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La médecine traditionnelle demeure le recours principal d’une grande majorité des

populations pour résoudre leur problème de santé, non seulement pour les moyens financiers

limités face aux produits conventionnels, mais aussi pour éviter les effets secondaires que

présentent la majorité des médicaments synthétiques. Selon l’organisation mondiale de la

santé, près de 80% des populations dépendent de la médecine traditionnelle pour des soins de

santé primaire (Ladoh et al., 1997).

Les plantes et les sources naturelles forment la base de la médecine traditionnelle grâce à

leur richesse en composés actifs (polyphénols, flavonoïdes, tanins, alcaloïdes) qui ont

démontrés des activités biologiques: antimicrobiennes, antioxydants, antiarythmiques,

antifongiques, anti-inflammatoires, et anticancéreuses. (Chutia et al., 2009 ; Kamal et al.,

2011).

Le genre de Citrus appartenant à la famille des Rutaceae est l’une des cultures les plus

largement cultivées dans le monde à cause de leurs bénéfices nutritionnelles, ils sont

principalement utilisés dans les industries alimentaires dont les écorces sont le principal sous

produit durant leur transformation. (Gmitter et al., 2007).

Au cours des dernières décennies, un grand nombre d’études ont été menés dans le but

d’identifier les composants bioactifs présents dans les différentes parties des citrus, dans une

tentative de gagner une compréhension plus profonde de la corrélation entre le régime

alimentaire, les prestation de santé et la réduction du risque des maladies (Barreca et al.,

2011).

Les écorces des citrus, en particulier, sont une source riche en flavonoïdes naturels à

haute propriétés pharmacologiques et elles contiennent une grandes quantité de phénols en

comparant avec la portion comestible (Okonogi et al., 2007).
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Dans l’objectif de déterminer l’intérêt biologique des écorces et des pulpes de Citrus limon et

Citrus sinensis la présente étude porte sur :

 L’extraction et le dosage des composés phénoliques de l’écorce et de la pulpe de

chaque espèce de citrus (citrus limon et citrus sinensis).

 L’évaluation in vitro des activités antioxydants (effet scavenger vis-à-vis du DPPH et

ABTS).

 L’étude préliminaire in vitro de l’activité anti-inflammatoire (stabilisation

membranaire et dénaturation protéique).



Synthèse

bibliographique
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I.1. GENERALITES SUR LES AGRUMES

I.1.1. HISTORIQUE SUR LES AGRUMES

Le mot « agrume » provient du latin « acrumen », qui désignait dans l’antiquité des

arbres à des fruits acides. Originaires d'Asie, notamment d'Indonésie, de Chine, d'Inde ou du

Japon, les agrumes sont cultivés depuis des millénaires. Un texte datant de 2200 avant J.C

évoque déjà sa présence en Chine à cette époque. Vinrent ensuite le citronnier, importé par les

Arabes au XIIe siècle, puis l'oranger et le mandarinier au XIXe siècle, qui vit par la même

occasion le développement des fameuses 'orangeries', ces serres spécifiques à la culture de ces

plantes frileuses sous des climats européens. Depuis la culture des agrumes n'a cessé de

s'étendre de par le monde dans les zones subtropicales et tropicales (Marouf et Raynand,

2007).

I.1.2. CARACTERES GENRAUX

C’est l’ensemble des végétaux cultivés de la famille des rutacées, appartenant à 3 genres

botaniques, se sont des arbustes ou arbres fruitières épineux de petite taille (4 à 9 m) à port

arrondi à feuille persistant. Différents espèces sont cultivées pour leur fruits : citronnier,

clémentinier, mandarinier, oranger, pamplemousse, etc. et qui présentent les fruits à des tailles

et des poids variables en forme sphériques, l’épicarpe jaune, orange, ouvert contient des

poches sécrétrices d’huile essentielle. L’endocarpe est divisé en quartier (de 9 à 16) composés

de poils vésiculeux. On les rencontre dans les pays méditerranéens et en Afrique du sud, ils

constituent la première production fruitière mondiale (Marouf et Raynand, 2007).

I.1.3.LES PRINCIPAUX CITRUS

I.1.3.1.CITRUS LIMON

A) Description botanique

Le citronnier est un arbre qui atteint 2.5 à 3 m de haut appartenant à la famille des

Rutacées, épineux probablement originaire de sud de la chine. Ces feuilles coriaces sont très

aromatiques lorsqu’on les froisse et ses fleurs blanches aux pétales épais dégagent un

délicieux parfum, elles donnent des fruits allongés caractéristiques, jaune vif à maturité

(Figure N°1).
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Figure N°1 : Fruit de citron avec l’apparence à section

Le citronnier c’est une espèce

subtropicaux. Il se développe dans

citronnier est aussi cultivé dans les régions tempérées du monde

l’Espagne et les pays d’Afrique de

citrons incluent des pays de l’Est,

pays (Chandrika et al., 2011)
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de citron avec l’apparence à section transversale (FAO, 2010)

très cultivée aujourd’hui dans des climats tropicaux

l se développe dans l’endroit où la température se situe entre 16°C et 29°

dans les régions tempérées du monde, dans les pays comme l’Italie,

e et les pays d’Afrique de nord. D’autre cultivateurs et exportateurs principaux des

l’Est, comme Malaisie, Nouvelle-Calédonie, Australie

2011).
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(FAO, 2010)

climats tropicaux et

entre 16°C et 29°C. Le

pays comme l’Italie,

et exportateurs principaux des

Australie et d’autres
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B) Taxonomie (Goetz, 2014)

La classification botanique de Citrus limon est donnée comme suit :

Règne : plantae

Sous Règne : tracheobionata

Division : magnoliophyta

Classe : magnoliopsida

Ordre : sapindales

Famille : Rutacées

Genre : Citrus

Espèce : Citrus limon

C) Composition chimique

Comme tous les agrumes, le citron est un fruit très juteux renfermant 90% d’eau, fortement

acide (pH inférieur à 3). L’acidité est due essentiellement à l’acide citrique accompagné de

faibles quantités d’acides malique, caféique et férulique. Le fruit présente une haute teneur en

vitamine C (40 à50 mg/100g) et un large éventail de vitamines du groupe B avec des quantités

considérables des flavonoïdes. La teneur de ce fruit en glucides est faible mais les fibres

(cellulose, hémicelluloses et pectines) représentent 2,1% du poids total. La teneur en protéines

ne dépasse pas 1g/100g. Diverses substances minérales ont été identifiées dans le citron à une

concentration de 0,5g/100g dont le potassium est le minéral le plus abondant. L’arôme du

citron résulte de ses huiles essentielles (HE) abondantes dans les vacuoles de l’écorce; il s’agit

d’un mélange de limonène, du citral, du citronellal et des coumarines (Pierre et al, 2001).
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D) Usage thérapeutique traditionnel

Depuis longtemps, le fruit et les écorces de Citrus limon ont été utilisés pour le traitement

de quelques maladies telles que le rhume, la grippe, l’angine, la fièvre, c’est un

antiscorbutique et un important désinfectant qui a déjà été utilisé pour la préparation du

champ opératoire et en dermatologie pour combattre certaines affections de la peau, aussi

comme un antidote pour divers poisons et spécialement les morsures des scorpions. Par

ailleurs, il a été aussi employé pour empêcher les nausées et les vomissements pendant la

grossesse, pour arrêter les saignements nasals, il est utile contre les thromboses et également

considéré un tonique de l’organisme et un stimulant de l’appétit.

Le Citrus limon est aussi très utilisé en cosmétique, il hydrate la peau, fortifie les angles

fragiles, fait briller les cheveux tout en atténuant les pellicules (virbel-Alonso, 2011).

I.1.3.2. CITRUS SINENSIS

A) Description botanique

L'oranger est un arbuste sempervirent, pouvant atteindre 10 mètres de haut, avec des

branches épineuses et des feuilles de 4 à 10 cm de long. Il est originaire de l'Asie du Sud-est,

soit de l'Inde, soit du Viêt Nam ou du sud de la Chine. Le fruit du Citrus sinensis est

appelé orange douce pour le distinguer de l'orange amère, fruit du Citrus aurantium, le

bigaradier (ou oranger amer), des fleurs duquel on tire l'essence de néroli et l'eau de fleur

d'oranger.(Figure N° 2)
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Figure N°2 : Coupe transversale

B) Taxonomie (Hequet et al.

La classification botanique de

Règne : Plantae

Embranchement : Spermatophyte (angiosperme)

Classe : Dicotylédone

Ordre : Rutales

Famille : Rutacée

Genre : Citrus

Espéce : Sinensis

C) Composition biochimique

L’orange contient en moyenne 12 % de glucides (40% de saccharose), de la vitamine C

(80mg/100g), vitamines P, B1, B9, E, provitamine A. Riche en calcium (40 mg /100 g), riche

en pectines, elle a un rôle de régulateur du transit intestinal. Elle contient un
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transversale de fruit de citrus sinensis (Goudeau

et al. 2009)

La classification botanique de Citrus sinensis est donnée comme suit :

Spermatophyte (angiosperme)

n biochimique

L’orange contient en moyenne 12 % de glucides (40% de saccharose), de la vitamine C

(80mg/100g), vitamines P, B1, B9, E, provitamine A. Riche en calcium (40 mg /100 g), riche

pectines, elle a un rôle de régulateur du transit intestinal. Elle contient un
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(Goudeau et al., 2008).

L’orange contient en moyenne 12 % de glucides (40% de saccharose), de la vitamine C

(80mg/100g), vitamines P, B1, B9, E, provitamine A. Riche en calcium (40 mg /100 g), riche

pectines, elle a un rôle de régulateur du transit intestinal. Elle contient une flore mésophile
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(Levures et lactobacilles) indispensable pour une bonne digestion (Milind et Andchatarvedi,

2012).

D) Utilisation en traditionnel de Citrus sinensis

Les fruits et les écorces ont été utilisés pour prévenir plusieurs maladies telles que des

maux de tête et des maladies chroniques comme le diabète. D’autre part, il joue un rôle

important dans le combat de la prolifération des microorganismes. Il a été aussi considère

comme un agent puissant antioxydant et hypotenseur. Les écorces ont également été utilisées

pour tuer des larves de moustiques.

I.2. LES COMPOSES PHENOLIQUES

A côté des métabolites primaires (glucides, protides et lipides), les végétaux accumulent

fréquemment d’autres métabolites dits « secondaires », qui présentent une source importante

de molécules utilisables par l’homme. Ces métabolites font l’objet de nombreuses recherches,

notamment le cas des polyphénols végétaux qui sont largement utilisés en thérapeutique

(Macheix et al., 2005).

I.2.1. DEFINITION DES POLYPHENOLS

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires largement répandus dans le

règne végétal. Ils sont localisés de façon hétérogène dans toutes les parties des plantes. Ces

composés se caractérisent par la présence d’au moins un noyau aromatique et un ou plusieurs

groupes hydroxyles, en plus d’autres fonctions (carboxyliques(COOH),...).

Les composés phénoliques interviennent dans différents aspects de la plante, ils sont

impliqués dans la physiologie, dans les mécanismes de défense, ainsi que dans la coloration

de la plante (Macheix et al., 2005). Ils possèdent également un large spectre d’activités

biologiques et pharmacologiques comme antioxydants, anti-inflammatoires, anticancéreux et

des activités contre les maladies cardiovasculaires. Ces activités sont attribuées en partie à la

capacité de ces composés à réduire les radicaux libres, ainsi qu’à leurs affinités de liaison

pour une grande variété de protéines dont certains enzymes et récepteurs.
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I.2.2.CLASSIFICATION

Les composés phénoliques peuvent être regroupés en plusieurs classes allant de composés

présentant un simple noyau phénolique à des composés polymériques complexes et qui se

différencient d’abord par: (Hopkins, 2003)

 La complexité du squelette de base (allant d’un simple C6 à des formes très

polymérisées).

 Par le degré de modification de ce squelette (degré d’oxydation, d’hydroxylation et de

méthylation).

 Par les liaisons possibles de ces molécules de base avec d’autres molécules (glucides

et protéines).

Les différentes classes de polyphénols sont regroupées dans le tableau si dessous :
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Tableaux°1 : Les principales classes des composés phénoliques (Beta et al., 2005).

Squelette

carbonée

Classe Exemple Origine

C6 Phénols simples Cathéchols Nombreuses espèces

C6-C1 Acides

hydroxybenzoiques

p-Hydroxybenzoique Epices,fraises

C6-C3 Acides

hydroxycinnamiques

Coumarines

Acide caféique

Acide férulique

Scopolétine

Pomme de

terre,pomme

Citrus

C6-C4 Naphtoquinones Jugolone Noix

C6-C2-C6 Stilbénes Resvératrol Vigne

C6-C3-C6 Flavonoides

Isoflavonoides

Kaempférol,quercétine

Cyanidine,pélargonidine

Catéchine,épicatéchine

Naringénine

Daidzéine

Fruits,légumes,fleurs

Pommes,raisin,citrus

Soja, pois

(C6-C2)2 Lignanes Pinorésinol Pin

(C6-C3)n Lignines Bois,noyau des fruits

C15 Tanins Raisin rouges,kaki

A) Les acides phénoliques

Les acides phénoliques se caractérisent par la présence d’une fonction acide et plusieurs

fonctions phénoliques, ces acides sont rarement présents à l’état libre et ils sont en général

combinés à d’autres molécules organiques. Les acides phénoliques sont divisés en deux

classes :
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 Les acides hydroxy-benzoïque

Ce sont des dérivés de l’acide benzoïque, (p

généralement présents à très faibles concentrations chez les végétaux comestibles

al., 2005). Le tableau ci-dessous montre les dérivés de l’acide hydroxy

TableauN°2 : L

 Les acides hydroxy-cin

Représentent une classe très importante dont la structure de base est dérivée de l’acide

cinnamique (p-comarique, caféique, férulique)

sont représentés dans le tableau suivant

Dérivés R1

Acide

parahydroxybenzoique H

Acide protocatéchique H

Acide vanilique H

Acide gallique H

Acide syringique H

Acide salicylique OH

Acide gertisique OH

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

benzoïques :

sont des dérivés de l’acide benzoïque, (p-hydroxybenzoïques, galliques, syringiques) sont

généralement présents à très faibles concentrations chez les végétaux comestibles

dessous montre les dérivés de l’acide hydroxy-benzoique

Les acides hydroxybenzoiques (Fadel. et al., 2011)

cinnamiques

Représentent une classe très importante dont la structure de base est dérivée de l’acide

, caféique, férulique) (Macheix et al., 2005). Les différents dérivés

dans le tableau suivant :

Acides hydroxybenzoïques

R2 R3 R4

H OH H

OH OH H

OCH3 OH H

OH OH OH

OCH3 OH OCH3

H H H

H H OH
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hydroxybenzoïques, galliques, syringiques) sont

généralement présents à très faibles concentrations chez les végétaux comestibles (Macheix et

benzoique :

., 2011)

Représentent une classe très importante dont la structure de base est dérivée de l’acide

Les différents dérivés

Formule
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Tableau N°3: les acides hydroxy

Dérivés R1

Acide

paracoumarique H

Acide caféique OH

Acide férulique OCH3

Acide sinapique OCH3

B) Les flavonoïdes

Ils représentent une famille large de polyphénols.

des colorations jaune, orange et rouge de différents organes. Leur

caractérisée par un squelette carboné de type diphényl 1,3

de carbone répartis en deux cy

pyrène C contenant un oxygène

Figure N°3 : Structure de base des

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

les acides hydroxy-cinnamiques (Wang et al.,

Acides hydroxycinnamiques

R2 R3 Formule

OH H

OH H

3 OH H

3 OH OCH3

ne famille large de polyphénols. Ils constituent des pigments responsables

des colorations jaune, orange et rouge de différents organes. Leur structure moléculaire est

caractérisée par un squelette carboné de type diphényl 1,3-propane qui comprend 15 atomes

de carbone répartis en deux cycles benzéniques notés A et B reliés entre eux par

pyrène C contenant un oxygène (Ghedira, 2005).

Structure de base des flavonoïdes (Ghedira, 2005)
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2005)

Formule

Ils constituent des pigments responsables

structure moléculaire est

propane qui comprend 15 atomes

cles benzéniques notés A et B reliés entre eux par un noyau

2005)
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Les flavonoïdes sont souvent rencontrés dans les fruits (notamment du genre Citrus où ils

représentent jusqu’à 1 % des fruits frais) et les légumes. Des boissons telles que le vin rouge,

le thé, le café et la bière. Ils constituent un groupe d’antioxydants naturels qui présentent un

intérêt de plus en plus important grâce à leurs propriétés anti-inflammatoires, antiallergiques,

antivirales et antimicrobiennes. En effet ces métabolites sont capables de réduire les radicaux

libres (le superoxyde, le peroxyle, l’alkoxyle et l’hydroxyle) impliqués particulièrement dans

la peroxydation lipidique (Vanamala et al., 2006).

Selon le degré d’oxydation de l’hétérocycle central, les flavonoïdes sont divisés en plusieurs

classes : les flavones, les flavonols, les flavanones, les anthcyanes et les isoflavones. (Jiang,

Y.et al., 2007). La structure de quelques classes de flavonoides est représentée dans la figure

N°4 :

 les flavones : ils présentent une double liaison, en position 2-3 et le noyau aromatique

B est fixé en position 2. Moins répandus dans les fruits et les légumes que les

flavonols. Les flavones sont principalement présents sous forme de glycosides, de

lutéoline et d’apigénine (Tsao, 2010).

 Les flavonols : ils sont caractérisés par la présence d’une double liaison en position 2-

3 et d’un groupement hydroxyle en C3. Ce sont les flavonoïdes les plus répandus dans

le règne végétal. Ils sont les plus souvent présents sous forme de glucosides, avec une

molécule de glucose ou de rhamnose (Jiang.et al., 2007).

 Les flavonones : ils se caractérisent par la saturation de l’hétérocycle le plus souvent

glycosilées par un disaccharide en C7 (Jiang et al., 2007).

 Les isoflavones : ils se différencient des flavones par la fixation du noyau benzenique

au carbone 3 de l’hétérocycle. Ils sont présents presque exclusivement dans les

légumineuses et plus particulièrement dans les fabacées (Jiang et al., 2007).

 Les anthocyanes : ils constituent le groupe de pigments qui sont dissouts dans les

vacuoles des cellules épidermiques des fleurs et des tissus auxquels ils donnent des
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couleurs rose, rouge, bleu et violet. Ils sont présents dans le vin rouge, certaines céréales,

certains légumes feuillus ou racinaires (chou rouge, oignon rouge, radis)

Forkman., 1993).

Figure N°4: Structure moléculaire des

C) Les tanins

Les tanins sont des substances polyphé

moléculaire comprise entre 500 et 3000,

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

couleurs rose, rouge, bleu et violet. Ils sont présents dans le vin rouge, certaines céréales,

légumes feuillus ou racinaires (chou rouge, oignon rouge, radis)

Structure moléculaire des flavonoïdes (Ghedira, 2005)

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structures variées, ayant une masse

moléculaire comprise entre 500 et 3000, se sont des molécules fortement hydroxylés qui
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couleurs rose, rouge, bleu et violet. Ils sont présents dans le vin rouge, certaines céréales,

légumes feuillus ou racinaires (chou rouge, oignon rouge, radis) (Heller et

(Ghedira, 2005).

ayant une masse

sont des molécules fortement hydroxylés qui
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présentent à côté des réactions classiques des phénols, la propriété de précipiter les alcaloïdes,

la gélatine, et d’autres protéines) et peuvent former des complexes insolubles lorsqu’ils sont

associés aux glucides, aux protéines et aux enzymes digestives.

Les tanins sont largement répandus dans les organismes végétaux et plus particulièrement

dans les fruits, les graines de céréales et diverses boissons. Dans l'alimentation humaine, les

sources les plus importantes de tannins sont le vin et le thé. On distingue: les tanins

hydrolysables et les tanins condensés (Takuo et al., 1988).

 Tanins hydrolysables

Se Sont des polyphénols ayant un poids moléculaire plus faible et précipitent beaucoup moins

les protéines que les tanins condensés. Ils peuvent diminuer la dégradation des parois et être

hydrolysés dans l’intestin en libérant des produits toxiques pour le foie et le rein. (Bruneton,

1999).

 Tanins condensés

Les tanins condensés sont des oligomères ou polymères de flavan-3-ols d’un poids

moléculaire élevé et qui ont la propriété de libérer des anthocyanes en milieu acide à chaud

par rupture de la liaison inter-monomérique. Ils ne s'hydrolysent pas sous l'action des acides

minéraux dilués mais forment à l'ébullition des composés insolubles appelés rouge de tanins

(Bruneton, 1999).

I.2.3. INTERETS BIOLOGIQUES DES POLYPHENOL

Les polyphénols sont probablement les composés naturels les plus répandus dans la nature et

de ce fait, sont des éléments qui font partie de l'alimentation humaine et animale. Des études

ont démontré que les flavonoïdes de Citrus limon possèdent des activités biologiques très

importantes telles que l’activité antimicrobienne, anti-inflammatoire.

anti-oxydante, et antiallergique.

 activité anti-inflammatoire

Plusieurs études ont démontrée que les flavonoïdes des agrumes avaient des propriétés anti-

inflammatoires. Ils sont capables d’inhiber les kinases et phosphodiestérases essentiels pour

l’activation et la transduction du signal cellulaire. Ils ont également une incidence sur
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l’activation de certain nombre de cellules impliquées dans la réponse immunitaire, y compris

les lymphocyte T et B (Menthey et al., 2001).

 activité antiallergique

Citrus limon a également des propriétés antiallergiques qui sont dues à sa richesse en

quercitrine, hespéridine et diosmine, étant des inhibiteurs de l’histamine, un

neurotransmetteur impliqués dans les réactions allergiques et l’inflammations (Menthey et

al., 2001).

 activité antimicrobienne

Plusieurs études expérimentales ont montrée que les flavonoïdes de Citrus limon ont une

activité antimicrobienne très importante ; la quercitrine et l’hespéridine inhibent l’infectiosité

et la réplication de l’Herpès Simplex, le poliovirus, le virus Syncytial Hespérétine,l’aglycone

d’hespéridine, possède une activité antimicrobienne modérée contre Salmonella typhi et

Salmonella typhimurium (Menthey et al., 2001).

 Activité antioxydant

Les polyphénols sont des antioxydants naturels capables de prévenir les dommages oxydatifs.

Ils peuvent se comporter comme des piégeurs des radicaux libres par les interventions directes

sur les molécules pro-oxydantes ou indirectement, en chélatant les métaux de transition,

empêchant ainsi la réaction de Fenton. Ce type d’antioxydants possède un avantage

considérable par rapport aux antioxydants enzymatiques. Du fait de leur petite taille, ils

peuvent en effet pénétrer facilement au cœur des cellules et se localiser à proximité des cibles

biologiques. Ce type d’antioxydants regroupe un grand nombre de substances hydrophiles ou

lipophiles et ils sont en partie produits par l'organisme au cours de processus biosynethétique

(Menthey et al., 2001).
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I.3.STRESS OXYDANT ET REACTION INFLAMMATOIRE

I.3.1.STRESS OXYDANT

Le stress oxydant est un état de déséquilibre entre la production d’éléments oxydants et

l’efficacité du système de défense antioxydant résultant au sein d’un individu (Barouki,

2006 ; Moussard, 2006). Ce déséquilibre provient soit d’une surproduction d’agent oxydant,

soit d’une altération de mécanisme de défense (Morena et al., 2002 ; Favier, 2003). A l’état

naturel, les radicaux libres sont produits en permanence et en faible quantité par divers

mécanismes physiologiques tels que les médiateurs tissulaires ou les résidus des réactions

énergétiques ou de défense, la balance antioxydant/pro-oxydant est dite qu’elle est en

équilibre. Toutefois, dans le cas inverse, la production peut devenir excessive résultant de

phénomènes toxiques exogène, soit par déficit en antioxydants, soit par une surproduction très

importante des radicaux libres, cet excès est appelé « stress oxydant » (Favier, 2003 ; Huet

et Duranteau, 2008).

I.3.1.1.LES RADICAUX LIBRES

 Définition

Un radical libre est un atome ou molécule chimique extrêmement réactive qui contient un

ou plusieurs électrons non appariés. Cela lui confère une grande réactivité donc une demi-vie

très courte. En effet, ce radical libre aura toujours tendance à remplir son orbitale en captant

un électron pour devenir plus stable : il va donc se réduire en oxydant un autre composé.

Les principaux radicaux libres dérivent de la molécule d’oxygène par addition successive

d’un électron comme suit :

+ é + é + 2H+ + é + H+

O2 O2
- H2O2 OH + H2O

Anion Radical

superoxydehydroxyle
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 Mécanisme d’action des radicaux libres :

Les radicaux libres ont une action nocive sur de nombreuses molécules de l'organisme, ils

s'attaquent directement aux phospholipides membranaires. Dont les acides gras polyinsaturés

sont dénaturés, ils agressent également les protéines, les micro-fibrilles de collagène, l’acide

hyaluronique, les acides nucléiques des chromosomes et l’ADN lui-même est transformés

entrainant l’apparition d’une série d’anomalies dont le risque de cancérisation. Lorsque les

radicaux libres lèsent les acides gras insaturés on parle de lipidoperoxydation des membranes

cellulaires. Cela déclenche alors une réaction en chaine sur les divers acides gras du voisinage

jusqu'à ce qu’ils soient neutralisés.

.

I.3.1.2.CONSEQUENCES DU STRESS OXYDANT

Les radicaux libres font partie intégrante du fonctionnement de l’organisme et jouent un

rôle dans la reproduction, la nidation de l’œuf fécondé, le développement de l’embryon et ils

peuvent être nécessaire dans le processus tel que la transmission de message intracellulaire, la

défense contre les microorganismes etc (Aurousseau et al., 2004).

I.3.1.3.MECANISME D’ACTION D’UN ANTIOXYDANT

De façon générale, un antioxydant peut être défini comme étant une substance qui est

présente, dans un milieu à des faibles concentrations par rapport à un substrat oxydable

capable de retarder ou d’inhiber l’oxydation de ce dernier en éliminant les radicaux libres et

en diminuant le stress oxydant. L’antioxydant peut agir de trois différentes manières :

 Le piégeage direct des radicaux libres.

 L’inhibition des enzymes impliqués dans le stress oxydant et la chélation des traces

métalliques responsables de la production des radicaux libres.

 La protection des systèmes de défense antioxydants.

D’une manière générale, un antioxydant peut empêcher l’oxydation d’un substrat en

s’oxydant lui-même plus rapidement que celui-ci. En même temps, les antioxydants arrêtent

la réaction car leur structure est relativement stable. La toxicité des antioxydants synthétiques
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et la demande élevée des consommateurs pour les produits naturels ont attiré l’attention vers

les produits végétaux comme source d’antioxydants plus sains et plus efficaces.

I.3.2. REACTION INFLAMMATOIRE

I.3.2.1. DEFINITION

L’inflammation est une réponse physiopathologique constituée d’un système immunitaire

inné cellulaire et humoral qui se déclenche après des lésions tissulaires. Elle est caractérisée

par la chaleur, rougeur, douleur, gonflement et des fonctions perturbées. Les médicaments les

plus utilisés généralement pour le traitement des pathologies inflammatoires sont les

médicaments non stéroïdiens qui ont plusieurs effets secondaires particulièrement l’irritation

gastrique menant à la formation des ulcères gastriques (Charles et al., 2003).

I.3.2.2. LES CAUSES DE L’INFLAMMATION

Selon Canaud et al. (2003), les causes les plus courantes de développement d’une réaction

inflammatoire sont :

 Agent d’origine exogène

 Infection : Contamination par des micro-organismes (bactéries, virus,

parasites, champignons),

 Agents physiques : traumatisme (plaie), chaleur, froid, radiation,

 Agents chimiques : toxine, venins, acides et les bases.

 Agent d’origine endogène

 Défaut de vascularisation : réaction inflammatoire secondaire à une nécrose

par Ischémie.

 Agressions dysimmunitaire : anomalie de la reponse immunitaire, allergie,

auto-immunité.
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I.3.2.3. LES TYPES D’INFLAMMATION

 Inflammation aigue :

L’inflammation aigue est définie comme une série de réponses tissulaires qui se produisent

dans les premières heures qui suivent la lésion tissulaire. C’est une orchestration complexe

d’événements comportant une fuite d’eau, de sels et protéines du compartiment vasculaire

vers le site d’inflammation : activation des cellules endothéliales, activation des macrophages

tissulaires, activation des plaquettes et de leur agrégation, activation des compléments

(Charles et al., 2003).

 Inflammation chronique :

Elle est définie morphologiquement par la présence des lymphocytes, des macrophages et des

cellules de plasma dans les tissus. Le terme chronique n’est par conséquent pas lié à la durée

de la réponse inflammatoire. Dans beaucoup de cas la réponse inflammatoire chronique peut

persister pour de longues périodes (mois ou années) (Charles et al., 2003).

 Inflammation subaigüe

Ce type de processus inflammatoire présente une évolution très brève et souvent fatale. On le

rencontre notamment lors de sepsis graves du a des infections par des bactéries gram négatif

(notamment Escherichia coli, responsable de coli septicémies). Il s’agit d’une réponse

inflammatoire systémique au cours de laquelle se produisent des réactions cellulaires et

vasculaires comparables à celles des autres types d’inflammation, mais elles sont généralisées

et associées à une défaillance pluri-viscérale. Celle-ci est consécutive aux modifications de la

perfusion, qui provoquent une hypovolémie et une hypoxie tissulaire, ainsi qu’aux effets

toxiques de l’agent infectieux et de certains des médiateurs produits au cours de la réaction

Inflammatoire (Charles et al., 2003).
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II.1.MATERIEL VEGETAL

II.1.1.RECOLTE DE L’ECHANTILLION

Le matériel qui a fait l’objet de ce travail est constitué par la pulpe et l’écorce du fruit de

Citrus limon et Citrus sinensis, que nous avons récoltés durant le mois de janvier 2016 au

niveau de l’INRA sise au village d’Oued-ghir wilaya de Bejaia.

La récolte a été réalisée d’une manière aléatoire à partir de différents arbres et dans un endroit

propre. Les échantillons ont été donc emballés dans des sacs, étiquetés, puis transportés au

laboratoire en vue de réaliser l’extraction et le dosage des différentes classes des composés

phénoliques ainsi que l’évaluation de l’activité antioxydante et anti-inflammatoire.

II.1.2.SECHAGE ET BROYAGE

La pulpe et les écorces des deux espèces a testés sont bien lavés et débarrasser de la

poussières et d’autres particules puis soumises à un séchage à l’air libre pendant 10 jours puis

mises à l’étuve à 40°C durant 24heurs. Après séchage les échantillons sont broyés à l’aide

d’un broyeur électrique afin d’avoir une poudre fine.

II.2. METHODES

II.2.1.EXTRACTION DES POLYPHENOLS

L’obtention d’un principe actif à partir des végétaux nécessite souvent une extraction de type

solide / liquide (par macération) (Ladoh et al ., 1997). Dans notre cas, nous avons utilisé une

extraction à l’éthanol absolu et les étapes de l’extraction sont résumées comme suit :

II.2.1.1.MACERATION

 Principe

La macération consiste à laisser tremper la matière végétale dans l’eau ou dans un autre

solvant organique à température ambiante sous agitation continue.
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L’extraction a lieu par pénétration du solvant dans la cellule végétale provoquant leur

gonflement et la rupture des liaisons moléculaires de faible

dissous et diffusent des cellules vers le solvant

Figure N°5 : Photo de la méthode d’extraction des polyphénols à partir des écorces et des

pulp

 Mode opératoire :

5g de chaque échantillon ont été

sous agitation magnétique pendant 24 heurs à température ambiante et a l’abri de la lumière

afin d’éviter les phénomènes d’oxydation, chaque macérat

d’un papier Wattman N°3. Le filtrat

rote à vapor jusqu'à l’évaporation totale du solvant

Le taux d’extraction est calculé selon la formule suivante

P0 : poids du bicher vide en gramme

P1 : poids du bicher avec l’extrait sec

Taux d’extraction %
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L’extraction a lieu par pénétration du solvant dans la cellule végétale provoquant leur

gonflement et la rupture des liaisons moléculaires de faible énergie. Les extractibles sont alors

des cellules vers le solvant (Royer et al., 2010).

méthode d’extraction des polyphénols à partir des écorces et des

pulpes de citrus limon et citrus sinensis

ont été mélangés à 100ml de l’éthanol pure. Puis laisser macérer

magnétique pendant 24 heurs à température ambiante et a l’abri de la lumière

ènes d’oxydation, chaque macérat a été récupéré puis filtré a l’aide

e filtrat ainsi obtenue a été mesuré puis évaporer à l’aide d’un

l’évaporation totale du solvant d’extraction (éthanol).

Le taux d’extraction est calculé selon la formule suivante :

poids du bicher vide en gramme

poids du bicher avec l’extrait sec

Taux d’extraction % = (
૙۾૚ି۾

ܑ۾
) ×100
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L’extraction a lieu par pénétration du solvant dans la cellule végétale provoquant leur

énergie. Les extractibles sont alors

méthode d’extraction des polyphénols à partir des écorces et des

pure. Puis laisser macérer

magnétique pendant 24 heurs à température ambiante et a l’abri de la lumière

été récupéré puis filtré a l’aide

porer à l’aide d’un
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Pi : poids de la poudre initial

II.2.1.2.DELIPIDATION

 Principe :

La dèlipidation consiste à décanter l’extrait avec un solvant apolaire (hexane) à température

ambiante et à l’abri de la lumière afin d’éviter les phénomènes d’oxydation (voir photo).

La pénétration de l’hexane dans la cellule végétale provoque la déstabilisation de la

membrane cellulaire et la dissolution des lipides.

Figure N° 6 : Photo prise au cours de la décantation des extraits de citrus en présence

d’hexane

 Mode opératoire :

Dans des ampoules à décanter un volume de chaque extrait à été ajouté au même volume de

l’hexane. Les ampoules ont été reposés sur des supports, laisser décanter pendant 3 heurs et

récupérer la phase aqueuse.
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II.1.2.3. FRACTIONNEMENT DES POLYPHENOLS

L’extrait éthanolique obtenu est soumis à une deuxième extraction de type liquide/liquide afin

de pouvoir séparer les fractions de polyphénols. Dans ce cas nous avons utilisé l’acétate

d’éthyle comme solvant.

II.3. DOSAGES DES COMPOSES PHENOLIQUES

II.3.1.DOSAGE DES POLYPHENOLS TOTAUX

La détermination quantitative des polyphénols totaux contenus dans les quatre échantillons :le

fruit et l’écorce du citrus limon et sinensis est réalisé par spectrophotométrie , selon la

méthode de (Ladoh et al .,2014) qui repose sur l’utilisation du réactif de Folin-Ciocalteu.

 Principe :

Cette méthode est basée sur la réaction d’oxydoréduction, le réactif de folin ciocalteu est

utilisé comme oxydant, il est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique

(H3PW12O40) et d’acide phosphomolybdique(H3PMO12O40). Lors de l’oxydation des

polyphénols, le folin est réduit en un mélange bleu d’oxyde de tungstène(W8O23) et de

molybdène(Mo8O23) et ça en présence de carbonate de sodium. L’intensité de la coloration est

proportionnelle aux taux des polyphénols présents dans les extraits (Gayon, 1968).

 Mode opératoire :

0,2 ml de chaque extrait a été mélangé avec 1,5ml de Folin-ciocalteu (10%). Après 5 minutes,

1,5ml de la solution bicarbonate de sodium(Na2CO3) à 6% ont été ajoutés. Le mélange a été

incubés a l’obscurité et a température ambiante et a l’abrie de la lumière pendant 1heur, et

l’absorbance est lue à 725nm au spectrophotomètre UV-visible (Ladoh et al.,2014).
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Figure N°7: Protocol de dosage des polyphénols totaux (Ladoh et al., 2014)

 La concentration en composés phénoliques a été déterminée on se référant à la courbe

d’étalonnage obtenue par l’acide gallique comme un standard.(Annexe )

II.3.2.DOSAGE DES FLAVONOIDES

 Principe :

Les flavonoïdes possèdent un groupement hydroxyles OH libre en position 5 susceptible de

donner en présence de chlorure d’aluminium un complexe jaunâtre par chélation de l’ion

AL3+.La coloration jaune produite est proportionnelle a la quantité de flavonoïdes présente

dans les extraits (Ribereau-Gayon, 1968).

 Mode opératoire :

La teneur des flavonoïdes contenue dans les quatre extrais est déterminé selon la méthode

colorimétrique du trichlorure d’aluminium réalisé par (Ibrahium et Hegazy , 2012)

0,2 ml Extrait

1,5 ml du réactif de folin-ciocalteu

Incubation pendant 5 min à l’obscurité et

à température ambiante

1,5 ml de bicarbonate de sodium à 6%

Lecture de l’absorbance à 725 nm

Incubation pendant 1heur à l’obscurité et

à température ambiante
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Figure N°8 : Protocole de dosage des flavonoïdes (Ibrahium et Hegazy ,2012)

 La quantité des flavonoïdes contenue dans les extraits est calculée par référence à une

gamme d’étalonnage établie avec la quercétine (0,2mg /ml) (annexe I.2)

II.4.EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTI-OXYDANTS

II.4.1.REDUCTION DE RADICAL LIBRE DPPH

 Principe

Ce test est basé sur la mesure de l’aptitude d’un antioxydant à exercer un effet scavenger sur

le radical libre DPPH .Le radical DPPH est réduit en son hydrazine correspondant lorsqu’il

réagit avec un donneur d’hydrogène. La réduction du DPPH s’accompagne par le passage de

la solution d’une couleur violette à une couleur jaune, l’absorbance est mesuré par

spectrophotométrie uv-visible à 517nm. Une faible absorbance indique une meilleure activité

anti radicalaire (Milardovic et al, 2014).

 Mode opératoire

Une solution éthanolique de DPPH à 0,1 mM est mélangée avec différentes concentrations

des extraits ou avec des standards,

1 ml extrait

1 ml trichlorure d’aluminium à 2%

Incubation pendant 10 mn à l’obscurité et à

température ambiante

Lecture de l’absorbance à 430

nm
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Figure N°9 : Protocole de réduction du radical DPPH (Seung- Cheol Lee et al ., 2004)

 Expression des résultats :

L’activité scavenger du radical DPPH est exprimée en pourcentage d’inhibition de ce dernier

selon la formule suivante :

AbsC : Absorbance du contrôle.

AbsT : Absorbance de test.

NB : Le contrôle négatif contient d’éthanol à la place de l’extrait.

II.4.2. ACTIVITE SCAVENGER DU RADICAL ABTS+

 Principe :

Ce test est basé sur la mesure de la réduction du radical ABTS+qui est utilisé comme un

radical libre pour évaluer l’activité antioxydant des échantillons. Ce radical cationique est

facilement formé par l’oxydation en présence de persulfate de potassium pour donner une

solution colorée en vert-bleu.(Marc et al.,2004)

L’addition d’un antioxydant à une solution de ce radical cationique entraine la réduction de ce

radical et une diminution de l’absorbance. Cette diminution dépend de l’activité antioxydant

des composés testés, du temps et de la concentration.

Pourcentage d’inhibition %= (
܂ܛ܊ۯ۱ିܛ܊ۯ

۱ܛ܊ۯ
) ×100

1 ml DPPH (0,1 mM)

0,1 ml extrait

Incubation 30 min à l’obscurité et

à l’abrie de la lumiére

Lecture à 517 nm
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 Mode opératoire :

L’activité scavenger du radical ABTS est mesuré selon le protocole décrit par (Ramful et al.,

2010)

A-Préparation de la solution anti radicalaire d’ABTS+ :

72mg d’ABTS solubilisé dans l’eau distillé à 7mM ont été mélangés à 13,24mg de persulfate

de potassium (2,5mM). Le mélange ainsi obtenu est conservé à l’abri de la lumiére et a

température ambiante durant 16heurs. Avant l’usage, la solution d’ABTS a été dilué avec de

l’eau distillée pour obtenir une absorbance à 734nm.

B- Mesure de l’activité :

Figure N°10 : Protocole de réduction du radical Abts ((Ramful et al.,2010)

1,9 ml de la solution

ABTS+

100 µl Extrait

Lecture de l’absorbance à 734 nm

Incubation pendant 7 min à l’obscurité

et à température ambiante
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 Expression des resultats :

Le pouvoir anti-radicalaire de l’extrait est exprimé en pourcentage d’inhibition du

radical ABTS+ :

AbsC : Absorbance du contrôle

AbsT : Absorbance du test

.

 La capacité antioxydant équivalente au trolox TEAC (Trolox Equivalent

AntioxidantCapacity) a été calculée à partir de la courbe d’étalonnage réalisé avec le

trolox.

II.5.EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTI-INFLAMMATOIRE

II.5.1. STABILISATION MEMBRANAIRE (HEMOLYSE HYPOTONIQUE)

 Principe :

La capacité de nos extraits à stabiliser la membrane des globules rouges humains est évaluée

par la méthode d’hémolyse hypotonique décrite par Les globules rouges qui constituent un

bon modèle pour suivre les mouvements d’eau. Placés dans une solution hypotonique, leur

éclatement (hémolyse) laisse seulement un fantôme membranaire et de l’hémoglobine en

solution, transformant la suspension opaque de cellules en une solution rouge translucide

d’hémoglobine. L’hémolyse est estimée en suivant le taux d’hémoglobine libérée à 450nm.

Le diclofenac est utilisé comme standard (Seeman et Weinstein, 1966).

% d’Inhibition = (
܂ܛ܊ۯ۱ିܛ܊ۯ

۱ܛ܊ۯ
)×100
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 Préparation des globules rouges

Les globules rouges sont prélevés d’un volontaire sain qui n’a pas pris d’anti-inflammatoire

pendant 15 jours avant le prélèvement. L’obtention des globules rouges du sang total a été

effectué comme suit :

 Centrifugation du sang à 3000rpm pendant 20 mn.

 Lavage des érythrocytes 3fois par une solution iso-saline.

 Les globules rouges sont reconstitués sous forme de suspension à 10% toujours dans

la solution iso-saline, la solution est conservée à 4°C et utilisée au maximum dans les

6heurs suivant sa préparation

.

 Mode opératoire :

Figure N°11 : Stabilisation membranaire-hémolyse hypotonique (Seenman et Wainstein,

1966)

 Expression des résultats :

% d’Inhibition= (
܂ܛ܊ۯ۱ିܛ܊ۯ

۱ܛ܊ۯ
) ×100

250 µl globule rouges

500 µl tampon phosphate

1ml solution hypotonique

500 µl extrait ou standard

Incubation à 37° pendant 30 min

Centrifugation à 3000 rmp pendant 20

Lecture à 540 nm
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ABS C : Absorbance du contrôle

ABS T : Absorbance du test

NB : Le contrôle contient une solution saline hypotonique à la place des extraits et des

standards.

II.5.2.INHIBITION ET LA DENATURATION PROTEIQUE (ALBUMINE HUMAIN)

 Principe de la méthode :

L’inhibition de la dénaturation de l’albumine humaine est évaluée par la méthode de

(Mizushima etKobayach , 1968) L’albumine est mise en contact avec les extraits dans un

milieu légèrement acide, la dénaturation est suivie en observant la turbidité de la solution

d’albumine à 660 nm. Le diclofénac est utilisé comme standard.
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 Mode opératoire :

Figure N°12 : Protocole d’inhibition de la dénaturation de l’albumine (Mizushima et

Kobayachi, 1968)

Le contrôle représente 100% de dénaturation

 Expression des résultats :

Le pourcentage d’inhibition est calculé par la formule suivante :

Abs C : Absorbance du contrôle,

Abs T : Absorbance du test – Absorbance du blanc du test.

450 µL Albumine humain

50 µL extrait ou standard

Incubation 20 mn à 37°

Incubation 3min à 57°

2,5 ml tampon phosphate (PH = 6,3)

Lecture à 660 nm

% d’Inhibition = 100 –[(
(܂ܛ܊ۯ۱ିܛ܊ۯ

۱ܛ܊ۯ
)× 100]
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II.6.ANALYSE STATISTIQUE

Les résultats sont exprimés en moynne ±SD et analysés par le test Anova univarié ,et

pour la détermination des taux signification ,les valeurs de p≤ 0.05 sont considérées 

statistiquement significatives.



Résultats et discussions
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III.1.TAUX D’EXTRACTION

L’extraction des composées phénoliques à partir de la matière végétale dépend de plusieurs

facteurs qui contribuent à son efficacité, la méthode d’extraction, la granulométrie des

particules, la quantité de la matière sèche utilisée, la durée d’extraction, la nature et le volume

du solvant utilisée.

La méthode d’extraction par macération en utilisant l’éthanol comme un solvant d’extraction,

a permis d’obtenir les résultats qui sont représentés dans la figure N°14

Figure N°13: Taux d’extraction des polyphénols de l’écorce et la pulpe de Citrus limon et

Citrus sinensis.

Bien que le solvant d’extraction est le même, une variabilité des rendements d’extraction

entre les quatre échantillons a été constatée. Ainsi, la pulpe de citron a donné le rendement le

plus élève (49%) suivie de celui de l’écorce d’orange (33.6%) puis de l’écorce de citron

(18%) et enfin la pulpe d’orange avec le plus faible rendement (0.8%).

D’après une étude réalisée par Ibrahium et al.(2012) sur l’écorce d’orange, l’utilisation

d’éthanol comme un solvant d’extraction a donné un taux d’extraction de 27.96%, ce qui est

inférieur au résultat trouvé lors de cette étude. Selon Attard et al.(2002), cette différence de

rendement est peut être due à la différence du solvant mais également à la méthode

d’extraction.
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III.2.DOSAGE DES COMPOSES PHENOLIQUES

III.2.1.DOSAGE DES POLYPHENOLS TOTAUX

Au cours du dosage des polyphénols totaux, une coloration bleu est apparue après 60 min de

l’ajout de réactif de Folin-ciocalteu et carbonate de sodium, ceci témoigne la présence d’une

quantité significative de polyphénols totaux dans les extraits.

La teneur en polyphénols totaux pour chaque extrait est déterminée en se référant à une

courbe d’étalonnage réalisée avec l’acide Gallique à des concentrations (25…100µg/ml).

La teneur des polyphénols totaux obtenue est exprimée en µg EAG/g ES et présentées dans la

figure N°15

Figure N°14: Teneur en polyphénols de l’écorce et la pulpe de Citrus limon et Citrus sinensis

Les extraits éthanolique de citron et d’orange ont montrés des résultats différentes selon

l’échantillon analysé et qui sont de( 108,25±0.37µg EAG/mg ES ); (67,75±2.75 µg EAG/mg

ES) ;( 84,5±2.75 µg EAG/mg ES) ; (14,63±0.813 µg EAG/mg ES), correspondants aux

extraits suivant respectivement : écorce de citron, pulpe de citron, écorce d’orange, pulpe

d’orange.

Selon les résultats obtenus, la teneur en polyphénols totaux est significativement  (P≤0.05) 

differente De plus, il est à noter que les écorces de Citrus sont beaucoup plus riches en

polyphénols que dans leur pulpe. Ces résultats sont en accord avec ceux démontré par

d’autres travaux antérieurs sur la teneur totale de polyphénols de citrus (Gorinstein et al.,
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2001). Toutefois, d’autres études ont montré que les teneurs en polyphénols totaux des

extraits d’écorce et de la pulpe de citron et d’orange sont variables et non conformes avec nos

résultats (Ghasemi et al., 2009

période de récolte et aussi à la température. Une étude réalisée par

que la teneur en composées phénoliques est faible pendant la période de floraison

III.2.2. DOSAGE DES FLAVONOIDE

Une couleur jaunâtre est formée dans tous les extraits des deux

solution de chlorure d’aluminium

dans les extraits analysés.

La teneur en flavonoïde a été déterminé

avec la Quercitine (25…100 µg/ml

extraits sont présentées dans la figure

Figure N°15 : Teneur en flavonoïdes des écorces

l’orange.

Ces résultats ont montrés une nette différence de la teneur en flavonoïdes selon la partie de la

plante étudiée. Ainsi, il est à noter que les écorces des deux espèces

teneur significativement (P≤0.05)
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Toutefois, d’autres études ont montré que les teneurs en polyphénols totaux des

extraits d’écorce et de la pulpe de citron et d’orange sont variables et non conformes avec nos

2009 ). Cette variation est peut-être due à la différence de lieu, à la

période de récolte et aussi à la température. Une étude réalisée par Attard (2002)

que la teneur en composées phénoliques est faible pendant la période de floraison

DOSAGE DES FLAVONOIDE

est formée dans tous les extraits des deux espèces après

aluminium (AlCl3), cette coloration révèle la présence des

été déterminée en se référant à une courbe d’étalonnage

µg/ml). La teneur des flavonoïdes obtenus à partir des quatre

extraits sont présentées dans la figure 16

en flavonoïdes des écorces et des pulpes prélevée à partir du

une nette différence de la teneur en flavonoïdes selon la partie de la

. Ainsi, il est à noter que les écorces des deux espèces étudiées ont révélé

≤0.05) importante par rapport à la pulpe. De plus, la valeur

14,69
13,35
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Toutefois, d’autres études ont montré que les teneurs en polyphénols totaux des

extraits d’écorce et de la pulpe de citron et d’orange sont variables et non conformes avec nos

être due à la différence de lieu, à la

Attard (2002) confirme

que la teneur en composées phénoliques est faible pendant la période de floraison.

après l’addition de la

la présence des flavonoïdes

étalonnage réalisée

partir des quatre

prélevée à partir du citron et

une nette différence de la teneur en flavonoïdes selon la partie de la

étudiées ont révélés une

importante par rapport à la pulpe. De plus, la valeur

10,47

pulpe orange
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maximale de la teneur en flavonoïdes a été surtout rencontrée dans l’écorce de citron

(23,3±0.61 µg EQ /mg ES), suivi de l’écorce d’orange avec (14,69±0.23µg EQ/mgES). Dans

la pulpe, la teneur est presque identique chez les deux espèces avec (13,35±0.66 µg EQ/mgES

et (10,47±0.273 µg EQ/mgES) respectivement chez le citron et l’orange.

Selon ce résultat, on peut constater une répartition inégale des flavonoïdes dans les

différentes parties de la plante. Cette variabilité de la teneur en flavonoïdes chez le citron et

l’orange a également été signalée par d’autres auteurs (Ghasemi et al., 2009 ; Ramful et al.,

2010). Ceci peut être expliqué par l’influence de certains facteurs extrinsèques tels que la

méthode d’extraction et la nature du solvant utilisé.

III.3. EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTI-OXYDANT

III.3.1.EVALUATION DU POUVOIR ANTI-RADICALAIRE PAR DPPH

Après 30min d’incubation de la solution DPPH-Extrait (à différente concentration), la

coloration violette vire à une coloration jaune dans les quatre extraits analysés, ce changement

de couleur est le résultat de la réduction de DPPH, ce qui montre que les quatre extraits de

Citrus ont un effet scavenger du radical DPPH.

Les résultats de l’activité anti radicalaire de l’écorce et la pulpe de citron et de l’orange sont

exprimés en pourcentage d’inhibition de DPPH, par rapport aux différentes concentrations des

extraits.

L’évaluation de l’activité scavenger des quatre extraits est représentée dans la figure N°17

Figure N°16 : Evaluation du pouvoir anti radicalaire des extraits d’écorce et de la pulpe de

citron et d’orange
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L’activité antioxydante évaluée pour les différents extraits de Citrus ainsi que les standards

(contrôle positif) utilisés est exprimée en IC50 (concentration inhibitrice 50) ; c’est la

concentration d’extrait qui neutralise (réduit) 50% de radical libre(DPPH), plus l’IC50 est

faible et plus l’extrait est avec un potentiel antioxydant puissant. L’ensemble des résultats de

l’activité antioxydante exprimée en IC50 est représenté dans le tableau ci-dessous :

Tableau N°4: Les valeurs d’IC50 des différents extraits de citron et d’orange

IC50 mg/ml

Ecorce de citron 5,72

Pulpe de citron 10,35

Ecorce d’orange 9,69

Pulpe d’orange 15,2

BHA 0.095

Acide ascorbique 0.076

Selon ces résultats, il est à constater que quel que soit l’espèce, la partie écorce est celle qui a

révélé une IC50 la plus faible. Ceci a justifié que les écorces de citron et d’orange sont

significativement (P≤0.05) plus actives que les pulpes des deux espèces. D’autre part, l’écorce 

de citron est plus active que l’écorce d’orange. Toutefois, cette activité antioxydante est

significativement (P≤0.05) moins importante  par rapport aux standards utilisés qui ont donné 

des IC50 plus faible égales à 76.27µg/ml et 95.61µg/ml pour l’ acide ascorbique et le BHA

respectivement.

La différence dans l’activité anti-radicalaire au DPPH entre les extraits des deux citrus

analysés est probablement due à leur composition en différents composés phénoliques. La

réduction du DPPH n’est généralement pas due à l’action d’un seul composé mais aux

interactions entre plusieurs composés, ces interaction peuvent exister dans un extrait pas dans

un autre, conduisant ainsi à cette différence d’activité entre les extraits.

Nos résultats sont en accord avec ceux déjà publiés qui ont montrés que les écorces de citrus

représentent la fraction la plus riche en polyphénols, laquelle a révélé un potentiel antioxydant

puissant (Bocco et al., 1998 ;Gorinstein et al., 2001). Cependant, Ghasemi et al. (2009) ont

montré que l’activité anti-radicalaire des écorces de citron et d’orange représentaient des
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valeurs d’IC50 de l’ordre de 1,4mg/ml et 1,1 mg/ml respectivement, qui sont significativement

inférieures comparant à nos résultats étudiés.

III.3.2.ACTIVITE SCAVENGER ABTS

Afin de valider les résultats de l’efficacité antioxydants des extraits de citrus obtenus

précédemment par le test anti-radicalaire du DPPH, nous avons utilisés un 2éme test basé sur la

capacité de piégeage du proton du radical cationique ABTS°+. Les pourcentages d’inhibition

des extraits sont représentés dans la figure N°18

Figure N°17 : Activité scavenging du radical ABTS des extraits de Citrus limon et Citrus

sinensis

Il en ressort que l’activité anti-radicalaire de l’ABTS est d’autant plus supérieure que la

concentration est élevée. D’autre part, ces résultats indiquent que pour toutes les

concentrations, l’écorce présente le plus grand effet inhibiteur que la pulpe. Pour une

concentration minimale de 2 mg/ml l’écorce a révélé une inhibition équivalente à

88%±0.28 et 87,6%±1.14 respectivement pour le citron et l’orange. La pulpe a par contre

montré une inhibition significativement inférieure (P≤0.05), (68.6%±1.16 ; 60%±0.72) pour le 

citron et l’orange respectivement.

La capacité antioxydant pour ce test a été exprimée en équivalent Tolox (TEAC), qui

correspond à la concentration du Trolox en µg/ml donnant la même activité qu’un

milligramme de la substance testée, plus le TEAC est élevée plus l’extrait est efficace.
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Pour pouvoir calculer le TEAC, une courbe d’étalonnage est réalisée avec le Trolox et les

résultats obtenus sont donnés en équivalent µg/ml Trolox/mg d’extrait.

Tableau N°5 : les valeurs de TEAC des extraits

Pour les deux espèces de citrus, l’écorce présente le TEAC le plus élevé (0,213µg/ml trolox

par mg d’extrait de citron) ; (0,21 µg/ml trolox par mg d’extrait d’orange), il est donc

considéré comme étant le plus efficace pour l’inhibition cationique ABTS. Suivie de la pulpe

avec un TEAC plus inférieure (0,170 µg/ml trolox par mg d’extrait ; 0,121µg/ml trolox par

mg d’extrait) respectivement pour le citron et l’orange. L’extrait de l’écorce des deux espèces

de citrus serait donc plus actif que celui de la pulpe. Ce résultat serait compatible avec la

composition chimique déterminée pour les polyphénols où une prédominance de ces

composés a été clairement identifiée dans l’écorce que dans la pulpe, lequel expliquerait son

pouvoir anti-radicalaire relativement élevé dans l’extrait d’écorce par rapport à celui de la

pulpe. Ces travaux sont en accord avec des résultats déjà publiés (Ortuno et al., 2006 ;

Halliwell, 2007) selon lesquels les polyphénols constitueraient une bonne source

d’antioxydants naturels. De plus, les travaux de Gorinstein et al.(2001) confirment nos

résultats et ont montrés que le potentiel antioxydant totale par piégeage du radical ABTS a été

plus élevé dans les écorces de citrons que dans leur pulpe.

III.4.ACTIVITE ANTI-INFLAMMATOIR

III.4.1.STABILISATION MEMBRANAIRE (HEMOLYSE HYPOTONIQUE)

Les deux parties testées pour les deux espèces de citrus (écorce, pulpe) ont assuré aux

globules rouges humains une protection contre l’hémolyse hypotonique qui augmente en

fonction de la concentration utilisée. Les pourcentages obtenus sont présentés dans la figure 5

Concentration µg/ml trolox/mg E

Ecorce de citron 0.213

Pulpe de citron 0.17

Ecorce d’orange 0.21

Pulpe d’orange 0.121
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Figure N°18 : Stabilisation membranaire par les différentes parties de Citrus limon et Citrus

sinensis.

Pour une concentration de 4 mg/ml, le citron a procuré aux globules rouges la plus grande

protection contre l’hémolyse hypotonique avec un pourcentage d’inhibition de (55,5% ; 36,5)

pour l’écorce et la pulpe respectivement suivie de celui de l’écorce d’orange 33% ; et enfin la

pulpe d’orange 26,8%.

L’activité anti-hémolytique des quatre extraits ainsi que de standard utilisé (Diclofenac) est

exprimé en IC50 (Tableau N°7).

Tableau N°6 : Les valeurs d’IC50 pour les différents extraits de Citrus limon et Citrus

sinensis

IC50 (mg/ml)

Ecorce de citron 2,98

Pulpe de citron 3,67

Ecorce d’orange 4,43

Pulpe d’orange 4,72

Diclofenac 0.82

Le citron a présenté la plus faible IC50 correspondant à 2,98mg/ml pour l’écorce et de

3,67mg /ml pour la pulpe, par rapport à celle de l’orange qui a indiqué des IC50 égales à
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4,43mg/ml dans l’écorce ; 4,72mg/ml dans la pulpe. Par conséquent, il en ressort que le citron

possède une activité anti-hémolytique  significativement (P≤0.05) la  plus importante. Mais 

cette activité reste faible comparée au Diclofenac ; un anti-inflammatoire non stéroïdien,

lequel a assuré une protection de 68,28% à 250 µg/ml et avec une IC50 de 0,162mg/ml. Cette

protection au Diclofenac est supérieure à celle des quatre échantillons analysés. Cette

stabilisation de la membrane est assurée d'une manière dépendante de la dose (Manthey et

al., 2001). L'activité anti-inflammatoire des polyphénols a été rapporté à être associé à leur

propriété de piégeage des radicaux libres.

III.4.2.DENATURTION D PROTIQUE (ALBUMINE HUMAIN)

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

tertiaire et secondaire par application d'une contrainte externe ou d'un composé, tel que un

acide fort ou une base, d'un sel inorganique concentré, un solvant organique ou à la chaleur.

La plupart des protéines biologiques perdent leur fonction biologique une fois dénaturé. La

dénaturation des protéines est une parmi les causes majeures de l’apparition de l'inflammation

et la polyarthrite rhumatoïde. Plusieurs molécules actives anti-inflammatoires ont démontrés

leur capacité dose-dépendante à inhiber la dénaturation des protéines induite par voie

thermique (Grant et al., 1970).

Les résultats obtenus pour les différents extraits de citrus testés sont montrés dans la figure

N°19

Figure N°19 : Inhibition de la dénaturation d’albumine humaine par les différents extraits de

citrus
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A une concentration de 6 mg/ml, les extraits d’écorce et de pulpe de Citrus limon ont montrés

une capacité d'inhibition de la dénaturation de l’albumine humaine de 52 % ; 33,6 %

respectivement. Par contre, les extraits d’écorce et de pulpe de Citrus sinensis ont révélé des

effets inhibiteurs moins prononcés comparés aux extraits de citron, et les pourcentages

d’inhibition de dénaturation de l’albumine sont de l’ordre de 34,5 % et 33 % respectivement

pour l’écorce et la pulpe d’orange. Le diclofenac utilisé comme contrôle positif, a montré un

taux d'inhibition de 80.68 % à une concentration de 250 µg/ml.

L’activité antiarthritique des quatre extraits ainsi que le standard utilisé est exprimé en IC50, et

les valeurs d’IC50 sont présentées dans le tableau suivant :

Tableau N°7 : Les valeurs d’IC50 de l’activité d'inhibition de la dénaturation de l’albumine

humaine pour les quatre extraits de citrus

IC50 (mg/ml)

Ecorce de citron 6,56

Pulpe de citron 9,85

Ecorce d’orange 10,21

Pulpe de citron 10,66

Diclofenac 0.082

Selon ce résultat, il s’est avéré que l’extrait d’écorce de citron est significativement le plus

actif avec une IC50 très inférieure aux autres extraits. Les extraits (pulpe de citron, écorce et

pulpe d’orange) sont marqués par une activité d’inhibition faible et quasiment identique et

avec des IC50 non significativement différentes. Le diclofénac a présenté une inhibition

significativement maximale de 80.68 % à une concentration de 250 µg/ml avec une IC50 plus

faible 0.082 mg/ml.

Par ailleurs, l'activité anti-inflammatoire des composés naturels a souvent été associée à leur

activité antioxydante. De plus, elle a également révélé être d'une grande importance sur

l'inhibition de la production de l’acide nitrique (NO) dans les macrophages et, par conséquent,

sur l'inhibition de l'inflammation (Wang et Mazza, 2002).
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La présente étude avait pour objectif le dosage des différentes classes de composés

phénoliques extraits à partir de l écorces et la pulpe de citrus limon et citrus sinensis ainsi que

l’évaluation de leur activité antioxydants et anti-inflammatoire.

Dans cet objectif, cette étude s’est basée sur une extraction par macération en

utilisant un seul solvant éthanol à 96%, ceci a montré que chaque fraction analysée a présenté

un rendement différent.

Les résultats des différents dosages ont permis de mettre en évidence la richesse des

extraits (écorce, pulpe) en différents composés phénolique (polyphénols totaux, flavonoïde),

les teneurs en ces composés se différent d’un extrait à un autre, ce qui révèle l’effet d’extrait

sur le taux d’extraction.

L’évaluation de l’activité anti-radicalaire (antioxydant) contre le radical ABTS et

DPPH à des concentrations différentes a prouvé que l’écorce possède une bonne activité

scavenging supérieure à celle de la pulpe, ceci justifie que ces fractions ont un meilleur effet

dans l’inhibition du radical DPPH que dans l’inhibition du radical ABTS.

Concernant l’activité anti-inflammatoire, les écorces sont les plus actifs que ça soit

dans le test, de stabilisation membranaire ou dans le test d’inhibition de la dénaturation

l’albumine humaine, cet extrait a donné d’excellentes capacités anti-inflammatoires. La pulpe

a par contre présenté une faible activité anti-inflammatoire.

Dans les perspectives souhaités, et dans le but de compléter cette étude, il serait

nécessaire de signaler les écorces de citrus limon et Citrus sinensis comme étant une bonne

source de composés phénoliques que la pulpe, cet extrait a montré efficacement son potentiel

antioxydant ou encore se protéger contre les radicaux libres qui sont lies à l’origine de

l’apparition de nombreuses maladies.

Il serait alors intéressant de réaliser d’autres études pour évaluer le potentiel antioxydant

in vivo et pour s’assurer du non toxicité des écorces et des pulpes.

Des études sur la biodisponibilité et mode d’utilisation de ces métabolites secondaires

mérite d’être bien menées afin d’envisager la formulation d’un métabolite bioactif provenant

d’extrait de plantes doué d’une activité antioxydant qui peut être une alternative aux

médicaments synthétiques et peuvent faire face aux maladies liés au stress oxydatif.
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Annexes

Annexe 1 : Courbe d’étalonnage des polyphénols totaux

Annexe2 : Courbe d’étalonnage des flavonoïdes

y = 0,008x - 0,005
R² = 0,964

-0,05

0

0,05

0,1

0,15

0,2

0,25

0,3

0,35

0,4

0,45

0 10 20 30 40 50 60

A
b

so
rb

an
ce

à
7

2
5

n
m

concentration acide gallique µg/ml

y = 0,004x + 0,001
R² = 0,966

0

0,05

0,1

0,15

0,2

0,25

0,3

0 10 20 30 40 50 60

ab
so

rb
an

ce
à

4
3

0
n

m

concentration de la quercitine ( µg/ml)

Série1

Linéaire (Série1)



Annexes

Annexe 3 : Evaluation de pouvoir antiradicalaire en fonction des concentrations des standard

Annexe 4: Inhibition de la dénaturation d’albumine humaine par les différents extraits de

Citrus.
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Annexes

Annexe 5 :Stabilisation membranaire par les différentes parties de Citrus limon et Citrus

sinensis.
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