

d’intégration pour les échantillons de jus étudiés.
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Chapitre 4

4.1 CARACTERISATION DES PRINCIPAUX COMPOSES ISOLES A PARTIR DE
L’ORANGE (CITRUS SINENSIS. L), MANDARINE ET VITAJUS NECRATE
D’ORANGE

Dans cette partic du chapitre, nous allons présenter les composés que nous avons isolés a
partir de I’orange (mandarine, jus) et que dont la structure a ét¢ identifiée par spectroscopie IR et
RMN.

Certains composés purs n’ont pas encore été complétement identifiés, nous ne possédons

pour le moment que leur spectre IR qui montre bien qu’il s’agit de molécules polyphénoliques.

Les figures suivantes représentent les donnés spectroscopiques des produits isolés : UV, IR
et RMN

4.1.1 Molécules complétement identifiées

a- Hespéridine (N6, flavédo, orange)

180
160 —
140 — |

A

F 100

i Iyl
B0 I'H|
1

40

¥ T T T L] = T T ¥ 1
0 500 1000 1500 2000 2500 2000 3500 4000 4500
nombre d'onde en cm’”’

Figure (4.1) : spectre IR d’hespéridine

Le spectre IR sur disque de KBr montre : une bande forte de I'OH a 3550 et 3200 cm™, C-H
(aliphatique) 4 3000, 2950 et 2800 cm ' C=C (aromatique) & 1646 et 1500 cm " CH3 alcane &
1400, C=0 41648 cm ™', C-O éther a 1350, 1256 et 1050cm -1 déformation 4 900, 850 et 700

(benzéne).

En co‘mparant les donnés du spectre IR du composé N6 a des données de la littérature, nous
avons conclut que le composé N6 coincide bien avec un flavonoide : L’hespéridine. Une
deuxiéme confirmation de cette structure était la longueur d’onde d’absorption vérifiée par HPLC
(286 nm). L’RMN du proton nous permettra de décider définitivement sur la structure de cette
molécule.
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Chapitre 4

L’importance biologique de cette molécule et son utilisation autant que médicament a été
discutée au chapitre (2)

b- Diosmine N7 (orange)
220 -
e P
200 - A
160 —. .
A J‘.J
140 ~ \
R 120 N
& 120 /_,,_,-—" b 1

100 - /

60

40 <

20

—

e SEN e IFREECEETS STl ey (el e, S L 1 "
4] 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

nombre d'onde en (Cm™)

Figure (4.2) : spectre IR de diosmine

Cette molécule a été obtenue sous forme de poudre de couleur beige. son spectre IR ( figure
4.6) montre: une bande forte correspondant & un hydroxyle OH a 3550 et 3450 em”, C-H
(aliphatique) a 3400, 3000 et 2600 cm 1. C=C (aromatique) 4 1580 et 1500 cm "' CH; alcane a
1450, C=0 & 1700 cm ', C-O éther a 1300, 1220,1100 et 1050cm ', OII alcools déformation
dans le plan a 1410 et 1330, déformation a 900,850 et 700.

Les donnés spectrales IR de N7 ont été comparées a celles du composé N10 ci-dessous.

c- N10 (isolé a partir d’un extrait standard)

Dans cette partie, nous avons utilisé un extrait qui contient 90/10 (% masse) de
Diosmine/Hespéridine (N10/ Hespéridine). Nous avons sépare les deux molécules et nous avons

identifié par IR chacune d’entre elles.
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= i
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nombre d'onde en (Cm™")
Figure (4.3) : spectre IR de diosmine standard
Le spectre IR sur disque de KBr montre : une bande forte OH a 3590, 3550 et 3450 cm™’, C-
H (aliphatique) 4 2450 et 2425 cm ', C=C (aromatique) & 1680 et 1510 cm ~' CHj; alcane a 1450,
C=0 a 1700 cm ', C-O éther a 1300, 1275,1200 et 1150cm ', déformation a 850 et 700.
Le spectre IR des deux molécules N7 et N10 coincident bien avec les données de la

Iittérature du flavonoide ; la diosmine.

HO -~ 0 /©:0\
HO™ .’ko Oy . OH

H

ol

HO™
OH OH O
Figure (4.4): structure de la diosmine

{C2s3,0,5, masse molaire : 608.55g:mol™,

La diosmine est un polyphénol appartenant a la sous classe des flavonoides dont la structure est
ires proche de celle de ’Hespéridine, la seule différence est I’existence de la double liaison (C2-
C3) c’est donc un flavonone glvcosilé en position 7. Son importance sur le plan pharmacologique
=st due a son effet protecteur de vaisseaux et phlébotonique; actuellement, il est utilisé pour traiter
I'insuffisance veineuse chronique, les hémorrohoides, le lymphedema, et les varices. La diosmine
présente également un effet anti-inflammatoire, anti radicalaire, et anti mutagénique. Cette
molécule d’origine naturelle a é€t¢ employée pendant plus de 30 années comme agent

phlébotonique et vasculo-protecteur. Récemment. on a commencé a étudier la possibilité de
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I"utiliser a d’autres fins thérapeutiques, y compris le cancer, le syndrome prémenstruel, la colite, et

le diabéte.

4.1.2 Molécules non complétement identifiées

Les molécules (N1-N2, N4 et N5) ont été isolées a partir de I’orange (mandarine) sous
forme de poudre blanchétre et ont été analysées par IR en attente de leur spectre RMN:

a- N1 (orange)

3000

2500 A
2000 A
1500
&
1000 - | ] \
] Al | |
= / I\IJ\‘,—AA-/L_’—‘—/ LS
0 -
L} T T L T L L} T
m 50U 10U 150U ZUUU  2HUU 300U 3500 40UU 450U

nombre d'onde en Cm™

Figure (4.5) : spectre IR de N1
b- N2 (mandarine)

1400
1200 -

1000 -

|
'\,

]
E  s004 J W\
-
400 ~ -"'h.ll ! rI| |
B / 1 I'I
A
- ' v Ty — —n —
[+ =
o 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

nombre d'onde en Cm™

Figure (4.6) : spectre IR de N2
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c- N4 (orange)

1200

" |
\
- |

400 \
200 - S h

\
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e pL ) g R
0 500 1000 1500 20b0 25IGC| SOIOO 3500 4000 4500
nombre d'onde (Cm™)

Figure (4.7) : spectre IR de N4
d- NS (mandarine)
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Figure (4.8) : spectre IR N5

Interprétation des spectres IR de N1, N2, N4 et NS

La superposition des spectres IR des quatre molécules montre qu’elles sont identiques et
montrent les absorptions suivantes : une bande forte a 3550, 3500 (OH) et 3400 cm ! C-O éther
2 1350,1100 et 1000 cm 'l, C=0 acétone a 1700 cm ', CH, alcane a 1400 cm '1= déformation a
900, 700 cm .

Concernant la solubilité, les trois composés (N1, N2, N5) sont solubles dans le DMSO, N4
Iui, ne est pas mais il est soluble dans ’eau. Donc, N4 n’est pas identique a ces trois composés

comme le suggere les spectres IR.

) Molécules N8 et N9 : Les molécules N8 (mandarine) et N9 (orange) ont €té envoyées en RMN,

nous n’avons aucune donnée pour le moment pour les identifier.
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DEUXITIEME PARTIE

DOSAGE DES PRODUITS PURIFIES, DES ACIDES ASCORBIQUE ET CITRIQUE
ET DES ACIDES PHENOLS
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4.2 Dosage des produits purifies, des acides ascorbique et citrique et des acides phénols :

Les molécules dosées sont :
- L'hespéridine et la diosmine (purifiées de I’orange et identifi¢es dans la premicre partie de
ce chapitre)
- La quercétine (Formule brute : CsH,007, T° de fusion : 316 °C, massa molaire : 302,2357

+ 00148 g'mol™ C 59,61 %, H 3.33 %, O 37,06 %) isolée a partir de la tomate :

OH

3  OH
1 &
0 A
7 2
6

OH

5 47 3 oH
OH ©
Figure (4.9) : structure de la quercétine

La quercétine ou quercétol cst un flavonoide du type flavonol présent chez Ies plantes
comme métabolite secondaire, le quercétol est le plus actif des flavonoides et de nombreuses
plantes médicinales doivent leur efficacité a leur fort taux en quercétol. Les €tudes in vitro et in
vivo ont montré que c'était un excellent antioxydant (Andreas Kampkotter et al. 2008).

- La rutine (rutoside): (formule brute : C27H300416, T° de fusion: 125 °C masse molaire :'

610.5175 + 0,0285 g'mol™ C 53,12 %, H 4,95 %, 0 41,93 %)

Figure (4.10) : structure de la rutine

C’est un flavonoide naturel de la classe des flavonols, il est glycosilé en position 3. La
rutine posséde des propriétés pharmacologiques intéressantes. Elle est hydrolysée en quercétol
dans le tractus gastro-intestinal. De nombreuses études ont montré que la rutine était capable de
piéger les radicaux libres, d’étre dotée d’une puissante activité antioxydante, d’avoir des effets
anti-inflammatoires et anticancéreuses et de réduire la cytotoxicité de la lipoprotéine LDL (le
mauvais cholestérol) oxydé (Guardia T, et al., 2001).

~Les acides phénols (propriétés et structures présentées au chapitre 2). : acide gallique,
acide caféique. acide férulique, acide p- coumarique, acide sinapique, acide ascorbique et

acide citrique.
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.3.2.1. Données chromatographiques des standards :

Les figures suivantes représentent les spectreCHiPles courbes étalons des différents compodésex.

Hespéridine :

Hespiridin

3,00E+07

y = 3E+06x - S5SE+06 N

280507 R = 0,997 /
2,00E+07

1,50E+07 /
1,00E+07

—_— e

0,00E=+00 ; T T T T

Aire:

ML injectés

Figure (4. ): Courbe étalon de I'Hespéridine

Dietector A - 2 (306nm )
0,35 w==.dazage .. 3 | PR
hesperidine
020+
|
L
A
0,15+ =
T
-
] o
= =
0,10 <
008 -
Moy
.00 st Y. e
o 5 0 15 20 25 a0 5
hnates

Figure (4. ) : Le chromatographe d’ HPLC de I'réegtine

Diosmine :
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Diosmin

6,00E+06
y = 444880x + 413000
5,00E+06| R =09992

4,00E+06 / /
3,00E+06

2,00E+06 /

1,00E+06;

Aire:

0,00E+00 \ ‘ ‘ ‘ ‘

L injectés

Figure (4. ): Courbe étalon de la Diosmine

Detector 4- 2 (325nm) : : : :
0,20 o - rEage ccoocen fosssssssananas A S s BE T 3= samamanal Pt i R

digsmin

DAE il h .......... ......... h S i

[T 18 PR ,_ ............. forsiasisnccs : 1 R ﬁ ........... .........................

“Wols

[T ) . TR N S | - C S— ........................

hinutes

Figure (4. ) : Le chromatographe d’ HPLC de lasditne

Quercetine :



Quercetin

1,00E+07

y =523764x- 2E+06
9,00E+061 R =09086

N Y.
oo 7

6,00E+06|

g 5,00E+06

z 5
4,00E+06|

3,00E+06 /
2,00E+06
1,00E+06 | /

0,00E+00 \ \ \ \

ML injectés

Figure (4.): Courbe étalon de la Quercetine

Detector A - 2 [30Enm])
—_— aEsgi
o104 o oouerceting

0,08

e S e 1

U 1a0Jant

‘vhlts

a,nn__‘HJ.I.lﬁ-.é..W.—ffT—.lﬂ-P—.;:-—.qﬁ : h—-—a—J ! “_‘—

Figure (4. ) : Le chromatographe d’ HPLC de la @agne

Rutine :

75



Rutin

3,50E+06

y = 303520x + 110000 *

3,00E+06 R-=0,9804 /
2,50E+06 /

2,00E+061

Aire:

1,50E+06 3

1,00E+06

\0

5,00E+05

0,00E+00 \ ‘ ‘ ‘ ‘

L injectés

Figure (4. ): Courbe étalon de la Rutine

pogd........ Deector A-2(808nm) .
’ — dasage f
rdindOmicro 236 306

N
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0,00 <

Figure (4. ) : Le chromatographe d’ HPLC de laifut

Acide galligue :



Acide caféique :

Acide Gallique
7,00E+06
y = 597496x - 312000
6,00E+06 R =0,9761 5
5,00E+06 /
& 4,00E+06/ ~
.L
S
3,00E+06]
e
2,00E+06
/
1,00E+06
0,00E+00 ; ; ‘ ‘ ‘
0 2 4 6 8 10 12
ML injectés
Figure (4.): Courbe étalon de I'acide gallique
Detector A- 2 (306nm)
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Figure (4. ) : Le chromatographe d’ HPLC de I'acghllique
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Aire:

Acide caféique
8,00E+06

y = 767600x - 530000 R
7’cx)E+06 # = 0,9845 /
6,00E+06;
5,00E+06; S
4,00E+06
3,00E+06;1 *
2,00E+06

o
1,00E+06
0,00E+00 ; ‘ ‘ : :
0 2 4 6 8 10 12
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Figure (4.): Courbe étalon de I'acide caféique
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Figure (4. ) : Le chromatographe d’ HPLC de 'a&cahféique



Acide p-coumarigue :

Acide p-coumarique

4,00E+07

y = 3E+06x + 8E+06

3,50E+07] R =0.999 /
3,00E+07 /

2,50E+07

o
= 2,00E+07
I
1,50E+07 #
1,00E+07
5,00E+06]
0,00E+00 ; ; ‘ ‘ ;
0 2 4 6 8 10 12
HL injectés
Figure (4.): Courbe étalon de 'acide p-coumarique
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Figure (4. ) : Le chromatographe d’ HPLC de I'&cjgcoumarique

Acide férulique :
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Acide ferulique

1,20E+07
y = 718400x + 3E+06
R =0,9798

1,00E+07

4

8,00E+061

6,00E+061
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Figure (4.): Courbe étalon de 'acide férulique
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Figure (4. ) : Le chromatographe d’ HPLC de I'acfdrulique



Acide sinapique :

Aire:

Acide sinapique

1,00E+07

y = 928800x + 45000 »
9.00E+06 R =0999%5 /
8,00E+06 /
7,00E+HO6 /
6,00E+06 /
5,00E+06 /
4,00E+06 /
3,00E+H06 /
2,00E+H06
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0,00E+00 T \ T T T
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Figure (4. ): Courbe étalon de I'acide sinapigue
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Figure (4. ) : Le chromatographe d’ HPLC de '&cginapique
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j-Acide ascorbigue :

]

Acide ascorbique
L80EH0S 1 —
v=3419x + 118646
1,60E+05 R =0979
1,40E+05 /_,__‘-:"”
1,20E405
1.00E+0S
8,00+
6,00E+04
4,00E+04
200E+4
0,00EH00 . . ; : : |
0 2 4 6 8 10 12

pL injectés

Figure (4.29) : Courbe étalon de I’acide ascorbique

Detector A - 1 (286nm)
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:  Retention Ti :
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0004 |

\bits

0.002 |

0.000 |:

Figure (4.30) : Le chromatogramme HPLC de I’acide ascorbique
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k-acide citrigue :

-
|

|
|
\,
|

Acide citrique
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Figure (4.31) : Courbe ¢talon de I’acide citrique
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Figure (4.32) : Le chromatogramme HPLC de I’acide citrique
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l-saccharose :
{ Saccharose
700EH5
y = 3419% -1185%6
R =0,9729
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Figure (4.34) : Le chromatogramme HPLC du saccharose

Figure (4.33) : Courbe étalon du saccharose
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Les chromatogrammes HPLC des variétés de jus étudiées
cette partie, nous allons présenter les résultats des injections des jus industricls dont les
tillons ont ¢été préparés par la méthode explicitée au chapitre (3). Ci-dessous nous
tons, les chromatogrammes des diverses variétés de jus étudi¢s

e Detector A - 1 (286nm) 3 Detector A - 2 (306nm)
— dosage —— dosage
jus fruit DORorange20micro28t jus fruit DORorange28micro2!
Retention Time $ Retention Tune
0,03 4 : : :
- 0027
F
0.01 -
0.00 -
0 5 10 153 20 25 30 £
Minutes

Figure (4.35) : Chromatogramme HPLC du jus fruitdor orange (Tr=1.87 mn=saccharose, Tr=
2,01 mn=acide ascorbique, Tr= 3,85 mn=acide gallique, Tr= 13,74 mn=acide sinapique, Tr— 14,93
mn=acide caféique, Tr= 17,19 mn= acide férulique, Tr=19,02 mn=hespéridine, Tr=19,77

mn=rutine, Tr= 22,42 mn=acide citrique).
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o053 4
0025 4 -

D015 = ---- R B2
- Ll

Volts

001D <+

000514 )\

0,000 —

Figure (4.36) : Chromatogramme HPLC du jus /a helle orange (Tr= 2,18 mn= saccharose, Tr=
2.73 mn=acide ascorbique, Tr= 4,07 mn=acide gallique, Tr= 13,73 mn=acide sinapique, Tr= 14,33

mn=acide caféique, Tr— 18,89 mn=hespéridine, Tr=20,56 mn=rutine, Tr=22,27 mn=acide

citrique).
1 ne'_teﬂorh—{lelsm'n)f. Detector A - 2 (306nm)
0pa...——dasege ... R i—rdogege. ... 1.
jus la Belle peche+or : jus la Belle peche+oran
Retention Time : {Retention Time :
: : 2l 1 '
1 9 H :
= ;
ﬂ\‘
® 0,02 ....................................................................
k 1 &
=
FLE LI L 1| 00| S . SRR < U SR, ot NPT Alad b it St S
0,00 S B ' ...... :-— g:,,ﬁ .............. b o
: : =] - : :
; i &
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Figure (4.37): Chromatogramme HPLC du jus la belle péche et orange (Tr= 1,91 mn=
saccharose, Tr=2,30 mn—acide ascorbique, Tr= 4,31 mn=acide gallique, Tr= 13,95 mn=acide
sinapique, Tr= 15,01 mn=acide caféique, Tr= 20,12 mn=hespéridine, Tr=21,86 mn=acide citrique,

Tr= 24,44 mn=quercétine).
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Detector A -1 (286nm) :
. — dosage : : E : ——t
0.05 ______Jus Mangout orange20micrg28§ 306 P
- Retention Time i = : i
g
= . :
= 4 i
|
' : ~
1] 5 10 15 20 25

figure (4.38) : Chromatogramme HPLC du jus Mon gout orange (Tr= 2,08 mn=saccharose,
rr=3.30 mn=acide ascorbique, Tr= 4,06 mn=acide gallique, Tr= 16,14 mn=acide p-coumarique,
= 17.30 mn=acide férulique, Tr= 19,37 mn=hespéridine, Tr= 22.92 mn=acide citrique, Tr=
24,53 mn=quercétine).

|
r ; Detector A - 1 (288am : i ' Detector A -
— dosage 3 H : —— dosage :
] jus Ramni Mandarine2 micro 286 ! jue Rami |
.,,.,3,.___.Hat_e_n,tjqn,'_ﬁma_,é ...... = S — ___ RetentionTime

................................

Figure (4.39): Chromatogramme HPLC du jus Rami mandarine (Tr= 1,90 mn=saccharose,

Tr=2.14 mn=acide ascorbique, Tr= 4,01 mn=acide gallique, Tr= 13,59 mn=acide sinapique, Tr=

14,82 mn=acide caféique, Tr= 16.86 mn=acide p-coumarique, Tr= 17.96 mn=acide férulique, Tr=
76
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19,91 mn=hespéridine, Tr= 21,88 mn= acide citrique, Tr= 23,49 mn=diosmine).

e P Deteetorl‘ltmum ....... Detector A -2 (3
—— ddsage i—— dosage
2 Rami mwc:llmlcruz“ 306 Jus Rami mured
Retergion Time : : Retenuon'!'une
G Lo o eereonsons : , ............................ frreennananend
i : { :
0.04 - i : i
0.2 = dfes:
0014 gt
0.00 4 ?' ?
0 5 10 16 20 26 3

Figure (4.40) : Chromatogramme HPLC du jus Rami mure (Tr= 1,92mn=saccharose, Tr=2,80

mn= acide ascorbique, Tr= 4,58mn=acide gallique, Tr= 12, 85mn=acide sinapique, Tr=

1 3,99mn—acide caféique, Tr— 20,6 iImn—hespéridine, Tr— 23,8 1mn—diosmine)

Volts

Detector A -1 (286nm) | Detector A
— ddsage j—— GoBipe
-------- Jus Runﬂurmuazllmwrn wm[“;*““‘"lu-* Ramiore

Retentmn Time | : i

i Retention Time

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Figure (4.41) : Chromatogramme HPLC du jus Rami orange (Tr= 1,84 mn=saccharose, Tr=3,76

min—acide ascorbique, Tr= 4,64 mn=acide gallique, Tr= 14,30 mn=acide caféique, Tr= 18,85

mn=hespéridine, Tr=19,91 mn= rutine, Tr= 23,37 mn= diosmine).
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D.10 v - el
Detector A - i (286nm) | ! Detector A _ﬁ
—— dosage —— dosage '
jus Roulba'ln micro 306 204 E jus Rouibai0
o8 1. Retention Time | ... I R ’:"?-”.’.‘.‘:‘9’.‘. Tm _____

Volts

Figure (4.42) : Chromatogramme HPLC du jus Rouiba orange (Tr= 1,80mn=saccharose, Tr= 2,15
mn= acide ascorbique, Tr= 3,93mn= acide gallique, Tr= 17,95mn= acide férulique, Tr=
18.85mn=hespéridine, Tr= 20,22mn=rutine, Tr=22,15mn= acide citrique, Tr= 23,73mn=

diosmineg).

Detector A - ‘l {288nm)

jus vitajus ornnge umguine greludaZIInlcruess 306
Retentlon Time

Volts
-]
]
;.

0,00 4=

Figure (4.43) : Chromatogramme HPLC du jus vitajus orange sanguine el grenade (Tr=1,82 mn=
Saccharose. Tr=3.85 mn= acide ascorbique, Tr=4.35 mn= acide gallique, Tr=13,02 mn= acide

sinapique, Tr—17,36 mn= acide férulique, Tr=18, 98 mn=hespéridine, Ti=19,90 mn=rutine).
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Uetector A - 1 (286nm) | vy T Uetector A - zdnsnm)
0,10 - __—tlQuqn .! "1_ ...........................................
s VES orangaznmemz 308 | Jus VES ormezmaemm 308
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5 | - 1
= =~ 5
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f'\ E) i
: ¥ :
§ ME I
[ = A (ARE R . S b SRR I
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Figure (4.44) : Chromatogramme HPLC du jus Yes orange (Tr= 2,75 mn=saccharose, Tr=3,10
mn=acide ascorbique, Tr= 4,42 mn=acide gallique, Tr= 16,60 mn=acide p-coumarique, Tr=18,81

mn— hespéridine, Tr— 19,94 mn—rutine, Tr= 22,17 mn= acide citrique, Tr= 23,65 mn=diosmine

Vaolts

atector A - !tznnm)' Detector A - 2tsnnm}
— dasage — dosage
tropiul fruitzsmicrom jusiz u-npiuifrmzmniaozu 3
Retengion Tlma : Retenhﬁn'rxme g :
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Figure (4.45): Chromatogramme HPLC du jus /Z tropical fruit (Tr= 1,91 mn=saccharose,
Tr=2.,49 mn=acide ascorbique, Tr= 4,82 mn=acide gallique, Tr= 12,90 mn= acide sinapique, Tr=
14,42 mn=acide caféique, Tr= 18,13 mn=acide férulique, Tr= 19,03 mn=hespéridine, Tr= 22,34
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mn=acide citrique).
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Figure (4.46): Chromatogramme HPLC du jus Rouiba citronnade (Tr= 2,36 mn=acide

ascorbique, Tr= 4,13 mn=acide gallique, Tr= 16,35 mn=acide p-coumarique, Tr= 17,10 mn=acide

férulique, Tr= 19,05 mn=hespéridine, Tr=20,61 mn=rutine, Tr= 22,79 mn=acide citrique).
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Figure (4.47) : Chromatogramme HPLC du jus 7chinador orange (Tr= 1,83 mn=saccharose,
Tr=2,55 mn=acide ascorbique, Tr= 16,60 mn=acide p-coumarique, Tr= 18,96 mn=hespéridine,

Tr=22.24 mn=acide citrique, Tr=23,67 mn=diosmine).
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Figure (4.48): Chromatogramme HPLC du jus Rouiba orange et carotte (Tr=1,91 mn=

saccharose, Tr=2,81mn= acide ascorbique, Tr=4,58mn= acide gallique, Tr=13,07mn= acide

sinapique, Tr=14,41mn= acide caféique, Tr= 16,30mn=acide p-coumarique, Tr= 19,0lmn=
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hespéridine, Tr= 22,59mn= acide citrique, Tr=25,49 mn =quercétine).
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Figure (4.49) : Chromatogramme HPLC du jus /Z mix fruit (Tr= 1,91 mn=saccharose, Tr=2,26

mn=acide ascorbique, Tr= 4,94 mn=acide gallique, Tr=15,75 mn— acide p-coumarique, Tr= 20,33

mn=hespéridine, Tr= 21,20 mn=rutine, Tr=23,93 mn=diosmine).
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Figure (4.50) : Chromatogramme HPLC du jus vitajus nectar orange (Tr=1,87 mn=saccharose,

Tr=2,50 mn= acide ascorbique, Tr=14,39 mn= acide caféique, Tr=18,06 mn=acide férulique, Tr=
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18.85 mn= hespéridine, Tr=19.81 mn=rutine, Tr=22,16 mn=acide citrique).

Figure (4.51):

: Deleclor A- 1 [RSBnm] : : Detector A- 3
,3__—#0#193 ........................ b i....mmo.disage. . ...
= jw: sanguine orangn 20 mlnro 286 306 Jjdwva sanguin

! : : : i Retention Time

Chromatogramme HPLC du jus naturel java sanguine orange (Tr=1,53

mn=saccharose, Tr=2,12 mn= acide ascorbique, Tr=14,14 mn= acide caféique, Tr=16,74

mn=acide p-coumarique, Tr=17,87 mn=acide férulique, Tr= 19,96 mn= hespéridine, Tr=20,97

mn=rutine)
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4.5 Concentrations des polyphénols dans des différentes marques du jus algérien :

Les tableaux (4.1) et (4.2) représentent la concentration des différents composés dosés dans

les différentes variétés de jus étudiés et le tableau (4.3) représente la concentration des

polyphénols totaux et des acides organiques totaux dans les jus.

Tableau 4.1 : Concentration des acides phénols et du saccharose dans les variétés de jus étudiés

Concentration des acides phénols et du saccharose (mg/100ml)
' Variété de jus A, A A A Al saccharose
| sinapique | caféique gallique | p.coumarique | férulique
. Fruit d’or (orange) | 0.37 0,606 0,937 ND 0,015 1400
La belle 1,57 13,84 2,63 ND ND 7010
{péche/orange)
Mon gout (orange) ND ND 1,083 20 0.11 2720
La belle (orange) 0,54 5,75 2,251 ND ND 7000
Rami (mandarine) 0,158 577 1,41 7.9 0.02 5090
- Vitajus (orange 0,9 ND 5,08 ND 0.005 8700
' sanguine et grenade)
" Rami (orangc) ND 6,23 0,437 ND ND 8160
Vitajus (nectar ND 6,599 ND ND 0.037 880
| orange)
' Rouiba 0,73 6,0598 | 0,590 454 ND 150
/carotte)
Izdihar (mix fruit) ND ND 1,391 168,12 ND 810
Rami (mure) 0.78 5,755 2,989 ND ND 160
Rouiba (orange) ND ND 0,477 ND 0.0057 570
Tchinador (orange) | ND ND ND 1,18 g ND 360
Jus YES (orange) ND ND ND 6g ND 300
Izdihar (tropical 1,22 ND 11,41 ND 0,02 630
fruit)
Rouiba (citronnade) | ND ND 0,478 142 0.00086 | Mal résolu
Orange Java ND 12,31 ND 737 0,24 39000
l sanguine naturelle \ |
ND : non détecte
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Tableau 4.2 : Concentration des flavonoides et des acides organiques dans les variétés de jus
étudices

Concentration des flavonoides et acides organiques (mg/100ml)

variété de jus l Hespéridine Diosmine | Quercétine | Rutine | A. citrique | A. ascorbique
Fruit Dor (orange) | 49 ND ND 048 |9500mg | 584

La belle | 56 ND 10,05 ND 538 982.,6
(peche/orange) | et el x _ b
Mon gout (orange) | 73,83 ND 11,78 ND 1253986 | 671,05
La belle (orange) 49,63 ND ND 428 476799 20
Rami (mandarine) | 56,79 0,94 ND ND 3421 314,7
Vitajus (orange | 58,38 ND ND 12,84 ND 251,37
sanguine et grenade)

Rami (orange) 56,87 6,99 ND 4,61 ND 467,92
Vita jus (nectar |71 ND ND 7,93 ND 281.,5
orange)

Rouiba 56,87 ND 2.5 ND 2872 248
(orange/carotte)

Izdihar (mix fruit) | 65.45 6.7 ND 8,61 ND 513
Rami (mure) 47,94 5,66 ND ND ND 19,49
Rouiba (orange) 51,68 1,6 ND 0,96 189242 311,77
Tchinador (orange) | 54,37 0,088 ND ND 22355 202,98
Jus YES (orange) 51,78 4,2 ND 6,37 6092,66 39,5
Izdihar  (tropical | 54,82 ND ND ND 10139 286,8
fruit)

Rouiba 48,6 ND ND 0,35 3606 576
(citronnade)

Orange java | 13 ND ND 20 ND 3946,2
sanguine naturelle

ND : non détecté

4.5 Discussion :

Les concentrations des composés dans les différentes variétés de jus étudiés (tableaux 4.1

et 4.2) sont calculées & partir des courbes étalons des standards et des aires des pics des

chromatogrammes de I’HPLC analytique. Comme il est montré dans les tableaux [(4.1) et (4.2)1,

des teneurs importantes en polyphénols et acides organiques ont été détectées dans les jus

Algériens. On peut remarquer que certains composés ne sont pas présents dans certaines variétés

de jus étudi€es.

85



Chapitre 4
Les flavonoides sont les polyphénols principaux dans les variétés de jus €tudiées. Quatre

flavonoides ont ¢té identifiés dans le jus d’agrume; la diosmine, I'hespéridine, la quercétine ct la

rutine.

L’hespéridine était présente en quantité plus ou moins importante et elle représentait le
composé polyphénolique majoritaire dans toutes les variétés de jus étudiées. Le jus Mon gout
orange contient la quantité la plus importante d’hespéridine (73,83mg/100ml), suivi de Vitajus
nectar orange (71 mg/100ml), Izdihar mix fruit (65,45mg/100ml), Vita jus orange sanguine et
grenade (58,38mg/100m!), Rouiba orange et carotte (56,87 mg/100ml), Rami mandarine
(56,79mg /100ml), La belle péche et orange (56mg/100ml) et Rami mure (47,94mg/100ml). La
quantité minimale d’hespéridine a été détectée dans le jus d’orange press¢ a la main de la variété
Java sanguine (13mg/100 ml).

La concentration moyenne d hespéridine était de 53,882 mg/100ml. Comparée a la
littérature, cette valeur se trouve dans le méme intervalle reporté par Leuzzi et al. (2000) pour
I’hespéridine dans des jus commerciaux et qui variait de 4.45 a 76.3mg/100ml.

L’hespéridine est synthétisée principalement par la peau des plantes de la famille Citrus.
La peau et les parties membraneuses de ces fruits ont les concentrations les plus éleveées en
hespéridine. Donc, |’existence de quantités si €levées d’hespéridine dans les jus commerciaux
prouve leur richesse en peau d’agrumes. Ceci est démontré par le taux bas (13mg/100 ml) de ce

flavonoide dans le jus d’orange pressé a la main.

La diosmine est présente a des concentrations différentes dans sept variétés de jus
analysées. La valeur maximale a été détectée dans Rami orange (6,99mg/100ml) alors que le jus
Tchinador orange présente la valeur minimale de ce flavonoide et qui est de 0,088mg/100ml. La
valeur moyenne étant de 3,73mg/100ml. Nous signalons 1’absence de la diosmine dans le jus
d’orange pressé a la main de la variété (Java). Ceci est la preuve que la diosmine existant dans les
jus commerciaux provient totalement de 1’écorce d’orange.

’ En outre, les teneurs de diosmine trouvées dans les jus commerciaux dans cette €tude, sont
dans le méme intervalle des valeurs reportées dans la littérature (Giuseppe G et al., 2007).

La rutine est présente dans neuf variétés de jus analysées a des concentrations importantes.
Le jus naturel d’orange Java sanguine contient la quantité maximale de rutine (20 mg/100ml),
alors que la valeur minimale a été trouvée dans le jus Rouiba citronnade (0,35mg/100 ml). La

valeur moyenne de rutine était de 6,643 mg/100 ml.
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La quercétine était présente dans trois variétés de jus avec des concentrations différentes

qui sont par ordre croissant: 2,5 mg/100ml (Rouiba orange et carotte), 10,05 mg/100ml (La
belle péche et orange) et 11,78 mg/100ml (Mon gout orange). La valeur moyenne de la

concentration en ce composé est égale a 8,11mg/100 ml.

Par ailleurs, notre étude montre ’existence d’acides phénols mais en quantit¢ moins
importante que les flavonoides, parmi lesquelles : L'acide caféique, I'acide gallique, l'acide p-

coumarique, [’acide féruligue et ['acide sinapique.

L’acide caféique est présent dans huit variétés de jus, sa concentration s’échelonne de

0,606mg /100ml (Fruit d’or orange) 4 13,84 mg/100ml (La belle péche et orange).

Quant & I’acide gallique, il n’était absent que dans quatre variétés de jus étudiées. Sa
valeur moyenne est de 2,397 mg/100ml. La variété Vita jus orange sanguine et grenade contient
la quantité la plus importante d’acide gallique (5,08 mg/100ml), alors que la variét¢ Rami orange

en contient la concentration la plus faible.

L’acide p-coumarique était présent dans sept échantillons de jus avec différentes
concentrations variant de 7,9 mg/100 ml dans le jus Rami mandarine & 168,12 mg/100 ml dans le
jus Izdihar mix fruit. La concentration moyenne d’acide p-coumarique était de

950,0525mg/100ml.

L 'acide férulique était présent dans huit variétés de jus avec une plus faible concentration
par rapport aux autres composés dosés, la valeur maximale de la concentration en cet acide est de
0,24mg/100m] (jus naturel d’orange Java sanguine) et le minimum est de 0.00086 mg/100ml

(Mon gout orange). La concentration moyenne d’acide férulique était de 0,0504 mg/100ml.

La teneur en acide sinapique variait de 0,37mg/100 ml dans le jus Fruitdor orange a
1,57mg/100 m! dans le jus La belle péche et orange. L’acide sinapique a €té détecté dans huit
variétés de jus avec une concentration moyenne de 0,783mg/100 ml.

Dans cette étude, nous nous sommes aussi intéressés au dosage de la vitamine C (acide
ascorbique) vu son importance pour la santé humaine et pour la synergie qui existe entre ce

composé et les polyphénols dans les divers effets biologiques. En effet, des ¢tudes ont prouve que
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I’activité antioxvdante des polyphénols augment en présence de la vitamine C (Curtay et al.,

2000).

Dans notre €tude, nous avons dosé la vitamine C et nous avons trouvé qu’elle était présente
dans toutes les variétés de jus étudides avec des concentrations trés importantes pour la plupart
d’entre elles. La valeur maximale étant de 3946,2mg/100ml et a été trouvée dans cette étude
dans le jus naturel d’orange Java sanguine. Pour les jus commerciaux, quatre seulement parmi
les variétés étudiées présentaient des concentrations inférieures a 100 mg/100 ml avec une valeur

minimale détectée dans Izdihar mix fruit et qui est de 5,13mg/100ml.

Le deuxieme acide organique auquel on s’est intéressé dans cette étude, était !’acide
citrique, et ceci pour le role qu’il joue comme antioxydant, anti-bactérien et anti-coagulant a des
concentrations faibles 4 moyennes, sans oublier de signaler son effet néfaste a de fortes
concentrations (allergie, ulcere de ’estomac...).

Notre étude portant sur la détection et la quantification de I’acide citrique dans les jus
commerciaux a montré leur richesse en ce composé (538 a 22355 mg/100ml). La valeur moyenne
était de 8180,7018mg/100m).

Nous n’avons pas détecté ’acide citrique dans le jus naturel de la variété Java sanguine
quoique, dans la littérature. on reporte des valeurs de (8,4 a 12,6 g/l) dans le jus d’orange

Navelina.

Vu les valeurs élevées d’acide citrique détectées dans la plupart des variétés de jus étudiées
d’une part et le taux élevé d’hespéridine montrant 1’utilisation du zeste d’agrumes (flavédo et/ou
albédo) de I"autre part, nous avons supposé qu’une quantité importante de sucre a été ajoutée pour
parvenir a un gout délicieux de jus commerciaux. Pour ce faire une analyse quantitative de

saccharose a été conduite.

Notre étude a effectivement montré des valeurs trés élevées de saccharose dans tous les jus
commerciaux ¢tudiés avec une valeur moyenne de 5,1837g/100ml. Mais la valeur maximale de
sucre a ¢t¢ détectée dans le jus pressé 4 la main de "orange Java sanguine, ceci peut étre dd au fait
que la pulpe d’orange est riche en saccharose, fructose et glucose et qu’un seul pic représente la
somme de ces composés. Par contre les jus industriels riche plutét en peau d’orange, sont pauvres
en fructose et glucose, donc le seul sucre représentant les glucides dans ces jus est le saccharose

ajouté.
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Dans le tableau (4.3) ci-dessous nous présentons les concentrations totales en composés

biologiquement actifs totaux dans 100 ml de jus de chaque variété. Cette valeur cst obtcnue cn
faisant la somme des teneurs de toutes les molécules étudiées (polyphénols + acides organiques).

La quantité maximale de polyphénols totaux a été détectée dans le jus Yes orange et clle
est de 6062,35mg/100ml alors que la quantité minimale est de 51.408mg/100ml (Fruitdor
orange. La moyenne des polyphénols totaux étaient de 555,363mg/100ml et la valeur moyenne
des acides organiques totaux étaient de 11790,414mg/100ml.

Tableau 4.3 : concentrations totales des composés biologiquement actifs totaux dans 100

ml de jus de chaque variété

Concentration des polyphénols totaux et des
acides organiques totaux (mg/100ml)

Variété de jus Polyphénols totaux Acide organique totaux
Fruit d’or (orange) 51,408 10084
La belle (péche/orange) 84,09 1520,6
Mon gout (orange) 106,803 1341091
La belle (orange) 62,451 478799
Rami (mandarine) 81,988 3735,7
Vitajus(orange sanguine et grenade) 77,205 251,37
Rami (orange) 75,137 467,92
Vitajus (nectar orange) 85.566 281.5
Rouiba (orange/carotte) 112,1498 3120
Izdihar (mix fruit) 250,271 5,13
Rami (mure) 63,124 19,49
Rouiba (orange) 54,7227 19235,97
Tchinador (orange) 1234458 2255798
Jus YES (orange) 6062,35 6132,16
Izdihar (tropical fruit) 67.47 10425.8
Rouiba (citronnade) 191,42886 a 4182
Jus natin‘elle orange Java 780,55 39462
sanguine
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Conclusion et perspectives

Dans le présent travail, nous nous sommes intéressés a 1’étude phytochimique ¢
analvtique d’un fruit parmi les plus utilisés par la population Algérienne et dans |
monde ; 'orange (Citrus sinensis.L).

Nous sommes particuliérement intéressés par les composés polypheénolique
pour leur grand intérét dans le domaine biologique.

Ce travail de mémoire de Magister a été divisé en deux parties

A-POLYPHENOLS IDENTIFIES DANS LES AGRUMES FRAICHE (orang
et mandarine) :

La séparation et la purification des extraits de solvants, & permis d’isol
différentes molécules appartenant a la tamille des polyphénols. D’eux d’entre elles o1
été identifiées ; ce sont 1’hespéridine et la diosmine. L’élucidation structurale a €
accomplie par comparaison des spectres IR & des données de la littérature en plus d’ur
comparaison a des molécules purifiées a partir d’'un extrait standard contenant c

mémes composes.

Les autres molécules (6) ne sont pas totalement identifiées et des analyses p

RMN sont nécessaires.

B-DOSAGE DE POLYPHENOLS DANS LES JUS COMMERCIAUX A BAS
NATURELLE :
Les composés purifiés de I’orange, Cing acides phénols, deux acides organiqu
et le saccharose ont été quantifiés dans seize échantillons de jus commerciaux et un j
d’orange naturel. Tous les jus étudiés contiennent une concentration importan
d’heépéridine. C’est un composé qu’on trouve en concentration importante dans

flavédo d’orange mais beaucoup moins dans la pulpe. La plupart des jus commerciaz



sont donc riche en flavédo et c’est ce qui donne la saveur plus ou moins amére 4 ces

jus.

La comparaison des résultats a montré des différences en concentration variant
en mg 100mL de:

(13 a 73, 83) hespéridine, (0,088 a 6,99) diosmine, (2,5 a 11,78) quercétine,
(0,35 a 20) rutine, (5,13 a 3946,2) acide ascorbique, (538 & 9500) acide citrique, (0,158
a 1,57) acide sinapique, (0,606 a 13,84) acide caféique, (0,437 a 11,41) acide gallique,
(7,9 a 6000) acide p-coumarique, (0,00086 a 0,24) acide férulique et (0,15 a 39g)

saccharose.

Les résultats du dosage des composés polyphénoliques et des acides organiques

dans les échantillons de jus ménent aux conclusions suivantes:

L’ hespéridine est le composé le plus intéressant et le plus €tudié€ sur le
plan pharmacologique. Cette molécule, en combinaison avec la diosmine, est utilisée
pour le traitement de l'insuffisance veineuse et les hémorroides. L’isolement de ces deux

composés s’est avéré tres difficile.

L hespéridine, la rutine et les autres flavonoides pourraient réduire 1
perméabilité capillaire et avoir une action anti-inflammatoire et sont connus sous le
nom de vitamine P quoiqu’ils ne soient pas des vitamines. L hespéridine, ou ses
métabolites, ont montré différents effets, comme !’inhibition de la prolifération de
cellules cancéreuses, la diminution de la tension artérielle, et la diminution du taux de

cholestérol.

L'acide citrique est un additif alimentaire (numéro E330) , il est
utilisé dans l'industrie alimentaire comme acidifiant (soda), correcteur d'acidité, agent
de levuration et dans la composition d'ardme (Numéro FEMA/GRAS 2306). il est utilis¢
comme anticoagulant sanguin, fongicide, bactéricide, anti-algues (lutte contre les
lichen). Mais I’augmentation de la quantité d’acide citrique chez I’étre humain peut

provoquer des allergies cutanées, il est par conséquent & manipuler avec précaution.
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Les jus sont une bonne source de vitamine C. Le rble que joue
cette vitamine dans I organisme va au-dela de ses propriétés antioxydants; elle contribue
aussi a la santé des os, des dents et des gencives. De plus, elle favorise 1’absorption du

fer contenu dans les végétaux, protége contre les infections et accélere la cicatrisation

Ceci montre bien I’importance de la consommation quotidienne des

jus méme industriels vu leur richesse en composés ayant un grand intérét biologique.

Mais vu le taux élevé de I"acide citrique et du saccharose dans ces

jus, il est préférable de ne pas en abuser.

En conclusion, le but de notre travail était de montrer que la
consommation des jus commerciaux & base naturelle apporte au consommateur un taux
non négligeable de composés possédant un intérét biologique croissant, specialement
pour les personnes ayant des difficultés a consommer les fruits frais. Car il a ét¢ montre
que les gens consommant des quantités élevées d’hespéridine venant de lewr
alimentation présentaient moins de risque de souffrir de maladie vasculaire cérébrale ou

de thrombose.

Prises séparément, ces molécules, mis a part Vacide citrique et le
sucre, n’ont que des effets bénéfiques pour la santé humaine, cependant, ce que nous ne
pouvons pas confirmer est I'effet bénéfique de ’ensemble des composés avec des

teneurs élevées sur I’étre humain. Pas ou peu d’études ont été faites dans ce domaine.

Pour cela et comme perspective, nous voyons utile d’étudier I’effet sur
la santé humaine (étude épidémiologique et in vivo sur I’animal & priori) des jus
commerciaux pour voir effet de cet amas de molécules ensemble sur la sant¢ humaine.
Ce travail pourra bien se faire en collaboration avec une équipe de biologistes ou de

médecins motives.
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