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INTRODUCTION

La médecine traditionnelle demeure le recours principal d’une grande majorité des
populations pour résoudre leur probléme de santé, du fait qu’elle constitue un élément important du
patrimoine culturel. Selon I’organisation mondiale de la santé, prés de 80% des populations
dépendent de la médecine traditionnelle pour des soins de santé primaire (OMS, 2002). Le stress
oxydatif est impliqué dans un large spectre de maladies qui ont un impact énorme sur la santé des

populations.

Ces maladies a I’origine du stress oxydatif sont dues généralement suite a la production
excessive des especes réactive d’oxygene (ERO) et les especes réactive d’azote (ERN) qui
pourraient devenir toxiques pour les composants majeurs de la cellule ; les lipides, les protéines et
les acides nucléique (Valko et al., 2006). Ceci provoquerait un dysfonctionnement cellulaire et
serait impliqué dans diverses pathologies telles que les maladies cardiovasculaires, le cancer, le
diabete, les maladies neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson) et le processus de vieillissement

(Aruoma, 2003).

Un grand nombre d’études scientifiques ont été menées pour découvrir les propriétés
fonctionnelles des composés d’origine végétale, antioxydant ou autres, qui pourraient étre efficaces
pour la sant¢ (Tumbas ef al., 2010). De nombreux travaux réalisés sur différentes especes de citrus
ont montré qu’elles contenaient en majorité des composés phénoliques ayant un fort potentiel
antioxydant corroborant leurs usages traditionnels. Parmi toutes ces especes 1’orange « Citrus
sinensis » et le citron « Citrus limon » sont populaire par leur richesse en vitamine C, des quantités
considérables de composés phénoliques tels que les flavonoides et de caroténoides sont identifiées

(Del Rio ef al., 2004).

C’est dans ce contexte, que notre travail de mémoire s’inscrit, visant a étudier les composés
phénoliques des fruits de ces deux espéces de citrus, et de tester leur pouvoir antioxydant afin
d’expliquer la marge thérapeutique de ces métabolites sur 1’organisme.

De ce fait, la thématique du travail que nous avons opté porte sur 1’évaluation de 1’activité
antioxydante et I’effet de I’inhibition de la peroxydation lipidique des écorces et des pulpes prélevés

de « Citrus limon » et Citrus sinensis ». Ce travail a été structuré comme suit :
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» Un premier chapitre sur une synthése bibliographique comportant une partie consacrée
a la présentation générale sur les agrumes, une autre partie présentant [’activité

antioxydante
» Un deuxiéme chapitre comportant la partie pratique, consacré a I’extraction éthanolique

et dosage des composés phénolique dont les polyphénols totaux et les flavonoides, ainsi
que I’évaluation in vitro de I’activité antioxydante par les tests anti-radicalaire (DPPH,

ABTS, NO) et le test anti-peroxydation lipidique.
» Un troisieme chapitre présente les résultats obtenus ainsi que leur discussion.
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CHAPITRE 1 SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

I. 1. GENERALITES SUR LES CITRUS
1. CARACTERES GENERAUX

Les agrumes (nom masculin, de l'italien agrumi, de I'ancien frangais « aigruns » signifiant
« fruits aigres » ) sont les fruits des végétaux des genres Citrus, Fortunella, Microcitrus,
Eremocitrus et Poncirus (famille des Rutaceae), parmi lesquels on trouve les citrons, les
clémentines (en réalité un hybride de deux espéces : la mandarine et 1'orange douce), les kumquats,
les bergamotes, les limes, les limettes, les mandarines, les oranges, les pamplemousses, les pomelos,

les tangerines, les combavas, les yuzus et les cédrats.

2. HISTORIQUE

L’histoire des agrumes, d’apres Webber et al., (1967) remonte a 4000 ans avant J-C. ou le
cédratier a poussé en Mésopotamie. La plupart des types d’agrumes sont originaires des grandes

zones a climat tempéré autour des montagnes de I’Himalaya et du sud-est asiatique.

La premicre mention écrite sur les agrumes se trouve dans la littérature sanskrit environ 800
ans avant J-C. la culture des agrumes a commencé en chine probablement 500 ans avant J-C. le
cédrat est le premier agrume introduit en Europe par Théophraste en 310 ans avant J-C. Alors que le
dernier agrume avoir arrivé en Europe fut le mandarinier au début du 19 siécle. Depuis lors, il est
devenu I’un des agrumes les plus populaires et une source de développement continu (Bousbia et

al., 2009).
3. DEFINITION

Les agrumes sont des petits arbres ou arbustes, dont la taille peut varier de 2 a 10 metres de
haut suivant les espéces. Leur frondaison est généralement dense et leurs feuilles sont persistantes, a
I’exception des Poncirus. Leurs fruits et toutes les parties de I’arbre (écorce, feuilles, branches, et

fleurs) contiennent des glandes a essence.

La peau du fruit est une écorce (péricarpe) composée de deux couches concentriques. La couche
superficielle, rugueuse et résistante, de couleur vive souvent jaune orangé sous l’action des
flavonoides, est nommée épicarpe ou flavedo ou encore zeste en cuisine. La couche interne, blanche

et spongieuse, est le mésocarpe ou albédo.
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La pulpe est composée de quartiers juteux contenant les pépins. Elle est riche en vitamine C.

Ce sont des fruits non-climactériques qui doivent étre récoltés a maturité. Ils sont résistants au
transport et a la conservation. Si les fruits sont assez aisés a différencier sur le plan culinaire, la
distinction des espéces botaniques est en revanche complexes, car les différentes especes
s'hybrident trés facilement et sont difficiles a fixer. Le genre Citrus ne contiendrait finalement pas

plus de onze especes (Bénédicte et Michel, 2011).
4. QUELQUES ESPECES DE CITRUS

4.1. ’ORANGE

L’oranger est un arbre, pouvant atteindre 10 m de hauteur environ, avec un feuillage vert
sombre persistant et [égérement ailé. La floraison blanche trés parfumée, les fruits mettent 10 a 12
mois pour murir, de taille moyenne, de forme sphérique, et de couleur caractéristique orange. Il
existe plusieurs variétés les plus connues la Sanguine, Thomson navel, valencia latt¢, Washington

navel Powell, Florida pineapple, orange portugaise etc.... (LOUSSERT, 1989).
Les caractéristiques généraux le 1’espece citrus sinensis sont récapitulées dans le tableau |

Tableau I : les caractéristiques généraux de citrus sinensis (Bénédicte et Michel, 2011)

espéce Variété Caractéristiques générales

® Aspect général : arbre au port harmonieux et
Citrus Washington croissance rapide, il peut atteindre de grande taille

sinensis Navel en pleine terre (7 a 8m)

¢ Fleurs : blanches et immaculées, trés parfumées.

¢ Feuilles : vert profond, légérement ailées.

® Fruits: de forme et de coloration variable en

fonction des différents groupes auxquelles ils
appartiennent. La pulpe juteuse difféere en couleur

et en acidité selon les variétés.
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» Classification
Taxonomiquement, les oranges douces appartienne a :

Ordre : Sapindales

Sous-ordre : des géraniineae,
Classe : des dicotyledoneae
Famille : Rutaceae

Genre : Citrus

Espece : Citrus sinensis
» Composition chimique et valeur nutritive d’orange

L'orange contient de glucides (40% de saccharose), de la vitamine C, vitamines P, B1,
Bo, E, provitamine A. Riche en calcium, riche en pectines, elle a un réle de régulateur du
transit intestinal. Elle contient une flore mésophile (levures et lactobacilles) indispensable
pour une bonne digestion (Bousbia, 2011)

Les principaux composés de I’orange sont résumés dans le Tableau II.

Tableau II : Principaux composés de I’orange (Anonyme, 2007)

Constituants Teneurs
Glucides 8.5 a 12 % dans le fruit a maturité, représenté par le saccharose (40 %).
Fructose et glucose
Acides 1.2 %, surtout de I’acide citrique et de I’acide malique
organiques
Autres Lipides concentrés dans les pépins
composés peu de protéines
Energétiques
Vitamines Teneur ¢levée en vitamine C (40 a 80 mg pour 100g).

Vitamines hydrosolubles qui sont toutes des vitamines du groupe B (B1 et
B9, en particulier),
vitamine A (0.05 a 0.2 mg pour 100g), vitamine E (0.24mg pour 100g).

Minéraux Calcium, Magnésium, Potassium et Phosphore

Oligo- Fer, Cuivre, Zinc, Manganese, Nickel, lode, trace de Bore et de
¢léments Sélénium

Fibres Une teneur de 2.4 % en moyenne, elles ont 1’originalité d’étre riches en
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pectine (environ 50 %)

Flore mésophile

Levures et lactobacilles indispensables a sa bonne digestion

Substances Ce sont des composés complexes caractéristiques de ce fruit
aromatiques (aldéhydes, esters... etc.), des essences odorantes
Pigments Donnent a la pulpe sa couleur plus ou moins marquée jaune orangé

pour les flavonoides et les caroténoides, jaune pour les xantophylles,

rouge ou rouge violacé pour les anthocyanes

4.2. LE CITRON

Le citron est le fruit du citronnier ; son nom scientifique est Citrus limon.

C’est un fruit capsulaire multiloculaire (de neuf a dix loges) formé de deux écorces dont 1’une

externe jaunatre, mince, parsemée d’une infinit¢ de vésicules globulaires contenants des huiles

essentielles trés aromatiques et 1’autre interne €paisse blanche tendre, charnue et forme la partie la

plus importante du fruit.la pulpe trés acide et juteuse entoure quelques pépins.

Les caractéristiques de citrus limon sont récapitulées dans le tableau suivant.

Tableau I1I : les caractéristiques générales de citrus limon

L’espece

Variété Caractéristiques généraux

Citrus limon

® Aspect général : arbre de port érigé et de croissance
rapide

Eureka ¢ Feuilles : blanche, rosées en boutons, groupées en
inflorescences. La floraison, avec une certaine
variabilité selon les variétés, est remontante, parfois
trés remontante. Dans ce dernier cas, on le

dira «citronnier des 4 Saisons »
¢ Fruits : ovales, moyens a gros, au zeste tres

parfumé. La peau est d’épaisseur variable, la pulpe
acide, juteuse, avec quelques pépins. Ils restent

longtemps sur I’arbre sans que le gout s’altere.

> Classification

Selon Padrini et al., (1996 ) la classification de citron est la suivante :
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Ordre : Sapindales
Famille : Rutaceae

Genre : Citrus

Espece : Citrus limon

» Composition chimique et valeur nutritive du citron

Comme les autres agrumes, le citron est un fruit trés juteux renfermant 90%d’eau, fortement
acide (pH inférieur a 3). L’acidité est due Essentiellement a ’acide citrique accompagné de faibles
quantités d’acides malique, Caféique et férulique
Le citron est un fruit remarquable par sa haute teneur en vitamine C et d’un large éventail de
vitamines du groupe B avec des quantités Considérables de flavonoides (naringosides,
héspéridosides). 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. Le potassium est le minéral le plus
abondant (Valnet, 2001).

Selon Souci ef al. (1996) la composition biochimique moyenne du citron (pour 100g de fruit

frais) (Tableau IV):

Tableau IV : Composition biochimique moyenne du citron

Composition Teneur

Eau 90,20 g/100 g
Glucides 3.16/ 100g
Protéines 0,70 g/100g
Lipides 0,60 g/100g
Acides organiques 4,88 g/100g
Fibres alimentaires 0,50 g/100g

Les vitamines 51,26 mg/100g
Les minéraux 211,95 mg/100g
Apports énergétiques 36,48 K Calories

5. EFFET THERAPEUTIQUE DES CITRUS
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Les Citrus contiennent des quantités élevées de composés qui ont des effets bénéfiques pour
la santé, y compris les polyphénols, I’acide ascorbique, les caroténoides et les tocophérols (Ercan
et al., 2011). Ils ont une valeur trés importante dans la médecine traditionnelle et pour la fabrication
des produits comestibles (Choi et al., 2007). Comme ils présentent plusieurs activités biologiques,
telles que I’activité antimicrobienne, anti-inflammatoire, anti-oxydante, anticancéreuse (Del-rio et
al., 2004). La consommation d’agrumes frais ou de leurs jus semble étre associée a une
amélioration des profils lipidique sanguins, la survie chez les personnes agées, moins de risque de
cancers ’abaissement de la pression artérielle, ainsi que la réduction des risques d’accident
vasculaire cérébral, les maladies cardiaques coronariennes, traiter I’obésit¢ (Ramful et al., 2011).

Les fruits d’agrumes ont également des propriétés antiallergique qui sont dues a sa richesse en
quercétine, hespéridine et diosmine, étant des inhibiteurs de 1’histamine, qui est un
neurotransmetteur impliqué dans les réactions allergiques et inflammatoire (Gonzalez Molina_et
al., 2010). L’activité anticancéreuse des flavonoides peut se produire par deux effets selon (Tripoli
etal., 2007):

» effet antimutagéne
» effet antiprolifératif

I.2. LES OXYDANTS ET LES ANTIOXYDANTS DES CITRUS
1. RADICAUX LIBRES

> Définition:
Les radicaux libres sont des espéces chimiques, atomes ou molécules, possédant un ou

plusieurs électrons non appariés (€lectron célibataire). La tendance des électrons non appariés a
interagir avec les autres molécules ou atomes voisins, pour former des liaisons covalentes, procure
aux radicaux libres une trés grande instabilit¢ (Cheesman et al ., 1993).

> Formation des radicaux libres :

La formation des radicaux libres peut étre le résultat :

= D’un transfert d’électron: A+e—A"~

* D’une fusion homolytique: X : Y—>X +Y"

» D’une fusion hétérolytique: X : Y—X:"

2. LES TYPES DES RADICAUX LIBRES
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On distingue deux types des radicaux libres:
2.1. ’ESPECE REACTIVE D’OXYGENE (ERO)

Le terme ROS réfere aux espéces oxygénées qu’elles soient radicalaires tels 1’anion
superoxyde et le radical hydroxyle ou non radicalaires tel le superoxyde d’hydrogéne. La génération
des ROS est liée au fonctionnement normal de la cellule. Cependant, elle est amplifiée dans
certaines conditions pathologiques telles 1’inflammation et 1’ischémie/reperfusion, qui peuvent

évoluer vers de multiples maladies (Fuji et al., 2003;_Mates, 2000).
> L’anion superoxyde (O, )

L’anion superoxyde est formé quand un é€lectron entre dans 1’orbitale n*2p de 1’oxygene.
Une telle réaction est catalysée par des enzymes tels que le NADPHoxydase. L’anion superoxyde
est un agent important dans le stress oxydatif, il est peu réactif mais c’est un précurseur des especes

trés agressives (Marfak, 2003).
> Le peroxyde d’hydrogéne (H,0,)
Le peroxyde d’hydrogene résulte de la:

¢ dismutation de I’anion superoxyde:
02'_"' Oz'_+ 2H* H.O0:+ O
e Réduction univalente de 1’anion superoxyde :

02'_4‘ 2H +1¢ — »H0O,

e Réduction bi-¢électronique de I’oxygene :

02.*_‘_ 2H 4 2é 4}1202

Cette réaction est catalysée par des enzymes comme |’urate oxydase, le glucose oxydase et la

diaminoacide oxydase (Guttridge, 1995).

Le peroxyde d’hydrogéne est peu réactif (agent oxydant et réducteur faible), maispeut se
transformer en radical ‘OH par I’exposition aux rayons ultraviolets ou par interaction avec les

métaux de transition (Fe™, Cu™") (Halliwell et al., 2000).
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> Le radical hydroxyle (OH)
Le radical hydroxyle est généré dans les cellules soit par :

e clivage réducteur du peroxyde d’hydrogene :

H+ + H202 +é R HzO +.OH

e coupure homolytique du peroxyde d’hydrogéne sous I’influence de rayons
ionisant (Marfak, 2002) :
H,O, —0OH + 'OH

e [aréaction de Fenton:

Fe” + H,0, ———» Fe’*+'OH +'OH

Le radical OH" est un oxydant extrémement agressif, qui s’attaque a la majorité des molécules

biologiques (Guettridge, 1995).
> L’oxygeéne singulet (O,")

C’est une forme trés réactive de 1’oxygéne d’une durée de vie trés limitée (107%s). Sa
formation est trés importante dans les réactions photochimiques. L’oxygeéne singulet réagit souvent
par fixation a la double liaison pour former un endoperoxyde qui peut étre réduit pour former un

radical alkoxyle. Ce dernier initie les réactions radicalaire (Prior et al., 2005).

» L’acide hypochloreux (HOCI)

L’acide hypochloreux est un oxydant puissant formé dans 1’organisme par les neutrophiles
activés. Le cytoplasme des phagocytes contient une myeloperoxydase (MPO) qui catalyse

I’oxydation de I’anion chlorique (CI") par H>O, produisant HOCI (Sanchez-Moreno, 2002):
H,O, + CI' + H ——» HOCI + H,O

Récemment, HOCI peut donner naissance au radical OH par une réaction dépendante ou non de

fer :

HOCl + Oy ———» 'OH+Cl +0,
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HOCI + Fe** ——» "OH +CI' +Fe’*
2.2. L’ESPECE REACTIVE D’AZOTE (RNS)
> L’oxyde nitrique (NO)

L’oxyde nitrique est un radical libre synthétisé par trois iso formes de 1’oxyde nitrique
synthétase (NOS). Il peut étre formé par voie non enzymatique a partir de nitrite & pH bas (<5). Il
est impliqué dans plusieurs fonctions biologiques comme la respiration, la transmission nerveuse,

I’apoptose et I’homéostasie (Roncon et al., 2005).
> L’anion peroxynitrite (ONOO ")

La génération simultanée de 1’oxyde nitrique et de superoxyde favorise la production de 1’anion
peroxynitrite, ce dernier est un puissant oxydant qui peut initier la peroxydation lipidique ainsi que

I’oxydation des protéines et de I’ADN (Szabo, 2002).

3. EFFET DES RADICAUX LIBRES SUR LES MOLECULES BIOLOGIQUES

v Les lipides

La peroxydation lipidique est un exemple frappant du dommage oxydatif dans les différentes
structures cellulaires. La peroxydation des glycolipides, phospholipides et de cholestérol survient
suite aux réactions déclenchées par les especes radicalaires telles que le radical peroxyl et le radical

hydroxyle (Gerotti, 1998).

L’oxydation des lipides est initiée par I’arrachement d’un hydrogene situé¢ entre deux doubles
liaisons; formant un radical diéne conjugué qui s’oxyde en radical peroxyl. Ce dernier évolue en
peroxyde en contact avec un autre acide gras pour produire un nouveau radical diéne conjugué
(réaction en chaine). Les hydroperoxydes et les radicaux peroxyles se transforment soit en d’autres

especes moléculaires ou propagent le processus de peroxydation lipidique (Favier, 2003).
La peroxydation, lipidique se déroule selon trois étapes:

*L’initiation : LH + oxydant ———» L’ + oxydant-H
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L’oxydation est initiée par I’arrachement d’un atome d’hydrogéne sur le carbone (o) adjacent de la

double liaison; cette réaction est limitante (Grune et al., 1998).
*La propagation : en présence de 1’oxygene (O,):
L'+0, —* LOO
LOO'+LH —» L + LOOH
*La terminaison:
LOO'+L° —*LOOL
LOO +LOO" ———»LLOOL + O,

La combinaison des deux radicaux est limitée par la basse concentration des radicaux et par les

facteurs stériques (Gordon, 1990).
v" L’ADN

Les ¢études expérimentales sur 1’action des ROS sur I’ADN ont mis en évidence quatre

grands types de 1¢ésions:

» Modification des bases nucléiques.
» Apparition des sites abasiques.

» Apparition des adduits de I’ADN.
» Cassure de simple ou double brin.

L’ADN mitochondrial est plus sensible au stress oxydatif a cause de I’absence des histones et la

génération des ROS dans ce site, de méme pour les cellules en division car leur ADN est nu et non

enroulé (Davier, 2000; Lee et al., 2004).

Le déséquilibre dans la balance oxydants/antioxydants contribue au développement des cancers
par différents mécanismes:
¢ Modulation des geénes d’expressions.

¢ Induction des altérations génétiques (Valko et al., 2004).
v Les protéines

Page
10




CHAPITRE 1 SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Les protéines sont treés sensibles a I’attaque du radical hydroxyle (HO") qui peut dénaturer
les sites actifs des protéines enzymatiques. Les ROS sont a I’origine des changements fonctionnels,
des fragmentations et une augmentation des attaques protéolytiques des protéines (Gardes et al.,

2003).

L’accumulation des protéines oxydées peut €tre a I’origine de nombreuses maladies telles que la

maladie d’Alzheimer et la dystrophie musculaire (Berlette et Stadtman, 1997).
v Les glucides

Les ROS attaquent les muccopolysaccharides particulierement les proteoglycanes du
cartilage. Par ailleurs, le glucose peut s’oxyder dans les conditions physiologiques en présence des
traces d’ions métalliques libérant le peroxyde d’hydrogene, le radical hydroxyle et le cetoaldehyde,

entrainant [’hydrolyse des protéines ou leur glycation (Favier, 2003).
4. LE SYSTEME ANTIOXYDANT DE CITRUS

Les antioxydants sont des composés qui peuvent atténuer, inhiber ou prévenir 1’oxydation
des maticres oxydables en ¢liminant les radicaux libres et en diminuant le stress oxydatif (Kim et

Lee., 2004).
Les antioxydants sont classés selon différents criteres :

¢ leur origine : naturelle ou synthétique
¢ leur nature : hydrosoluble ou liposoluble.
¢ leur mode d’action : primaires ou secondaires.

< Les antioxydants synthétiques

Les plus utilisés dans I’industrie agroalimentaire sont: butylate hydroxyanisol (BHA),
butylate hydroxytoluéne (BHT), propyle gallate et le tert butyle hydroxyquinone. Mais leur emploi
est astreint a des réglements rigoureux a cause des soupgons qui planent sur leur toxicité (troubles

hépatiques et cancers) (Gulcin et al., 2004).

<+ Les antioxydants naturels
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Ils incluent des especes chimiques différentes (composés phénoliques, vitamines...etc.) qui

sont d’origine végétale pour la plupart (Berger, 2005).

< Les antioxydants primaires

Ils englobent les composés qui interferent avec 1’auto-oxydation lipidique en convertissant
les produits d’oxydation lipidiques (L, LOOe*, LO¢) en produits plus stables grace a leur propriété

de donneurs de protons actifs. Le radical (Ae¢) dérivé de I’antioxydant se convertit en produit stable:

L'+AH ———5» LH+A
LOO'+AH ———— 5> LOOH + A

LO'+AH —»”LOH + A

% Les antioxydants secondaires
Se sont des composés qui retardent I’auto-oxydation lipidique selon différents modes d’action :

v absorption des radiations ultraviolettes.
v inactivation de I’oxygéne singulet.
v chélation des métaux.
v" décomposition des hydroperoxydes.
» COMPOSES PHENOLIQUES

Les composés phénoliques sont des composés importants présentant une grande diversité de
structures. Ils sont caractérisés par la présence d'un noyau benzénique portant un ou plusieurs
groupements hydroxyles, qui peuvent étre méthylés, acylés ou glycosylés, Ainsi, ils Constituent
une vaste famille de métabolites secondaires comprenant plusieurs groupes, contenant chacun
quelques dizaines a plusieurs milliers de molécules différentes. Parmi les composés phénoliques, on
distingue classiquement des composés non flavonoides et des composés flavonoides basés sur un

squelette en C6-C3-C6 (Singleton et Esau, 1969)

a. Les acides phénoliques et leurs dérivés phénols :
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Les acides phénoliques sont divisés en deux sous classes (Figure 1) :
¢ Les dérivés de I’acide benzoique ou les acides hydroxybenzoiques
Tels que I’acide gallique, les gallotanins et les ellagitanins.
¢ Les dérivés de I’acide cinnamique ou les hydroxycinnamiques qui comprennent les acides p-

coumarique, caféique, férulique et sinapique qui sont des précurseurs d’anthocyanines (Manach

et al ., 2004.).

R1 R1
0
R R 0
OH \

RS OH
Acide hydroxybenzoique Acide hydroxycinnamique
R1=0H : Acide coumarique. R;=R,=0OH ; R;=H : Acide protocatechuique.
R =R2=0H : Acide caféique. R=R2=R3=0H : Acide gallique.

R1=0OCH3 ; R2=0OH : Acide ferulique
Figure 1 : Structures chimiques des acides phénoliques (Manach et al., 2004).
Le pouvoir antioxydant des acides phénoliques réside dans leur capacité a piéger les radicaux

libres.
b. Les flavonoides :

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

2008).

e Structures chimiques et classification :
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Leur structure de base est celle d’un diphénylpropane a 15 atome de carbone (C6-C3-C6)
constitué de deux noyaux aromatiques (ou anneaux), que désignent les lettres A et B, reliés par un

hétérocycle oxygéné, que désigne la lettre C, comme le montre la Figure 2.

Figure 2 : Structure générale des flavonoides (Liu. 2004)

Ils sont principalement classés en flavones, flavonols, flavanones, flavanols, isoflavone,

anthocyanidines (Tableau V):

Tableau V : Structure chimique de certains flavonoides représentatifs de chaque classe.

Principaux classes Structure de base
des flavonoides Composés
Naringénin
Flavone genine
i 8
Galangine ; o
Diosmetine
¢ 10
5
Myricetine
i o
flavonol Quercétine | |
Kaempférol oH
Dihydrokaempférol a
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/O
flavanone _ |
Hesperetine
Galangine I
flavanol - P
Catéchine | s N
Chalcone Anthocyanine

< Propriétés antioxydants des flavonoides :

Les flavonoides sont reconnus pour leurs nombreuses activités biologiques, ces activités sont
attribuées en partie aux propriétés anti-oxydantes de ces composés naturels. Les flavonoides sont
susceptibles de réagir avec la plupart des espéces réactives oxygénées (Fuhrman et al., 1995).

L’action antioxydant de ces phytonutriments ne s’exerce pas seulement par 1’inhibition et la
désactivation des radicaux libres, elle se manifeste aussi par la neutralisation d’enzymes oxydantes
et par la chélation des traces d’ions métalliques responsables de la production de ROS (Cotelle,
2001). (Figure 3)

A cause de leurs faibles potentiels redox, les flavonoides (FI-OH) sont thermodynamiquement
capables de réduire les radicaux libres oxydants (R"), comme le superoxyde, le peroxyle, I’alkoxyle
et I’hydroxyle, par transfert d’hydrogene et le radical flavonoxy (FL-O.) qui en résulte peut réagir

avec un autre radical pour former une structure quinone stable (Jovanovic et al., 1998)
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it ot

Fhv-OH Flav-O q uinone

Figure 3 : Piégeage des ROS (R") par les flavonoides.

D’autres études ont montré que les flavonoides sont des bons inhibiteurs d’enzymes responsables
de la production des radicaux libres comme la xanthine oxydase qui est une source biologique
importante du radical superoxyde ( Cos et al., 1998). Les flavonoides sont aussi considérés comme
de bons chélateurs d’ions métalliques (Dacosta, 2003), comme les ions du fer (Fe2+) et du cuivre
(Cu+t) qui sont essentiels pour certaines fonctions physiologiques, mais ils sont aussi responsables
de la production du radical hydroxyle par la réduction du peroxyde d’hydrogene selon la réaction

suivante:

H,O,.Fe* (Cu") ——— "OH + 'OH + Fe* (Cu*)
b. Les Tannins

Les tannins sont des molécules a poids moléculaire élevé qui constituent le troisiéme groupe
important des composés phénoliques. Ainsi, les tannins se référent a I’acide tannique, il a une
structure qui est composé d’un glucose centrale et 10 groupes galloyl, ce sont des polyphénols
soluble dans I’eau et sont présents dans les écorces des fruits de quelques plantes (Gulgin et al.,
2010).

Sur le plan structural, les tannins sont divisés en tannins hydrolysables et tannins condensés ou

proanthocyanidines (al-zoreky, 2009).

= Les tannins condensés

Ce sont des oligoméres ou des polymeres de flavane-3-ol dérivés de la catéchine ou de son
nombreux isomere (Figure 4 a). Ils ont la propriété de coaguler les protéines du derme, d’ou leur

utilisation dans le tannage des peaux (Cowan, 1999).

= Les tannins hydrolysables
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Ce sont des esters de glucose et d’acide gallique. Ils sont caractérisés par le fait qu’ils peuvent
étre dégradés par 1’hydrolyse chimique, ils libérent alors une partiec non phénolique (souvent du
glucose) et une partie phénolique qui peut étre soit de 1’acide gallique, soit un dimeére de ce méme

acide-I’acide ¢llagique (Figure 4 b) (Cowan, 1999).

OH

(a) (b)

Figure 4 : Structure chimique des tannins condensés(a) et des tannins hydrolysables(b)

% Propriétés antioxydants des tannins

La nature polyphénolique de 1’acide tannique qui est hydrophobe est le caractére responsable
de I’action antioxydant, et son mécanisme antioxydant est encore loin d’étre complétement compris.
En présence de cuivre métallique 1’acide tannique agit comme un prooxidant, ou comme un
antioxydant suppresseur du radical hydroxyle (Gulgin et al., 2010).

Comme beaucoup de polyphénols, 1’acide tannique possede des propriétés antimutaginiques et

antimicrobiennes.
5. ACTIVITES BIOLOGIQUES DES CITRUS
5.1. ACTIVITE ANTIOXYDANTE
Les polyphénols jouent un réle important comme systeéme de défense contre les RL, leurs

activité antioxydante se produit par plusieurs mécanismes:
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= Absorption des rayons UV: la naringénine et la rutine ont un effet protecteur contre les UV, en

empéchant ainsi la surproduction des RL (Tripoli ez al., 2007).
= Renforcement de [’activité des enzymes antioxydants : les citroflavonoides jouent un rdle

important dans I’augmentation de 1’activité antioxydante du superoxyde-dismutase et de la catalase
et par la modulation de I’expression de géne de su-peroxyde dismutase, catalase et de glutathion

peroxydase (Tripoli et al., 2007).
= Neutralisation des RL et chélation des métaux:des études réalisées in vitro et in vivo ont montré

la capacité des polyphénols d’agrume a neutraliser les RL et a chélater les métaux principalement le

fer (Del-Rio et al., 2004)
= Inhibition de la lipopéroxydation : diverses études expérimentales ont montré 1’existence d’une

relation importante entre les flavonoides de citrus limon et la diminution de 1’oxydation de taux des

lipoproteines de faible densit¢ LDL dans le sang (Gonzalez-Molina et al., 2010)
5.2. AUTRES PROPRIETES PHARMACOLOGIQUES
< Activité anti-inflammatoire

Ils sont capables d’inhiber les kinases et phosphodiestérases essentiels pour 1’activation et la
transduction du signal cellulaire. Ils ont également une incidence sur 1’activation de certains nombre
de cellules impliquées dans la réponse immunitaire, y compris les lymphocytes T et B (Manthey et

al., 2001).
< Activité antiallergique

Les citrus sont également des propriétés antiallergiques qui sont dues a sa richesse en
quercétine, hespéridine et diosmine, étant des inhibiteurs de 1’histamine, un neurotransmetteur

impliqué dans les réactions allergiques et I’inflammation (Gonzalez-Molina et al., 2010)
< Activité antimicrobienne et antivirale

Plusieurs études expérimentales ont montré que les flavonoides des agrumes ont une activité

antimicrobienne trés importante :

= La quercétine et I’hespéridine inhibent I’infectiosité et la réplication de 1’herpes simplex, le
poliovirus, le virus parainfluenza et le virus syncytial(Tripoli et al., 2007).
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= Hespérétine, 1’aglycone d’hespéridine, posséde une activité antimicrobienne modérée contre

salmonella typhi et salmonella typhimurium.

% Activité anti-cancer

La richesse de certaines plantes en métabolites secondaires comme les flavonoides est a
I’origine de leur efficacité dans la prévention et le traitement des cancers. Les flavonoides sont
considérés comme des agents antiprolifératifs et cytotoxiques vis-a-vis plusieurs lignées de cellules

cancéreuses.

«» Action contre les maladies cardiovasculaires
Beaucoup d’études se sont concentrées sur les effets cardiovasculaires des flavonoides. Les

apports épidémiologiques ont démontré que les gens peuvent avoir une incidence plus limitée en
maladies du cceur, s’ils ont une ingestion diététique élevée en flavonoides. Ces substances sont des
agents de relaxation vasculaires les plus efficaces comme 1’épigénie et la génisteine. Cette

relaxation est attribuée a ’action directe de ces flavonoides sur le muscle lisse vasculaire.
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CHAPITRE 11 MATERIEL ET METHODES

II. MATERIEL ET METHODES
II.1. ECHANTILLONNAGE

Les fruits utilisés dans la présente étude comprennent une variété du citron et une autre variété
d’orange, qu’ont été récoltées pendant le mois de janvier 2016 dans la région d’Oued Ghir
(INRAA) de Bejaia. La récolte est faite manuellement, au hasard, sur le méme arbre pour chaque

variété.

Ces fruits ont été donc emballés dans des sacs, étiquetés, puis transportés au laboratoire et ce afin de

réaliser une étude comparative du point de vue composés bioactifs et activité Antioxydant.

Les deux fruits de chaque variété sont récapitulés dans la Figure 5.

g/

Citrus sinensis . .
Citrus limon

Variété : Washington navel s
g . s Variété : Eureka
rigurc U . vl puuidgle de deux variétés auaryswud
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II.1.1. TRAITEMENT DES ECHANTILLONS

Les produits ayant servi a I’extraction des composés phénoliques, sont les parties d’écorce
et la pulpe de citron (Citrus limon) et d’orange (Citrus sinensis).Les deux fruits sont bien lavés a

I’eau de robinet, et coupés ensuite pour séparer les parties de fruit.
»  Séchage et broyage:

Apres un séchage pendant 15 jours a I’abri de la lumiére a température ambiante, le broyage
des échantillons son été réalis¢ a 1’aide d’un broyeur électrique, et ce afin d’obtenir des poudres
granulométrique plus au moins fine. Ces derniére ont ét¢ mises dans des flacons fermés, fumés,

étiquetés et conservés a température ambiante a 25 C° jusqu’au moment de 1’extraction.
I1.2. EXTRACTION ET DOSAGE DES POLYPHENOLS

11.2.1. EXTRACTION

La méthode de (Ladoh Yemeda et al., 2014) a été¢ adoptée pour I’extraction des composés

phénoliques totaux, et les étapes sont comme suit :

11.2.1.1. MACERATION

L’extrait brut des échantillons étudiés est obtenu par macération. Ce type d’extraction est un
simple contact entre le support solide et le solvant ; 5g de poudre ont ét¢é mélangé avec 100 ml du
solvant d’extraction (éthanol a 96%) ; le mélange a été mis sous agitateur magnétique a température
ambiante pendant 24h.Aprés la macération, le mélange a été filtré a 1’aide d’un papier wattman N°

3. Le filtrat correspond a la fraction éthanolique.

11.2.1.2. DELIPIDATION

Dans I’ampoule a décanter, 100 ml de I’extrait éthanolique est ajouté a 100 ml de 1’hexane
(v/v). L’ampoule a été reposée sur un support fixe, le bouchon enlevé et laisser décanter de maniere

a récupérer la phase aqueuse.

Page 2



CHAPITRE 11 MATERIEL ET METHODES

11.2.1.3. FRACTIONNEMENT

L’extrait éthanolique obtenu est soumis a une deuxiéme extraction de type liquide /liquide a
fin de pouvoir séparer les fractions de polyphénols. Dans ce cas, nous avons utilisé le solvant

polaire, I’acétated’éthyle, toutes les étapes d’extraction sont résumées dans la Figure 6.

Matériel végétal broyé Sg

Extractionpar éthanol (100ml)

4
Extrait éthanolique

Délipidation a ’hexane (v/v)

Phase lipidique « .| Phase éthanolique

Fractionnement

4
Extraction a I’acétate d’éthyle

Phase acétate d’éthyle - Evaporation

Phase aqueuse

Figure 6 : schéma du protocole d’extraction
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Le taux d’extraction est calculé par la formule suivante :

.[Pl—PO]

Taux d’extraction(%) ¢ E *100

P, .poids de la matiére sec apres évaporation.
Py . poids initial du ballon

E : poids de I’échantillon initial (poudre en gramme)
11.2.2. DOSAGE DES COMPOSES PHENOLIQUE
11.2.2.1. DOSAGE DES POLYPHENOLS TOTAUX

L’estimation de la teneur en phénol totaux contenue dans les quatre extraits : €corce
d’orange, pulpe d’orange, écorce de citron, pulpe de citron est réalisée par dosage au
spectrophotométre, selon la méthode de (Ladoh Yemeda et al., 2014). Cette méthode repose sur

I’utilisation du réactif de Folin-ciocalteu.
> Principe

Cette méthode est basée sur les réactions d’oxydoréduction, le réactif de Folin-
Ciocalteu, acide de couleur jaune, est utilis¢ comme oxydant, il est constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique(H;PW,04) et d’acide phosphomolybdique (H;PMO;,04).
Lors de I"oxydation des polyphénols, le Folin est réduit en un mélange bleu d’oxyde de tungsténe
(W3023) et de molybdéne(MOs0,3) et ¢a en présence de carbonate de sodium.
L’intensité de la coloration est proportionnelle aux taux des polyphénols présents dans les extraits

(Ribereau-Gayon, 1968).
> Mode opératoire

Un volume de 0,2 ml de chaque extrait a été mélangé avec 1,5 ml de Folin-Ciocalteu (10 %).
Apres 5 minutes, on rajoute 1,5 ml d’une solution de carbonate de sodium (6 %). Le mélange a été
incubé a température ambiante a 1’obscurit¢ pendant 2h et 1’absorbance est lue a 725 nm au

spectrophotomeétre. L’acide gallique est utilis¢é comme standard de référence (annexe IL.1). Les
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résultats sont exprimés en microgramme d’équivalents d’acide gallique par gramme d’extrait sec

(g EAA/g ES) (Singleton et Rossi, 1965).

11.2.2.2. DOSAGE DES FLAVONOIDES
> Principe

Les flavonoides possédent un groupement OH libre en position 5 susceptible de donner, en
présence de chlorure d’aluminium, un complexe jaunatre par chélation de I’ion AL**, la coloration
jaune produite est proportionnelle a la quantité de flavonoides présente dans I’extrait ( Ribereau-

Gayon, 1968)
> Mode opératoire

La teneur en flavonoide des extraits a été déterminée selon la méthode de (Ibrahim et
Hegazy., 2012).Un volume de 1 ml d’extrait a été additionné a 1 ml de chlorure d’aluminium a 2%
(préparé dans le méthanol). Le mélange a été placé a I’obscurité pendant 10 min puis ’absorbance a

été mesurée a 430 nm.

Les résultats ont été exprimés en pug équivalent de Quercétine par 1 g de matiere séche. Ces
concentrations sont déterminées en se référant a la courbe d’étalonnage réalisée avec de la

Quercétine préparée dans le méthanol (200 pg /ml)(annexe 11.2).
I1.3. MESURE DE I’ACTIVITE ANTIOXYDANTE

11.3.1. EVALUATION DU POUVOIR ANTIRADICALAIRE

11.3.1.1. LE TEST DE PIEGEAGE DU RADICAL DPPH
> Principe

Ce test est basé sur la mesure de I’aptitude d’un antioxydant a exercer un effet scavenger sur
le radical libre DPPH" (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl). Le radical DPPH" est réduit en son
hydrazine correspondant lorsqu’il réagit avec un donneur d’hydrogéne. La réduction du DPPH

s’accompagne par le passage de la solution d’une couleur violette a une couleur jaune, I’absorbance
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est mesurée par spectrophotomeétre a 517 nm. Une faible absorbance indique une meilleure activité

antiradicalaire (Milardovic ez al., 2006).

Le mécanisme est récapitulé dans le Figure 7

(L 03 (L

s ) |

MNIiH
" e L
= HOR-) |\g/
NO-

NO»
1.1-Diphdnyl-2-picsrylhydrazyl (DPDPHD) (DPPH):-H
violet jaune

Figure 7 : piégeage du radical libre DPPH" (Parejo et al., 2002)
> Mode opératoire

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical
DPPH. L’effet de chaque extrait sur le DPPH est mesuré par la procédure décrite par
Seung-cheol et al. (2004).

Un volume de 100ul de différentes concentrations de chaque extrait est ajouté a 1 ml de la
solution méthanolique du DPPH (0,025 g/1) fraichement préparée. En ce qui concerne le controle
négatif, ce dernier est préparé en parallele en mélangeant 100ul du méthanol avec Iml d’une
solution méthanolique de DPPH a la méme concentration utilisée. Aprés incubation a 1’obscurité
pendant 30 min et a la température ambiante la lecture des absorbances est effectué¢e a 517 nm a
I’aide d’un spectrophotometre. Des standards de référence (acide ascorbique et BHA) ont

également été analysés en respectant la méme procédure (annexe I1.3).
Le pourcentage de neutralisation du radical de DPPH est calculé selon la formule suivante:

|témoin|—|échantillon|

P x100
[témoin|

Pourcentage d’ inhibition du radical DPPH =
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11.3.1.2. TEST D’ABTS
> Principe

L’activité antiradicalaire des extraits est déterminée par une méthode basée sur la réduction du
radical ABTS' "« 2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) » qui est utilis¢é comme
un radical libre pour évaluer I’activité antioxydant des échantillons. Ce radical cationique est
facilement formé par oxydation en présence de persulfate de potassium pour donner une solution

colorée en vert-bleue (Prouillac, 2006).

L’addition d’un antioxydant a une solution de ce radical cationique entraine la réduction de ce
radical et une diminution de I’absorbance. Cette diminution dépend de 1’activité antioxydant des

composés testés, du temps et de la concentration (Re et al., 1999).

» Mode opératoire

Le pourcentage d’inhibition du radical ABTS “est évalué par la méthode de Ramful et al.

(2010).

La solution d’ABTS™ préparé par mélange de 7 mM d’ABTS et de 2,45mM de persulfate de
potassium incubé pendant 12-16h a I’abri de la lumiére et a température ambiante avant

’utilisation. La solution d’ABTS est diluée avec 1’éthanol jusqu’a I’obtention d’une absorbance de

0,7( * 0,02) a 734 nm.1,9 ml de la solution d’ABTS est additionné¢ & 100 pl de I’extrait a
différentes concentrations.

Apres I’incubation pendant 7 min a ’obscurité et a température ambiante,On mesure la
réaction de réduction de la solution d’ABTS a 734 nm, la capacité antioxydant des extraits testés,

est exprimée par rapport aux concentrations de standard Trolox (TEAC) (annexe 11.4), ce qui donne

des indications utiles sur le potentiel antioxydant de 1’extrait de plantes.

Le pouvoir anti-radicalaire de 1’extrait est exprimé en pourcentage d’inhibition du radical ABTS":
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|Contréle|—|Extrait|

|Controle| *100

Pourcentage d’ inhibition du radical ABTS =

Ou : Abs Controdle : Absorbance du témoin et
Abs Extrait : Absorbance de 1’extrait.

11.3.1.3. TEST DE L’ACTIVITE DE PIEGEAGE DE L’OXYDE NITRIQUE (NO)

> Principe

L'activité de piégeage de 'oxyde nitrique peut étre mesurée par la réaction de GRIESS

(Nurlam e al., 2012).
> Mode opératoire

Le mélange réactionnel contenant 4 ml de nitroprusside de sodium a 10 mM, de 1 ml d'une solution
saline du tampon phosphate a 50 Mm (pH 7,4) et 1 ml de I’extrait a (50-100-250-500 pg/ml), I'acide
gallique (50-100-200 pg/ml), ont été incubées a 25°C pendant 150 min. Apres incubation, 0,5 ml de
réactif de GRIESS (1% de sulfanilamide, 2% acide O-phosphorique et 0,1% d'acide NEDD) a été
ajoutée en 0,5 ml de mélange réactionnel. Le mélange est incubé a l'abri de la lumiére pendant
30minutes. L'absorbance est mesuré a 535 nm contre le blanc (Bumrela et Naik, 2011). Des
standards de référence (acide ascorbique et BHA) ont ¢également été analysés en respectant la

méme procédure (annexe IL5S).
Le pourcentage d’inhibition est calculé par la formule suivant:

%100

Pourcentaged’ inhibitiondu radical NO =

|d|” échantillon
1 —
|dulcontrole

11.3.2. MESURE DE L’INHIBITIN DE L’OXYDATION DE L’ACIDE LINOLEIQUE

¢ Principe
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Le principe de la réaction est d’évaluer le taux des peroxydes présents dans le milieu
réactionnel par le FeCl, et le Thiocyanate d’ammonium. Cependant, durant I’oxydation de I’acide
linoléique, il y a formation du peroxyde qui a son tour assure I’oxydation du Fe™ en Fe™, ce dernier
se lie avec le Thiocyanate d’ammonium pour former un complexe ayant un maximum d’absorbance

a 500 nm.

> Mode opératoire

L’inhibition de 1’oxydation d’acide linoléique est mesurée selon la méthode de Min (2012). 1
ml d’acide linoléique dans le méthanol (95 %) est mélangé avec 1ml d’extrait et 0,2 ml du tampon
phosphate 50 mM (pH 7). Aprés incubation a 37°C pendant 72 h, 0,1 ml de la solution incubée est
ajoutée a 2,425 ml d’¢éthanol (75 %), 25 pl de Thiocyanate d’ammonium et 25 ul de chlorure
ferreux (dans HCL a 3,5 %). Apres 3 minutes, 1’absorbance est mesurée a 500 nm. Ce test est

répété pendant 7 jours jusqu’ une stabilisation de 1’absorbance de 1’échantillon.

Le pourcentage d’inhibition de I’oxydation d’acide linoléique est calculé comme suivant :

Pourcentaged’ inhibitiondel’ ac linoléique = %100

|d|” échantillon
1 —
|du| controle

I11.3.3. ANALYSES STATISTIQUE
Les résultats sont exprimés en moyenne £ SD et analysés par le test Anova, et pour la

détermination des taux de signification (n=3), les valeurs de p = 0,05 sont considérées
statistiquement significatives. Les valeurs ICsy sont calculées par la méthode de régression linéaire a

partir de la courbe [% inhibition O (concentration)].
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CHAPITRE 111 RESULTATS ET DISCUSSION

ITI. RESULTATS ET DISCUSSION

III.1. LE TAUX D’EXTRACTION

L’extraction des composés phénoliques a partir de la matiére végétale dépend de plusieurs
facteurs qui contribuent a son efficacité : la méthode d’extraction, la granulométrie des particules, la

durée d’extraction, la nature et le volume du solvant utilisé

La méthode d’extraction par macération en utilisant I’éthanol comme solvant d’extraction des
quatre échantillons (écorce de citron, pulpe de citron, écorce d’orange, pulpe d’orange), a permet

d’obtenir respectivement des taux d’extraction de 18%, 49%, 33,6% , 0 ,8%, (Figure N° 8)

60% -
0,
50% 49%
3 40%
-
5 34%
£
§ 30% -
o
8 20%  18% -
5
g
10% -
1%
0% T T

T 1
écorce de citron pulpe de citron écorce d'orange pulpe d'orange

les extraits

Figure 8 : Taux d’extraction des polyphénols des quatre échantillons de citrus

Bien que le matériel végétal est le méme, une variabilité des rendements d’extraction des
écorces et des pulpes d’orange et de citron, I’extraction de la pulpe de citron a donné le rendement
le plus élevé (49%), suivie de celle de 1’écorce d’orange (33,60 %), suivie de celle de I’écorce de
citron (18%), et faiblement de la pulpe d’orange (0,80 %), cette variabilit¢ du rendement des quatre

extraits peut étre due a la différence de la granulométrie des particules et le type de matériel végétal

utilisé.

D’autre part, indépendamment du solvant utilisé, il a noté que I’espéce citrus limon présente

les meilleurs taux d’extraction par apport au 1’espece citrus sinensis
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I11.2. DOSAGE DES COMPOSES PHENOLIQUES
I11.2.1. DOSAGE DES POLYPHENOLS

La couleur bleu apres 2 h d’incubation confirme la présence des polyphénols qui ont réduit
le réactif Folin-ciocalteu. L’intensité de la couleur qui varie entre le bleu clair et le bleu foncé est

fonction de la teneur en polyphénols.

Les teneurs en polyphénols totaux sont déterminées en se référant a une courbe d’étalonnage

réalisée avec ’acide gallique pg/ml (annexe IL.1).

Les concentrations des polyphénols totaux obtenues sont présentées dans la figure (9), ils

sont exprimés en ug EAG/g ES.

120

10T25

100 —

) BTS
oo
80 -
N
% 67175
2 60
c
.O
i
£ 40+
g
8 - 14.63
1 2 3 4
0 T T T

1
écorcedecitron  pulpe de citron écorce d'orange pulpe d'orange

les extraits

Figure 9: les teneurs en polyphénols totaux dans les quatre extraits de citrus limon et de citrus

Sinensis
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La teneur en polyphénols totaux dans les extraits éthanolique montre des résultats différentes

qui sont de 108,25 ; 67,65 ; 84,5¢et 14,63 ng EAG/ 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 supérieure

(p ¢ 0.05) dans les extraits de citron que dans ceux d’orange. De plus, il est & 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., 2001).

Toutefois, d’autre 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 ; Gerhard, K et Alexnder, H, 2009) ; ceci peut étre du a la nature du solvant

utilis¢, la méthode d’extraction et la température d’extraction.
I11.2.2. DOSAGE DES FLAVONOIDES

Une couleur jaunatre est formée dans tous les extraits de citrus limon et citrus sinensis apres
I’addition de la solution de chlorure d’Aluminium (AICI;), cette coloration révele la présence des

flavonoides dans les extraits analysés.

Les résultats du dosage des flavonoides sont présentés dans la figure (10), ils sont exprimés

en ug EQ/g ES.
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Figure 10 : Teneurs en flavonoides dans les parties écorce et pulpe de citron et d’orange.

Comparé aux autres extraits, 1’écorce de citron a plus de quantité de flavonoide de 23,3 pg/ml,
suivi de 1’écorce d’orange de 14,69 ng/ml, suivi de pulpe de citron de 13,35 pg/ml et celle de pulpe
d’orange de 10,47 pg/ml.

Selon ces résultats, on peut constater une répartition inégale des flavonoides dans les
différentes parties de la plante. Cette variabilité de la teneur en flavonoides chez le citron et I’orange
a également été signalée par d’autres auteurs (Ghasemi et al, 2009 ; Ramful et al., 2010). Ceci
peut étre expliqué par I’influence de certains facteurs extrinseques tels que la méthode d’extraction

et la nature du solvant utilisé.
111.3. EVALUATION DE L’ACTIVITES ANTIOXYDANTE

I11.3.1. EVALUATION DE POUVOIR ANTIRADICALAIRE PAR LE DPPH

Apres 30 mn d’incubation de la solution DPPH-extrait (a différente concentration), la
coloration violette vire vers une coloration jaune dans les quatre extraites, ce changement de
couleur est dii a la réduction de DPPH, ce qui montre que les échantillons ont un effet scavenger de
radical DPPH. Les résultats du pouvoir antiradicalaire par le DPPH des différents extraits de citrus

sont rassemblés dans la figure (11).
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W écorce de citron
M pulpe de citron
m écorce d'orange
M pulpe d'orange

pourcentage d'inhibition %

2 4 8 10

ooncentration mg/ mli

Figure 11 : Evaluation de pouvoir antiradicalaire DPPH en fonction des concentrations des extraits

de Citrus limon et Citrus sinensis.

L’activité antioxydante évaluée pour les différents extraits de citrus ainsi que les standards
(controle positif) utilisés est exprimée en ICsy (concentration inhibitrice 50) ; ¢’est la concentration
d’extrait qui neutralise (réduit) 50% de radical libre (DPPH), plus L’ICs, est faible plus I’extrait est
avec un potentiel antioxydant puissant. L’ensemble des résultats de I’activité antioxydante exprimée

en ICs est représenté dans le tableau ci-dessous :

Tableau VI : les résultats des ICsopour le test DPPH

ICs (mg/ml)
Ecorce de citron 5,72
Pulpe de citron 10,35
Ecorce d’orange 9,69
Pulpe d’orange 15,2
Acide ascorbique 0,076
BHA 0,094
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Selon ces résultats, il est a constater que quelque soit I’espéce, la partie écorce est celle qui a
révélé une ICsy la plus faible. Ceci pourrait justifier que les écorces de citron et d’orange sont
significativement plus actives que les pulpes des deux especes. D’autre part, I’écorce de citon est
plus active que I’écorce d’orange. Toutefois, cette activité antioxydante est significativement (p ¢

0,05) importante par rapport aux standards utilisés qui ont donné des ICs, égales a 0,076 mg/ml et

0,094 mg/ml pour acide ascorbique et le BHA respectivement.

La différence dans D’activité anti-radicalaire au DPPH entre les extraits des deux citrus
analysés est probablement due a leur composition en différents composés phénolique. La réduction
du DPPH n’est généralement pas due a I’action d’un seul compos¢ mais aux interactions entre
plusieurs composés, ces interactions peuvent exister dans un extrait pas dans un autre, conduisant

ainsi a cette différence d’activité entre les extraits.

Nos résultats sont en accord aves ceux déja publiés qui ont montré que les écorces de citrus
représentent la fraction la plus riche en polyphénols, laquelle a révélé un potentiel antioxydant
puissant (Bacco et al., 1998 ; Gorinstein et al., 2001). Cependant, Ghasemi ez al. (2009) ont
signalé que Dl’activité anti-radicalaire des écorces de citron et d’orange représentait des valeurs
d’ICso de I’ordre de 1,4 mg/ml et 1,1 mg/ml respectivement, qui sont significativement inférieures

comparés a nos résultats étudiés.

I11.3.2. ACTIVITE SCAVENGING DU RADICAL ABTS"

Afin de valider les résultats de I’efficacité antioxydante des extraits de citrus obtenus
précédemment par le test anti-radicalaire du DPPH, nous avons utilisés un 2™ test basé sur la

capacité de piégeage du proton du radical cationique ABTS®".

Les pourcentages d’inhibition des extraits de citrus a I’ABTS sont représentés dans la figure

12.
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M écorce de citron
m pulpe de citron
M écorce d'orange
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Figure 12 : Variation de I’inhibition de I’ABTS " en fonction des concentrations des extraits.

Il en ressort que I’activité anti-radicalaire de I’ABTS est d’autant plus supérieure que la
concentration est élevée. D’autre part, ces résultats indiquent que pour toutes les concentrations,
I’écorce présente le plus grand effet inhibiteur que la pulpe. Pour une concentration minimale de 2

mg/ml I’écorce a révélé une inhibition équivalent a 88 % et 87,6 % respectivement pour le citron et

I’orange. La pulpe a par contre montré une inhibition significativement (P & 0,05) inférieure (68,6

% ; 60 %) pour le citron et I’orange respectivement

La capacité antioxydante pour ce test (ABTS) a été exprimée en équivalent Trolox (TEAC)
qui corespond a la concentration du Trolox en pg donnant la méme activité qu’un miligramme de la

substance testée, plus le TEAC est élevée plus 1’extrait est efficace.

Pour pouvoir calculer le TEAC, une courbe d’étalonnage est réalisée avec le Trolox et les résultats

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

Tableau VII : Les valeurs de Trolox des différents extraits de citrus.

Concentration pg/ml Trolox

par mg d’extrait
| Ecorce de citron 0,213
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Pulpe de citron 0,170
Ecorce d’orange 0,210
Pulpe d’orange 0,121

Pour les deux especes de citrus, I’écorce présente le TEAC le plus élevé (0,213 pg/ml
Trolox par mg d’extrait de citron; 0,21 pg/ml Trolox par mg d’extrait d’orange), il est donc
considéré comme étant le plus efficace pour I’inhibition cationique ABTS. Suivie de la pulpe avec
un TEAC plus inférieure (0,170 pg/ml trolox par mg d’extrait ; 0,121 pg/ml trolox par mg d’extrait)

respectivement pour le citron et I’orange.

L’extrait de 1’écorce des deux especes de citrus serait donc plus actif que celui de la pulpe.
Ce résultat serait compatible avec la composition chimique déterminée pour les polyphénols ou une
prédominance de ces composés a été clairement identifiée dans 1’extrait d’écorce que dans la pulpe,
lequel expliquerait son pouvoir anti-radicalaire relativement élevé dans 1’extrait d’écorce que dans
la pulpe, lequel expliquerait son pouvoir anti-radicalaire relativement élevé dans 1’extrait d’écorce

par rapport a celui de la pulpe.

Ces travaux sont en accord avec des résultats déja publiés (Ortuno et al., 2006 ; Halliwell,
2007) selon lesquels les polyphénols constitueraient une bonne source d’antioxydant naturels. De
plus, les travaux de Gorinstein et al., (2001) confirme ces résultats et ont montré que le potentiel
antioxydant total par piégeage du radical ABTS a été plus élevé dans les écorces de citrons que dans

leur pulpe.
I11.3.3. ACTIVITE DE PIEGEAGE DU RADICAL NO®

Les résultats figurant dans le Tableau VIII et la Figure 13 illustrent 1’activité anti-radicalaire vis-a-

vis du piégeage du radical libre NO ainsi que les ICso des différents extraits de citrus.
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Figure 13 : pourcentage d’inhibition du radical NO en fonction de différentes concentrations des

extraits de citrus limon et citrus sinensis

Les concentrations qui piegent 50 % des radicaux libres ou concentrations inhibitrices (ICso)
sont calculées et représentées dans le tableau VI. Les différences entre les extraits et les

antioxydants standards (BHA et I’acide ascorbique) et entre les extraits eux-mémes sont

statistiquement significatives (p o 0,05).

Tableau VIII : Les valeurs ICsy du piégeage du radical NO par les différents extraits de citrus

et les standards.

ICso (ng/ml)
Ecorce de citron 333.67
Pulpe de citron 457.07
Ecorce d’orange 351.81
Pulpe d’orange 470.46
Acide ascorbique 125,96
BHA 178,24

Selon les valeurs d’ICsy, il en ressort que les extraits éthanolique d’écorce de citron et

d’orange sont ceux qui ont présenté de grandes capacités de piégeage du radical NO. Les extraits de

Page 9



CHAPITRE 111 RESULTATS ET DISCUSSION

pulpe des deux espéces de citrus ont marqué un effet moins important et sont significativement (p

¢ 0,05) moins actifs que les extraits d’écorce.

Nos résultats sont en corrélation avec les travaux de Shaik ez al. (2015) qui ont étudié
I’activité de piégeage du radical NO de quelques extraits hydro-éthanolique de Citrus et qui ont

montré que la partie écorce est celle la plus active que la pulpe. D’autre part, Muthial ez al. (2012)

sur les extraits de citrus limetta, ont trouvé que la valeur ICsy pour 1’écorce est de 290 044

pg/ml et pour la pulpe est de 705.16 £ 0.56 pg/ml, justifiant que la partie écorce est

potentiellement la plus active que celle de la pulpe, ceci est en accord avec nos résultats obtenus.
I11.3.4. EVALUATION DE LA PEROXYDATION LIPIDIQUE

La peroxydation lipidique est un phénomene général qui se produit dés la présence de
I’oxygene. Tous les lipides contenant des acides gras insaturés quelle que soit leur origine sont
concernés. L’étude des mécanismes de la peroxydation lipidique et des moyens de la prévenir par
les antioxydants connait depuis les derniéres décennies un regain d’intérét du aux implications de

ces phénomenes dans les domaines de la nutrition et de la santé.

La mesure de la peroxydation lipidique de 1’acide linoléique est I'une des méthodes les plus

utilisées pour la détermination de 1’activité antioxydante.

Les mesures d’absorbances de I’acide linol€ique en présence des différents extraits de deux variétés

de citrus étudiées sont exprimées dans la figure 14

D’apres cette figure, on constate que tous les échantillons ont montré une absorbance faible
pendant le premier jour, ce qui explique que les échantillons n’ont aucune activité, puis elle
commence a s’augmenté légérement jusqu’au troisiéme jour ou les extraits montre une absorbance

maximal.

A partir du troisiéme jour on constate une diminution de 1’absorbance pour tous les extraits

jusqu’atteindre une valeur minimal du cinquiéme jour.

La cinétique d’inhibition de la peroxydation lipidique de I’acide linoléique par les extraits

d’écorce et de pulpe de Citrus limon et Citrus sinensis étudié€s sont résumés dans la figure 15.
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Figure 14 : les variations des absorbances de citrus en fonction de jours
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Figure 15 : histogrammes de I’inhibition de peroxydation lipidique de I’acide linoléique en

présence des différents extraits de citrus.

Dans la présente étude, le taux d’oxydation a été estimé par la méthode colorimétrique au

FTC qui permet d’évaluer le taux de peroxydes présents dans le milieu réactionnel.
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La figure ci-dessus montre clairement que tous les extraits ont montré une activité inhibitrice de
I’acide linoléique allant de 57,29 a 68,51 % a la concentration de 100 pg/ml. En effet, 1’extrait
écorce de citrus limon a montré de pourcentage d’inhibition plus élevés (68,51 %), suivi de
I’écorce de citrus sinensis (65,46 %). Dans la pulpe des deux espéces, ce pourcentage est quasiment

identique correspondant a 60,09 % pour citrus limon et 57,29 % pour citrus sinensis.

Ces résultats indiquent un bon effet inhibiteur de la peroxydation lipidique par les différents
extraits qui serait probablement du a la présence des composés phénoliques dont la fraction

majoritaire des flavonoides.

Des travaux similaires sur I’extrait méthanolique de citrus limon et citrus pseudolimon ont
rapporté que ces especes présentent un pouvoir inhibiteur de la lipo-peroxydation avec un
pourcentage allant de 31 a 60 % (Sultana ez al., 2015). Il est bien établi quel’activité antioxydante

serait fortement corrélée a la capacité des extraits a prévenir la peroxydation de 1’acide linoléique.
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La présente étude s’intéresse a 1’extraction des composés phénoliques et 1’évaluation de
I’activité antioxydant (anti-DPPH®", anti-ABTS°" et anti-NO°") et I’effet inhibiteur de la
peroxydation lipidique des composés phénoliques extraits a partir des €corces et des pulpes de
Citrus limon et Citrus sinensis d’une part et la détermination de la teneur en composés phénoliques

de chaque extrait (phénols totaux, flavonoides) d’autre part.

L’ensemble des résultats obtenus au cours des analyses quantitatives par spectrophotométrie
nous a permis de trouver des teneurs en polyphénols totaux trés variables entre les différents extraits
allant de 14,63 ng EAG/g ES jusqu’a 108,25 ng EAG/g ES, le meilleur taux est enregistré par
I’extrait écorce de Citrus limon (108,25 ng EAG/ g ES), et des teneurs en flavonoides qui varient
entre 10,47 a 23,3 ng EQ/ g ES, dont les deux teneurs, la partie écorce des deux especes possedent

des quantités plus élevées que la partie pulpe.

L’évaluation du potentiel antioxydant des deux fruits étudiés par le test DPPH a une gamme
de concentration de 2-10 mg/ml a révélé que la plupart d’entre elles posséde une activité
antioxydante remarquable telle que 1’extrait écorce de Citrus limon qui présente une ICs trés faible

(5,72 mg/ml) par rapport aux autres extraits.

L’évaluation du pouvoir antioxydant contre le radical ABTS®" a une gamme de concentration
2-10 mg/ml, a montré que I’extraits écorce de Citrus limon possede une plus grande valeur de
TEAC (0,213 pg/ml Trolox par mg d’extrait écorce de citron), par rapport aux autres extraits, donc

ce dernier montre un bon effet inhibiteur contre le radical ABTS.

L’évaluation de I’activité antioxydante contre le radical NO a une gamme de concentration
50-500 pg/ml, a montré toujours que 1’extrait écorce de Citrus limon exerce un bon effet inhibiteur

contre le radical NO.

L’¢évaluation de I’effet inhibiteur de la peroxydation lipidique de 1’acide linoléique, a révélé
que tous les extraits ont une bonne activité inhibitrice allant de 57,29 a 68,51 % enregistré par tous

les extraits.

Lors de ce travail, on a pu estimer un trés bon effet sur I’activité antioxydante en particulier
la peroxydation lipidique par les extraits des plantes étudiées. En perspectives, il serait intéressent

de mener une étude sur d’autre espece d’agrumes comme le Citrus reticulata, et utilisé d’autres
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méthodes de caractérisation phytochimique plus précises telle que I’'HPLC, LC-MS et LC-RMN

pour identifier les molécules bioactives a partir de ces

Plantes médicinales. En ce qui concerne 1’activité antimicrobienne, il est aussi intéressent de

définir le mécanisme d’action de ces substances végétale sur les microorganismes.
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Annexe I : matériels et produits chimiques

1- Matériel du laboratoire
e La verrerie : tube a essai, bécher, erlenmeyer, flacon.
e [’appareillage
- Balance de précision (RADW AG® (PS 600/C/2 et AS 220/C/2)).
- Etuve (WTC binder) et Etuve d’Incucell.
- Spectrophotometre
- Ph metre
- Autre: spatule, micropipettes (100 et 1000 pl), papier d’aluminium, papier

absorbant, papier filtre, boite de pétrie, tube a essais, anse en platine.
2- Les produits chimiques et les solvants

e Réactif de folin-ciocalteu (FCR).
e (Carbonate de sodium (Na>Cos).
¢ Trichlorure d’aluminium (AICI) et Acétate de sodium
¢ Fau distillée, Ethanol, Méthanol.
e Le DPPH
e L[’ABTS et persulfate de potassium
e Réactif de GREISS
¢ Thiocyanate de d’ammonium
¢ Acide I’'linoléique
» Les standards utilisés :

- Acide gallique

- Quercitine

- Vitamine C (Acide ascorbique) et BHA

- TROLOX

Annexe II : les courbes d’étalonnage

1. Courbe d’étalonnage (acide gallique) du dosage des polyphénols totaux
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e d’étalonnage de réduction du radical DPPH
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4. Courbe d’étalonnage de réduction de la réduction du radical ABTS™
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5. Courbe d’étalonnage de la réduction du radical NO (acide ascorbique et BHA)
a. Courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique
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b. Courbe d’étalonnage de BHA
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Résumé : Les citrus comme d’autres fruits et légumes sont une source importante de
différents antioxydants (polyphénols, caroténoides, acide ascorbique....etc) qui peuvent
inhibés les effets néfastes des radicaux libres sur 1’organisme humain. Des extraits
éthanoliques des écorces et des pulpes de citrus limon et de citrus sinensis ont été testés pour
leurs activitées antioxydantes et leurs effets inhibiteur de la peroxydation lipidique.Les
composés phénoliques (polyphénols totaux et les flavonoides) extraits par le solvant
d’extraction (éthanol) présentent des variations selon 1’extrait et la variété. L’évaluation du
pouvoir antioxydants in vitro a révélé des capacités antioxydant chez tous les extraits. Les
activites les plus potentielles par le mécanisme de piegeage des radicaux libres par la méthode

de DPPH a prouvées par I’extraits écorce de citrus limon (ICs ¢ 5,72 mg/ml) lequel

posséde une activité trés importante, et par la méthode d’ABTS, le plus grand TEAC était
0,213 pg/ml Trolox par mg d’extrait pour I’écorce de citrus limon. Pour le test de piégeage
du radical NO D’extrait écorce de citrus limon a faible 1Cs, était 333.67 pg/ml, on montre
toujours que la partie écorce de citrus limon a un meilleur effet anti-radicalaire par rapport
aux autre extraits. Pendant I’inhibition de la peroxydation lipidique de 1’acide linoléique, tous
les extraits ont présenté une bonne activité inhibitrice.

Mots-Clés : Citrus, polyphénols, activité antioxydante, DPPH, ABTS, NO, peroxydation
lipidique

Abstract: Citrus as other fruit and vegetables are an important source of various antioxydants
(polyphénols, caritenoids, ascorbic...etc) that can inhibit the harmful effects of free radicals
on the human body. Ethanol extracts of peel and pulp of fruit belonging to Citrus limon and
Citrus sinensis were tested for their antioxidant activites and their inhibitory effects of lipid
peroxydation. Phenolic compounds (total polyphenols and flavonoids) extracted by the
extraction solvent (ethano) exhibit variations according to the extract and variety. The
evaluation of the in vitro antioxidant power revealed antioxidant capacityin all variety. The
most potential activites by DPPH method have been shown by Citrus limon peel extract (ICso

¢ 572 mg/ml) which has a very important activity, and by the method ABTS, the largeast

TEAC was 0,213 pg/ml per mg of extract to the peel of Citrus limon. For the trapping test
radical NO, extract Citrus peel has low ICs, was 333.67 pg/ml, it still shows that the peel of
Citrus limon has a better anti-radical effet compared to other extract. Indeed, inhibition of
linoleic acid revealed that samples exhibited good inhibitory activity.

Key words: Citrus, polyphenols, antioxidant activity, DPPH, ABTS, NO, lipid peroxydation

30U alaal) A gall Calita (o Lala | jaan jatiai La e g & g yumdll gaS) o8l Jie liasall : (adla
E‘)_sl\ ‘)‘}.JA.J‘L}C:&A_AL.IM.éJL.A.“ Jt&\ ujddpu\u&g&ﬂ\(é\ d:\:U)S“\j\ ub;a;jtllu:\ﬁ}‘)&\ ‘dj.\:\s:djﬂ\)
3ol Ll dia ol il caeall 5 ) sadd Cilpcaendl g elalll (e J Y1 cililaie HLis) & gyl anall b
Cudall e A el (255 580 5 J st gl £ gana) sl LS pa sl 2S5 Aadial) il i 5 5008
JS 932U Balinal 3 508l o i€ 530SO Slian yoidal) b ani | & sl 5 alitioa) G calias (JsEY))
0= 285 DPPH 48y yha LeiS a5 5al) 5 siall e pualane 40 A (e Alainall ddaiily) ST cililiia)
2SS CABTS 485k 5 caa age bl Lol ) (de/ 3 IC50 = 5.72) ) sdid Clpaeal) 58 okl
NO 22 JLia) 3 jaaladd dlameall Gyl elal paldiow g g le 8 Trolox J«/ #oe TEAC 0.213
s ole dud Y A Ja/ ol 2 5 K IC50 333.67 Laisia OIS Lpdl Glacacall 588 ol ) jasu
el il mand ¢y saall 20 5y il (5 AT clilaiially 46 e A0 ) AnBlSal Jumdl 5 L) lpmanl) () 5l

G52 2S5 5 DPPH ,ABTS, ,NO 5208 saladll | Jsidd sl Clucaasl) ; 4aidal) cilals,



	2. HISTORIQUE
	3. DEFINITION
	4.1. L’ORANGE
	Tableau I : les caractéristiques généraux de citrus sinensis (Bénédicte et Michel, 2011)
	4.2. LE CITRON
	Tableau IV : Composition biochimique moyenne du citron
	I.2. LES OXYDANTS ET LES ANTIOXYDANTS DES CITRUS
	1. RADICAUX LIBRES
	2. LES TYPES DES RADICAUX LIBRES
	2.1. L’ESPECE REACTIVE D’OXYGENE (ERO)
	2.2. L’ESPECE REACTIVE D’AZOTE (RNS)
	3. L’EFFET DES RADICAUX LIBRES SUR LES MOLECULES BIOLOGIQUES
	4. LE SYSTEME ANTIOXYDANT DE CITRUS
	COMPOSES PHENOLIQUES
	Figure 2 : Structure générale des flavonoïdes (Liu. 2004)
	Extractionpar éthanol (100ml)
	Fractionnement
	Évaporation
	Figure 6 : schéma du protocole d’extraction

