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Résumé

Citrus réticulata blanco, connu sous le nom de la mandarine, est une plante appartenant a la

famille des Rutacées et utilisée dans le traitement de plusieurs maladies.

Notre travail s’inscrit dans le cadre de la contribution a [’¢tude de [’évaluation de [’activité
antioxydante in vitro des feuilles de la mandarine, récoltées dans la région de Hennaya, wilaya
de Tlemcen —Algérie.

En premier temps, nous avons réalisé une extraction par macération avec deux systémes de
solvants différents : eau/méthanol (30/70) (v/v) et eau/acétone (30/70) (v/v). Les résultats de
rendements montrent une différence entre les deux extraits bruts, ou, [’extrait

hydroacétonique donne un meilleur rendement avec 12,095 %.

L’activité antioxydante est testée par la technique de réduction du fer (FRAP) et par le
piégeage du radical libre DPPH. Les résultats expérimentaux montrent que le pouvoir
antioxydant (pouvoir chélateur du fer) de ’extrait hydroacétonique est meilleur par rapport a
Uextrait hydrométhanolique avec une CE50 = 2,906 + 0.099 mg/ml. Par ailleurs le méme

extrait a présenté une meilleure activité antiradicalaire avec une CI150 = 49,501 ug/ml.

Ces résultats nous suggerent que les feuilles de Citrus reticulata blanco pourraient

représenter une source intéressante comme antioxydants naturels.

Mots clés : Citrus reticulata blanco, extraits bruts, activité antioxydante.



Abstract

Citrus reticulata blanco, known as tangerine, is a plant belonging to the Rutaceae family and

used in the treatment of several diseases.

Our work is part of the contribution to the evaluation of the in vitro antioxidant activity of

tangerine leaves, collected in the region of Hennaya, wilaya of Tlemcen - Algeria.

First, we performed an extraction by maceration with two different solvent systems : water /
methanol (30/70) (v/v) and water / acetone (30/70) (v/v). The yield results showed a difference
between the two crude extracts, where the hydroacetone extract gave a better yield with
12.095%.

Antioxidant activity was performed by the iron reduction method FRAP and the DPPH free
radical scavenging method. The experimental results showed that the antioxidant power (iron
chelating power) of the hydroacetonic extract was better compared to the hydromethanolic
extract with an EC50 equal to 2.906 + 0.099 mg/ml. Furthermore, the same extract exhibited

better scavenging activity with an IC50 equal to 49.501 ug/ml.

Key words : Citrus reticulata blanco, crude extracts, antioxidant activity
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Introduction générale

Depuis longtemps, 1’étre vivant exploite la nature pour avoir tout ce qu’il a besoin, dont
les médicaments, sont les plus importants pour faire guérir plusieurs pathologies. Plus
particulierement, les plantes qui ont constitué la base des systemes sophistiqués de la

médecine traditionnelle (Cragg et Newman, 2013).

Le tabac, I'alcool et ’obésité ainsi que les habitudes erronées de /’alimentation permet
une élévation inhabituelle de la formation des radicaux libres (espéces oxygénées activées
EOA). Au cours du temps, ces facteurs permettent a [’émergence de plusieurs maladies
associées au vieillissement telle que les cancers et les maladies cardiaques (Haleng et al.,
2007).

Dans le monde végétal, les plantes contiennent de nombreuses molécules bioactives qui
jouent un réle anti radicalaire (Mezouar et al., 2014). Ces dernieres se manifestent dans
plusieurs domaines dont le domaine médical (Mezouar et al., 2014). De plus, ils favorisent le

renforcement de [ 'immunité de [’homme (Sharangi, 2017).

Parmi ces plantes, les agrumes, qui sont caractérisés par leurs effets curatifs tels que
les effets anti-tumoraux et anti-inflammatoires. lls sont aussi évalués pour leurs
caractéristiques nutritionnelles et anti-radicalaires qu’ils possédent (Selvamuthukumaran
etal., 2017).

Dans ce contexte, nous allons évaluer [’activité antioxydante des feuilles de « Citrus
reticulata blanco » (la Mandarine cultivée a Tlemcen en Algérie), qui est [ 'une des espéces les
plus populaires des agrumes (Mukhtar et al., 2005) par [’étude de leur effet anti radicalaire.

Le présent travail se divisé comme suit :

[ Une partie bibliographique qui englobe deux chapitres, ['un pour présenter la plante
a étudier « Citrus reticulata blanco » avec une idée générale sur les agrumes, et
["autre partie présente les radicaux libres et le stress oxydatif.

(] Une partie expérimentale avec le mode d’extraction (macération eau/acétone et
eau/méthanol), puis, [’évaluation de [’activité antioxydante par la technique de
réduction de fer (FRAP) et la technique de piégeage du radical libre DPPH.

0 A la fin de cette étude, une derniére partie est consacrée a la présentation des

résultats obtenus, une discussion et pour terminer avec une conclusion.




Partie bibliographique



Chapitre 1 : Généralités sur les agrumes

Agrumes (Genre Citrus) :

1. Origine :

Les zones tropicales et subtropicales du continent asiatique et de [’archipel malaisien sont a

[’origine des agrumes il y a au moins 4000 ans. Au cours du temps, les agrumes sont aussi

cultivés dans les régions méditerranéennes (Dugo et Di Giacomo, 2002).

O

2. Morphologie :

Les fruits (figure 1) sont constitués généralement de trois parties structurellement
différentes : Une couche externe colorée (exocarpe) nommée flavedo, des couches
internes (mésocarpes) connues sous le nom d’un albédo (couleur blanche, spongieux)
et la pulpe qui contient des poches incluant le jus et enveloppées dans une couche mince
blanche (endocarpe) (EI-Otmani et Ait-Oubahou, 2011).

Plus souvent, les feuilles sont simples, pour les espéces primitives, elles sont trifoliées
et le pétiole est ailé et articulé (Dupont et Guignard, 2007).

Les fleurs sont constituées de 4 ou 5 sépales et 4 ou 5 pétales blanches. L’ androcée et
le gynécée sont méristémones : les étamines, maints, se réunissent par un filet en
faisceaux englobant un nombre instable de parties : les carpelles sont de nombre non

précisé (6 — 12) et totalement réunis (Dupont et Guignard, 2007).

vésicules de jus endocarpe

- flavedo
graine N ) 4

=~ : ~ albedo

Figure 1 : Illustration d'une tranche de fruit orange coupée en deux moitiés (Tasic et
al., 2016)

3. Taxonomie :

C’est un arbre a fleur appartenant a la famille des Rutaceae, la sous famille des

Aurantioideae et la tribu des Citreae (Dorji et Yapwattanaphun, 2011).

Il existe des complexités dans la classification des Citrus basée sur la morphologie et la

géographie (Jannati et al., 2009). Cela montre un grand probléme de controverse sur la




Chapitre 1 : Généralités sur les agrumes

systématique des especes du sous-genre Citrus (Moore, 2001). Il y a deux systéemes distincts
de taxonomie, /'un qui identifie 16 especes, reconnue sous le nom de systéme Swingle (swingle

et Reece, 1967), ['autre sectionne et reconnait 162 espeéces, c’est la taxonomie Tanaka

(Tanaka, 1977).

Avec le déroulement des études basées sur les paramétres biochimique et morphologique, elles
montrent [’existence d’un triplet de vraies espéces, Citron (C. medica L.), mandarine (C.

reticulata Blanco), et pummélo (C. maxima L. Osbeck) (Abedinpour et al., 2014).
Il.  Mandarine

La mandarine appartient & la famille des
Rutaceées et du genre Citrus. Sa culture est
notamment dans les régions
Méditerranéennes, au Japon, au Brésil, en
Argentine, aux Etats-Unis et en Australie
(Mazza, 1987).

Figure 2 : Fruits et feuilles de
la Mandarine (Lim, 2012)

C’est un arbre de petite taille avec plusieurs ramifications épineuses, des feuilles persistantes
(figure 2) qui sont unifoliées de 6 & 8 cm de longueur et des fleurs blanches (Lim, 2012). Les
feuilles ont une taille oblate plutét que sphérique avec une pelure moins épaisse et un albédo

blanc peu amer, contrairement a l’orange qui a une saveur moins acide (Ye et al., 2017).




Classification botanique (Kimball, 1999)
Régne : Plante

Ordre : Geéraniales

Sous ordre : Geraniineae

Classe : Dicotyledoneae

Sous classe : Archichalmydeae

Division : Embryophyta

Sous division : Angiospermae

Famille : Rutaceae

Sous famille : Aurantiodeae
Tribu : Citreae

Sous tribu : Citrinae
Genre : Citrus L.
Sous genre : Citrus

Espéce : Citrus reticulata blanco.

2. Composition de Mandarine

Les agrumes et leurs jus constituent une provenance notable des substances anti-radicalaire

telles que l’acide ascorbique, les flavonoides, les composés phénoliques et les pectines, qui

sont considérés comme étant essentiels pour [’alimentation et la santé de [’homme (Lim,

2012).

La mandarine inclue les composants chimiques suivants :

Protéines, lipides, glucides.

Eléments minéraux : Calcium (Ca), phosphore (p), fer (Fe), sodium (Na), potassium (K).
Vitamines : Thiamine (B1), riboflavine (B2), vitamine A, acides ascorbique (C),
niacine (Acide nicotinique) (Ortiz, 2002).

Metabolites secondaires : Flavonoides (flavanones, flavones, flavonols (Gattuso et
al., 2007), hespéridine (Lim, 2012)), Limonene (Lim, 2012), Acides phénoliques (
Tripoli et al., 2007 ; Oboh et Ademosun, 2012 ; Singanusong et al., 2015)




I1l. Propriétés et usages thérapeutiques

En chine, la peau de la mandarine mdr et asséchée, est considérée comme étant une
phytothérapie essentielle et elle est adaptée a des fins thérapeutiques selon la pharmacopée
chinoise (Sun et al., 2010).

De plus, plusieurs parties de fruit sont employées dans le traitement de diverses maladies
(Yeung, 1985 ; Chopra et al., 1986 ; Lu, 2005). Le tableau 2 suivant montre quelques
propriétés thérapeutiques des parties de fruits de la mandarine.

Tableau 1 : Propriétés thérapeutiques des différentes parties de fruit de la mandarine (Lim, 2012)

Partie de fruit Propriétés

Péricarpe - Analgésique, antiasthmatique,
anti-inflammatoire,
antiscorbutique, anti septique,
antitussif, carminatif, expectorant,
stomachique et permet de baissée
le cholestérol

Peau (pelure) - Stomachique, expectorant,
diurétique, réfrigérant ...
Endocarpe - Carminatif et expectorant
Flavedo - Carminatif et stomachique
Graine - Carminatif et analgésique

Dans le cas d’une dyspepsie, d’un inconfort gastro-intestinal, d’une toux avec flegme et des
vomissements ...., le péricarpe, [’endocarpe et la peau sont employés pour traiter ces cas,
alors que la peau est également employée en cas d ‘une perte d’appétit et d ' une mammite aigué
(Lim, 2012).

Le flavedo vert et immature est appliqué en cas de [’enflure du foie, de la rate et de la

cirrhose du foie et est aussi appliqué pour traiter la hernie et d autres maladies (Lim, 2012).




Chapitre 2 : Stress oxydatif et antioxydants
I. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des atomes et des substances inconstantes et tres réactifs vis-a-vis
aux ions identiques et sont caractérisés par la présence des électrons non appariés (Vikram
et al., 2010). Ces radicaux servent a un role essentiel dans beaucoup de meécanismes
biologiques tels que les voies métaboliques, la signalisation cellulaire, la réponse
immunitaire et une variété de conditions physiopathologiques (Ansari, 1997).

1. Types des radicaux libres

Dans le cas général les modeéles radicalaires responsables au stress oxydant sont dérivées de
[’oxygene et de [’azote (Rochette, 2008).

Les especes réactives de I'oxygene (ERO)

Ce type d’espéces englobe les especes radicalaires et les espéces non radicalaires dont les
premiers contiennent le radical superoxyde (O2e-), le radical hydroxyle (OH*), le radical
perhydroxyle (HOze), le radical peroxyl (ROO¢) et le radical alkoxyle (RO+) (Jelen et
Wasowicz, 2011). Les deuxiemes contiennent le peroxyde d’hydrogene (H202), I'oxygene
singulet (*O2) et I’0zone (O3) (Choe et Min, 2006).

Les espéces réactives de I’azote (EAR)

lIs incluent le monoxyde d’azote (*NO) comme une espéce radicalaire (Vamecq et al., 2004)
et la peroxynitrite (-OONO) comme une espece non radicalaire, cette derniére issue de la

reaction de *NO avec Oze- (Beckman et Koppenol, 1996).
2. Origines des radicaux libres
Origines intracellulaire

Les radicaux libres ou les espéces responsables du stress oxydatif sont produits a partir de
plusieurs sources : les mitochondries, les NAD(P)H oxydases (NOX) (Beaudeux et al.,2006),
les cytochromes P450 (CYP450), les peroxysomes, les xanthines déshydrogénases (XDH), les
enzymes de la voie de l’acide arachidonique (lipoxygénases, cyclo-oxygénases) (Beaudeux et
Vasson, 2005) et les NO synthases (NOS) (Landmesser et al., 2002).

- Les mitochondries, sont des organites qui produisent [’€nergie nécessaire pour
['organisme et elles sont aussi considérées comme la principale source des

radicaux




libres (Cadenase et Boveris, 2005). Elles permettent la génération de O,°— qui joue le
role d’un précurseur de peroxyde d’hydrogene H,O, (Boveris et Cadenas, 1975 ;
Dionisi et al., 1975) et la production de NO (Ghafourifar et Richter, 1997 ; Giulivi
et al., 1998). Par la réaction au fenton, I’H,O, est capable de se convertir en OH®
(Dar et al., 2017).

- Les NADPH oxydases (NOX) sont des protéines qui apportent une contribution au
transfert des électrons entre les bicouches membranaires. Ils forment & partir du
transfert d’électron, 1’O;°- (I’accepteur d’électrons est ’'oxygene (0,)) qui représente
un précurseur des ERO (Guichard et al., 2006).

- La xanthine déshydrogénase (XDH), enzyme oxydoréductase qui utilise le NADPH
comme cofacteur et qui permet la formation de la xanthine a partir de [ ’hypoxanthine
et ['acide urique a partir de la xanthine elle-méme (Descamps et al., 2006). Elle peut
aussi former le radical O,°— et/ou H,0; dans le cas d 'une pathologie (Nishino, 1994).

- La xanthine oxydoréductase (XOR), elle peut aussi étre considérée comme une
origine des NO° et des -OONO (Godber et al., 2000).

- Le NO synthase (NOS) permet la synthése des NO a partir de [’arginine et se
déroule en deux étapes : la conversion de [’arginine en w-hydroxyarginine, puis,
[’oxydation de [’w-hydroxyarginine elle-méme en citrulline et NO (Descamps et al.,
2006). Cette enzyme permet aussi la formation de O,°- ou le H,O, (Tsai et al., 2005),
ainsi que la formation de —OONO par [’association de O,°— et NO (Descamps et al.,
2006).

- Le cytochrome P450 (CYP450), joue un réle suffisant dans la naissance du stress
oxydatif (Descamps et al., 2006) et génere 1’O2e- et/ou H20. grace a la réduction
d’02 (Migdal et Serres, 2011).

- Les enzymes responsables de la voie de [’acide arachidonique peuvent aussi former
[’Oye- (Delattre et al., 2005).

Origines extracellulaire

1l existe aussi d’autres origines des radicaux libres représentés par les facteurs physiques ou
chimiques comme la lumiére, les radiations ionisantes (rayons X), le tabac,... etc (figure 3)
(Leverve, 2009).
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Lumiere UV oxydases
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peroxynitrite Radical hyvdroxyle
Nitration des Activation Oxydation Peroxydation Oxydation de
protéines des cascades des protéines lipidique I"ADN

de kKinases

Figure 3 : Origines des ERO et EAR (Favier, 2003)

Il.  Stress oxydatif et antioxydants

1. Stress oxydatif

La synthese des radicaux libres oxygénés se fait par les deux voies endogéne et exogene dans
[’organisme et lorsqu’elle dépasse la capacité antioxydante des cellules, ces radicaux libres

synthétisés générent ce qu’on appelle « le stress oxydant » (figure 4) (Sies, 1991).

Le stress oxydant joue un réle important dans le déclenchement de plusieurs pathologies
(Bidie et al., 2011). Ces pathologies apparaissent lors du vieillissement, car avec l’dge, la
multiplication mitochondriale des radicaux libres va augmenter et les défenses antioxydantes

de [’organisme vont diminuer (Girodon et al., 1997 ; Sohal et al., 2002).
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Chapitre 2 : Stress oxydatif et antioxydants

SYSTEMES ANTI-OXYDANTS

= Enzymatiques : SOD, catalase, GPx
= Non-snzymatiques : vit E, vit C, GSH,
caroténoides... ERO ET ERN

= 03, "OH, H,0,, "NO, HOC|, ONOOC",...

STRESS OXYDANT
OXYDATION DES CONSTITUANTS CELLULAIRES SYSTEMES DE DEGRADATION ET
DE REPARATION
= Lipides : hydroperoxydes 4=| =« GPx membranalre
s Acldes aminéa : sulfoxyde de méthlenine “—| = Méthionine sulfoxyde réductase
= Protélnes : protélnes carbonyléas +=| = Protéasome
m Acides nucléiques : 8- hydroxy 2- désoxyguanosine |g—| = Systdmes BER, NER

Figure 4 : Le stress oxydant (Bonnefont-Rousselot, 2007)

2. Antioxydants

Les antioxydants (figure 5) sont définis comme étant un groupe de molécules capables de
bloquer, de réduire et d’éliminer la formation des radicaux libres (Sies, 1997) et agissent

de maniere a diminuer ces derniers en les piégeant afin de produire des molécules plus
stables (Favier, 2003).

Electron donation

Figure 5 : Réduction d’un radical libre par un antioxydant (Murevanhema et al., 2018)
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3. Differents types d’antioxydants

L’action des ERO et EAR est balancé par deux type d’antioxydants : enzymatiques et non
enzymatiques (Valco et al., 2006).

Les antioxydants enzymatiques

Les superoxydes dismutases (SOD), les catalases et les glutathions peroxydases (GPx) sont
considérés parmi les antioxydants enzymatiques les plus performants (Mates et al., 1999).

Les antioxydants non enzymatiques

Les antioxydants non enzymatiques incluent : vitamines A, vitamines E, caroténoides, phénols,
glutathion réduit (GSH), proline et flavonoides (Gill et Tuteja, 2010 ; Miller et al., 2010 ; Gill
etal., 2011).

4. Mécanisme d’action des antioxydants
Les antioxydants enzymatiques

- Les SOD : permet la formation de 'Oz et ['H>O2 par la dimustation de [’O2°— (Valko
et al., 2006).

- La catalase : enzyme qui facilite la formation de H>O et O, a partir de la
décomposition de H>O, (Valko et al., 2006). Elle est présente chez les cellules des
plantes, lescellules animales et chez les bactéries aérobies (Mates et al., 1999).

- La GPx : une séléenoprotéine, dont son principal réle est d’éliminer les peroxydes
lipidiques issues de /’effet de stress oxydant sur les acides gras polyinsaturés (Haleng
et al., 2007).

Les antioxydants non enzymatiques :

- Vitamine C (ou Acide ascorbique AA) : un anti-radicalaire qui exerce un réle
primordial de defense contre [’oxydation des molécules par sa susceptibilité d offrir
des électrons a plusieurs réactions (Smirnoff, 2005 ; Gill et Tuteja , 2010). Elle
assure en réagissant avec H>O2, OHe et Oz la défense contre les dégdts d’oxydations
sur les membranes et la production de vitamine E (Shao et al., 2005).

- Vitamine E (ou les tocophérols) : assure le blocage de la peroxydation lipidique,

permet de tromper les radicaux libres ainsi que la réduction des RO* et ROO+

(lgamberdiev et al., 2004).
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Caroténoides : réagissent avec /’Oze, *OH, ROO- et permettent d ’éliminer 1O (Valco
etal., 2006)

Polyphénols : lls ont un effet anti-radicalaire et antiathérogéne et sont capables
d’empécher [’oxydation des lipoprotéines de basse densité (LDL) (Violi et Cangemi,
2005). Ils sont considerés comme étant des super-chelateurs des métaux de transition
(le fer et le cuivre) (Haleng et al., 2007).

Proline : Peut jouer le réle d’un chélateur métallique (Dar et al., 2016), et permet le
blocage de lipo-péroxydation et I'élimination de OHe et *O, (Dar et al., 2017).

GSH : Lutte contre certains radicaux libres (H202, 'Oz, OH « et Oz¢) (Dar et al., 2017).

13




Partie expérimentale



Matériel et méthodes

Partie expérimentale

I.  Matériel végétal
1. Lieu et période de la recolte

Notre étude a porté sur une plante a usage médicinale « Citrus reticulata Blanco », connue
sous le nom de la mandarine. Les feuilles ont été récoltées au mois de Novembre 2019 dans la

région de Hennaya, la wilaya de Tlemcen (Algérie).
2. Préparation des feuilles

Apres la récolte, les feuilles (figure 6) de la mandarine (une partie aérienne) ont été séchées
a l'air libre, a I’abri de la lumiére et a température ambiante (pour éviter la destruction de

certains composants). Apres trois a quatre semaines les feuilles sont prétes pour notre étude.

Figure 6 : Feuilles aprés sechage de « Citrus reticulata blanco »

3. Extraction des feuilles

Dans cette étape, nous avons utilisé un mélange entre deux solvants a polarité différente dans
chaque extraction, eau / acétone dans le but d’obtenir le premier extrait et eau/méthanol pour

le deuxiéme extrait en réalisant la méthode de macération.

A la fin de cette étape, nous avons obtenu deux extraits bruts aprés une évaporation (pour

éliminer les solvants organiques) et un séchage.
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Une fois les feuilles séches sont obtenues, elles sont réduites en poudre, puis extraite par
macération pendant 24 heures a température ambiante et sous agitation, selon les étapes du

protocole suivant :

200 ml du mélange
eau/acétone ou eau /méthanol
(VIV : 30/70)

20 g de la poudre
végétale .

Les extraits bruts obtenus sont filtrés sur papier filtre, puis, évaporés au rotavapeur a 40 °C
pour éliminer la phase organique. Ensuite, la phase aqueuse est éliminée par séchage dans

[’étuve a 35°C. La conservation de résidu obtenu est réalisée a + 4°C.

Figure 7 : Filtration de Figure 8 : Filtration de
[’extrait [’extrait
hydroacétonique hydrométhanolique

4. Rendement des extraits

Le rendement en pourcentage des deux extraits eau/acétone et eau/ méthanol, est calculé

selon la formule suivante :

{ R (%) = M/MO x 100 J

Avec :

- R (%) : Rendement en pourcentage ;
- M : Masse de l’extrait sec obtenue apres évaporation en grammes

- MO : Masse du matériel végétal a extraire en grammes.
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Il.  Evaluation du pouvoir antioxydant de la plante

1. Réduction du fer FRAP (Ferric Reducing Antioxydant Power)

La capacité réductrice d’une substance est liée a sa capacité de transfert des électrons et qui

peut jouer un role d’un indicateur qui signifie son activité antioxydante (Zovko Koncic et al.,
2010).

La coloration jaune dans cette méthode vire vers le vert et le bleu selon la capacité réductrice
de l’échantillon a tester et la forte capacité réductrice est exprimée par une absorbance

élevée mesureée a une absorbance de 700 nm (Zovko Koncic et al., 2010).
Le protocole utilisé dans cette méthode est celui de Yen et Chen, 1995 :

a) Solutions utilisées

[J  Tampon phosphate 0.2M (pH6.6).

[ Ferricyanure de potassium 1%.

[ Acide trichloroacétique (TCA) 10%.

) Chlorure de fer (FeCI3) 0.1%.

b) Préparation des extraits a différentes concentrations

Les extraits bruts hydroacétonique et hydrométhanolique sont préparés dans [’eau distillée a

des concentrations de 1, 2, 4, 6, 8 et 10 mg/ml.
¢) Protocole

L’extrait a tester 1 ml est mélangé avec 2.5 ml de tampon phosphate pH 6.6 et 2.5 ml de
ferricyanure de potassium. Apres une incubation a 50°C pendant 20 minutes, les tubes sont
refroidis. Ensuite, 2.5ml de [’acide trichloroacétique TCA sont ajoutés pour arréter la

réaction. Les tubes sont centrifugés pendant 10 minutes.

Le surnageant 2.5ml de chaque tube est mélange avec 2.5ml d’eau distillé et 0.5 ml de

chlorure de fer FeCla.
Les absorbances sont mesurées a 700 nm par un spectrophotométre UV-visible contre un blanc.

L’acide ascorbique est utilisé comme un témoin positif et est testé avec des concentrations et

dans les mémes conditions expérimentales.

Ces tests sont réalisés en triplicate pour les extraits bruts et le témoin positif.
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2. Technique de piégeage du radical libre DPPH :

En présence des piégeurs de radicaux libres, le 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl ou DPPH, de

couleur violette se réduit en 2,2-Diphényl-1-picryl hydrazine de couleur jaune (Maataoui et

al., 2006).
0,MN
@N,N'—@fNOE
X

Figure 9 : Structure chimique du radical libre DPPH* (2,2 DiPhényle-1-Picryl-Hydrazyle)
(Popovici et al., 2009)

Dans cette technique, nous avons préparé la solution méthanolique de DPPH a une

concentration de 6.34 x 10° M.

Les extrais bruts des feuilles de la mandarine sont préparés a différentes concentrations (1, 2,
4, 6, 8 et 10 mg/ml).

L’évaluation de [’activité antioxydante est réalisée comme suit, selon le protocole de Atoui et

al., 2005 :

La solution méthanolique de DPPH 1950 ul est mélangée avec 50 ul de [’extrait a tester. Le
blanc de chaque concentration est préparé par un mélange de 1950 pl de méthanol et 50 pl

de [’extrait.

Le contrdle positif contient 50 pl de méthanol et 1950 pl de la solution méthanolique de DPPH.

Son tube blanc contient 2 ml de méthanol.

L’incubation se fait a I’abri de la lumiére et a une température ambiante durant 30 minutes et
la lecture se fait par la mesure de I’absorbance a 515 nm a [’aide d’un spectrophotometre
UV- visible. L acide ascorbique est testé dans les mémes conditions expérimentales mais a

des concentrations plus inférieures par rapport aux extraits de la plante.
Cette technique est réalisé en triplicate pour les deux extraits et |’acide ascorbique.

Les résultats sont exprimés par un pourcentage, dit le pourcentage d 'inhibition selon la formule

suivante :

Pl % = (Ac — AE / Ac) x 100 (Atoui et al., 2005)

[0 Ac : absorbance du contrble ; AE : absorbance de /’extrait.
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Résultats et discussion

I. Rendement des extraits :

Le rendement d’extraction dépend du solvant dont la polarité, le pH, la température, le temps
d’extraction et la composition qui varient (Do et al., 2014).
Nous avons utilisé dans cette étude deux systemes de solvants a polarité différente avec une

masse de 20 g de la matiere séche des feuilles employées.

Le tableau 2 montre les rendements des deux extraits avec la masse résultante, [’aspect et la
couleur de chaque extrait brut. L’ extraction par macération du systéme eau/acétone (30/70 :
v/v) a donné le rendement le plus important avec 12,09 %. Il est suivi par [’extrait brut
macéré hydrométhanolique qui donne un rendement Iégérement inférieur que le premier
extrait, avec 11,38%. La figure 10 montre bien la différence des rendements entre les 2

méthodes.

Tableau 2 : Rendement, masses, aspects et couleurs résultants des deux extraits

. . Aspect et Rendement
Méthode Extrait P Masse (g)
couleur (%)
Eau/acétone (v/v) Vert_ foncé/ 2 419 12,095
(30/70) cristaux
Macération Eau/méthanol (v/v) Ver_t clair/ 5 9775 11,3875
(30/70) cristaux
Rendement
%
12,2% I
12,0% - / .
O eau/acétone
11,8% - / 3
& eau/méthanol
11,6% - /12,090/
11,4% - /
11.2% | 11,38%
11,0% / :
eau/acétone eau/méthanol

Figure 10 : Rendement des deux extraits des feuilles de la mandarine
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Il.  Evaluation de I’activité antioxydante
1. Technique de réduction de fer FRAP

Le pouvoir réducteur d’une substance peut jouer le role d’'un informateur qui signifie son

potentiel activité antioxydante (Gulgin, 2006).

Notre travail consiste a évaluer [’activité antioxydante des deux extraits bruts

hydroacétonique et hydrométhanolique a différentes concentrations par ['utilisation de la

technique FRAP.

La figure 11 suivante illustre les valeurs des absorbances obtenus pour chaque extrait et a

chaque concentration en utilisant I’acide ascorbique comme témoin.

Alzas?rbances == A (eau/acétone)
A eau/méthanol)
1,6

Acide ascorbique

1,2 N /’
0,8 -

0 2 4 6 8 10 12
Concentrations (mg/ml)

Figure 11 : Représentation graphique des absorbances des deux extraits de la mandarine

et [’acide ascorbique par rapport aux différentes concentrations

D ’apres les graphes de la Figure 11, la réduction du fer augmente proportionnellement avec
les concentrations croissantes des extraits.

Dans cette méthode les absorbances obtenues sont converties en courbes linéaires
correspondant a chaque extrait étudié pour bien montrer la capacité réductrice de celles-ci
par rapport aux différentes concentrations des échantillons afin de calculer les
concentrations efficaces CE50 (tableau 3).
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Les CE50 correspondent a des concentrations de /’échantillon ou de [’étalon qui montrent
50% du pouvoir de FRAP (correspond a une absorbance de 0.5), ou les minimums CE50

montrent le pouvoir antioxydant le plus important (Fidrianny et al., 2014).

Tableau 3 : CE50 de la technique FRAP des extraits de Citrus reticulata blanco et de [’acide

ascorbique

Echantillons CE50 (mg/ml)
Extrait eau/acétone 2,906 + 0.099
Extrait eau/méthanol 3,676 +0.17
Acide ascorbique 0,181 +0.073

Les résultats mentionnés dans la figure 11 et le tableau 3 montrent que [’extrait hydro-
acétonique possede une capacité réductrice de fer légerement supérieure par rapport a
[’extrait hydrométhanolique, dont les CE50 sont de 2,906 = 0.099 et 3,676 + 0.17 mg/ml,
respectivement. En comparant ces résultats avec ceux de l’acide ascorbique, les deux extraits
ont un pouvoir réducteur de fer inférieur au témoin positif, avec une CE50 de 0,181 + 0.073

mg/ml.

Dans [’étude de Djenidi et al., 2020 sur les fruits de C. reticulata blanco,
I’extrait hydrométhanolique (20/80 : v/v) a montré une CE50 de 52.07+0.02 mg/ml, ce qui

indique une faible activité antioxydante en comparaison avec nos résultats.

Cette disparité des résultats peut étre expliquée principalement par la différence dans la

composition des différentes parties de la plante et de la région de la récolte.

2. Piégeage du radical libre DPPH

Dans cette méthode, nous avons remarqué un virage de la couleur violette de la solution
methanolique de DPPH vers le jaune en présence des agents antioxydants mesuré par un

spectrophotomeétre a 515 nm.

Les absorbances résultantes sont converties en courbes logarithmiques en passant
premierement par le calcul des pourcentages dite les pourcentages d’inhibition (PI) : PI (%)

= f (concentrations) (figure 12).
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Figure 12 : Pourcentages d’inhibition en fonction des différentes concentrations des extraits

(A) et (B) et l’acide ascorbique (C)
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D’apreés les courbes logarithmiques, nous avons calculé les CI50 qui correspondent a la

concentration qui peut inhiber 50% du radical DPPH.

Tableau 4 : Les CI50 des deux extraits étudiés de Citrus reticulata blanco et de [’acide

ascorbique
Echantillons CI50 (ug/ml)
Extrait eau/acétone 49,501
Extrait eau/méthanol 101,47
Acide ascorbique 2,277

D apres les résultats mentionnés dans le tableau 4 et les courbes de la Figure 12, nous avons
remarqué une importante activité antioxydante par /’extrait hydro-acétonique avec une CI50
de 49,501 ug/ml dont !’intervalle de pourcentage d’inhibition varie entre 33,7 % + 0,054 et
87,08% + 0,028, suivie par ’extrait hydrométhanolique qui présente presque la moitié de
l"activité de celle du premier extrait brut, avec une CI50 de 101,47 ug/ml et dont [’intervalle
de pourcentage d’inhibition varie entre 15,13% + 0,04 et 78,04% = 0,03. Les deux extraits
présentent un pouvoir antiradicalaire plus faible par rapport a celui de I’acide ascorbique

qui a exhibé une C150 de 2,277 ug/ml.

D’apres I’étude de Nasri et al., 2017, en utilisant le méthanol et ’eau comme des solvants
d’extractions des feuilles de Citrus reticulata blanco ont obtenu des valeurs de CI150 de 128.20
pg/ml + 1,10 et 107.33 ug/ml + 0,97, respectivement. Nos résultats des concentrations

inhibitrices CI50 sont inférieurs a ceux obtenus par ces auteurs.

D’apres Fadhlillah et al., 2019, [’extrait d’éthanol qui a été préparé par la méthode de
maceération présente une CI50 de 42.925 ug /ml qui montre une meilleure activité antioxydante
de Citrus reticulata blanco par rapport a nos extraits.
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Cette différence de résultats obtenus par certains auteurs par rapport a notre étude peut étre
expliquée par la différence dans la méthode d’extraction, les solvants d’extractions, la région

et le mois de la récolte.
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Conclusion générale

Les chercheurs dans le domaine de santé sont attirés de plus en plus ces derniéres années a
étudier les plantes médicinales qui contiennent plusieurs substances a grande utilité a [’étre
humain et qui prennent une place importante dans la santé traditionnelle. Ces plantes restent

aussi nécessaires dans le domaine phytothérapeutique.

Le présent travail a pour objectif d’évaluer une des activités biologiques in vitro, c’est
['activité antioxydante des feuilles de « Citrus reticulata blanco », une des especes les plus

populaires des agrumes, récoltée de la wilaya de Tlemcen.

Nous avons commencé notre étude par l’extraction, deux extraits bruts ont été obtenus par la
méthode de macération a la température ambiante par utilisation de deux systemes de
solvants avec une polarité différente : eau/ acétone ou eau/ méthanol (30/70 : v/v). L extrait
hydro- acétonique a présenté le meilleur rendement par rapport a celui de [’extrait

hydrométhanolique.

Pour [’activité antioxydante des feuilles de la mandarine, elle est mise en évidence par les

deux méthodes suivantes :

- Réduction de fer FRAP ;
- Piégeage du radical libre DPPH.

La plante a présenté un meilleur pouvoir réducteur de fer et donc une meilleure activité

antioxydante par [’extrait hydro-acétonique avec une CE50 de 2,906 + 0.099 mg/ml.

Elle montre aussi une bonne activité antiradicalaire avec une CI50 de 49,501 ug/ml pour
[’extrait hydro-acétonique dans un intervalle de pourcentage d’inhibition qui varie entre 33,7%

+ 0,054 et 87,08% + 0,028.

Ce travail montre ['importance de « Citrus reticulata blanco » dans le domaine de la santé
par la contenance des substances qui peuvent exercer la capacité antioxydante, et donc,
[’existence d’une activité antioxydante dans cette plante qui est capable d’étre utilisée pour
traiter certaines maladies liées au stress oxydatif tel que le cancer, le diabete, la maladie

d’Alzheimer et de parkinson, .... etc.
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