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Résumé 

Les industries génèrent une large quantité de déchets tels que les écorces d'oranges. Elles 

sont une source importante de métabolites secondaires, L’écorce est la partie où les extraits 

méthanoliques, éthanoliques se retrouvent en grande quantité ils ont des effets bénéfiques sur 

la santé humaine car ils possèdent de nombreuses d’activités biologiques. Dans cette optique 

nous avons évalué les activités biologiques de l’extrait éthanolique et méthanolique. Nos 

résultats on démontrés une cytotoxicité important de nos extraits méthanoliques et éthanoliques 

a une concentrations élevés, de plus les résultats de ce présent travail démontrent que l’extraits 

éthanoliques et méthanoliques a des effets anti-hémolytique considérables comparativement 

aux molécules de référence testée, l’extraits éthanoliques et méthanoliques a aussi révélé une 

inhibition efficace de la dénaturation thermique de l’albumine bovine avec des pourcentages 

maximaux de l’extrait méthanol a 86%, éthanol a 96% et 99,18% de diclofénac. Notre travail 

permet donc de conclure que les extraits des écorces d'oranges possèdent des effets qui lui 

procurent des activités anti-inflammatoires et anti-hemolitique à des concentrations bien 

déterminé. 

 

Mots clés : les extraits éthanoliques et méthanoliques, les écorces d’orange, activités 

biologique.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

Industries generate a large amount of waste such as orange peels. They are an important 

source of secondary metabolites, the peel is the part where methanolic, ethanolic extracts are 

found in large quantities they have beneficial effects on human health because they possess 

many biological activities. In this perspective we have evaluated the biological activities of the 

ethanolic and methanolic extracts. Our results showed a significant cytotoxicity of our 

methanolic and ethanolic extracts at high concentrations, moreover the results of this present 

work demonstrate that the ethanolic and methanolic extracts have considerable anti-hemolytic 

effects compared to the reference molecules tested, the ethanolic and methanolic extracts also 

revealed an effective inhibition of the thermal denaturation of bovine albumin with maximum 

percentages of methanol extract at 86%, ethanol at 96% and 99.18% of diclofenac Our work 

therefore allows us to conclude that the extracts of orange peels have effects that provide anti-

inflammatory and anti-hemolytic activities at well determined concentrations. 

 

Key words: ethanolic and methanolic extracts, orange peels, biological activities.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  الملخص

والقشر هو الجزء  الثانوية،تنتج الصناعات كمية كبيرة من النفايات مثل قشور البرتقال. إنها مصدر مهم للأيضات 

بكميات كبيرة ولها آثار مفيدة على صحة الإنسان لأنها تمتلك العديد من  الذي توجد فيه المستخلصات الميثانولية والإيثانولية

شطة البيولوجية. من هذا  شطة البيولوجية للمستخلصات الإيثانولية والميثانولية. أظهرت نتائجنا  المنظور،الأن قمنا بتقييم الأن

أظهرت نتائج هذا العمل الحالي  ذلك،علاوة على  عالية،سѧѧمية خلوية كبيرة لمسѧѧتخلصѧѧاتنا الميثانولية والإيثانولية بتركيزات 

 اختبارها،أن المسѧѧتخلصѧѧات الإيثانولية والميثانولية لها تأثيرات كبيرة مضѧѧادة للانحلال مقارنة بالجزيئات المرجعية التي تم 

قصѧѧѧѧوى من كما كشѧѧѧѧفت المسѧѧѧѧتخلصѧѧѧѧات الإيثانولية والميثانولية. تثبيط فعال للتمسѧѧѧѧخ الحراري لألبومين الأبقار مع نسѧѧѧѧب 

ولذلك فإن عملنا يسѧѧѧمح لنا باسѧѧѧتنتاج أن  ديكلوفيناك،٪ من 99.18و٪ 96والإيثانول بنسѧѧѧبة  ٪،86مسѧѧѧتخلص الميثانول عند 

 .للانحلال بتركيزات محددة جيدا والأنشطة المضادةمستخلصات قشور البرتقال لها تأثيرات توفر مضاداً للالتهابات 

 

الإيثانولية والميثانولية ، قشور البرتقال ، الأنشطة البيولوجية: المستخلصات الكلمات المفتاحية . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                      Liste des abréviations 

 

CMR : Polymethoxylated flavones  

GRH : globules rouge humaine  

HMF : heptaméthoxyflavone 

HFF : Human Foreskin Fibroblasts 

HepG2 : carcinome hepatocytaire du foie 

IL-1 : l’interleukine – 1 

LPS : lipopolysaccharide 

MTT : test de prolifération 

MTS : test de prolifération déterminent la viabilité cellulaire in vitro 

PMF : les flavones polyméthoxylées 

PNT2 : l’épithélium de la prostate humaine  

SBA : sérum albumine bovine 

TNF-α : nécrose tumorale-α  

 

 

 

  

 

 



 

 

 

Listes des figures : 

 

Figure 1 :Structure de l’orange . ................................................................................................ 4 

Figure 2 :schéma détaillante structure d’Orange . ..................................................................... 5 

Figure 3 : Les différentes causes de l’inflammation et ses conséquences  .............................. 11 

Figure 4 : Comparaison des pourcentages d’hémolyse des globules rouges entre l’acide 

gallique et les extraits méthanoliqueset éthanoliquesdes écores d’orange. .............................. 18 

Figure 5 :Comparaison de l’activité anti-hémolytique de l’acide gallique, d’Ibuprofène et des 

extraits méthanoliques et éthanoliques des écorces d’oranges. ................................................ 20 

Figure 6 : Comparaison de l’inhibition de la dénaturation protéique par l’Ibuprofène et 

l’extrait méthanolique et éthanolique des écorces d’oranges. .................................................. 22 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Listes des tableaux : 

 

Tableau 1 :Composition des différentes parties du l’orange. .................................................... 4 

Tableau 2: Composition chimique globale des écorces d’orange . ........................................... 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Table des matières 

 

Introduction........................................................................................................................... 1 

 

Etat actuel du sujet 

 

1. Généralités .......................................................................................................................... 2 

2. Les variétés et la structure de l’orange................................................................................ 3 

3. Valorisation des déchets de l’écorce d’orange .................................................................... 6 

4. Activités biologiques des écorces d’Orange .......................................................................... 9 

 

Matériels et méthodes 

 

1. Détermination de l’activité cytotoxique anti-hémolytique, anti-inflammatoire et 
antioxydante des extraits des écorces d’orange :...................................................................... 14 

1.1 Préparation de la suspension des globules rouges humains (GRh) .................................... 14 

1.2 Test de cytotoxicité des écorces d’orange .......................................................................... 14 

1.3 Evaluation de l’activité anti-hémolytique, in vitro, des extraits éthanolique et 
méthanolique par la méthode de stabilisation membranaire des globules rouges .................... 15 

1.4. Activité Anti-inflammatoire des extraits éthanolique et méthanolique des écorces 
d’orange .................................................................................................................................... 15 

 

Résultats 

 

1. Test de cytotoxicité des extraits des écorces d’orange  ........................................................ 17 

2. Test anti-hémolytique (stabilisation membranaire des globules rouges) des extraits des 
écorces d’orange  ...................................................................................................................... 19 

3. Activité anti-inflammatoire de l’extraits méthanolique et éthanolique des écorces d’orange
 .................................................................................................................................................. 21 

Discussion ............................................................................................................................. 23 

Conclusion ............................................................................................................................ 29 

Références Bibliographiques ......................................................................................... 30 

 



 

 

 

 

Introduction 
 



1 
 

Les propriétés biologiques importantes, pour l’être humain, telles que les propriétés 

antioxydants, anti-inflammatoires et anti-hémolytique peuvent être trouvées chez les différents 

organismes vivants (Ebrahim et al., 2011 ; Hermes, 2005 ; Stintzi et al., 1993). Ces propriétés 

sont nécessaires et sont utilisées dans différentes industries comme les industries alimentaires 

(Gurung et al., 2013), les industries pharmaceutiques et les industries cosmétiques (Cowan, 

1999 ; Radulović et al., 2013).  

Bien que des recherches récentes aient démontré que les déchets d'agrumes sont riches 

en plusieurs produits chimiques à valeur ajoutée (Poonam et al., 2022), qui sont toujours l'une 

des inspirations les plus importantes pour la découverte et la conception de nouvelles entités 

chimiques (Matos et al., 2015).  

        L’utilisation des oranges engendre de nombreux déchets ou sous-produits qui peuvent être 

exploités dans de nombreux domaines (Ico, 2007), les écorce d’orange sont une ressource 

potentiellement précieuse qui peut être transformée en produits de grande valeur et ça 

valorisation pour développer une bio économie et réduire ses impacts environnementaux 

négatifs est évaluée (Siles et al., 2016). les écorces qui ont longtemps été utilisés comme 

ingrédient actif dans la plupart des médicaments traditionnels (Mesaik et al., 2016), grâce à 

leur richesse en ingrédients nutritionnels (eau, protéines, sucres et minéraux) et en ingrédients 

fonctionnels (huiles essentielles, fibres, caroténoïdes, vitamine C, composés phénoliques) 

(Tian et al., 2010). 

        Les extraits des écorces d’orange riches en polyphénols essentiellement des flavonoïdes et 

des acides phénoliques constitueraient de nouveaux ingrédients naturels potentiels pour les 

secteurs cosmétiques et de santé nutrition, en tant qu’actifs pour la peau ou compléments 

alimentaires antioxydants (Francezon et Nellie, 2018), les extraits ont des diverses activités 

biologiques tels que les activités anti-hémolytique, anti-inflammatoire et anti-oxydante (Abid 

et al., 2010). 

      L’objectif de notre étude est de déterminer in vitro la cytotoxicité des extraits éthanoliques 

et méthanoliques de l’écorce d’orange, et leurs activités biologiques à savoir leur activité anti-

hémolytique, anti-inflammatoire. Afin de valorise des sous-produits d’orange et de l’exploiter 

dans plusieurs domaines comme la nutrition, la cosmétique et la pharmacologie. 
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1. Généralités 

        Les agrumes ont des propriétés thérapeutiques importantes et des composés biochimiques, 

sont une ressource précieuse pour l’humanité (Tanaka, 1977). Leurs métabolites secondaires 

ont un impact significatif sur la vie humaine (Pereira et López, 2017). 

      Parmi ces agrumes se trouve l’orange se dit « larenja » au 17ème siècle, son appellation 

était Orange qui peut être aussi appelé hesperidium car elle possède une peau dure et solide qui 

protégé la partie comestible du fruit (Davies et albrigo, 1994), qui appartient au genre Citrus 

de la famille des Rutacées.  

     Il existe deux espèces d'oranges dans le genre Citrus, les oranges douces sont représentées 

par Citrus sinensis (L.) Os Beck, qui contient de nombreuses molécules actives telles que les 

citroflavonoïdes (Ernould et audrey, 2012). Tandis que les oranges amères sont représentées 

par Citrus aurantium qui sont également connues sous le nom de bigarades, elles sont peu 

appétissantes et servent principalement à faire des marmelades ou des huiles essentielles 

(Kimballi, 1999).  

      Les écorces d’orange sont une source de composé biologiquement actif, elles sont riches en 

ingrédients nutritionnels (eau, protéines, sucres et minéraux) et en ingrédients fonctionnels 

(huiles essentielles, fibres, caroténoïdes, vitamine C, composés phénoliques) (Tian et al., 2001 

; Fisher et Phillips, 2006 ; Singh et al., 2010). Les écorces d’oranges sont aussi riche en 

vitamine C et en métabolites secondaires tels que les composés phénoliques en particuliers les 

flavonoïdes et les huiles essentielles, ces dernières sont les composés les plus importants grâce 

à leurs diverses activités biologiques (Benamrouche et al., 2017),  

Classification  

    Règne : Plante  

                 Classe : Magnoliopsid 

                             Ordre : Sapindales 

                                         Famille : Rutaceae  

                                                       Genre : Citrus    

                                                                     Espéce : Citreae     (Osbeck, 2014). 
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2. Les variétés et la structure de l’orange  

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

l'élaboration des jus. On distingue trois principales variétés d’oranges (Fanciullino et al., 

2008). 

Les oranges blondes (Fanciullino et al., 2008), les oranges navales (Kimballi, 1999), 

et les oranges sanguines (Berlint, 2016) qui sont riches en anthocyanes (Begoña, 2020). 

          L’orange naturelle et synthétique elle est riche en eau (plus de 85%), elle se retrouve 

sous forme dissoute dans la plupart des éléments nutritifs (Berlinet, 2008). Elle contient 23 

éléments nutritifs essentiels, y compris les glucides (40% de saccharose), de la vitamine C, 

vitamines PP, B1, B2, B3, B9, E, provitamine A, riche en calcium, fer, phosphore, et également 

des protéines, de l’acide citrique, et les polyphénols (Sabri, 1980). 

L’orange ayant des pulpes qui sont des glandes sébacées remplies d'huiles essentielles, 

Les sections suivantes du fruit peuvent être distinguées à l'aide de la tranche transversale (Figure 

1) (Belouahri, 1999). 

       Les pépins sont formés par l'union de deux cellules sexuelles, l'anthérozoïde de la particule 

du pollen d'une part, et l'ovule de l'ovaire d'autre part (Goma, 1998). 

       Le quartier qui est un segment d'agrume entouré d'une fine membrane contenant la pulpe 

et les pépins est produit par un ovaire séparé de la même fleur (voir tableau 1) (Huet et al., 

1991). 

      Les écorces, sont constituées de l’épicarpe appelé flavédo qui contient les principaux 

pigments qui donnent la couleur aux agrumes sont appelés les chlorophylles (vert), les 

caroténoïdes (jaune, orange et orange foncé) (Ladaniya, 2008). Le mésocarpe appelé albédo 

(pectine et polyphénols (flavonones)) et l’endocarpe (pulpe) continent des fibres et polyphénols 

(Figure 2) (Goma, 1998).  

       Sa composition chimique riche en ingrédients nutritionnels (eau, protéines, sucres et 

minéraux) et en ingrédients fonctionnels (huiles essentielles, fibres, caroténoïdes, vitamine C, 

composés phénoliques) (voir le tableau 2) (Goulas et al., 2012). 
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Figure 1 : Structure de l’orange (Huet, 1991). 

         

Tableau 1 : Composition des différentes parties du l’orange (Ferhat et al., 2011). 

 

Partie Composition 

Écorce 

(Épicarpe, Mésocarpe) 

Eau, sucre, protéines,  

Huile essentielles, pigments, 

caroténoïdes, pectine, vitamine 

 La Pulpe Eau, pigments, sucre 

Les pépins Lipides, huile essentielle 

Le quartier Cellulose, Pectine 
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Figure 2 : Schéma détaillante structure d’Orange (virtual, 2002). 

 

Tableau 2: Composition chimique globale des écorces d’orange (Goulas et al., 2012 ; 

Barros et al., 2012). 

             Constituants               Unité par (g/100g bs) 

                    eau                         3,14 

                   Lipides                           1,66 

                  Protéine                           1,79 

                 Glucides                           15,01 

                   Fibres                           41,64 

                  Caroténoïdes totaux                          0,04               

                  Phénols totaux                         19,62 

                 Huiles essentiels                           0,6-1 

                 Vitamine C                           0,145-1,15 
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3. Valorisation des déchets de l’écorce d’orange  

        Ces dernières années, la valorisation du gaspillage alimentaire a pris une importance 

significative, qu’elle soit animale ou végétale. Dans le cas des déchets générés par l’industrie 

de l’orange on retrouve les graines, la pulpe, l’albédo et la peau (José et al., 2021), qui 

représentent une ressource potentiellement précieuse (Ernould et Audrey, 2012).  

        En effet, les écorces d’orange est un déchet ayant une grande valeur biologique et des 

avantages potentiels pour la santé (Singh et al., 2020). Ceci, en raison de leur teneur en 

composés bioactifs tels que les polyphénols (flavonoïdes et acides phénoliques), les 

caroténoïdes et les huiles essentielles (Rafiq et al., 2018 ; Putnik et al., 2017 ; Hosseini et al., 

2016). La valorisation des écorces a considérablement attiré l’intérêt scientifique pour les 

utiliser comme une poudre qui est un astringent efficace, en effet la poudre d’écorce d’orange 

est riche en minéraux et en vitamines tels que la vitamine C et E, B12, en magnésium, potassium 

et calcium, acide citrique et en flavonoïde, ce qui lui confère un large spectre d’activités 

biologiques (Tripoli et al., 2007). La poudre d’écorce constitue également une source 

potentielle de méthanol et d’éthanol (Siles et al., 2016), elle peut aussi être utilisés pour 

produire d'importants produits commerciaux tels que les enzymes, la biomasse microbienne, 

les composés aromatiques volatils, les acides organiques et les antioxydants (Dhillon et al., 

2004). 

        Avant de proposer une voie de valorisation des déchets d’écorce d’orange les 

caractéristiques physico-chimiques doivent être connues on retrouve  23% de sucre, 22% de 

cellulose, 25% de pectines et 11% d’hémicellulose, les écorces possèdent deux fractions, une 

soluble et l’autre insoluble dans l'éthanol à 95%, la fraction soluble de l'écorce contient une 

variété de composants : des sucres, des acides organiques (acides citriques, oxaliques) et leurs 

sels, des acides aminés, des polyphénols (principalement des flavonoïdes) comme l'hespéridine, 

la narirutine, la didymine et la diosmine (Nieto et Fernández, 2021), la fraction insoluble est 

constituée principalement de pectines, de cellulose, d’hémicelluloses, des protéines et on peut 

aussi y trouver divers composés bioactifs tels que des stéroïdes,  des triterpénoïdes et des cires 

de paraffine (Mahmood et al., 1998).  

       L’écorce d'orange est une excellente source de méthanol qui est une entité moléculaire 

pouvant servir de base à d’autres produits tels que l’acide acétique et le formaldéhyde, il est 

généralement utilisé comme solvant qui joue un rôle physique et chimique pour l'étude des 



7 
 

écorces et pour l’extraction de composés phénoliques à partir de tissus végétaux frais (Miyake 

et al., 1997 ; Bocco et al., 1998). 

           En effet, le méthanol est le principal compose du gaz naturel il absorbe le rayonnement 

infrarouge terrestre possède un potentiel de réchauffement planétaire supérieur au CO2, et qui 

sert à produire le biocarburant généralement basé sur oxydation électrochimique (Varmus, 

2009). Il est utilisé dans les plastiques, les peintures, les colles, les produits pharmaceutiques, 

dans la dénitrification des eaux usées et le biodiesel (Miyake et al., 1997 ; Bocco et al., 1998). 

           L'écorce était une bonne source de production d’éthanol (Wilkins et Grohmann, 2007), 

il fait partie de matière premières lignocellulosiques récalcitrantes, contiennent également des 

fractions polysaccharides insolubles, comme la cellulose, l'hémicellulose et la pectine, qui 

peuvent être hydrolysées enzymatiquement en sucres en utilisant une combinaison d'enzymes 

hydrolytiques (Wilkins et al., 2007), ils offrent également une flexibilité de substrat dans le 

processus de conversion de la biomasse en éthanol (Grohmann et al., 1994 ; Oberoi et al., 

2010 ; Wilkins et al., 2007), l’extractions d’éthanol actuellement réalisée par hydratation 

catalytique de l’éthylène (méthode chimique) (Mohsenzadeh et al., 2017) qui déroule par 

l’hydrolyse de l’acide diluée à basse température en une seule procédure et combinée à 

l’hydrolyse enzymatique après extraction des huiles essentielles (par distillation) (Patsalou et 

al., 2019) et par fermentation de matières premières agricoles (méthode biochimique) 

(Mohanty et Swain, 2019), qui comprend une teneur supplémentaire importante en sucres 

solubles qui pourraient être appliqués pour la production d’un hydrolysat riche en sources de 

carbone pour les fermentations à l’éthanol (Lin et Tanaka, 2006). 

             Ce dernier extrait à l'aide de technologies avancées et ont également de nombreuses 

applications en tant que solvant, parfum, arôme et médicament et dans l'industrie alimentaire 

comme saveurs, dans l'industrie chimique comme les produits ménagers domestiques (Smyth 

et Lambert, 1998), et induisant à servir de source d’énergie verte et possède une longue histoire 

d'applications comme combustible pour le chauffage (Wilkins et Grohmann, 2007), 

également considéré comme un carburant renouvelable prometteur en raison de ses avantages 

distincts et bien documentés (Brethauer et Wyman, 2010 ; Galbe et Zacchi, 2002). 

                La pectine est un polysaccharide qui a la capacité de former un gel en présence d’ions 

Ca2
+ ou d’un soluté à faible pH (Lavolla, 1947), elle est soluble en milieux aqueux (eau, 

solutions tampons à faible force ionique) comme le formamide, le dimethyl-formamide, et le 

glycérol. La solubilité des substances pectiques dépend de leur masse moléculaire, de la 
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présence de chaine latérale et la teneur en degrés de méthylation tandis que la distribution des 

groupes méthyles, ainsi la réticulation des molécules de pectine à haute teneur en méthoxyle 

implique une combinaison de liaisons hydrogène et d’interactions hydrophobes entre les 

molécules (Voragen et al., 1996).  

          Dans l’industrie alimentaire, la pectine est utilisée dans les confitures, les gelées, les 

aliments surgelés et plus récemment dans les aliments hypocaloriques comme substitut de 

graisse ou de sucre, son pouvoir épaississant, texturant mais aussi pour son pouvoir gélifiant et 

stabilisant (Hawthorne et al., 2000). Aussi elle est utilisée comme des solutions injectables 

dans les veines, elle remplace le plasma sanguin pour le traitement des états pathologiques 

(Lavolla, 1947).  

           La pectine peut aussi être utilisée dans l’industrie pharmaceutique, elle est utilisée pour 

réduire le taux de cholestérol sanguin et les troubles gastro-intestinaux. Aussi la pectine peut 

être utilisé dans d’autres applications tel que les films comestibles, les substituts de papier, les 

mousses et les plastifiants (Thakur et al., 2009). 

            L’extrait aqueux des écorces d’orange sont riche en polyphénols antioxydants, en tanins 

et en sucres, deux nouvelles molécules ont également été découvertes dans cet extrait, deux 

stéréoisomères de stilbènes, appelés picéasides O et P (Francezon et Nellie, 2018). En outre, 

l’analyse qualitative des constituants chimiques de l’extrait aqueux au total, 31 composés, dont 

un acide tannique, cinq flavones, 13 flavanones, un limonoïde, trois coumarines, trois peptides 

cycliques et cinq flavonoïdes polyméthoxylés ont été identifiés (Ming et al., 2015).  

             Les écorces contiennent également d'autres composants, telles que les huiles 

essentielles (monoterpènes, alcools, aldéhydes) qui sont un complexe de plusieurs composés 

volatils, tels que les terpènes (Tian et al., 2001 ; Hashemi et al., 2017). Celle-ci sont efficace 

contre les nématodes et les effets antimicrobiens et on utilise dans l'alimentation autant que 

agents aromatiques et dans l’industries cosmétiques (substances traitant la peau et les cheveux), 

dans la parfumerie (substances odorantes), et pharmaceutiques comme une alternative aux 

fongicides synthétiques (Tian et al., 2001).  

             L’écorce d’orange contient aussi de la cellulose qui est un polymère naturel, elle permet 

d'améliorer le processus de fermentation (Ayala et al., 2021), elle est aussi utilisée dans la 

production de la pâte à papier ou comme matière première pour les dérivés de cellulose 

(Ververis et al., 2007), elle est également utilisée dans les réactions biochimiques telles que la 

production du plastique biodégradable par le dioxyde de carbone (Byrne et al., 2004). 
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             Notamment les composés phénoliques désignent un vaste ensemble de substances qui 

possèdent un ou de plusieurs cycles benzeniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles 

(Quideau et al., 2011). 

              Les composés phénoliques comprennent principalement les acides phénoliques (les 

acides caféique, p-coumarique, férulique et sinapique) sous forme libre et liée, qui agissent 

comme des antioxydants (Vuolo et al., 2019). En effet, la présence de ces composés dans les 

aliments permet de réduire ou traiter des maladies car ils protègent les cellules contre les 

dommages causés par les radicaux libres et ainsi réduisent le risque de nombreuses maladies 

chroniques comme le cancer (Singh et al., 2018). 

           En raison de leurs nombreuses actions biologiques telles que les propriétés anti-

inflammatoires et l’activité anti-hémolytique, antioxydants ces dernières sont les molécules les 

plus importantes (Hosni et Zahed, 2010). 

4. Activités biologiques des écorces d’Orange  

          Les extraits des écorces d’orange et leurs dérivés ont une importance énorme en chimie 

médicinale en raison de leur large spectre de potentiel thérapeutique et des propriétés 

pharmacologiques, une activité anti-inflammatoire a été décrite pour les extraits des écorces 

d’orange (Ho et al., 2008 ; Huang et al., 2010). 

             l’inflammation se définie comme étant la réponse défensive du système immunitaire 

aux stimuli nocifs, tels que les agents pathogènes, les cellules endommagées, les composés 

toxiques ou l'irradiation (Medzhitov, 2010 ;  Calixto et al., 2003). 

           La réponse inflammatoire est l'activation coordonnée des voies de signalisation qui 

régulent les niveaux des médiateurs inflammatoires dans les cellules tissulaires résidentes et les 

cellules inflammatoires recrutées dans le sang (Lawrence, 2009), l’inflammation peut s’étendre 

au reste de l’organisme via la circulation sanguine et cause des dommages irréversibles locaux 

ou généralisés (Nathan, 2002). 

         Les écorces et les graines sont employées pour renforcer les défenses immunitaires 

indispensables, et traiter les maladies dégénératives telles que l'hypertension (Oboh, 2012), le 

cholestérol, le diabète, l’obésité et quelques cancers. Aussi, il prévient contre le rhumatisme et 

la thrombose (Figure 3) (Manish et al., 2013 ; Ercan et al., 2011 ; Tripoli et al., 2007 ;   

Ramful et al., 2011 ; Del-Rio et al., 2004 ; Manthey et al., 2001).  
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          Ce processus d'atténuation et de défense indispensable à la santé, habituellement qui 

contribue à la restauration de l'homéostasie tissulaire et à la résolution de l'inflammation aiguë. 

Cependant, une inflammation aiguë incontrôlée peut devenir chronique, contribuant à diverses 

maladies inflammatoires ainsi que les événements et interactions cellulaires et moléculaires 

minimisent efficacement les blessures ou les infections imminentes (Nathan et Ding, 2010 ; 

Zhou et al., 2016).  

        Bien que les processus de réponse inflammatoire dépendent de la nature précise du 

stimulus initial et de son emplacement dans le corps, ils sont initiés d’abord par les récepteurs 

de la surface cellulaire reconnaissant les stimuli nuisibles puis par l’activation des voies              

inflammatoires, ce qui provoque la libération des marqueurs inflammatoires et le recrutement 

des cellules inflammatoires (Linlin et al., 2018). 

          Les flavonoïdes d’agrumes peut-être liés à leurs interactions avec les principales enzymes 

régulatrices impliquées dans l’activation cellulaire et à la liaison aux récepteurs grâce à leurs 

propriétés participant ainsi à la prévention de certaines maladies (Bocco et al., 1998 ;  manthey 

et al., 2001).  

              De nombreuses enzymes régulatrices (protéine kinase C, phosphodiestérase, 

phospholipase, lipoxygénase et cyclooxygénase) contrôlent la formation des médiateurs 

biologiques responsables de l'activation des cellules endothéliales et des cellules spécialisées 

impliquées dans l’inflammation. Les flavonoïdes de citrus sont capables d'inhiber les kinases et 

les phosphodiestérases essentielles à la transduction et à l'activation du signal cellulaire, ils 

affectent également l'activation d’un certain nombre de cellules impliquées dans la réponse 

immunitaire, notamment les lymphocytes T et B (Manthey et al., 2001). 

        Les flavonoïdes d’agrumes augmentent leur activité anti-inflammatoire à partir des 

propriétés antioxydantes de ces composés (Manthey et al., 2001). Ces derniers sont les 

flavanones glycosylés et les flavones polyméthoxylés (Mouly et al., 1999), elles sont présentes 

sous forme de glycosides ou d'aglycones.  
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       Figure 3 : Les différentes causes de l’inflammation et ses conséquences (Medzhitov, 

2008). 
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Parmi les formes aglycones, la naringénine et l'hespérétine sont les plus importantes et 

parmi les formes glycosidiques, deux types sont classés : les néohespéridosides et les 

rutinosides (Gionfriddo et al., 1996 ; Macheix et al., 1990).  

          Il a été démontré qu’un certain nombre de dérivés aglycones comme la naringénine sont 

utilisés comme agents anti-inflammatoires puissants et inhibent la cytokine pro-inflammatoire 

induite par le lipopolysaccharide dans des macrophages et des modèles ex vivo de sang entier 

humain pour prévenir la parodontite (Bodet et al., 2008). 

        Parmi les glycosides flavonoïdes, la diosmine et l'hespéridine, bloquent l'inflammation à 

plusieurs sites d'action (Kawaguchi, 2006 ; Yeh, 2007), en plus de ces composés, les flavones 

polyméthoxylées (PMF) représentent une autre classe de flavonoïdes d'agrumes 

potentiellement actifs (Manthey, 2001).  

            Les PMF permettent d'inhiber la production de certaines cytokines protéiques pro-

inflammatoires par des monocytes humains stimulés par le lipopolysaccharide bactérien (LPS) 

(Manthey, 1999). A l'inhibition de l'activité enzymatique de la phosphodiestérase-4 dans les 

monocytes humains activés, cette inhibition de la phosphodiestérase était similaire à celle 

rapportée précédemment pour d'autres flavones méthoxylées (Petkov et Nikaido, 1982), parmi 

les PMFs, la molécule heptaméthoxyflavone (HMF) était la plus puissante inhibitrice de la 

phosphodiestérase-4 des monocytes et de la production de cytokines stimulée par le LPS.  

Cependant, bien que ces résultats suggèrent que les Polymethoxylated flavones (CMR) 

d'agrumes pourraient être anti-inflammatoires, aucune à ce jour n’a été évaluée approfondie de 

leurs façons anti-inflammatoires in vivo (Manthey et Bendelle, 2008). 

         Nous rapporterons, pour notre part l’utilisation des composés phénoliques comme agent 

anti hémolytique. Ces composés sont reconnus pour leur forte bio activité qui se traduit au 

niveau de l’organisme par une large gamme de propriétés biologiques, potentiellement 

intéressantes pour contribuer aux effets de santé des produits d’agrumes (Ferreira et al., 2018). 

         L’activité anti hémolytique est un phénomène irréversible causée par la dégradation des 

globules rouges, celle provoquant la libération d'hémoglobine et entraînant la décoloration du 

plasma (Saunders, 2002). Celle-là s'intègre dans la couche lipidique de la partie extérieure de 

la membrane érythrocytaire et modifie la disposition de la partie hydrophile sans modifier la 

fluidité de la partie hydrophobe (Bonarska et al., 2014), cette activité contient une action des 
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polyphénols protégeant les membranes des globules rouges de la lyse osmotique (Chaudhuri 

et al., 2007), les substances qui sont considérés comme ayant une activité anti hémolytique ont 

la capacité de retarder ou à inhiber la lyse des globules rouges, ces derniers sont plusieurs nous 

citerons : l'acide folique, le complément de fer, la vitamine B12 et les corticoïdes (Ferreira et 

al., 2018 ). 

           Il est primordial de rapporter que l’activité antioxydante des écorces d’orange est une 

réaction chimique qui inhibe ou prévient l’oxydation des matières oxydables en éliminant les 

radicaux libres et en diminuant le stress oxydatif, ainsi les poly phénols jouent un rôle important 

comme système de défense contre les radicaux libres (Kim et Lee, 2004 ; Pawar et al., 2016 ; 

Tripoli et al., 2007). 

            Les antioxydants sont classes par leur origine (naturelle ou synthétique) ou leur nature 

(hydrosoluble ou liposoluble) ou bien par le mode d’action (primaires ou secondaires), parmi 

les plus connus sont les caroténoïdes (surtout le β-carotène), l’acide ascorbique, les tocophérols 

(vitamine E) et les poly phénols incluent les flavonoïdes, les tanins et les acides phénoliques 

(Gulcin et al., 2004 ; Berger, 2005 ; Hercberg et al., 2004). 

          Les acides phénoliques agissent comme donneurs de protons ou d’électrons, leur position 

et le degré d’hydroxylation et la méthylation du cycle aromatique sont des facteurs qui 

déterminent l’activité antioxydante des acides cinnamiques qui suit l’ordre décroissant suivant 

: acide chlorogénique, acide caféique, acide férulique, acide coumarique (Blokhina et al., 

2003 ; Robards et al., 1999 ; Soobrattee et al., 2005). 

       Les flavonoïdes sont susceptibles de réagir avec la plupart des espèces réactives oxygénées 

(Fuhrman et al., 1995), ne s’exercent pas seulement par l’inhibition et la désactivation des 

radicaux libres, elles se manifestent aussi par la neutralisation d’enzymes oxydantes et par la 

chélation des traces d’ions métalliques (Cotelle, 2001),  

        Elles ont également des propriétés antiallergiques et une activité antimicrobienne très 

importante qui sont dues à sa richesse en quercetine, hespéridine et diosmine, étant des 

inhibiteurs de l’histamine, l’infectiosite un neurotransmetteur est impliqué dans les réactions 

allergiques et l’inflammation (Gonzalez et al., 2010). 
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Notre travail expérimental a été réalisé au niveau du laboratoire de l’université de BELHADJ 

BOUCHAIB de Ain Témouchent. 

1. Détermination de l’activité cytotoxique anti-hémolytique, anti-inflammatoire et 

antioxydante des extraits des écorces d’orange : 

 1.1 Préparation de la suspension des globules rouges humains (GRh) 

8 ml de sang frais sont récupérés dans des tubes héparinés, au niveau du laboratoire où la prise 

de sang a été effectuée, sur des individus sains. 

Les différents échantillons de sang humain récupérés sont centrifugés à 3000 rpm, pendant 15 

min, afin d’éliminer le plasma et les cellules polynucléaires. Ensuite, le culot de globules rouges 

est lavé trois fois, avec un volume équitable de solution iso-saline. Après cette étape, le volume 

a été mesuré et reconstitué sous forme de suspension de 10 % (v/v) (GRh), avec une solution 

iso-saline et utilisé immédiatement. 

1.2 Test de cytotoxicité des écorces d’orange  

Un test de toxicité est nécessaire, permet de déterminer la mortalité cellulaire induite par un 

composé particulier afin de cibler les concentrations à utiliser. Le principe est de mettre en 

contact des hématies avec les extraites écorces d’Orange à différentes concentrations (10-

200µg/ml), 

Dans une solution isotonique et de suivre le taux d’hémoglobine libérée par les cellules 

hémolysées, afin d’évaluer la cytotoxicité des écores d’orange vis-à-vis, des GRh. 

D’après le protocole de (Bulmus et al., 2003) un volume de 1,6mL de l’extrait méthanolique 

ou éthanolique a différents concentration est mélangé avec un volume de 0,4ml de la suspension 

de GRh (10%).  

Le mélange réactionnel est incubé dans divers condition à 37°C, pendant 30min, ensuite 

centrifugé à 3000rpm pendant 10min et l’absorbance de l’hémoglobine libérée est mesuré à 

560nm. Parallèlement, et dans les mêmes conditions, deux contrôles sont réalisés en remplaçant 

les extraites avec de l’eau physiologique (contrôle négatif) ou avec de l’eau distillée (contrôle 

positif correspondant à 100% d’hémolyse). 

 

 Le pourcentage d’hémolyse est calculé à partir de la formule suivante : 

                                            % d’hémolyse = (At /Ac) X 100  
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                       (Ac = Absorbance du contrôle positif ; At = Absorbance du test).  

1.3 Evaluation de l’activité anti-hémolytique, in vitro, des extraits éthanolique et 

méthanolique par la méthode de stabilisation membranaire des globules rouges  

Le principe de cette méthode est basé sur la capacité des extraits des écorces d’Orange à 

empêcher l’hémolyse des GRh, induite par l’hypotonie et la chaleur et donc prévenir la 

libération de l’hémoglobine. Ce test a été réalisé selon la méthode décrite par d’autres auteurs 

(Sadique et al., 1989; Oyedapo et al., 2010).  

Le milieu réactionnel contenant 0,5 mL de l’extrait des écores d’orange, et l’acide gallique à 

différentes concentrations (10-200 μg/mL), mélangé avec 1,5mL du tampon phosphate (0,9% 

NaCl, pH=7,4) et 2ml d’une solution hypo-saline (0,36 % NaCl), est incubé à 37°C pendant 20 

min. Ensuite 0,5 mL de la suspension de GRh (10%) sont ajoutés à chaque concentration et une 

deuxième incubation est réalisée à 56°C pendant 1h.   

Finalement, les tubes sont refroidis sous l’eau courante et suivis par une centrifugation à 2500 

rpm pendant 5min. Les absorbances du surnageant sont mesurées à 560 nm. En parallèle, un 

contrôle est réalisé en remplaçant l’extrait avec 0,5 mL du tampon phosphate. Le pourcentage 

de stabilité membranaire est estimé à partir de l'expression suivante :  

                           % de stabilité membranaire = (Ac – At / Ac) x100 

                          (Ac : absorbance du contrôle ; At : absorbance du test). 

1.4. Activité Anti-inflammatoire des extraits éthanolique et méthanolique des écorces 

d’orange  

La dénaturation des protéines est l’une des causes de l’inflammation (Williams et al., 2008). 

De études ont évalué l’effet inhibiteur de différents extraits de plantes sur l’activité anti-

inflammatoire in vitro par la méthode de la dénaturation des protéines (Bouhlali et al., 2016). 

L’activité anti-inflammatoire in vitro des extraits des écores d’orange effectuée selon la 

méthode d’inhibition de la dénaturation des protéines (Chandra et al., 2012). 

 Quatre solutions sont préparées. 

 1. La solution d’essai (0,5 ml) composée de 0,45 ml de la solution aqueuse de sérum bovine 

albumine (SBA, 5 %) et 0,05 ml d’extrait avec une concentration de 200 pg/ml ou de 200 ng/ml 

ou de 200 µg/ml (test solution).  
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2. La solution test contrôle (0,5 ml) composée de 0,45 ml de la solution aqueuse de BSA 5 % 

et 0,05 ml d’eau distillé (test control).  

3. La solution contrôle produit (0,5 ml) composée de 0,45 ml d’eau distillé et 0,05 ml d’extraits 

avec une concentration de 250 pg/ml ou de 250 ng/ml ou de 250 µg/ml (control). 

 4. La solution standard test (0,5 ml) composée de 0,45 ml de la solution aqueuse de BSA 5 % 

et 0,05 ml de la solution de standard diclofénac sodique avec une concentration de 250 pg/ml 

ou de 250 ng/ml ou de 250 µg/ml (étalon).  

Toutes les solutions sont été ajustées à pH 6,3 par une solution d’HCL (1N). Les échantillons 

sont incubés à 37 °C pendant 20 min, ensuite la température est augmentée pour garder les 

échantillons à 57° pendant 3 min. Après refroidissement des tubes, 2,5ml de la solution tampon 

phosphate saline (pH=6,3) est ajoutée aux solutions ci-dessus. L’absorbance est lue par le 

spectrophotomètre UV –visible à 416 nm. Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation des 

protéines est calculé comme suit:  

         % d’inhibition = 100-[(DO test solution- DO control/ DO test control)] x 100.  

Le contrôle représente 100% des protéines dénaturées; et les résultats sont comparés avec l’anti-

inflammatoire de référence, le diclofenac sodique. 
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1. Test de cytotoxicité des extraits des écorces d’orange (figure 4)  

                    Le test in vitro de cytotoxicité représentée par le pourcentage d’hémolyse des 

globules rouges humain (GRh) est effectué en utilisant des GRh d’un donneur sain en bonne 

santé. Différentes concentrations de l’acide gallique (Ac. gallique) (polyphénol de référence) et 

des extraits méthanoliques et éthanoliques des écorces d’orange sont testées. Le pourcentage 

de l’hémolyse est évalué, en mesurant l’absorbance de l’hémoglobine libérée des globules 

rouges par hémolyse, en comparaison aux concentrations en Ac. gallique équivalentes. Les 

résultats obtenus sont représentés dans la (figure 4).  

                    Nos résultats montrent que l’extraits méthanoliques des écorces d’orange a la 

concentration de 10 µg/ml et 20 µg/ml présente un pourcentage d’hémolyse de 13,2% et 23,8% 

respectivement ce qui est pratiquement similaire à celui de l’acide gallique qui est de 19.3% et 

28,1% respectivement en comparaison avec le contrôle négatif (C-, 18,2 %), cependant a la 

concentration de 50 µg/ml, on constate que l’effet hémolytique de l’extrait méthanolique des 

écorces d’orange est passé à 26,8% versus 33,8 pour l’Acide gallique et qui est hautement 

significatif. Par ailleurs, on note qu’à la concentration de 100 µg/ml, l’effet hémolytique de 

l’extrait méthanolique des écorces d’orange est passé à 37,3% versus 37,2% pour l’Acide 

gallique, aussi pour la concentration de 200 µg/ml l’extrait méthanolique des écorces d’orange 

montre un pourcentage d’hémolyse de 62,1% contre 41,3% pour l’Acide gallique. 

                     Nos résultats montrent que l’extrait éthanolique des écorces d’orange a la 

concentration de 10 µg/ml et 20 µg/ml présente un pourcentage d’hémolyse de 21,1% et 25,4% 

respectivement ce qui est pratiquement similaire à celui de l’acide gallique qui est de 19.3% et 

28,1% respectivement en comparaison avec le contrôle négatif (C-, 18,2 %), cependant a la 

concentration de 50 µg/ml, on constate que l’effet hémolytique de l’extraits éthanoliques des 

écorces d’orange est passé à 32,3% versus 33,8 pour l’Acide gallique et qui est hautement 

significatif. Par ailleurs, on note qu’à la concentration de 100 µg/ml, l’effet hémolytique de 

l’extrait éthanolique des écorces d’orange est passé à 42,6% versus 37,2% pour l’Acide 

gallique, aussi pour la concentration de 200 µg/ml l’extrait éthanolique des écorces d’orange 

montre un pourcentage d’hémolyse de 56,2% contre 41,3% pour l’Acide Gallique. 

                   On remarque que quel que soit la concentration utilisée, les extraits méthanoliques 

des écorces d’orange provoquent un taux d’hémolyse plus important que celui provoqué par 

l’acide gallique. De la même façon, les extraits éthanoliques des écorces d’orange provoquent 

un taux d’hémolyse plus prononcé que celui de l’acide gallique, quel que soit la concentration 

utilisée. 
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Figure 4 : Comparaison des pourcentages d’hémolyse des globules rouges entre l’acide 

gallique et les extraits méthanoliques et éthanoliques des écorces d’orange. 

   

C- : 18,2% ; C+ : 88,4%. 
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2. Test anti-hémolytique (stabilisation membranaire des globules rouges) des extraits des 

écorces d’orange (figure 5) 

              L’étude in vitro de l’activité anti-hémolytique des extraits méthanoliques et 

éthanoliques des écorces d'oranges est réalisée en utilisant la méthode de stabilisation de la 

membrane des globules rouges (GR). L’évaluation de la stabilisation membranaire est mesurée 

par le taux de libération de l’hémoglobine à 560 nm pour chaque concentration des extraits 

utilisés et en le comparant à une molécule de référence, qui est l’acide gallique étant un 

polyphénol à activité anti- hémolytique. Les résultats obtenus sont représentés dans la (figure 

5).  

        Nos résultats montrent que l’acide gallique à faible concentrations de 10 et 20 μg/ml 

présente un effet anti-hémolytique, protecteur et stabilisateur des membranes des GR, important 

allant de 42,57% à 59,74%.  

             Les données obtenues avec l’extrait méthanolique des écorces d’orange indiquent qu’ils 

Présent une activité importante (48,32 et 68,17%) à faible concentration de 10 et 20 μg/ml. 

Cette activité stabilisatrice de la membrane des GR continue d’augmenter avec la concentration 

des extraits méthanoliques pour atteindre 86,48 et 271,42% lorsque la concentration est 50 de 

200 μg/ml. 

               L’activité protectrice des membranes en présence des extraits éthanoliques augmente 

aussi avec la concentration des extraits éthanoliques des écorces d’orange de 10 et 20μg/ml 

avec une activité importante de 65,16 et 73,27%. 

              L’effet anti-hémolytique des extraits méthanoliques et éthanoliques est par la suite 

comparé à celui de l’acide gallique. Les résultats obtenus montrent que les extraits 

méthanoliques des écorces d’orange, à faibles concentrations ( 10 et 20μg/ml) présentent un 

effet anti hémolytique plus élevé que  l’acide gallique au même concentration, l’effet protecteur 

des extraits méthanoliques est plus fort que celui de l’acide gallique. 

  L’extrait éthanolique d’écorce d’orange induit un effet anti-hémolytique plus important que 

celui de l’acide gallique à concentration (10 et 20 μg/ml). 
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Figure 5 : Comparaison de l’activité anti-hémolytique de l’acide gallique et des extraits 

méthanoliques et éthanoliques des écorces d’oranges. 
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3. Activité anti-inflammatoire de l’extraits méthanolique et éthanolique des écorces 

d’orange (figure 6) 

            La méthode de l’inhibition de la dénaturation protéique est la plus convenable pour 

l’évaluation de l’activité anti-inflammatoire de notre molécule. La protéine utilisée pour ces 

tests est le sérum albumine bovine (SBA). Les résultats de l’inhibition de la dénaturation de la 

SBA sont donnés dans la (figure 6).  

           Nos résultats montrent que le pourcentage d’inhibition protéique de l’extraits 

méthanoliques augmente à la concentration de 10 µg/ml et 20 µg/ml et 50 µg/ml et 100 µg/ml 

et commence a diminué à 200µg /ml, On constate que l’activité anti-inflammatoire et plus 

importante a 100µg/ml, elle est de 86% mais elle reste aussi importante avec un pourcentage 

de 78% à la concentration 50 µg/ml versus 99,18% pour diclofénac. Cependant pour la 

concentration de 200 µg/ml le pourcentage d’inhibition de la dénaturation protéique est de 55% 

comparé à diclofénac qui est de 98,83%. 

              Le pourcentage d’inhibition protéique de l’extraits éthanoliques augmente à la 

concentration de 10 µg/ml et 20 µg/ml et 50 µg/ml et 100 µg/ml et commence a diminué à 

200µg /ml, On constate que l’activité anti-inflammatoire et plus importante a 100µg/ml, elle 

est de 96% mais elle reste aussi importante avec un pourcentage de 82% à la concentration 50 

µM versus 99,18% pour diclofénac. Cependant pour la concentration de 200 µg/ml le 

pourcentage d’inhibition de la dénaturation protéique est de 62% comparé à diclofénac qui est 

de 98,83%. 
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Figure 6 : Comparaison de l’inhibition de la dénaturation protéique par Diclofénac des 

extraits méthanolique et éthanolique des écorces d’oranges. 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Discussion 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



23 
 

          Les écorces d’oranges est un déchet ayant une grande valeur biologique et des avantages 

potentiels pour la santé (Singh et al., 2020). Elles sont une source précieuse de composés 

bioactifs, notamment les flavonoïdes, les acides phénoliques, les tanins, les stilbènes, les 

limonoïdes, les coumarines, les terpénoïdes, les caroténoïdes, les vitamines, les minéraux et les 

fibres alimentaires. elles sont les principales sources de pectine (Tchèque et al., 2021). 

          Ces composés bioactifs sont étroitement lié à diverses activités biologiques et à des 

avantages bénéfiques pour la santé, notamment des effets hypolipidémiques, hypoglycémiants, 

anti cancérogènes, antibactériens, antifongiques, anti-inflammatoires et neuroprotecteurs  en 

raison de leur capacité antioxydante à réduire le stress oxydatif (Lucia et al., 2013). 

           Bien que les plantes soient une riche source de molécules chimiques bénéfiques de 

diverses structures avec différentes propriétés pharmacologiques sur les systèmes biologiques 

(Nisar et al., 2018 ; Valli et al., 2018), certaines plantes peuvent être toxiques pour l'homme. 

Par exemple, certaines des toxicités liées à l'utilisation de substances présente dans les plantes 

médicinales mène à la destruction des globules rouges (Nondo et al., 2015). 

           L’étude de la cytotoxicité des extraits de plantes, in vitro, en utilisant les globules rouges 

comme modèle a été largement utilisée (Novaes et al., 2007). En effet, les érythrocytes 

représentent un bon modèle pour évaluer la cytotoxicité des molécules, organiques et 

inorganiques, naturelles ou synthétiques, par la mesure des dommages cellulaires, avant toute 

investigation sur le mécanisme d'action de différentes molécules, il est important de réaliser un 

test de cytotoxicité. Parmi les différents tests de cytotoxicité permettant d'évaluer une éventuelle 

toxicité au niveau des globules rouges, on trouve le taux d'hémolyse (Pagano et Faggio, 2015). 

            Cet essai est basé sur l'évaluation des altérations des membranes des globules rouges en 

présence d'une éventuelle substance et donc permet d'évaluer l'effet de différentes 

concentrations de biomolécules sur les érythrocytes humains (Kumar et al., 2011). 

            Toute altération au niveau de la structure de la membrane plasmique des globules rouges 

entraîne des signes évidents de souffrance cellulaire. Une méthode d'évaluation de la toxicité 

est basée sur la mesure de l'efflux d'hémoglobine des globules rouges en suspension. 

L'hémolyse, et donc la perte d'hémoglobine (Pagano et Faggio, 2015). 

         Notre travail de Master sur les activités biologiques des extraits méthanoliques et 

éthanoliques des écorces d’orange contribue à la valorisation de ses déchets d’orange. 
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         Selon nos résultats obtenus avec les extraits des écorces d’orange, on constate que l’effet 

cytotoxique est concentration dépendant. Les extraits méthanoliques et éthanoliques des 

écorces d’orange sont cytotoxiques à la concentration de 200 µg/ml puisqu’ils provoquent 62,1 

% et 56,2 % respectivement d’hémolyse et ne doivent donc pas être utilisés à cette 

concentration. 

         L’extrait méthanolique des écorces d’orange provoque par contre un pourcentage 

d’hémolyse de 13,2 % et 23,8% et 26,8% à la concentration de 10-20-50 µg/ml semble être la 

concentration faiblement toxique. Aussi la concentration de 100 μg/ml et 200μg/ml le 

pourcentage d’hémolyse est de 37,3% et 62,1 % respectivement. Ainsi, la concentration de 10 

μg/ml semble être la moins toxique. 

         L’extrait éthanolique des écorces d’orange provoquent par contre un pourcentage 

d’hémolyse de 21,1 % et 25,4% et 36,3% à la concentration de 10-20-50 µg/ml semble être la 

concentration faiblement toxique. Aussi à la concentration de 100 μg/ml et 200μg/ml le 

pourcentage d’hémolyse est de 42,6% et 56,2 % respectivement. Ainsi, la concentration de 10 

μg/ml semble être la moins toxique. 

          En effet, selon une étude précédente de (Mossman, 1983) pour mesurer la toxicité de 

l’extrait éthanolique sur les cellules humaines HFF (Human Foreskin Fibroblasts) ont montré 

aucun effet toxique sur les cellules humaines, au contraire elle améliore le fonctionnement des 

cellules, mais il est toxique pour les cellules humaines HFF en mitose de concentrations 125 

μg/ml a 1000 μg/ml, cette étude est en accord avec l’étude de (karatoprak et al., 2020).    

L’extrait éthanol d’agrume a montré une activité plus toxique dans les cellules cancéreuses et 

n'a pas affecté la viabilité des cellules saines.  

          D’autre étude de (Bagavan et al., 2010) les extraits méthanoïque des écorce d’Orange ( 

C. sinensis L. Osbeck (Rutaceae)) ont été évalués par utilisation du test MTT (test de 

prolifération) sur la lignée cellulaire du cancer du larynx humain (HEp-2) et la lignée cellulaire 

normale (Véro), ces extraits se sont révélés non toxiques jusqu'à une concentration de 

100μg/mL, 

             En effet les études montrent que certains métabolites secondaires possèderaient des 

propriétés anti-hémolytique (Fiot et al., 2006), selon une étude précédente de (Segun et al., 

2018) sur le méthanols de l'écorce de Citrus aurantium qui ont été évalués par utilisation du test 

MTS (test de prolifération déterminent la viabilité cellulaire in vitro) qui résulte que les 

composés qui ont été préparées montré aucun effet considérable sur le métabolisme cellulaire 
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et la viabilité des cellules cancéreuses humaines HepG2 (carcinome hepatocytaire du foie) et 

A349 (poumon), MCF7 (sein) et PC3 (prostate), se révélée posséder une activité au-dessous de 

100 µg/mL contre les cellules cancéreuses La sélectivité des composés isolés a été évaluée à 

l’aide des cellules normales de l’épithélium de la prostate humaine (PNT2). 

        Nos résultats sont en accord avec cette étude car les extraites éthanolique et méthanolique 

des écorces d’orange que nous avons testé montre un effet cytotoxique qui augmente 

proportionnellement avec la concentration.  

        Ainsi la toxicité des extraits dépend de la concentration et aussi des constituants des 

extraits. A forte concentration, parmi les constituants de plantes, les flavonoïdes sont impliqués 

dans l'oxydation de l'hémoglobine, la perturbation de la structure membranaire et 

l’augmentation de la conductimétrie et donc l'hémolyse des érythrocytes, en raison d’effets pro-

oxydants qu’ils peuvent exercer (Galati et al., 2002). 

           Aussi, les érythrocytes sont considérés comme une cible majeure pour les radicaux libres 

en raison de la présence à la fois d'une forte concentration membranaire d'acides gras 

polyinsaturés et du transport d'oxygène associé aux molécules d'hémoglobines actives, qui sont 

des promoteurs puissants d'espèces réactives de l'oxygène (Ebrahinzadeh et al., 2009). Par 

exemple, l’acide gallique est utilisé dans notre travail comme un polyphénol de référence. A 

faible concentration, l’acide gallique n’est pas toxique. A forte concentration, il est capable de 

réduire Fe3+ en Fe2+, ou Cu2+ en Cu+, et ainsi d’enclencher la réaction de Fenton avec formation 

du radical hydroxyle (Kessler et al., 2002). 

          Dans notre travail, l’acide gallique à 200 ug/ml montre une toxicité de 41,3 % 

d’hémolyse. Nos résultats montrent que les extraits méthanoliques et éthanoliques des écorces 

d’orange provoquent un taux d’hémolyse plus important que celui provoqué par l’acide 

gallique. Ceci peut être dû à la présence de nombreux constituants dans les extraits des écorces 

d’orange. 

         La méthode anti-hémolytique de GRh est la meilleure méthode pour la détermination, in 

vitro, du pourcentage de stabilisation membranaire (Oyedapo et al., 2010), La membrane 

érythrocytaire est analogue à la membrane lysosomale, dont la stabilisation est importante pour 

limiter la réponse inflammatoire, en empêchant la libération de constituants lysosomaux de 

neutrophiles activés, tels que les enzymes bactéricides et les protéases, ce qui entraine une 

inflammation tissulaire et des dégâts, suite à une libération cellulaire supplémentaire 

(Murugasan et al., 1981).  
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                 La stabilisation de la membrane des globules rouges a été étudiée pour établir le 

mécanisme d’action anti-hémolytique des extraits méthanoliques et éthanoliques des écorces 

d’orange, Nous avons utilisé une molécule de référence qui est l’acide gallique induise des 

effets anti-hémolytiques différents. En effet, nos résultats montrent que l’extrait méthanolique 

de 200 μg/ml montre un effet anti-hémolytique important, protecteur et stabilisateur des 

membranes des GRh d’environ 271,42%. Ainsi que l’extrait éthanolique à 200 μg/ml montre 

un effet anti-hémolytique d’environ 354,28% 

           L’acide gallique à faible concentrations (10 et 20 μg/ml) induit un effet anti-

hémolytique, protecteur et stabilisateur des membranes des GR, important et généralement 

faible. 

Dans notre travail, les deux extraits ont été efficaces pour inhiber l’hémolyse, et on a 

constaté que la stabilité membranaire continue d’évoluer avec l’augmentation de la 

concentration. De plus, ces extraits montrent une activité anti-hémolytique identique ou 

supérieure à celle de l’acide gallique à la concentration de 250 μg/ml (Chippada et al., 2011 ; 

Rani et al., 2014 ; Garbi et al., 2017). Plusieurs études ont rapporté l’efficacité des extraits de 

plantes médicinales sur la stabilisation de la membrane du globule rouge (Sadique et al., 1989 

; Oyedapo et al., 2010 ; Gadamsetty et al., 2013). 

 

Selon l’étude de (Rios et al., 1988), il a été démontré que l’extrait méthanolique de 

Citrus aurantium avec des concentrations variables de (10mg/ml, 20mg/ml, 30mg/ml et 

40mg/ml) obtenu une augmentation des pourcentages de stabilisation membranaire en inhibant 

la lyse de la membrane érythrocytaire induite par l'hypotonicité, dans 50mg d’extrait de 

méthanole , on obtient 29.88% d'inhibition de l'hémolyse. 

 

Aussi, les résultats d’une étude de Louerrad ont montré que les extraits éthanoliques  

de Hyloxylon scoparium avec concentrations de (10mg/ml, 20mg/ml, 30mg/ml et  40mg/ml) 

marque une stabilisation de la membrane avec un pourcentage d’inhibition de hymolyse de 63% 

à une concentration de 20mg/ml, alors que l’effet anti-hémolytique des extraits peut être attribué 

au fait que l’extrait équilibre la pression osmotique entre les deux milieux, ou se fixe sur 

l’aquaporine qui empêche l’eau d’entrer aux hématies, et le pourcentage de stabilisation 

augmente lorsque la concentration augmente (Louerrad et al., 2016). 

         Cependant, l’effet anti-hémolytique peut être attribué aux métabolites secondaires 

présents dans ces extraits tel que les flavonoïdes et les polyphénols (Hatia et al., 2014).  
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Ces études nous démontrent que les extraits méthanoliques et éthanoliques protègent les 

GRh contre l’hémolyse proportionnellement à la concentration ce qui est on accord avec nos 

résultats.  

            La dénaturation des protéines est un processus dans lequel les protéines perdent leur 

structure tertiaire et leur structure secondaire par application d'un stress ou d'un composé 

externe, tel qu'un acide ou une base forte, un sel inorganique concentré, un solvant organique 

ou de la chaleur la plupart des protéines biologiques perdent leur fonction biologique 

lorsqu'elles sont dénaturées. La dénaturation des protéines est une cause bien documentée 

d'inflammation (Leelaprakash et Mohandass, 2011), les agents qui peuvent empêcher la 

dénaturation des protéines seraient donc utiles pour le développement de médicaments anti-

inflammatoire (Chandra et al., 2012). La majorité des médicaments anti-inflammatoire 

cliniquement importants appartiennent à la classe des stéroïdes (glucocorticoïdes) ou des 

thérapies chimiques anti-inflammatoires non stéroïdiennes tels que diclofénac, Ces molécules 

bien qu’étant efficaces présentent le plus souvent des effets indésirables, qui peuvent gêner leur 

utilisation à long terme (Bushra et Aslam, 2010). Le Diclofénac sodique (acide phényl 

acétique), est l'un des médicaments anti–inflammatoires non stéroïdiens le plus utilisé (AINS), 

en raison de ses propriétés anti-inflammatoires, analgésiques et antipyrétiques puissantes. C’est 

un inhibiteur de la COX-2 et agit en diminuant le niveau d'acide arachidonique libre (Goodman 

et Gilman, 2001). 

                   Des études sur l'interaction du Diclofénac avec les constituants membranaires, 

notamment les bicouches de phospholipides ont montré que le Diclofénac se localise 

préférentiellement dans les groupes polaires des phospholipides à proximité de la région 

phosphate. Il a la capacité de former une liaison hydrogène avec les molécules d'eau ou le 

groupe polaire des phospholipides modifiant l'affinité de la membrane pour l'eau.  

De plus, le Diclofénac est chargé négativement et sa présence dans la région polaire modifie les 

propriétés électrostatiques des phospholipides qui influencent la structure de la bicouche 

lipidique (Moreno et al., 2009). 

             L’activation incontrôlée ou prolongée de l’inflammation in vivo peut provoquer des 

altérations dangereuses, telles que la dénaturation de protéines. Ces dernières subissent une 

perte de leur structure qui aboutit à l’exposition d’autoantigènes (Clos, 2012), donnant 

naissance à de nombreuses maladies (arthritiques, rhumatoïdes,…) (Lanneau, 2010). 

         L’activité anti-dénaturante des extraits pourrait être due à l’interaction de certains 

composants avec deux sites (présents au niveau de certaines protéines exemple : albumine) de 
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liaisons riches en Tyrosine, Thréonine et Lysine (Williams et al., 2002 ; Duganath et al., 

2010). 

        Des études ont démontré que de nombreux flavonoïdes et polyphénols contribuent de 

manière significative à l’activité anti-inflammatoire de nombreuses plantes (Luo et al., 2002 ; 

Okoli et Akah, 2004). 

         Selon une étude de (Lakache et al., 2019) .démontrée que l’extrait méthanolique d’Olea 

europaea traité par l’œdème de la patte de souris  induit une inhibition de la dénaturation 

protéique a 100 mg/ml  de 71,42 % , il a bien été constaté que cette dérive d’inhibition de la 

synthèse de l’interleukine-1 (IL-1) et le facteur de nécrose tumorale-α (TNF-α), principaux 

inducteurs de l’expression des molécules adhésives sur la paroi vasculaire. 

               Une autre étude menée par (Arezki et Atoui, 2017), pour les extraits éthanoliques des 

pépins de Pamplemousse, le pourcentage d’inhibition le plus élevé 86.74% est obtenu avec la 

concentration de 50 mg/ml Ces résultats coïncident avec d’autres résultats selon lesquels 

l’activité anti-dénaturante, des composés naturels isolés à partir des plantes, est plus importante 

lorsque la concentration est faible (Williams et al., 2008). 

           Dans notre étude la diminution de l’effet de l’inhibition de la dénaturation protéique des 

extraits éthanoliques et méthanoliques des écorces d’oranges avec l’augmentation de la 

concentration pourrait impliquer un effet antagoniste des composés phénoliques minoritaires 

qu’il contient, parmi ses composants certains exerceraient un effet opposé à d’autres se 

manifestant lorsque leur concentration est élevée. D’un autre côté, elle pourrait être liée à la 

formation d’agrégats suite à la forte interaction entre l’albumine et certains composés 

(provoquent la précipitation de l’albumine), et on constate que l’effet anti-dénaturant des 

polyphénols est inversement proportionnel à la concentration.  
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Des propriétés biologiques, anti-hémolytique, anti-inflammatoires des extraits des 

écorces d’orange ont été démontré grâce à ces dérivés naturels et synthétiques intéressantes 

avec un potentiel clinique et bénéfique pour la santé humaine contre diverses maladies.  

Au cours de ces dernières années les extraits des écorces d’orange constituent un champ 

de recherche très vaste, on s’attend à ce que de nouveaux médicaments à base de ces extraits 

soient découverts en utilisant des stratégies modernes.  

Dans ce travail de master, nous avons utilisé les extraits méthanoliques et éthanoliques 

des écorces d’orange pour tester ces activités biologiques in vitro. 

Nos résultats ont montré que ces extraits ont démontré une activité cytotoxique à la 

concentration de 3 mg/ml, cependant elle est faiblement toxique à la concentration de 1mg/ml 

puisqu’elle induit une faible hémolyse. 

Les résultats de ce présent travail démontrent que les extraits méthanoliques et 

éthanoliques des écorces d’orange ont des effets anti-hémolytique considérables 

comparativement à la molécule de composés phénoliques testée, à savoir l’acide gallique. Ainsi, 

elles procurent une stabilité membranaire des GRh qui a des similitudes avec d’autres 

membranes cellulaires, notamment la membrane du lysosome. 

Les extraits des écorces d’orange présentent une activité anti-hémolytique importante. 

Les différents extraits des écorces ont aussi révélé une inhibition efficace de la dénaturation 

thermique de l’albumine sérique avec des pourcentages maximaux de l’extrait méthanolique a 

86%, l’extrait éthanolique a 96% et 99,18 % celui de Diclofénac. Ils sont donc dotés d’une 

activité anti-inflammatoire surtout à faible concentration. 

Notre travail permet donc de conclure que les écorces d’orange n’est pas un déchet et 

ne doit pas être jetée. En effet, elle contient des molécules ayant des activités anti-

inflammatoires et anti-hémolytiques à faible concentration. Ces écorces peuvent être extraits et 

utilisées dans différents domaines. 

A cet effet, nos résultats ouvrent de larges perspectives pour d’autres études afin de : 

 - Déterminer et purifier les extraits bioactives responsables de l’activité. 

 - Évaluer leur activité anti-inflammatoire in vivo en étudiant la toxicité.  

- Déterminer leur mécanisme et leur mode d’action. 
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