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Résumé

La clémentine (citrus clémentina) est un agrume de famille des rutacées du bassin
méditerranéen. Ce fruit est recouvert par une écorce souple tres riche en composés bioactifs
tels que les polyphénols, citroflavonoides et les tanins connus par leurs activités
antioxydantes. Ce travail a pour but de mettre en valeur I'activité antioxydante in vitro des
polyphénols, des tanins et des citroflavonoides de I’écorce de la clémentine par le dosage des
parametres de stress oxydant : MDA et GSH. Nos résultats démontrent que les extraits
d’écorce présentent une activité antioxydante tres élevée. Les fortes concentrations en
polyphénols (2 ; 4) mg/ml induisent une diminution des taux du MDA (15 ; 12) umol/Il. D’autre
part, les faibles concentrations en polyphénols (0,062) mg/ml augmentent les teneurs en GSH.
Par ailleurs, les faibles concentrations en tanins (0,25 ; 0,125) mg/ml augmentent les teneurs
en GSH. Ces résultats démontrent I'activité antioxydante in vitro des polyphénols, des tanins

et des citroflavonoides de |'écorce de la clémentine.

Mot clés : clémentine, polyphénols, tanins, citroflavonoides, MDA, GSH, stress oxydatif.




Abstract

Clementine (citrus clementina) is a citrus fruit from the rutaceae family in the Mediterranean
basin. This fruit is covered by a flexible rind very rich in bioactive compounds such as
polyphenols, citroflavonoids and tannins known for their antioxidant activities. The aim of this
work is to highlight the antioxidant activity in vitro of polyphenols, tannins and citroflavonoids
in the bark of clementine by assaying the oxidative stress parameters: MDA and GSH. Our
results shows that the bark extracts exhibit very high antioxidant activity. The high
concentrations of polyphenols (2 ; 4) mg/ml induce a decrease in the levels of MDA (15 ; 12)
pmol/l. On the other hand, the low concentrations of polyphenols (0.062) mg/ml increase the
levels of GSH. In addition, the low concentrations of tannins (0.25; 0.125) mg/ml increase the
levels of GSH. These results demonstrate the antioxidant activity in vitro of polyphenols,

tannins and citroflavonoids in the bark of clementine.

Keywords : clementine, polyphenols, tannins, citroflavonoids, MDA, GSH, oxidative stress.
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Introduction

Depuis quelques années de nombreuses recherches épidémiologiques suggerent qu’il existe
un lien entre 'alimentation et la santé, et plus précisément des effets positifs des fruits et
légumes sur la prévention de diverses pathologies dégénératives associées au stress oxydant
telles divers cancers et des maladies cardiovasculaires (Huang C.L & Sumpio B.E, 2008 ; Lalas

S etal., 2011 ; Michaél et al., 2019).

Pour cela un grand nombre de recherches sur différents fruits, y compris les agrumes. Les
agrumes disposent de multiples composés bioactifs ayant des applications thérapeutiques
(Kim H et al., 2002). Parmi ces composés bioactifs a effet thérapeutique : les antioxydants
occupent une place de choix. De multitude d’antioxydants sont synthétisés par |’'organisme ou
le plus souvent apportés par notre alimentation qui participent aux effets protecteurs
(Defraigne J.0 & Pincemail J, 2008). Partie intégrante de I'alimentation humaine, llIs
constituent un ensemble de molécules tres répandues dans le regne végétal, en particulier
chez les plantes supérieures ou ils se retrouvent dans les racines, les feuilles, les fleurs et les
fruits. D’autre part, ils posseédent un apport alimentaire total qui pourrait atteindre 1 g/ j, ce
qui est trés élevé que celui de toutes les autres classes de composés phytochimiques et

d'antioxydants alimentaires connus (Sakakibara H et al., 2003 ; Augustin et al., 2005).

Les études épidémiologiques prouvent que la consommation de la clémentine peut protéger
la santé contre différentes maladies grace a leur richesse en diverses molécules antioxydants
dont I'acides ascorbique, les caroténoides et les polyphénols (Kim H et al., 2002). Suite a cette
richesse, lI'extraction des constituants phénoliques a considérablement attiré l'intérét
scientifique pour les utiliser comme des antioxydants naturels, conservateurs principalement
dans les aliments mais aussi dans I'industrie pharmaceutique et cosmétique (Ramful D et al.,
2010). Les écorces de clémentine constituent un gisement riche en ingrédients nutritionnels
(eau, protéines, sucres et minéraux) et en ingrédients fonctionnels telle que les huiles
essentielles, fibres, caroténoides, vitamine C, composés phénoliques, essentiellement des
flavonoides et des acides phénoliques. Les flavonoides des écorces d’agrumes sont

caractérisés par leurs activités antioxydants, thérapeutiques, antivirales, antifongiques et

antibactériennes (Ma Y et al., 2009 ; Huang Y.S & Ho S.C, 2010 ; Singh A et al., 2010).




Introduction

L’étude sur les impacts des polyphénols alimentaires sur la santé humaine s’est développée
au cours des 10 derniéres années en particulier dans les pathologies dégénératives. Il est
devenu clair que les modes d'action des polyphénols commencent par la modulation du stress

oxydatif (Augustin et al., 2005).

Parmi ces composés phénoliques, les tanins sont présents dans les organelles cytoplasmiques
des végétaux ayant des propriétés chimiques et physiques multiples (Kriaa S & Thewis A,
1999 ; Piluzza G et al., 2013). Les flavonoides sont aussi des composés phénoliques qui
représentent des composants substantiels de la partie non énergétique de I'alimentation
humaine. lls ont été considérés initialement comme des substances sans aucun effet
bénéfique pour la santé. Plus tard, il a été démontré qu'ils exercent de nombreux impacts
biologiques selon leurs capacités antioxydantes et anti-radicalaires. Tandis que les résultats
de différentes recherches aient démontrés que les flavonoides peuvent agir comme pro-
oxydant a des doses trés élevée. lls ont par ailleurs des effets anti-inflammatoires, antiviraux
ou anti-allergiques et un role protecteur dans les maladies cardiaques, le cancer et différentes
maladies (Martinez S et al., 2002). Les citroflavonoides constituent une classe des polyphénols

appartenant a la famille des agrumes (Hennebelle, T et al., 2004).

A la suite de toutes ces connaissances notre travail s’est orienté vers I'étude de I'impact des

polyphénols, tanins et citroflavonoides de I’écorce de clémentine in vitro sur le stress oxydant

par dosage des GSH et MDA.
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Chapitre 01 Synthese bibliographique

l. La clémentine

I.1. Définition

La clémentine (Citrus clémentina) est un agrume, fruit du clémentinier, un arbre de la famille
des rutacées. Issue du croisement d’une orange douce avec un mandarinier. Le fruit créé étant
un hybride dont la multiplication est obtenue par greffage, cela explique que la clémentine
soit presque dépourvue de pépins (Luro F, 2015). Le fruit est caractérisé par une peau
brillante, couleur orange a rougeéatre, finement granulée, ayant une épaisseur qui varie selon
les clones de 2.5 a 4.5 mm. La pulpe est riche en jus, tendre et parfumée. Les fruits sont d’'un

poids moyen de 60g (Trabut L, 1926).

Figure 01 : Photographie du fruit citrus clémentina (Luro F, 2015).

1.2. Historique et origine géographique de la clémentine

La clémentine est actuellement I'agrume phare de la zone méditerranéenne ou elle naquit
vers la fin du XIXe du c6té d’Oran en Algérie. Son histoire commenca précisément dans les
vergers de I'orphelinat de Misserghin, ou le pere Clément (Vincent Rodier, 1829-1904) fit des
semis de graines de mandariniers. Quelgues années plus tard, parmi les arbres issus de ces
semis, on attira son attention et celle probablement des enfants de I'orphelinat sur les fruits
de I'un d’entre eux remarquables par la qualité acidulée et |la précocité de maturité. Plus tard
au début du XXe en hommage a son découvreur cet arbre fut nommé Clémentinier et ses fruits

clémentine (Luro F, 2015).
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1.3. Systématique

La systématique de clémentine est représentée dans le tableau suivant :

Tableau n°01 : Classification botanique de clémentine (Milind D & Dev C, 2012).

Espece Citrus clementina
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae
Ordre Sapindales
Famille Rutacea

1.4. Morphologie de la clémentine
D’un point de vue botanique, les agrumes sont des fruits charnus de type baie avec un

péricarpe structuré en trois parties bien différenciées (Duan L et al., 2014).

Axo

Epicarpe ou flavédo
comtenant les glandes

a huiles essenbelles Péricarpe
Meésocarpe ou albédo

Septa

Segments
ou guartiers Endocarpe

Columelle

Figure 02 : Anatomie de la clémentine (Curk F, 2013).

R/

% L'épicarpe appelé flavédo, c’est la couche extérieure colorée, elle comprend plusieurs

poches sécrétrices d’huiles essentielles (Tripoli E et al., 2007).

e

» Le mésocarpe appelé albédo, c’est la couche intérieure blanche et spongieuse riche en
pectine. La combinaison flavédo et albédo est appelée péricarpe, communément
connue sous le nom d’écorce (Salunkhe D.K & Kadam S, 1995 ; Tripoli E et al., 2007).

* L’endocarpe (pulpe), c’est la partie comestible, elle est composée des segments,

L)

recouverts par une membrane mince, les segments sont composés de vésicules de jus
recouvertes par les membranes plus fines et contiennent les cellules de jus (Salunkhe

D.K & Kadam S, 1995 ; Tripoli E et al., 2007).
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1.5. Composition chimique de la clémentine
Une clémentine contient 12% de glucides et 87% d'eau et des quantités négligeables de lipides
et de protéines. Il contient des composés chimiques naturels comme les vitamines, les

oligoéléments et les fibres, la composition chimique de la clémentine présentée dans (tableau

02).
Tableau n°02 : Valeur nutritive de la clémentine (Di Taranto C.D.G & di Calabria C, 2016).
Composants Quantité Composants Quantité
Eau 86.58 g Provitamine A 0,3mg
Glucides 12.02 g Vitamine E 0,20 mg
Protides 0.85¢g Potassium 145 mg
Lipides 0,15g Calcium 26 mg
Fibres 1,7g Magnésium 10 mg
L’apport calorique 47kcalories Fer 0,35 mg
Vitamine C 48.8 mg Vitamine B8 1ug
Vitamine B9 24 g Vitamine B3 0,3mg
Sodium 1mg Vitamine B6 0.075 mg

La clémentine offre une quantité importante de vitamine C, mais sont également sources de
vitamines du groupe B et de provitamine A. moyennement énergétiques, Elle est également
source de minéraux et d’oligo-éléments : calcium, potassium, phosphore, magnésium, fer et

cuivre. L'effet thérapeutique de ces aliments revient a leurs composants trés bénéfiques pour

la santé humaine (Luro F, 2015).
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1.6. Variétés de clémentine

Les principales variétés de la clémentine sont présentées dans le tableau ci-dessous :

Tableau n°03 : Caractéristiques de quelques types de clémentine.

La clémentine

Nules

Est un mutant naturel de la clémentine
‘Fina’, apparu en 1953 dans un verger du
village de Nulles, dans la région de
Castellon en Espagne (Chahidi, B et al.,
2008).

La clémentine

Hernandina

Peau mince trés fine, pratiquement sans
pépins, écorce orange foncé, pousse dans
les vergers espagnols (Habchi R &
Alachaher N, 2017).

La clémentine

Nour

Cultivé au Maroc, écorce rugueuse qui se
détache facilement, saveur doucement
sucrée (Habchi R & Alachaher N, 2017).

La clémentine

caffin

De couleur rouge vif tendant vers le
rouge, trés juteuse, gout acidulé, peu ou
pas de pépins, trouvé dans la région
Azemour, au Maroc (Chahidi, B et al.,
2008).

La clémentine

Marisol

Issues par une mutation spontanée de
clémentine Oroval découverte dans
Bechi (Castellén) en 1970 (Aderdour, T et
al., 2015 ; Habchi R & Alachaher N,
2017).

La clémentine

de corse

C’est un petit fruit bien rond avec au
moins deux feuilles attachées. Sa chair
est acidulée et son parfum délicat
(Habchi R & Alachaher N, 2017).

La clémentine

Guerdane

C’est un mutant détecté sur un arbre de
la clémentine en 1987 dans le Sud du
Maroc. Il a été récemment enregistré
dans le catalogue national (Chahidi, B et
al., 2008).

La clémentine

Oroval

Elle est produite en Espagne. Ce fruit est
plutot gros et précoce et son golt
légerement acide (Habchi R& Alachaher
N, 2017).
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1.7. Bienfaits nutritionnels de la clémentine

Comme les autres agrumes, la clémentine pourrait aider a prévenir de nombreux cancers, en
particulier ceux : du colon, I'estomac, pharynx, I'cesophage, la bouche grace aux effets
protecteurs de la vitamine C et les citroflavonoides qui ont démontrés qu’ils pouvaient ralentir
la prolifération de plusieurs lignées de cellules cancéreuses et diminuer la croissance des
métastases. Ces propriétés pourraient servir a I'élaboration de thérapies antitumorales. La
clémentine est également trés utile pour se protéger contre les maladies cardiovasculaires
grace aux flavonoides en équilibrant le bilan lipidique. Réduire des troubles cardiaques grace
aux vitamines B, aussi diminuer le taux de LDL (mauvais cholestérol), lutter contre les crampes
et l'arthrose, car le potassium est I'élément minéral qui est présent en plus grande quantité
dans la clémentine. Soulager les douleurs menstruelles, favoriser le transit intestinal, permet
la protection de systéme immunitaire par la vitamine C, renforcer les os et réduire le risque
d'ostéoporose par la présence des caroténoides. La vitamine A que contient la clémentine est
un rempart contre la dégradation des fonctions visuelles. Comme la régénération des cellules
de la peau car la clémentine est riche en vitamine E (Sagee et al., 1996 ; Sonia A & Lemya B,

2020 ; Zineb B & Khadidja B, 2020).

Il. Les composés phénoliques de la clémentine

II.1. Généralités sur les polyphénols

C’est une catégorie des molécules organiques hydrosolubles biologiquement actives,
largement répandues dans la régne végétal (nombreuses plantes médicinales et comestibles
qui représentent les sources alimentaires, y compris les fruits, les légumes, les boissons
comme le thé et le vin rouge et huile extra vierge, connues par leurs propriétés antioxydants
(Parrella, E et al., 2021). Ils sont composés d’'un assemblage des petites molécules, les
phénols, possédant un ou plusieurs cycles benzéniques qui portent un ou plusieurs fonctions
hydroxyles liées (Bels¢ak-Cvitanovic¢, A et al., 2018). Ces composés sont synthétisés par les
plantes au cours du développement normal que dans les conditions de stress. Chez les
végétauy, ils participent dans le développement, la reproduction, la croissance cellulaire, la
différenciation, I'organogeneése, la floraison et la lignification, protégent contre les infections
microbiennes ou les animaux herbivores, ou attirent les pollinisateurs. D’autre part, la teneur
des végétaux en composés phénoliques est trés variable en fonction de plusieurs parameétres

génétiques, physiologiques et environnementaux (Rejeb I, 2008 ; Parrella, E et al., 2021).
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11.1.1. Classification des polyphénols

Les polyphénols sont classés sur la base du nombre de noyaux phénoliques et des éléments
structuraux qui lient les noyaux l'un a l'autre, comprenant les flavonoides, les acides
phénoliques, les stilbénes, les curcuminoides, lignanes, ellagitannins et acide ellagique,
coumarine et les tanins (Rejeb 1, 2008 ; Kumar, H et al., 2015). Cette classification est

représentée dans la figure 03.

Acides Tanins
Hydroxyct iq hydrolysables
Les acides Les stilbénes Lignanes et Coumarines Xanthines Tanins
phénoliques simples lignines
Acides \/ w M Tanins
Hydroxybenzoiques | Les formes simples | I Les formes condensées I condensés

I

Les non flavonoides

—

es polyphénols

|

Les flavonoides

Anthocyanes Flavanols Flavones Flavanes Flavanones Flavonols Flavononols Flavonones Isoflavonoides

Figure 03 : Diagramme de classification des polyphénols (Macheix, J et al., 2005 ; Stalikas
D,2007 ; Kumar, H et al., 2015).

11.1.2. Propriétés biologiques des polyphénols
Des études récentes soutiennent que les polyphénols contribuent a prévenir les maladies
cardiovasculaires, le cancer et I'ostéoporose, et suggerent un réle dans la prévention des

maladies neuro-dégénératives et du diabéte (Athamena S, 2009).

11.2. Généralités sur les flavonoides

Les flavonoides sont des composés poly-phénoliques qui partagent un squelette basique de
guinze atomes de carbone, avec deux cycles aromatiques reliés par une chaine linéaire a trois
atomes de carbone (Rufino, A. T et al., 2021). IIs sont considérés comme des pigments quasi
universels des végétauy, ils sont particulierement présents dans I'épiderme des feuilles ainsi

que dans la peau des fruits et donnent des couleurs allant du jaune clair au jaune foncé (Lillo

& Peter, 2008).
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11.2.1. Classification des flavonoides

Selon la structure et I’état d’oxydation du noyau central C, les flavonoides comprennent les

classes suivantes : les flavanones, les flavones, les flavanols (catéchines), les flavonols, les

flavanonols, les isoflavones, et les anthocyanines (Arrabi, P et al., 2004 ; Dai & Mumper,

2010).

Tableau n°04 : Les principales classes des flavonoides (Lila & Safia, 2017).

Les classes de

flavonoides

Structure chimique

Exemple

Les flavanones

Naringénine, Naringine, Hesperitine,

Hesperidine, Eriodictyol

Les Flavonols

Quercétine, Kaempferol, Galangine,

Fisetine, Myricetine, Sorhamnetine

Flavan 3 ols ou

Catéchine, Epicatechine

anthocyanines

Flavanols
. -~ | Chrysine, Apgenine, luteoline, Eupaline,
Flavones 12 & | Balcalin
Genisteine, Genistine, Daidzeine,
Isoflavones Daidzine, Ononine
Les Cyanidine, Cyanine, Peonidine,

Delphinidine, Pelargonidine, Malvidine,

Delphinidine.
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11.2.2. Les citroflavonoides
Les citroflavonoides sont des composés poly-phénoliques de la famille des flavonoides que

I'on trouve spécifiqguement dans I'écorce des agrumes. lls sont classés comme :

Les flavanones, les glycosides de flavanones et les flavones poly-méthoxylées (FPM), qui sont
physiologiquement tres actifs. Ces FPM sont représentés par la nobiletine, la tangerétine, la
sinesetine, la 3,5,6,7,8,3',4'-heptamethoxyflavone et la 3,5,6,7,3',4'-hexamethoxyflavone. Et
aussi les polyhydroxyl flavonoides (FPH) qui sont représentés par I’hespéridine, la
neohespéridine et la naringine qui sont des glycosides de flavanones (Evans et al., 2012 ;
Karsheva et al., 2013 ; Dong, H et al., 2014 ; Gosslau et al., 2014 ; Nakajima V et al., 2014 ;
Rawson, N et al., 2014 ; Rafiq et al., 2016). Telle que la quercétine, la rutine, I'orange et le
limonene. Ces pigments sont capables de neutraliser les radicaux libres. Ce sont des
antioxydants qui améliorent I'absorption de la vitamine C; la capacité antioxydante de la
qguercétine est cing fois plus élevée que celle des vitamines E et C. possédants aussi des

propriétés anti-inflammatoires et antitumorales (Edeas M, 2007 ; Bouchachia A, 2017).

L‘action des citroflavonoides caractérisé par une protection contre I'oxydation de la vitamine
C, un renforcement de la paroi des capillaires et une diminution de perméabilité du tissu
élastique des arteres et capillaire telle que des activités antibactériennes, antifongiques,

antivirales, anticancéreuses (Huet R, 1962).

11.2.3. Les citroflavonoides de la clémentine
Les flavonoides de clémentine ont un large spectre d’activités biologiques incluant les activités
antibactérienne, antifongique, antivirale, anticancéreuse et antidiabétique (Hamideche L &

Nacer Cherif S, 2016).

11
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Tableau n°05: Propriétés fonctionnelles et domaines d’utilisation de quelques

citroflavonoides de I'écorce de clémentine (Ghedira K, 2005 ; M'Hiri N, 2015 ; Hamideche L
& Nacer Cherif S, 2016).

Composés Propriétés Applications

- Activité antivirale

- Activité antimicrobienne modérée contre Salmonella
typhi et S. typhimurium.

- Activité antiallergique via I'inhibition de la libération de
I’"histamine.

- : , N -Préparation
Hespéridine | - Réduction du risque du cancer du tube digestif. eparations

- Activité sédative. EEITE U EE:
- Activité hypoglycémiante par la régulation du
métabolisme du glucose.

- Atténuation des anomalies de la rétine et du plasma. -

Activité anti-obésité.

- Utilisé dans plusieurs complexes multivitaminés.
- Maintien de [lintégrité et de la circulation | -Industrie  agro-

Eriocitrine . _
périphérique. alimentaire.
- Stabilité élevée durant le traitement et le stockage.
- Activité anti-inflammatoire : activation de I'énergie | -Préparations
Nobiletine vitale, la circulation sanguine et disperse la stagnation | pharmaceutiques.

physique.

- La quercétine posséde des vertus anti-allergénes via le
blocage de la libération d’histamine dans la circulation
sanguine.

- la quercétine améliore la tension et les maladies
cardiovasculaires, en diminuant [|'hypertrophie
cardiaque et rénale qui fait suite a I’hypertension. . .
- , . . -Préparations
. - La quercétine est capable de prévenir et de traiter le .
Quercétine . . , ) , pharmaceutiques.
cancer par induction de I'apoptose cellulaire. D’une
part, par ses fonctions antioxydantes.

- Les effets anti-inflammatoires de la quercétine
impliquent plusieurs voies de signalisation

- Anti-diabéte et obésité, Anti bactériennes et

antifongiques, Antiviraux.
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11.3. Généralités sur les tanins

Les tannins sont des composés phénoliques trés abondants chez les angiospermes, les
gymnospermes et les dicotylédones. lls ont la capacité de se combiner et de précipiter les
protéines. Le poids moléculaire des tannins varie entre 500 et 2000 Dalton (3000 pour les

structures les plus complexes) (Khenafou K, 2017).

11.3.1. Classification des tanins
Généralement les tanins sont subdivisés en deux groupes en fonction du type de l'acide
phénolique et du type de liaisons qui déterminent la taille et la réactivité chimique de la

molécule (Khanbabaee K & Van Ree T, 2001).

11.3.1.1. Les tanins hydrolysables
Les tanins hydrolysables (HT) sont des esters de sucre simple et d’acide phénolique. Lorsqu’ils
sont hydrolysés, les acides phénoliques produits sont soit de I'acide gallique soit de I'acide

éllagique (Warnimont M, 2018).

Figure 04 : Structure chimique de tanins hydrolysables (Gallotannins (1), Ellagitannins (2)
(Khanbabaee K & Van Ree T, 2001).

11.3.1.2. Les tanins condensés

Les tanins condensés appelés aussi pro-anthocyanidines ou pro-cyanidines, se sont des
composés qui ne contiennent pas de sucre dans leur molécule et leur structure est voisine de
celle des flavonoides. Il s'agit des polymeéres flavoniques constitués d'unités de flavan-3-ols
liées entre elles par des liaisons carbone-carbone (Bruneton, 1999). lIs sont résistants a

I"hydrolyse et seules d’attaques fortes permettent de les dégrader (Macheix, J et al., 2005).

13
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Condensad tannin

Figure 05 : Structure chimique des tanins condensés (Mcmahon et al., 2000).

11.3.2. Propriétés biologiques des tanins de clémentine

Comme les autres types de polyphénols, les tannins sont aussi répandus pour leurs

nombreuses activités thérapeutiques notamment ; anti- infectieuses, cardiovasculaires et

anticancéreuses (Benfdila T & Ingrachen N, 2018). Parmi les principaux tanins de clémentine :

7
L X4

L)

L’acide gallique a des propriétés pharmacologiques, car il est attribué a des potentiels
antioxydants et anti-inflammatoires. En outre, il est impliqué dans diverses voies de
signalisation qui régulent le large éventail de fonctions biologiques, y compris les voies
pro et inflammatoires, la voie de signalisation NO, les voies intrinseques et
extrinséques de |'apoptose. L'acide gallique et ses dérivés ont démontrés un large
éventail d'effets bénéfiques dans la prévention et / ou la gestion de plusieurs troubles,
ainsi que leurs profils de sécurité et de stabilité acceptables, en font des options
importantes a introduire comme compléments alimentaires (Kahkeshani, N et al.,
2019).

Un niveau relativement élevé de catéchines dans I'alimentation humaine est souvent
corrélé a un risque réduit de maladies chroniques courantes telles que le cancer ou les
maladies cardiovasculaires. Les effets bénéfiques des catéchines sur la santé sont

principalement attribués a leur activité antioxydante (Muzolf-Panek, M et al., 2012).
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lll. Stress oxydatif

lll.1. Définition

Le stress oxydatif, appelé aussi stress oxydant, se définit comme étant un déséquilibre profond
de la balance entre les systemes oxydants et les capacités antioxydants de I'organisme en
faveur des premiers, ce qui conduit a des dommages cellulaires irréversibles. Le stress oxydatif
est un fonctionnement de |'organisme qui est normal tant qu'il ne dépasse pas certaines
limites. En effet, tous les organismes vivants qui consomment de |'oxygene produisent des
radicaux libres qui sont de petites substances chimiques trés oxydées par le contact avec
I'oxygene, et dont nos cellules savent normalement trés bien se débarrasser. Le stress oxydatif
devient anormal lorsque les cellules sont soit dépassées par la quantité de radicaux libres a
éliminer, soit ne disposent pas de ressources antioxydants (vitamines, oligoéléments,

enzymes) suffisantes pour les éliminer (Chu, W L et al., 2010).

Les ERO sont présentes dans la cellule a des doses raisonnables, leur concentration est régulée
par I'équilibre entre leur taux de production et leur taux d’élimination par les systemes
antioxydants. Ainsi, a I’état quiescent, on dit que la balance antioxydants/pro-oxydants est en

équilibre (Migdal C & Serres M ,2011).

Cependant cette homéostasie redox peut étre rompue, c'est-a-dire que I'oxydation dépasse
les systémes antioxydants (figure 06), soit par une production excessive d’ERO, soit par une
diminution des capacités antioxydantes, on parle alors de stress oxydatif (Rahman, T et al.,

2012 ; Barhe A & Tchouya G.R.F, 2016).

//T/mliux) dants
Enzymatiques Non enzymatiques

Sources d’ERO Superoxyde Gilutathion @
dismutase Ubiquinol :
Endogines Exogtnes Gilutathion Vitamines (E. C) :
peroxydase: Caroténoides ;
NADPH oxydase : Polluants Catalase. Polyphénols
Chaine w\p'....l..”,; Radiations (X, UV) : alimentaires.
- Xénobiotiques
: pro-oxydants :
oxygenase | Cytokines pro-
inflammatoires.
Xanthine oxydase :
Cytochrome P-450.

Figure 06 : Déséquilibre de la balance entre pro-oxydants et antioxydants (Rahman, T et al.,
2012).
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l11.2. Radicaux libres
Les radicaux libres sont des espéces chimiquement instables (Milane H, 2004 ; Savard S,

2005), leur durée de vie est généralement tres courte (Koechlin C, 2006).

Un radical libre se définit comme toute molécule ou fragment d’une molécule possédant au
moins un électron non apparie (célibataire) sur son orbitale externe. Sous l'effet de
nombreuses actions, comme les rayons solaires ou les polluants, des atomes de notre corps
perdent ou gagnent des électrons. lls deviennent alors des radicaux libres, molécules tres
instables et dangereuses pour nos cellules. Quand un atome perd un électron, il en prend un
chez un atome voisin, lequel perpétue a son tour le déséquilibre. Il y a donc un enchainement

sans fin de formation de radicaux libres.

Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il convient de
distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un réle particulier en
physiologie qui s’appellent « radicaux primaires ». Les autres radicaux libres, dits « radicaux
secondaires », se forment par réaction des radicaux primaires sur les composés biochimiques
de la cellule. Ces radicaux primaires dérivent de I'oxygene par des réductions a un électron
tels le radical anion superoxyde-0,°, le radical hydroxyle OH° (Januel C, 2003) ou de I'azote tel
le radical monoxyde d’azote (NO°) (Favier A, 2003). D’autres espéces dérivées de I'oxygene
dites especes actives de 'oxygéne, comme |'oxygeéne singulet 10,, le peroxyde d’hydrogéne
(H20,), le peroxynitrite (ONOO-), ne sont pas des radicaux libres mais sont aussi réactives et
peuvent étre des précurseurs de radicaux libres (Scheibmier, H et al., 2005). L'ensemble de
ces radicaux est souvent appelé « especes réactives de I'oxygéne : ERO » (ROS en anglais pour

Reactive Oxygen Species) (Favier A, 2003 ; Oktay, M et al., 2003) (tableau n°06).

Dr. Denham Harman (1970) (chimiste, biologiste et médecin gérontologue) a proposé la
théorie radicalaire du vieillissement qui propose que les organismes vieillissent par la
multiplication des lésions provoquées par I'accumulation de radicaux libres dans les cellules.
Plusieurs maladies chroniques sont dues a |I'oxydation, qui est un élément majeur de leur
physiopathologie et d'étiologie de maladies dégénératives telles que le cancer,
I'athérosclérose et les maladies de l'inflammation chronique (la maladie de Parkinson, la

maladie d’Alzheimer, les maladies cardiaques, I'hypertension, le diabete sucré et le
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vieillissement) (Everette, J et al., 2012 ; Pavithra, G et al., 2013 ; Teh, S et al., 2014 ; Kamel,
Zetal., 2015).

Tableau n°06: Les principales especes réactives de I'oxygene (Fiorucci S, 2006).

ROS Formule chimigue

Radical anion superoxyde 05"
Peroxyde d’hydrogéne H>04

Trioxygéne moléculaire (1'ozone) 0O

Oxygéne singulet '0;
Radical hydroxyle OH®
Radical hydroperoxyle HOO®
Radical peroxyle ROO"

Peroxyde et hydroperoxyde ROOR et ROOH
Radical alkoxyle RO"
Radical oxyde nitrique NO
Peroxynitrite ONOO"

Hypochlorite Clor

l11.3. Conséquences biologiques de stress oxydant

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de molécules
biologiques (oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides, et des glucides), mais aussi des
lésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagene des métabolites libérés
notamment lors de I'oxydation des lipides. L'organisme peut aussi réagir contre ces composés
anormaux par production d'anticorps, qui malheureusement peuvent aussi étre des
autoanticorps créant une troisieme vague d'attaque chimique (Nafia, | et al., 2005 ; Boots, A

etal., 2008).
Le stress oxydant a comme conséquences :

¢ L’oxydation des protéines :ces derniéres sont les constituants les plus abondants, ce qui en
fait des cibles importantes pour les ERO, la modification d’une seule protéine peut conduire a
une modification de son activité biologique, le radicale hydroxyle est le plus efficace pour
induire des dommages aux protéines oxydantes, le processus d’oxydation des protéines

introduit fréquemment de nouveaux groupes fonctionnels tels que les hydrolyses et les
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carbonyles, qui contribuent a altérer la fonction, le renouvellement et la dégradation. Les
effets secondaires comprennent la fragmentation des protéines, la réticulation et le

déploiement (Kruidenier L & Verspaget H, 2000).

¢ L'oxydation des acides nucléiques entraine des modifications des bases azotées, des
fragmentations de I’ADN, des ruptures des brins ou a des pontages entre des bases altérant

ainsi I'expression génétique (Cooke, M et al., 2003) (figure 07).

¢ La peroxydation lipidique s’accélére uniquement lorsque le systéme cellulaire de
désintoxication n’ont pas réussi a éliminer les précurseurs de I’'HOe, en particulier H,0,. La
peroxydation lipidique est plus efficacement combattue par les antioxydants liposolubles tels

gue la vitamine E (Kruidenier, L et al., 2000).
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Figure 07 : Lésions de I’ADN formées par attaque radicalaire (Cadet, J et al., 2002).

Une alimentation riche en fruits et en légumes est universellement considérée comme un
facteur protecteur contre les maladies chroniques, tel que les maladies cardiovasculaires, et

certains cancers, L'apport d'une quantité suffisante d’antioxydants tels que les polyphénols et
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les caroténoides présents dans les fruits et légumes neutralisent les radicaux libres, et

préviennent des maladies dégénératives (Pavithra, G et al., 2013 ; Everette, J et al., 2014).
lll.4. Défense de I'organisme contre le stress oxydatif

Pour contourner les dommages causés par les ROS, la cellule fait appel a des systémes de
défense appelés antioxydants. Un antioxydant est défini comme toute substance ayant la
capacité de retarder, prévenir ou réparer un dommage oxydatif d’une molécule cible
(Halliwell B & Gutteridge J, 2007). Ainsi, les antioxydants servent a contréler le niveau des
especes réactives pour minimiser le dommage oxydatif (Tang S & Halliwell B ,2010). Ils
possédent des capacités telles que le piégeage des radicaux libres, la réduction de I'activité
enzymatique (pro-oxydante), la chélation des métaux pro-oxydants, l'inhibition de la
peroxydation lipidique et |'extinction de I'oxygéne singulet (Teh, S et al., 2014 ; Omoba, O et
al., 2015).

On distingue deux sources d’antioxydants : I'une est apportée par I'alimentation exogéne sous
forme de fruits et légumes riches en vitamine C, E, caroténoides, ubiquinone, flavonoides,
glutathion ou acide lipoique. L'autre est endogéene et se compose d’enzymes (super oxyde
dismutase, glutathion peroxydase, catalase) ; de protéine (ferritine, transferrine,
cérulioplasmine, albumine) et des oligoéléments comme le cuivre et le zinc qui sont des
cofacteurs d’enzymes anti oxydantes (Haleng J, 2007). Les réactions enzymatiques et non
enzymatiques se produisent constamment dans les cellules a la suite de la formation de

radicaux libres (Teh, S et al., 2014).

111.4.1. Antioxydants (naturels non enzymatiques)

lIs incluent des espéces chimiques différentes (composés phénoliques, vitamines, Les
caroténoides etc....). La plupart apportés par I'alimentation et dont le réle essentiel est de
neutraliser les effets toxiques des ROS (Soares M, 2005). Qui sont d’origine végétale pour la

plupart (Berger M, 2005).

Les piégeurs des ROS agissent en piégeant les radicaux libres et en captant les électrons
célibataires, les transformant en molécules ou ions stables. Le piégeur va devenir un radical

libre, puis soit détruit, soit régénéré par un autre systeme (Favier A, 2003).
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111.4.2. Antioxydants enzymatiques

Les superoxydes dismutases (SOD) sont une classe d'enzymes apparentées qui catalysent la
dégradation de I'anion superoxyde en O, et H,0,. Les cellules humaines possédent une
enzyme SOD mitochondriale ayant le manganése dans son site actif (MnSOD) ainsi qu’une
enzyme SOD cytosolique et une SOD extracellulaire ayant le cuivre et le zinc (Cu-ZnSOD)
comme coenzymes (Favier A, 2003). Due a sa relative stabilité, le H,O, produit par les SOD est
régulé enzymatiquement par les catalases et les peroxydases. Les catalases sont des enzymes
localisées dans les peroxysomes et catalysent la conversion du H,0; en H,0 et O,. Tandis que
les glutathion peroxydases éliminent le H,O, par son utilisation dans I’oxydation du glutathion
réduit (GSH) en glutathion oxydé (GSSG) et requiérent le sélénium dans leur site actif pour

cette activité (figure 08).
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Figure 08 : Especes réactives oxygénées et systemes de protection permettant de limiter
leur effet toxique. GSH : glutathion, ClI- : anion chlorure, MPO : myéloperoxydase, SOD :

superoxyde dismutase, Se-GPx : glutathion peroxydase séléno-dépendante (Pincemail, J et

al., 1999).
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111.4.3. Antioxydants synthétiques

Les plus utilisés dans I'industrie agroalimentaire ce sont des composés avec des structures
phénoliques de divers degrés de substitution d'alkyle. L'hydroxyanisole butylé (BHA) et
L’hydroxytoluéne butylé (BHT) sont les plus couramment utilisés (Edziri, H et al., 2012 ;

Shalaby E & Shanab S 2013 ; Kamel, Z et al., 2015 ; Omoba, O et al., 2015).

111.4.4. Mécanismes d’action des antioxydants

Les mécanismes d'action des antioxydants sont divers, incluant le captage de |'oxygene
singulier, la désactivation des radicaux par réaction covalente, la réduction de radicaux ou de
peroxydes, la chélation des métaux de transition, Selon leur mode d'action, les antioxydants

sont classés en deux catégories :

s Systeme de défense primaire : comme la catalase, le glutathion (GSH). Ces
antioxydants préviennent la production de ROS en limitant la phase d'initiation des
réactions d'oxydation. lls agissent donc en prévention.

s Systéme de défense secondaire : a titre exemple les tocophérols, sont capables de
piéger directement les radicaux oxydants et sont ainsi des antioxydants (briseurs) de

la chaine radicalaire bloquant ainsi les réactions de propagation (Ryma L, 2016).

IV. Modes d’action des polyphénols dans la défense antioxydante

Les polyphénols participent aux réactions de défense de végétaux et de certains
microorganismes face a différentes situations oxydatives. lls sont donc naturellement
présents en forte quantité dans les végétaux. Seuls les végétaux et certains types de
microorganismes sont capables de les synthétiser. Chez ’lhomme, les polyphénols ne sont pas

synthétisés et doivent étre apportés par I'alimentation.

Les propriétés antioxydantes des polyphénols, en particulier les flavonoides et les acides
phénoliques, (Klimczak, | et al., 2007 ; Atrouz O, 2009 ; Simone, S et al., 2016) sont
principalement attribuables a leurs propriétés redox. Ce qui leur permet d'agir comme agents
réducteurs par don d’électron ou d'hydrogene et inhibiteurs d'oxygéne singulet, ou due a la
complexation avec des espéces oxydantes, notamment le peroxyde ; en rompant et
neutralisant sa chaine de formation, permettant ainsi d’empécher I'oxydation des LDL (Fejie

A & Cavar S, 2014 ; Kamel, Z et al., 2015 ; Alam, M et al., 2016).
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Les polyphénols sont ce qu’on appelle des antioxydants secondaires, agissant au milieu de la
cascade oxydatives. Ils ont une action complémentaire aux antioxydants primaires, tels que la

SOD, la glutathion peroxydase et la catalase (Voir figure ci-dessous).

-
o AQ primaires
SOD
0. GsH
Ll CAT
Oy
OH'
Lésions de )
I'ADN ROO
Oxydation des ROO ROO®
protéines Ac? _
Dégradation des Rt
Lipides membranaires

Figure 09 : Antioxydants agissant en cascades oxydatives (Xavier Leverve, 2009).

Les polyphénols sont capables de piéger directement les radicaux libres pour former des

molécules stables (voir figure ci-dessous).

. OH Polyphénol

H
O - - Produits stables

Figure 10 : Piégeage des radicaux libres par les polyphénols pour former des molécules stables

(Xavier Leverve, 2009).
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Un polyphénol peut donc supprimer a lui seul plusieurs radicaux libres. Les produits formés
lors de ces réactions sont inoffensifs et sont facilement éliminés par le corps. Les polyphénols

exercent leur pouvoir antioxydant d’autres maniéres, qui permettent :

% L'augmentation de la capacité antioxydante de I'organisme par un effet d’épargne des
autres antioxydants endogéenes comme par exemple la vitamine E.

% La neutralisation d’un certain nombre de métaux (fer et cuivre principalement),

impliqués dans la production d’ions superoxydes, de puissants radicaux libres.

% Des effets anti-inflammatoires et antiprolifératifs.

V. Mécanisme d’action des flavonoides contre les ROS

L'activité antioxydante des flavonoides peut prendre plusieurs formes dans la régulation du
stress oxydatif, vis-a-vis des effets délétéres des radicaux libres. Ces composants peuvent
intervenir en captant directement les radicaux libres, ou inhibant les enzymes responsables

de la génération des ROS.

La structure chimique des flavonoides leur confere la capacité de fixer directement les
radicaux libres (effet anti-radicalaire). Les flavonoides peuvent piéger le radical superoxyde,

hydroxyle, alkoxyle et peroxyle, par transfert d’hydrogéne (Zaarour A, 2012).

Le radical flavonoxy (FL-Oe) peut réagir avec un autre radical pour former une structure
guinone stable. La capacité anti-radicalaire des flavonoides dépend principalement de leurs

structures.
FL-OH+R°->FO°+RH
FL : représente le flavonoide.

R : représente le radical libre.

VI. Les Antioxydants de la clémentine

Puisque les antioxydants ont montré des effets protecteurs dans différentes maladies telles
gue les maladies cardiovasculaires, le cancer et le vieillissement, dont les plus connus sont les
caroténoides (surtout le B-caroténe), I'acide ascorbique, les tocophérols (vitamine E) et les

polyphénols. Ces derniers incluent les flavonoides, les tanins et les acides phénoliques. Qui
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sont classes selon leurs origines (naturelles ou synthétiques), leurs natures (hydrosolubles ou

liposolubles) et leurs modes d’actions (primaires ou secondaires).

VI.1. Acides phénoliques

Les acides phénoligques agissent comme donneurs de protons ou d’électrons et chélatent les
métaux de transition (Blokhinaet, O et al., 2003). La position et le degré d’hydroxylation, et
la, méthylation du cycle aromatique sont des facteurs importants qui déterminent I’activité
antioxydant des acides cinnamiques et de leurs dérivés (Robards, K et al., 1999). L’activité
antioxydante des acides cinnamiques suit |‘ordre décroissant suivant : acide
chlorogénique>acide caféique> acide férulique> acide coumarique (Soobrattee, A et al.,

2005) (figure 11).

METHREPY
OA\/@OP\-‘/'@

Figure 11 : Piégeage des ERO (Xe) par un noyau catéchol (Achat S, 2014).

O

VI.2. Flavonoides

Les flavonoides sont reconnus pour leurs nombreuses activités biologiques, ces activités
sont attribuées en partie aux propriétés antioxydantes de ces composes naturels. Les
flavonoides sont susceptibles de réagir avec la plupart des espéces réactives oxygénées

(Fuhrman, B et al., 1995).

L’action antioxydante de ces phytonutriments ne s’exerce pas seulement par l'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 N, 2001). A cause de leurs faibles potentiels redox, les flavonoides (FL-OH) sont
thermodynamiquement capables de réduire les radicaux libres oxydants (R*), comme le
superoxyde, le peroxyle, I'alkoxyleet 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, S et al., 1998) (figure 12).
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Figure 12 : Sites possibles de la fixation de Fe3+ aux cycles A et C des flavonoles. Le
métal peut se fixer a la position 3-hydroxy-4-céto (gauche) ou la position 5-hydroxy-4-

céto (droite) (Verdan, A et al., 2011).

VI.3. Tanins

La nature poly-phénolique de I'acide tanique qui est hydrophobe est le caractére responsable
de I'action antioxydante, et son mécanisme antioxydant est encore loin d’étre complétement
compris. En présence de cuivre métallique I'acide tanique agit comme un pro-oxydant, ou

comme un antioxydant suppresseur du radical hydroxyle (Gulgin, | et al., 2010).

Une affinité pour les protéines, auxquelles ces molécules se lient réversiblement ou
irréversiblement et qu'elles dénaturent (inactivation des protéines de surface des microbes et
inhibition de leurs métabolismes par déformation des enzymes, d'ou un effet antimicrobien ;
anti-mutaginiques, inhibition des transcriptases inverses virales, d'ou un effet antiviral ;
inhibition des enzymes productrices d'espéces réactives de |'oxygene ou stimulation de la

synthése d'enzymes antioxydantes, d'ou un effet antioxydant.
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Notre travail a porté sur I'étude de I'impact des polyphénols, citroflavonoides, tanins de

I’écorce de la clémentine (citrus clémentina) sur le stress oxydatif.

I. Préparation des extraits de I’écorce de la clémentine

I.1.Le séchage : Les fruits sont lavés a I'’eau puis essuyés |'écorce est récupérée a I'aide d’un
économe. L’écorce est ensuite mise pour le séchage dans un endroit sec a une température
ambiante (Figure 13) (a gauche).

I.2.Le broyage et le tamisage : A |'aide d’un mixeur électrique les écorces séchées sont
broyées puis tamisées afin d’obtenir une poudre fine (Figure 13) (a droite).

Ces derniers sont placés dans des flacons fermés, étiquetés et conservés a température

ambiante a 25°c jusqu’au moment de |’extraction.

Figure 13 : écorce séchée (a gauche) et écorce broyée et tamisée (a droite).

Il. Extraction des composés phénoliques totaux

La méthode de (Ladoh yemeda et al., 2014) a été adoptée pour I'extraction des composes

phénoliques totaux, et les étapes sont comme suit :

11.1. Délipidation

Avant d’extraire les polyphénols, ces derniers ont subi une délipidation de la matiere végétale
par macération dans I’hexane afin d’éliminer les lipides et les pigments par la méthode de
Soxhlet (technique standard). La conception de cette technique d’extraction a été décrétée

pour la premiére fois par Franz Von Soxhlet en 1879.

27




Chapitre 02 Matériel et méthodes

Un extracteur de Soxhlet (ou appareil de Soxhlet) est une piéce de verrerie utilisée en chimie
analytique et en chimie organique qui permet |'extraction par solvant continue d'une espéce
chimique contenue dans une poudre solide. Cet appareil porte le nom de son inventeur :

Franz von Soxhlet.

Partie réefrigérant <‘

V-‘_\'.‘-\J)-' ﬂ

Entrée et sortie d’eau

—~

4¢—— Tube adducteur

Partie extracteur < Cartouche d’extraction

Siphon
Echantillon

Ballon a col rodé

p— Chauffe-ballon

Figure 14 : Schématisation de I'appareil de SOXLHET.

La poudre de I'écorce de la clémentine est introduite dans la cartouche en cellulose, cette
derniere sera placée dans le SOXHLET surmonté d’un réfrigérant. Le ballon a fond rond est
rempli avec une quantité suffisante de solvant apolaire (I’hexane). Un circuit fermé permet le
passage des vapeurs d’hexane a travers de I'échantillon emportant la matiére grasse dans le
ballon. Cette opération suit plusieurs cycles d’extractions de la matiere grasse, la poudre

obtenue est appelée tourteau. Le tourteau sera par la suite séché dans une étuve.

11.2. Macération
L'extrait brut des échantillons étudies est obtenu par macération (Figure 15). Ce type

d’extraction est un simple contact entre le support solide et le solvant ; 5g de poudre ont été

mélangés avec 100 ml du solvant d’extraction (éthanol a 96%) ; le mélange a été mis sous
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agitateur magnétique température ambiante pendant 24h. Aprés la macération, le mélange a

été filtré a I'aide d’un papier wattman N°3. Le filtrat correspond a la fraction éthanolique.

Figure 15 : Extraction par macération.

11.3. L’évaporateur Rotatif
Apreés filtration Placé dans I'appareil, le principe basé sur la distillation simple sous vide, qui
permet d’éliminer les grandes quantités de solvant, la solution est mise en relation dans un

ballon, la durée : procéde a I'évaporation jusqu’a la disparition compléte au solvant.

Figure 16 : Evaporation des solvants dans le rota-vapeur.

Il. Extraction des tanins

L’extraction des tanins est obtenue par la méthode de (Zhang et al., 2008). Le tourteau

du matériel végétal (10g) a été macéré dans 200ml du mélange acétone/eau distillée (85/15
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v/v) durant 3 jours a température ambiante. Le mélange est ensuite filtré puis évaporé dans

le rota-vapeur a 45°C afin d’éliminer I’acétone.

La phase aqueuse est reprise dans 50ml| de dichlorométhane deux fois afin d’éliminé les
pigments et les traces des lipides en utilisant une ampoule a décanter. La phase aqueuse est
extraite une deuxiéme fois puis lavée 4 fois avec 50 ml d’acétate d’éthyle. Le mélange des
phases acétate éthylique récupéré et évaporé a sec 54°C dans I'étuve durant une nuit

compléte.

Figure 17 : Macération du tourteau a gauche, filtration aprés macération a droite.

R/

¢ Préparation des dilutions de I'extrait (tanins) et de I’acide gallique
A partir d’'une solution mére de tanin sont préparées plusieurs dilutions (0,062 ; 0,125 ; 0,25 ;

0,5;1;2;4 pg/ml). Les mémes procédures sont établies avec I'acide gallique.

IV. Extraction des citroflavonoides
Les flavonoides n’ont pas la méme propriété de la solubilité, certains sont solubles dans I'eau
et I'alcool alors que d’autre sont solubles dans les solvants organiques, donc le principe utilisé
pour leur extraction dépend du degré de la solubilité de ces derniers dans les solvants
organiques (Bruneton, 1999).

¢ Mode opératoire
Apres la filtration et I’évaporation a sec des extraits, les résidus secs sont repris par de I'eau

chaude de méme volume puis épuisés dans une ampoule a décantation par 10 ml de I'acétate
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d’éthyle. Cette opération est répétée 2 a 3 fois pour extraire le maximum des flavonoides. Le

solvant est ensuite évaporé et I’extrait est récupéré dans 1 ml de méthanol.

Figure 18 : Extraction liquide-liquide des citroflavonoides.

V. Test de cytotoxicité

Ce test consiste a mettre en contact des hématies avec les extraits méthanoliques de I'écorce
a différents concentrations (0,062-4 pug/ml), dans une solution isotonique et de suivre le taux
hémoglobine libérée par les cellules hémolysées, dans le but d’évaluer la cytotoxicité de ces

extraits, vis-a-vis, des globules rouges (GR).

V.1. Préparation de la suspension des globules rouges humain

Apres prélévement sanguin chez un individu sain. Le sang est collecté dans des tubes a
héparines puis centrifugé a 3000 tours/ minute pendant 10 minutes. Le plasma est éliminé
tandis que le culot est lavé successivement 3 fois avec |'eau physiologique. La suspension

érythrocytaire est diluée a 10 %.

(1) (2)
Figure 19 : (1) Test de cytotoxicité a différentes concentrations de tanin sur les globules
rouges.

(2) Test de cytotoxicité a différentes concentrations d’acide gallique sur les globules rouges.
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Figure 20 : Test de cytotoxicité des tanins et d’acide gallique a différentes concentrations

dans la plague ELIZA.

V.2. Mode opératoire

Le protocole suivi est celui de Bulmus et ses collaborateurs (2003), ou un volume de 1,6 ml
de l'extrait méthanolique et de l'acide gallique (molécule de référence de composé
phénolique) a été mélangé avec un volume de 0,4ml de la suspension de GR. Le mélange
réactionnel est incubé a 37°c, pendant 30min, puis centrifugé a 3000 tour/min pendant 10

min. L’absorbance de I’"hémoglobine libérée a été mesurée a 560 nm).

Apres 30min de l'incubation, I’effet protecteur des tanins est vérifié suite a une exposition des
globules rouges a un générateur de radicaux libres le TBHP par une incubation de 90 min avec

ce dernier a une concentration finale de 5uM.

VI. Dosage des parameétres du statut oxydant /antioxydant

Le sang prélevé, collecté dans des tubes héparines et centrifugés a 2000 t/min pendant
10 min. un plasma et un culot ont été obtenues. Trois lavages successifs ont été effectués avec
du tampon phosphate suivi a chaque fois d’une centrifugation. Le surnageant a été éliminé et
dilué le culot dans un tampon phosphate pour obtenir un hématocrite de 2 %. 1 ml de cette
solution est mélangé avec 50 ul d’extrait. Aprés incubation pendant 30 min a 37 C° sous
agitation, 5 ul de TBHP sont ajoutés. Apres incubation sous agitation a 37C° pendant 2 heures,
les érythrocytes sont préparés pour une hémolyse totale et dosage des parametres du stress

oxydatif.
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VI.1. Dosage du malondialdéhyde (MDA)

VI.1.1. Principe

Le malondialdéhyde (MDA) plasmatique, érythrocytaire est mesuré selon la méthode de
(Nourooz-Zadeh et al., 1996). Apres traitement acide a chaud les aldéhydes réagissent avec
TBA formant une condensation chromo génique de couleur rose et/ou jaune consistant en 2
molécules de TBA et une de molécule de MDA. L’absorption intense de ce chromogéne se
fait a 532 nm. La concentration du MDA est calculée en utilisant le coefficient d’extinction du

complexe MDA-TBA ; € = 1,56.105 mol™.1. Cm-'.

VI.1.2. Procédure

Il a été introduit 150 pl de lysat, 150ul de TBA et 500 ul de TCA dans des tubes en verre,
vortexé et incubé pendant 20 mn dans un bain marie a 100°c sous agitation. Refroidir pour
choquer la réaction, centrifugé a 6000 tours/ min pendant 10 min. le culot est jeté et
le surnageant est prélevé qui contient le MDA ; la DO est mesurée a 532 nm, contre le blanc

qui est I'eau distillée.

VI.2. Dosage du glutathion réduit GSH (Eliman, 1959)

VI.2.1. Principe
Le dosage du glutathion réduit (GSH) érythrocytaire est réalisé par la méthode colorimétrique
par le réactif d’Ellman (DTNB). La réaction consiste a couper la molécule de (DTNB) par le GSH,

en libérant (TNB) selon la réaction suivante (Figure 21).

OzN—Q— S-S—@— NO2 + RS —> R‘S'S—Q'Noz + 'S—@—N02
00C coor CoOr coo’

DTNB

TNB?
€412 =14150

Figure 21 : le réactif d’Ellman (DTNB) en présence de groupement thiol (Ellman, 1959).

VI.2.2. Procédure

I a été introduit dans des tubes 1ml tampon KPO4 (0,2M ; pH=7,5) ; 0,5ml DTNB
(3mM) ; 100 pl du lysat érythrocytaire ; 400 ul d’eau distillée. Aprés incubation
pendant 30 min a 37°C la DO est mesurée. Le TNB absorbe a 412 nm. E =13,6 mM-1Cm-1.
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VII. Etude statistique

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne * écart-type. Aprés analyse de la
variance, la comparaison des moyennes entre témoins : tubes contenant les érythrocytes en
présence de I"écorce seules (polyphénols, tanins et citroflavonoides) ou combinés au TBHP est
réalisé par le test « t » de Student pour les différents parameétres. Cette analyse est réalisée
grace au logiciel STATISTICA, version 4.1 (STATSOFT, TULSA, OK). Les différences significatives
sont marquées par Aprés analyse de la variance : **p < 0,01 est trés significative ; *** p <

0,001 est hautement significative.

34




L

9

Résultats et

Jnterprétations

)




Chapitre 03 Résultats et interprétations

I. Test d’hémolyse

polyphénols - polyphénols +TBHP

Taux d'hémolyse (%)
D

0 .
o n [Tp] N
< b o
o o

Polyphenols totaux (mg /ml)

Figure 22 : Effet de différentes concentrations de polyphénols combinés ou non au TBHP sur

le taux d’hémolyse.
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Figure 23 : Effet de différentes concentrations de tanins combinées ou non au TBHP sur le taux

d’hémolyse.
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Effet des différentes concentration des citroflavonoides sur la
cytotoxicité des globules rouges

25 - ]
H Citro-flavonoides
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5
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Concentration(pg/ml)
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1
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Figure 24 : Effet des différentes concentrations des citroflavonoides sur la cytotoxicité des

globules rouges.

Il. Statut oxydant

=N N
(O I == T V|

MDA (umole/I)
=
o
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0,062 0,125 0,25 0,5 1 2 4

Polyphénols totaux(mg/ml)

Figure 25 : Effet de différentes concentrations de polyphénols totaux combinés ou non au

TBHP sur les teneurs en MDA.

Chaque valeur représente la moyenne * erreur standard, la comparaison des moyennes entre

Polyphénols totaux combinés ou non au TBHP est effectuée par le test « t » de student. Apres
analyse de la variance: p < 0,01 est tres significative ; p < 0,001 est hautement

significative.
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EE  tanins B tanins+TBHP
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Figure 26 : Effet de différentes concentrations des tanins combinées ou non au TBHP sur les

teneurs du MDA érythrocytaire.

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + écart-type. Apres analyse de la
variance, la comparaison des moyennes entre les différentes concentrations de tanins seuls

ou associées au TBHP est réalisée par le test « t » de Student pour les différents parameétres.

Les différences significatives sont marquées a : * p < 0.05 différence significative. ** p < 0.01

différence trés significative. *** p < 0.001 différence hautement significative.

lll. Statut antioxydant
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Figure 27 : Effet de différentes concentrations de polyphénols totaux combinés ou non sur
TBHP sur les teneurs en GSH.
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Chaque valeur représente la moyenne * erreur standard, la comparaison des moyennes entre
Polyphénols totaux combinés ou non au TBHP est effectuée par le test « t » de student. Aprés
analyse de la variance: **p < 0,01 est tres significative; *** p < 0,001 est hautement

significative.

Les résultats sont présentés sous forme de pourcentage.

B tanins I tanins+TBHP

4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,062

Tanins (mg/ml)

Figure 28 : Effet de différentes concentrations des tanins combinées ou non au TBHP sur les

teneurs du GSH érythrocytaire.

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne * écart-type. Aprés analyse de la
variance, la comparaison des moyennes entre les différentes concentrations de tanins seuls

ou associées au TBHP est réalisée par le test « t » de Student pour les différents paramétres.

Les différences significatives sont marquées a : * p < 0.05 différence significative. ** p < 0.01

différence trés significative. *** p < 0.001 différence hautement significative.
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I. Test d’hémolyse

I.1.Teneurs érythrocytaires de taux d’hémolyse en présence des polyphénols totaux

Le taux d’hémolyse présente une diminution lorsque les polyphénols ne sont pas combinés au
TBHP comparés aux polyphénols combinés au TBHP. Cependant a la concentration de 2 mg/ml
le taux d’hémolyse est plus élevé en présence les polyphénols comparés aux polyphénols

combinés au TBHP.

I.2.Teneurs érythrocytaires de taux d’hémolyse en présence des tanins

Le taux d’hémolyse présente est a chaque fois diminué en présence de tanins comparé aux
tanins combinés au TBHP. Pour les différentes concentrations 4 et 0.5 mg/ml cette diminution
varie autour de 29 % et 41 %. Cependant Le taux d’hémolyse le plus bas pour les tanins non

combinés au TBHP (29 %) est rencontré pour la concentration de 0.25 mg/ml.

I.3.Teneurs érythrocytaires de taux d’hémolyse en présence des citroflavonoides

Les résultats (Figure24) montrent que les citroflavonoides présentent |'effet hémolytique le
plus bas a la concentration (600ug/ml) avec un taux d’hémolyse de 24.50%. Ce taux
d’hémolyse est inférieur au controle négatif (28.22 %). La cytotoxicité des citroflavonoides
augmente progressivement avec I'augmentation des concentrations 37 pg/ml, 75 pg/ml et

150 pg/ml pour atteindre un taux d’hémolyse maximale de 41.54 % a la concentration de 150

pg/ml.

Il. Statut oxydant

Il.1. Teneurs érythrocytaires de MDA en présence des polyphénols totaux

Les résultats des marqueurs de stress oxydant (MDA) n’ont montré aucunes différences
significatives entre polyphénols combinés au TBHP et polyphénols non combinés. Pour les
concentrations (0,25 ; 0,5 ; 2 ; 4) mg/ml. Cependant une diminution hautement significative
est notée lorsque les polyphénols sont combinés au TBHP comparés aux polyphénols non
combinés et ceci pour les faibles concentrations en polyphénols (0,062 ; 0,125) mg/ml. Par
ailleurs une augmentation significative des teneurs en MDA est notée pour la concentration 1

mg/ml des polyphénols combinés au TBHP par rapport aux polyphénols non combinés.
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I1.2. Teneurs érythrocytaires de MDA en présence des tanins

Les résultats des marqueurs du stress oxydant (MDA) n’ont montré aucune différence
significative entre tanins combinée au TBHP et tanins non combinés pour les concentrations
(4, 2,0.125, 0.062) mg/ml. Cependant une diminution significative est notée lorsque les tanins
sont combinés au TBHP comparée au tanin non combiné et ceci pour les concentrations (1 et
0,5) mg/ml. Par ailleurs une augmentation significative des teneurs en MDA est notée pour la

concentration 0,25 mg/ml des tanins combinés au TBHP par rapport aux tanins non combinés.

lll. Statut antioxydant

lll.1. Teneurs érythrocytaires de GSH en présence des polyphénols totaux

Les résultats des teneurs du GSH montrent des variations en fonction des concentrations en
polyphénols mais aussi sa combinaison avec le TBHP. Les faibles concentrations en
polyphénols non combinés au TBHP (0,062) mg/ml augmentent les teneurs en GSH comparé

aux polyphénols combinés au TBHP.

l11.2. Teneurs érythrocytaires de GSH en présence des tanins

Les résultats des teneurs du GSH montrent des fluctuations en fonction des concentrations en
en tanins mais aussi sa combinaison avec le TBHP. Les faibles concentrations en tanins non
combinés (0,25 ; 0,125 ; 0,062) mg/ml augmentent les teneurs en GSH comparées aux tanins
combinés au TBHP. A l'inverse les tanins combinés au TBHP augmentent les teneurs en GSH
pour les concentrations les plus élevées (0,5; 1; 2 et 4) mg/ml et ceci pour les mémes

comparaisons.
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Chapitre 04 Discussion

La consommation élevée des aliments riches en phénols peut prévenir certaines maladies et
protéger le corps contre les réactions d'oxydation provoquées par des especes chimiques au
nom de “ radicaux libres”, provoquant une oxydation, qui peut avoir un effet grave : le stress
oxydant et induire de sévéres dommages cellulaires. Ainsi, pour se protéger de cette
agression particuliére, notre organisme a besoin d’une source exogene d’antioxydants

(Marzouk 1, 2021).

Les polyphénols, antioxydants naturels, posseédent aussi un effet anti-hémolytique, en
stabilisant la membrane des globules rouges contre la lyse osmotique (Chaudhuri et al., 2007).
Cette activité est effective grace a l'intégration des polyphénols dans la couche lipidique
externe de la membrane érythrocytaire et modification de I'arrangement de la partie
hydrophile, sans changer la fluidité de la partie hydrophobe. L'emplacement de ces composés
dans la partie hydrophile de la membrane semble constituer un bouclier de protection de la
cellule contre les substances toxiques en particulier les formes réactives de I'oxygene
(Bonarska-Kujawa D et al., 2010). De plus, les polyphénols pourraient agir en chélatant les
métaux de transition tels que le cuivre et le fer, qui peuvent renforcer les effets oxydants par

la production des radicaux hydroxyles (OH-) (Mladénka et al., 2011).

D’autre part, les composés phénoliques ont la capacité de se fixer sur le site actif de la NADH-
cytochrome réductase, ce qui active le complexe PMRS (Plasma Membrane Redox System) et
donc agit contre I'oxydation de I’érythrocyte (Kesharwani, R et al., 2012 ; Fatima, M et al.,
2013). Car I’hématie peut éliminer les électrons qui sont a l'origine de ce stress par le
complexe PMRS, ce dernier est un complexe enzymatique qui expulse ces électrons vers le

milieu extérieur (Rizvi et al., 2009).

Une étude faite par Duchnowitz et ses collaborateurs en 2012 a démontré que dans le cas
d’érythrocytes provenant de patients d’hypercholestérolémiques, les polyphénols
diminueraient la concentration membranaire de cholestérol, ce qui améliorerait la fluidité
membranaire de |'érythrocyte. Les polyphénols peuvent se lier a la surface de la membrane

de I'érythrocyte, influant ainsi sur la position du cholestérol.

L'objectif de notre travail est d’étudié in vitro I'impact des polyphénols, citroflavonoides,

tanins de I'écorce de clémentine sur le stress oxydant.
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Le test de cytotoxicité est un test in vitro qui permet d'évaluer le seuil de toxicité de I'extrait
par rapport aux globules rouges. Ces derniéres sont souvent choisies comme modele de
recherche. Les hématies sont faciles a séparer et possedent une membrane similaire a
d'autres membranes plasmiques. Elles étre peuvent détruites et libérent leur contenu
cellulaire notamment I’hémoglobine dont I'intensité de coloration reflete le taux de toxicité

(Robertis et al., 1995).

Nos résultats montrent que Le taux d’hémolyse présente une diminution lorsque les
polyphénols ne sont pas combinés au TBHP comparés aux polyphénols combinés au TBHP.
Cependant a la concentration de 2 mg/ml présente le taux d’hémolyse le plus élevé en
présence des polyphénols comparés aux polyphénols combinés au TBHP. A l'inverse le taux
d’hémolyse le plus bas pour les polyphénols (45%) est rencontré pour la concentration de
0,062 mg/ml. En effet et selon certaines études, les polyphénols peuvent conférer des

propriétés toxiques a fortes doses (Galati et al., 2002).

Les chercheurs ont mené de nombreuses études sur les polyphénols et leurs effets bénéfiques
sur la santé humaine. Les polyphénols sont des agents réducteurs. Ces puissants antioxydants
peuvent capter les radicaux libres produits en permanence par le corps humain ou les radicaux
libres formés par des agressions extérieures (pollutions diverses, infections, etc.). lls ont aussi
un réle protecteur et peuvent renforcer nos défenses naturelles contre le stress oxydatif en
protégeant les composants tissulaires. lls peuvent également agir comme des chélateurs
d'ions métalliques pro-oxydants et jouer des effets antimutagénes, anti-inflammatoires,

antimicrobiens, antitumoraux ou antiviraux (Acworth et al., 1995 ; Sala et al., 2002).

Concernant l'effet des tanins sur les hématies, nos résultats ont montré que Le taux
d’hémolyse est a chaque fois diminué en présence de tanins comparé aux tanins combinés au
TBHP. Cette diminution varie autour de 29 % et 41 %. Cependant Le taux d’hémolyse le plus
bas pour les tanins non combinés au TBHP (29 %) est rencontré pour la concentration de 0.25
mg/ml. En effet les études montrent que certains métabolites secondaires posséderaient des
propriétés anti-hémolytique (Fiot et al., 2006). Une autre étude sur les tanins a démontré
une diminution de la perméabilité des globules rouge. Cette action due aux tanins empéche
I'entrée des solutions a lintérieur des globules rouges ce qui prévient I'hémolyse

érythrocytaires (Verbois, 2002).
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En ce qui concerne les citroflavonoides, nos résultats montrent qu’ils sont les moins toxiques
a de faibles concentrations avec un taux d’hémolyse de 24.50%. De plus ce taux d’hémolyse
est inférieur au contrble négatif (28.22 %). Les citroflavonoides sont des composés bioactifs
ayant de multiples propriétés biologiques: anti-inflammatoires, anti-hémolytiques,
antioxydantes, anti-radicalaires...etc. L’activité antioxydante de ces composés est due au
piégeage des radicaux libres et I'inhibition des enzymes génératrices de radicaux libres comme
la xanthine oxydase. L’action antioxydante de ces composés ne s’exerce pas seulement par
I'inhibition des radicaux libres et la neutralisation d’enzymes oxydantes mais elle se manifeste
aussi par la chélation d’ions métalliques responsables de la production des especes réactives
de I'oxygéne (Halliwell, 1994 ; Cotelle, 2001 ; Kim et al., 2002). Les citroflavonoides peuvent
maintenir l'intégrité de la membrane des globules rouges en la stabilisant lors d’un choc
osmotique. Aussi lors d’un stress oxydatif, 'emplacement de ces composés dans la partie
hydrophile de la membrane semble constituer un bouclier de protection de la cellule contre
les substances toxiques en particulier les formes réactives de I'oxygéne (Chaudhuri et al.,

2007).

En outre nos résultats ont démontré que la cytotoxicité des citroflavonoides augmente
progressivement avec I"laugmentation des concentrations 37 pg/ml, 75 pg/ml et 150 pg/ml

pour atteindre un taux d’hémolyse maximale de 41.54 % a la concentration de 150 pg/ml.

La toxicité des flavonoides peut étre attribuée a leur action mutagene, pro-oxydante, et
génératrice des radicaux libres. D’apres Galati et al., 2002 ; les flavonoides sont impliqués
dans l'oxydation de I'hémoglobine, la perturbation de la structure membranaire et donc
I'hnémolyse des érythrocytes, en raison d’effets pro-oxydants (Knekt et al., 1997). Il semble
d’apres nos résultats que les concentrations les plus élevée en citroflavonoides sont

responsables de la toxicité des hématies.

Le stress oxydatif apparait quand I'équilibre entre les espéces pro-oxydantes et antioxydantes
est rompu en faveur des pro-oxydants. Une production physiologique d’espéces réactives de
I'oxygéne (ROS) se fait de maniére continue. Dans des conditions pathologiques ou
provoquées par des facteurs exogénes, une surproduction de ces d’especes réactives est

possible (Valko et al., 2007).
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Les résultats des marqueurs de stress oxydant (MDA) n’ont montré aucune différence
significative entre polyphénols combinés au TBHP et polyphénols non combinés. Pour les

concentrations (0,25; 0,5 ; 2 ; 4) mg/ml.

Par ailleurs une augmentation significative des teneurs en MDA est notée pour la
concentration 1 mg/ml des polyphénols combinés au TBHP par rapport au polyphénol non

combinés.

Pour les tanins les résultats des marqueurs du stress oxydant (MDA) n’ont montré aucune
différence significative entre tanins combinés au TBHP et tanins non combinés pour les
concentrations (4, 2, 0.125, 0.062) mg/ml. Cependant une diminution significative est notée
lorsque les tanins sont combinés au TBHP comparée aux tanins non combinés et ceci pour les

concentrations (1 et 0,5) mg/ml.

Les concentrations en MDA plasmatiques sont significativement augmentées pour les
érythrocytes en présence de TBHP. Ces résultats sont en faveur de la présence d’un stress
oxydant évident d( a la capacité de ce radical synthétique a générer des radicaux libres
portant notamment sur I'oxydation des lipides ce qui augmente le taux de MDA (Dwight &

Hendry, 1995).

Les résultats des teneurs du GSH montrent des variations en fonction des concentrations en
polyphénols mais aussi sa combinaison avec le TBHP. Les faibles concentrations en
polyphénols non combinés au TBHP (0,062) mg/ml augmentent les teneurs en GSH comparé

aux concentrations élevées en polyphénols combinés au TBHP.

Les teneurs érythrocytaires élevées en GSH pourraient étre expliqués par le fait que le GSH
réagit en synergie avec les polyphénols contre les radicaux libres générés par le TBHP afin de
les neutraliser. Donc, les polyphénols empéchent la diminution de GSH. Autrement dit, ils ont
un effet scavenger, c’est a dire au lieu que les radicaux libres produits par le TBHP se

neutralisent par le GSH, ils vont plutot étre captés par les polyphénols (Haleng et al., 2007).

Les résultats des teneurs du GSH montrent en présence de tanins des fluctuations en fonction
des concentrations en en tanins mais aussi sa combinaison avec le TBHP. Les faibles

concentrations en tanins non combinés (0,25 ; 0,125 ; 0,062) mg/ml augmentent les teneurs

en GSH comparées aux tanins combinés au TBHP. A I'inverse les tanins combinés au TBHP
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augmentent les teneurs en GSH pour les concentrations les plus élevées (0,5 ; 1 ; 2 et 4) mg/ml
et ceci pour les mémes comparaisons. Nos résultats démontrent que les tanins présentent

une activité anti oxydante trés élevée en augmentant le taux du GSH.
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Chapitre 04 Conclusion générale

L’écorce de la clémentine est une source importante de différents composés phénoliques en
particulier les polyphénols, citroflavonoides et les tanins connus pour leur effets bénéfiques
sur la santé ayant aussi un intérét biologique dans différents domaines : agroalimentaire,

cosmétique, pharmaceutique et autres.

Le but de cette expérimentation est d'évaluer I'activité antioxydante des polyphénols, des
tanins et des citroflavonoides de I'écorce de clémentine in vitro par le dosage des parameétres
de stress oxydatif : MDA et GSH. Les globules rouges sont utilisés comme modele cellulaire

dans ce travail.

Grace au test de cytotoxicité sur les hématies, la toxicité des extraits (polyphénols, tanins et
citroflavonoides de I'écorce de clémentine) a été mise en évidence. Les résultats obtenus ont

démontrés que :

- Les polyphénols sont toxiques a fortes doses dont la concentration de 2 mg/ml présente le
taux d’hémolyse le plus élevé, cependant le taux d’hémolyse le plus bas pour les polyphénols

(45%) est rencontré pour la concentration de 0,062 mg/ml.

- Les tanins ont démontré une diminution de la perméabilité des globules rouge dont Le taux
d’hémolyse le plus bas pour les tanins est (29 %) rencontré pour la concentration de 0.25

mg/ml.

- Concernant les citroflavonoides, les résultats montrent qu’ils sont les moins toxiques a des

faibles concentrations avec un taux d’hémolyse de 24.50%.
Concernant le stress oxydatif nos résultats ont montré que :

-Les fortes concentrations en polyphénols (2 ; 4) mg/ml induisent une diminution des taux du

MDA (15 ; 12) umol /I respectivement.
-Les faibles concentrations en polyphénols (0,062) mg/ml augmentent les teneurs en GSH.

-Les faibles concentrations en tanins (0,25 ; 0,125 ; 0,062) mg/ml augmentent les teneurs en

GSH.

- Des concentrations élevées des tanins (2 ; 4) mg/ml induisent une diminution des taux du

MDA (6,2 ; 6) pmol/I respectivement.
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A la lumiere de ces résultats, les fractions extraites de I'écorce de la clémentine peuvent étre
considérées comme des agents antioxydants naturels pouvant donc constituer une alternative
pour le traitement de diverses maladies liées au stress oxydatif. Plutot que jeter les I'écorce

de la clémentine il serait intéressant de valoriser ses composants bioactifs.
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