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Résumé/Abstract/u=sk

Résumé :

La clémentine (citrus clémentina) est un agrume de famille des rutacées du bassin
méditerranéen. Ce fruit est recouvert par une écorce souple trés riche en composés bioactifs
connus par leurs activités antioxydantes. Ce travail a pour but de mettre en évidence les
composants de I'écorce de la clémentine par un screening phyto-chimique mais aussi la mise
en évidence de I'activité anti-radicalaire et anti-oxydante in vitro des extraits de I'écorce
étudiée par le biais test de DPPH et le test de l'inhibition de la peroxydation lipidique. Le
screening phyto-chimique a montré la présence de flavonoide, tanins , coumarines et sucres
réducteurs.Nos résultats ont aussi démontré que la concentration 1 mg/ml en extrait
d’écorce a une tres bonne activité contre la peroxydation lipidique. Concernant le DPPH,
I'extrait présente I'activité anti-radicalaire la plus élevée a des concentrations de (0,5 et 1)
mg/ml. Ces résultats démontrent I'intérét de l'utilisation des extraits de I'écorce de la
clémentine dans différents domaine en tant qu’antioxydants.

Mots clés : Clémentine, écorce, antioxydants, polyphénols.

Abstract :

The clementine (citrus clementina) is a citrus fruit family’s Rutaceae from the Mediterranean
basin. This fruit is covered by a soft bark very rich in bioactives compounds known for their
antioxidant activities. The aim of this work is to highlight the components of the clementine
bark’s by a phytochemical screening but also the anti-radical and antioxidant activity in vitro
of the bark extracts’ studied by the DPPH test and the inhibition of the lipid peroxidation
test’s. The phytochemical screening showed the presence of flavonoids, tannins, coumarins
and reducing sugars. The results also showed that the concentration of 1 mg/ml of bark
extract has a very good activity against lipid peroxidation. Concerning DPPH, the extract
presents the highest anti-free radical activity at concentrations of (0.5 and 1) mg/ml. These
results demonstrate the interest of use extracts clementine bark in different fields as
antioxidants.

Keys words: Clementine, bark, antioxidants, polyphenols.
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Introduction




L’étre humain s’intéresse depuis longtemps au pouvoir de guérison des plantes,
principalement pour des raisons médicinales. Les plantes constituent la base de la
médecine traditionnelle et sont riches en métabolites secondaires utilisés comme
composés bioactifs, constituant ainsi une grande source de médecine (Ramful et al., 2010

; Ladah et al., 2014).

Parmi ces plantes riches en métabolites secondaires, toutes les variétés d’agrumes
(orange, pamplemousse, mandarine, clémentine, citron, pamplemousse, citron vert, etc.)
qui représentent une source précieuse de composés bioactifs ( Abbobatta., 2019). Selon
(FAO 2006), il est intéressant de souligner que les agrumes sont les fruits les plus
consommés au monde, avec une production mondiale d'environ 108 millions de tonnes.
Parmi les agrumes, l'orange est I'agrume le plus populaire et le plus consommé au monde.
Connu pour sa valeur nutritive et ses propriétés médicinales. L'orange est une source
importante de composés bioactifs tels que les polyphénols, les flavonoides, les
caroténoides, les vitamines, les fibres et les minéraux (Benamerouch et al., 2016). Ces
composés possedent de nombreuses activités biologiques telles que antioxydante, anti-
inflammatoire, antibactérienne, antifongique, antidiabétique, antihypertensive, antivirale
(Milind & Dev, 2012) L’activité biologique de ces composés permet de protéger contre
I'athérosclérose les maladies cardiovasculaires et neurodégénératives (Manarche et al.,

2004 ; Etebu et al., 2014).

Ces composés bioactifs comme les polyphénols et les flavonoides se trouvent en
grande proportion dans I'écorce d’orange et jouent un réle protecteur et inhibiteur des
effets néfastes des radicaux libres sur I'organisme humain (Sultana et al., 2015). Les
polyphénols présentent une activité antioxydante tres puisant parce qu’ils sont capables de
piéger les radicaux libres générés en permanence par |I'organisme et ils renforcent aussi nos
défenses naturelles contre le stress oxydative. Les flavonoides préviennent efficacement de
la peroxydation lipidique puisqu'ils peuvent réagir avec la plupart des radicaux libres
susceptibles d'arracher un hydrogéne sur le groupement CH2 situé entre les deux doubles

liaisons des acides gras polyinsaturés (Hadi, 2004).

Habituellement, les polyphénols agissent en rompant la chaine d'oxydation en

remplacant un radical porteur de chaine par un radical plus stable et qui ne participe pas a




cette chalne. Ainsi, on peut interpréter les propriétés antioxydantes d'un donneur

d'hydrogéne (comme le sont de nombreux phénols) ( Hadi,2004) .

lIs peuvent également agir comme chélateurs d’ions métalliques pro-oxydants
comme le fer, le cuivre, le zinc et inhibent la production des radicaux libres. Les polyphénols
empéchent 'oxydation des lipoprotéines de faibles densités et ils peuvent ainsi aussi
protéger I'organisme contre l'infarctus du myocarde ou I'athérosclérose coronarienne

(Cook & Smman, 1996).

Les flavonoides suscitent beaucoup d’intéréts dans plusieurs domaines, celui de la
nutrition par leur caractére préventif a I’égard de diverses maladies citées précédemment,
en cosmétologie et surtout dans les industries agroalimentaires par leurs implications, en
particulier, sur la flaveur des aliments et leur incidence sur la conservation des produits
alimentaires. Ainsi, ils pourraient constituer une alternative a I'utilisation des additifs
alimentaires synthétiques, buthylhydroxyanisol (BHA) et buthylhydroxytoluéne (BHT), qui

ont montré des effets nuisibles (effet carcinogene) (Brand-Williams W et al., 1995 )

En conséquence, des recherches scientifiques dans diverses spécialités ont été
développées pour l'extraction, l'identification et la quantification de nouvelles
molécules telles que les polyphénols, a partir de plusieurs substances naturelles a
savoir, les plantes médicinales et les sous-produits agroalimentaires, parmi eux
I’écorce d’orange. Ce déchet (I’écorce) est-il réellement une source de substances
bioactives telles que les polyphénols qui seraient capables d’exercer une activité

antioxydante efficace ?

Pour répondre a cette problématique, nous avons étudié les extraits aqueux et

organiques (éthanolique) d’écorce de Citrus clémentina cultivé de la région de Tlemcen .. Pour

la réalisation de cette étude nous avons procéder comme suit :

*

+» Extraction des polyphénols par deux solvants (eau et éthanol)
¢ Un screening phytochimique .
R/

+» Révélation et évaluation des activités antioxydante sur la peroxydation

lipidique et antiradicalaire .




I. La clémentine

|. 1.Généralités:

La clémentine est un agrume fruit du clémentinier (Citrus clémentina) ,un arbre hybride
de la famille des rutacées ,issue du croisement entre un mandarinier (citrus réticulata)et un
oranger (citrus sinensis). La peau est brillante, de couleur orange a rougeatre , 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. Le bassin
méditerranéen est la principale zone de production de clémentine ; I'Espagne, le Maroc,
I’Algérie , la Turquie et I'Egypte sont les grands pays producteurs (Giove, R. M., & Abis, S.
2007 )

Figure n° 01 : Photo du fruit Citrus clémentina.

|11.2.Histoire et origine :

La clémentine est un agrume apparu a la fin du 20éme siecle et porte le nom des fréres
Clément (Vital Rodier, 1839-1904). C'est le vénérable péere Clément qui I'a découvert au
niveau de la créche de l'orphelinat agricole de Misserghin pres d'Oran en Algérie. 1902,
docteur Trabut, botaniste et médecin francais, a identifié des plantes dans des semis de
mandarine qui semblent étre d'origine hybride. Certaines d'entre elles produisent des fruits

nouveaux au golt agréable (Trabut, 1926).

A cette époque, la clémentine était considérée comme un hybride naturel de

mandarine et d'orange amére. Or, grace a une étude de son patrimoine génétique menée




par des chercheurs de la station INRA de Corse en 2002, il est clair que la clémentine est en
fait un accouplement naturel entre la mandarine et I'orange douce (Jacquemond et al.,

2013).

11.3. Production mondiale et nationale :

La production mondiale de clémentine est d'environ 24 millions de tonnes. Les principaux
pays producteurs sont le Brésil avec 36,6 millions de tonnes, les Etats-Unis avec 15,7 millions

de tonnes, la Chine avec 14,4 millions de tonnes, suivis de I'Espagne et du Japon (FOA, 2018).

Selon un communiqué du ministere de I'Agriculture, de la Forét et du Développement

rural, I'Algérie a produit 52 millions de quintaux de clémentine en 2018.

11.4.Structure de la clémentine :

Tous les agrumes ont la méme anatomie (Ramful et al., 2010). Ce sont des baies charnues
composées de deux parties, la peau, également appelée péricarpe, et la chair, également

appelée péricarpe interne (Figure n° 02).
Le péricarpe est divisé en deux parties.
1-Glande du péricarpe supérieur riche en huiles essentielles.

2-Le mésocarpe est également divisé en deux parties. Le péricarpe externe forme le
"flavedo" et le péricarpe interne forme "l'albedo". Il s'agit d'une couche spongieuse blanchatre

plus ou moins épaisse et pouvant porter de 12 a 30 % de fruits.

Le péricarpe interne ou "chair" est la partie comestible du fruit et se compose de
segments ou "quartiers" dont le nombre varie de 5 a 18. Le sac de jus est intégré autour de

I'axe central et sa vacuole est remplie de jus pendant le développement




Cuticule

Flavedo (épicarpe)

Albedo (mésocarpe)

Sac a jus

Glandes a huile

Placenta (Columelle septa)
Pépin

Carpelle (Segment)
Membrane Carpellaire

Figure n° 02 : Coupe transversale d’une clémentine (Milind, 2008)

Il. 5. Systématique et description botanique :

11.5.1.Systématique :

La clémentine appartient a la famille des rutacées selon le tableau suivant :

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




11.5.2.Description botanique :

Le tableau n°02 ci-dessous présente les principaux caractéres botaniques de la

clémentine:

Tableau n° 02: Description botanique de la clémentine . (trabut, 1926).

Nom latin Citrus clémentina ou Citrus réticulata

Origine Croisement entre un mandarinier et un
bigaradier

Couleur des fleurs Blanc

Types de plantes Arbre fruitier, agrume

Types de Vivace

végétation

Type de feuillage Plus ample et plus foncé persistant
Période de De mars a juillet

floration
Hauteur 8 m en plein terre

11.5.3.Variétés de la clémentine :

Les principales variétés de la clémentine sont (Jacquemond et al., 2013) :

< Clémentine Caffin : Il est issu de la sélection commune de Clémentine

trouvée au Maroc (Caffinen, 1968).

X Clémentine Ragheb : Elle est issue d'une sélection commune de
clémentines découverte par Kuneyl en Algérie dans la région d'Annaba a la fin des

années 1950.




R/

- Clémentine commune : c’est le résultat d’hybridation du pere

clément.

1.6.Composition chimique et valeur nutritionnelle :

La clémentine est un fruit d'hiver exceptionnel et contient des composés naturels tels
gue des vitamines, des oligo-éléments et des fibres. La composition chimique de

Clémentine est présentée dans le tableau ci-dessous.

Tableau n°03 : Valeur nutritionnelle et chimique de la clémentine. (Abobatta, 2019).

Composants Quantités Composants Quantités
Enengie (k- 46 Cuivre(mg) 0.035
cal)
Protéine(g) 0.8 Magnésium(mg) 12.3
Glucides(g) 11.9 Zinc(mg) 0.059
Fibrs(g) 1.7 lode(pg) 13
Lipides(g) 0.19 Potassium(mg) 147
Eau(g) 86.6 Vitamine A (pug) 9.67
Sucre(g) 9.18 Vitamine E (mg) 0.2
Fer(g) 0.09 Vitamine C (mg) 18.7
Calcium (mg) 17.9 Vitamine B9 (ug) 10

. 7. Les bienfaits de la clémentine :

la clémentine est le fruit de I'hiver et tres apprécié notamment grace a son fort apport

en vitamine c qui permet de lutter contre la fatigue et bien d’autres maladies dont voici

quelque unes (Etebu et al., 2014 ; Abobatta, 2019). :




¢ Propriétés-anti cancérigénes : Les flavonoides peuvent prévenir le cancer grace a

une cytotoxicité sélective et a des effets antiprolifératifs et apoptotiques. Parce que les
flavonoides sont antimutageéenes, ils protégent I'ADN des dommages grace a leur capacité a
absorber la lumiere UV. lIs neutralisent les radicaux libres qui favorisent les mutations.

+»* Protection cardiovasculaire : Les flavonoides contenus dans la clémentine aident a

prévenir le risque de maladies cardiovasculaires en équilibrant I'équilibre lipidique.

¢ Anti-inflammatoire : Les flavonoides contenus dans les clémentines tels que

I'hespéridine, la diosmine et la quercétine présentent des effets anti-inflammatoires dose-
dépendants en affectant le métabolisme de I'acide arachidonique et de I'histamine.

¢ Anti-hyperglycémie : Les flavonoides contenus dans la clémentine jouent un rdle

important dans la prévention des taux élevés de glucose sanguin en se liant a I'amidon, en
augmentant la glycolyse hépatique et en réduisant la gluconéogenése hépatique.

+» Anti-obésité : La clémentine est faible en calories, exempte de graisses saturées et
de cholestérol, riche en fibres , la pectine est tres efficace pour les personnes en surpoids.

+» Antivieillissement de la peau :la clémentine est riche en vitamine E, un puissant

antioxydant qui aide a régénérer les cellules de la peau et soulage les crampes
menstruelles.

+» Antidépresseur : On pense que les huiles essentielles de clémentine réduisent la

tension nerveuse et I'anxiété profonde, calment le systeme nerveux central et combattent
I'anxiété et le stress.

+* Maintenir la vue : La vitamine A contenue dans la clémentine maintient la vue et

protege les yeux.
+ Santé des os : une grande quantité de caroténoides dans la clémentine protége et
renforce les os de I'ostéoporose.

¢ Anticonvulsivants : La grande quantité de potassium contenue dans Clémentine

protege I'organisme des convulsions et de I'arthropathie.

I1. Les polyphénols

Il. Généralités

Les polyphénols sont un composant essentiel de I'alimentation humaine car ce sont des

composants traces de plantes qui sont abondants dans nos aliments (Arabbi et al., 2004 ;




Dai et Mumper, 2010). IIs sont abondants dans la plupart des fruits et légumes, des olives,
des céréales, du chocolat et des boissons comme la biére, le vin, le café et le thé. (D’archivio

et al., 2007 ; Mojzer et al., 2010 ; Dai et Mumper, 2010 ; Keerthi et al., 2014).

Il s'agit d'un groupe important et diversifié de métabolites secondaires des végétaux . lls
se sont avérés avoir une forte activité biologique, qui se transforme en une large gamme de
propriétés biologiques au niveau biologique. (Pavithra et al., 2013 ; Morand et Milenkovic,

2014 ; Mraihi et al., 2015 ; Hegde et al., 2016 ; Li et al., 2016).

Les polyphénols alimentaires les plus courants sont les flavonoides et les acides

phénoliques (Mojzer et al., 2010 ; Renard et al., 2014).

1. 1.Structure et classification des polyphénols :

Les polyphénols sont un grand groupe d'au moins 10 000 composés différents
caractérisés par la présence d'un ou plusieurs groupes phénol (cycles aromatiques) auxquels
un ou plusieurs groupes hydroxyle sont attachés, des molécules de phénol simples aux
composés hautement polymérisés. (Barboni., 2006 ; Ajila et al., 2010 ; Dai Et Mumper, 2010
; Polinati et al., 2010 ; Sun et al., 2011 ; Albuquerque et al., 2013 ; KEERTHI et al., 2014). La

structure du noyau phénolique est représentée dans la figure suivante.

OH OH

Ou

Figure n°03: Structure du noyau phénolique (Albuquerque et al., 2013).

Les polyphénols sont classés en fonction du nombre de noyaux phénoliques qu'ils contiennent et des
éléments structurels qui relient ces noyaux. (Kumar et al.,, 2015). Cette classification est

représentée dans la figure n°04.
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Figure n°04 : Diagramme de classification des polyphénols (Macheix et al., 2005

2007 ; Kumar et al., 2015).
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La plupart des composés phénoliques naturels se présentent le plus g

forme de glycosides, qui sont des monosaccharides et des polysaccharides liés a un ou
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plusieurs groupes phénoliques (cas des flavonoides), ou sous forme d’esters ou d’esters
méthyliques (cas des acides phénoliques), et rarement sous une forme libre appelée aglycone
(Ajila et al., 2010 ; Morand Et Milenkovic, 2014).

11.2. Les acides phénoliques

L'acide phénolique est un métabolite secondaire aromatique , largement présent dans
les plantes, mais particulierement abondant dans les fruits acides. Le terme acide phénolique
fait généralement référence au phénol avec une seule fonction acide-carboxyle en
combinaison avec d'autres molécules organiques. (Stalikas, 2007 ; Macheix et al., 2005 Ajila
et al., 2010 ; Wissam et al., 2012 ; Kumar et al., 2014). Ces acides phénoliques naturels
contiennent deux structures carbonées caractéristiques typiques, I'acide hydroxycinnamique
et I'acide hydroxybenzoique. La structure de base reste la méme, mais le nombre et la position
des groupes hydroxyle sur le cycle aromatique font une différence, expliquant les différentes
structures et composés. (Stalikas, 2007 ; Ajila et al., 2010 ; Kumar et al., 2014).

11.3. Les flavonoides

Les flavonoides forment un grand groupe de composés phénoliques végétaux bioactifs. Il
est le plus important en termes de composés phénoliques (Dallas et al., 2008) et le plus
abondant dans les aliments naturels tels que les herbes, les fruits, les céréales, les graines et
les aliments qui en sont dérivés. Jus, vin, huile, etc. (Liu et al., 2008 ; Sousa et al., 2013). Avec
la chlorophylle et les caroténoides, ce sont les pigments les plus courants (Stalikas, 2007 ;
Pavithra et al., 2013 ; Sousa et al., 2013 ; Arrabi et al., 2004 ; Teh et al., 2014 ; Mraihi et al.,
2015).

lIs sont souvent plus concentrés sur les zones extérieures des fruits et légumes. lls
interviennent dans la couleur soit sous leur forme naturelle (anthocyanes et flavonols) soit
aprés oxydation due au phénoméne de brunissement enzymatique. (Ajila et al., 2010 ;

Morand Et Milenkovic, 2014).

11.3.1. Structure des flavonoides

Les flavonoides sont des composés phénoliques de faible poids moléculaire (Liu et al.,

2008 ; Ajila et al., 2010), ayant une structure phényl benzopyrone (Liu et al., 2008 ; Rafiq
et al., 2016).
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La structure de base des flavonoides est le cycle flavane , qui est composé de 15 atomes
de carbone disposés dans la structure caractéristique C6-C3-C6. (Pietta et al., 2000 ; Ajila et
al., 2010 ; Dai Et Mumper, 2010 ; Pavithra et al., 2013 ; Engidaa et al., 2013 ; Mraihi et al.,
2015).

Cette structure est représentée par deux cycles benzéniques (C6) repérés A et B, liés par
une chaine droite de trois atomes de carbone (C3) sous la forme d'un hétérocycle oxygéné.
(Ajila et al., 2010 ; Wissam et al., 2012 ; Teh et al., 2014 ; Kumar et al., 2014 ; Rariq et al.,
2016).

Le premier cycle benzénique (A) est fusionné au sixieme carbone du troisieme cycle (C),

qui a un groupe phényle (B) comme substituant en position 2. (Nakajima et al., 2014).

Figure n°05: Structure de base des flavonoides (Damian-Rayna et al., 2016).

11.3.2. Les différentes classes de flavonoides :

Selon la structure et I'état oxydatif du noyau central C, les flavonoides comprennent les
classes suivantes : flavanones, flavones, flavanols (catéchines), flavonols, flavanonols,

isoflavones, anthocyanines.(Arrabi et al., 2004 ; Dai Et Pumper, 2010).

Les flavonoides appartiennent a différentes classes en fonction de la position des anneaux
B et C, du degré de saturation et de I'oxydation et de I'hydroxylation de I'anneau C, mais le
type de substitution des anneaux A et B produit différents composés de la méme classe. Sera.

Flavonoides (Pietta, 2000 ; Dallas et al., 2008 ; Atrouz, 2009 ; Ajila et al., 2010).

Le tableau suivant résume les principales caractéristiques et les sources alimentaires des

différentes classes des flavonoides (Albuquerque et al., 2013 ; Kumar et al., 2014).
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Tableau n°04: Les principales classes des flavonoides.

Structure chimique

Caractéristiques

exemple

Source
principale

Références

Les flavanones

Absence de la double liaison entre C2 et
C3, lls sont glycosylés soit par du rutinose (6-
O-a-L-rhamnosyl-D-glucose) soit par de la
néohespéridose (2-0-a-L-rhamnosyl-D-
glucose) liés en position 7

-Naringénine;
-Naringine;
-Hesperitine;
-Hesperidine;
-Eriodictyol;

Ecorce d’agrume
Agrumes, raisin

Pietta, 2000 ; Ono et al., 2006 ;

Pincemail et al., 2007 ; Stalkas,
2007 Morand Et

Milenkovic, 2014 ; Perez-

Cano et al., 2014 ; Yang et al.,
2014 ; Marin et al., 2015 ; Omoba

(o]
Et Al., 2015.
Flavonols Les plus répondus et les plus diversifiés -Quercétine ; brocoli, thé, Pietta, 2000 ; Ajila et al.,
structurellement, se distinguent par la présence -Kaempferol; | tomate, oignon, 2010; Saewan Et
d’un groupement OH en position C3 et d’une -Galangine ; épinard, chou, Jimtaisong, 2013 ; Morand Et
double-liaison entre C2-C3, Fisetine ; brocoli, baies laitue, | Milenkovic, 2014 ; Perez-
lls existent sous forme d’aglycones ou “Myricetine ; pomme, raisin Cano et al., 2014 ;

OH O

d’hétérosides, structure similaire a celle des
flavones avec un hydroxyle en position C3 du
noyau pyrone C, s'accumulent dans les tissus
extérieurs et aériens (peau et feuilles)

-Sorhamnetine.

et peaux des fruits.

Tuszynska, 2014 ; Marin et al.,
2015 ; Omoba et al., 2015 ; Teleszko Et
Al., 2016.

Flavan 3 ols ou
Flavanols

flavonoides les plus complexes, souvent
appelés catéchines. Leurs structures different de
la plupart des flavonoides : il n'y a pas de double
liaison entre C2 et C3, et pas de carbonyle C4 dans
le cycle Cdef

L'hydroxylation en C3 permet aux flavanols
d'avoir deux centres chiraux sur la molécule (sur
C2 et C3), donc quatre diastéréoisomeres
possibles.

-(+) Catéchine
-(-) Catéchine
-(+)

Epicatechine;

-(=)

Epicatechine

Chocolat, thé
vert, vin rouge et

fruits

Tsao, 2010 ; Haytowits et al .,

2013 ; Saewan Et

Jimtaisong, 2013 ; Morand Et
Milenkovic, 2014 ; Perezcano ¢t al.,
2014; Marin et al., 2015 ; Mraihi
et al., 2015 ; Teleszko et al., 2016).
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Tableau n°04 Les principales classes des flavonoides (suite).

Structure chimique Caractéristiques exemple Source principale Références
Flavones -Les plus répondus et les plus diversifiés -Chrysine ; Graine de Pietta., 2000 ; Stalkas., 2007 ;
structurellement -Apgenine, - céréales, persil, thym, Ajila et al. 2010 ; Saewan Et
-Groupe phényl B comme substituant en| | teoline : tisane Jimtaisong.
position 3 du noyau pyrone C -Chrysine ; - pommes, thé, 2013 ; Haytowits et al., 2013

-Présence de double liaison entre C2 et C3

Eupaline ; -Balcalin.
et une fonction oxo en C4. P

cerise, céleri, raisins,

; Morand Et Milenkovic,

haricots, brocolis, 2014 ; Perez-Cano et al,
poireaux, oignons, et 2014.
tomate.
Rencontrés sous forme d'aglycones ou de -Genisteine; les légumes, vy Pietta., 2000 ; Reynaud., 2005 ;
glycosides, la structure des isoflavones differe -Genistine; compris le soja, les | Tsao., 2010;
des flavones en localisation du groupe phényle -Daidzeine; - haricots verts et les Haytowits et al., 2013 ; Morand
(cycle B), car il est substitué a la position C3 du | pajdzine; pois  chiches. Les | Et Milenkovic, 2014 ; Perez-Cano et
cycle pyrone (noyau C) -Ononine. germes de luzerne et | 5], 2014 ; Mraihi et al., 2015.
de trefle, les graines
de tournesol.
les antioxydants puissants, structures -Cyanidine; Raisin  rouge, Pietta., 1999 ; Constanta et al.,
caractérisée par le noyau flavone avec -Cyanine; pommes, grains | 2006 ; Dykes et al., 2006 ;
différentes substitutions d'hydroxyle ou de -Peonidine; d'orge baies (fraise, Pincemail et al, 2007 ;
méthoxyle, apparaissent principalement dans cassis, mares. . .), . .
. . . . - . . Saewan et Jimtaisong.,
les fruits mais aussi dans les feuilles et les o vin, fraises,
Delphinidine; 3013 ; Morand et

racines sous forme de glycosides, ce sont des
pigments hydrosolubles présents uniquement
dans le cytoplasme des plantes terrestres.

Malvidine;
-Delphinidine.

Pelargonidine; -

framboises,
prunes rouges,
agrumes.

et

Milenkovic, 2014 ; Perezcano
et al., 2014 ; Mraihi et al., 2015.
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11.3.3. Les flavonoides d’agrumes :

Les écorces et les graines d'agrumes sont trés riches en composés phénoliques tels
gue les acides phénoliques et les flavonoides. Les pelures d'agrumes sont plus riches en
flavonoides que les graines (Maruti et al., 2011 : Omoba et al., 2015 ; Castro-Vazquez, 2016
; Mojzer et al., 2016).

La plupart des composés phénoliques présents dans les oranges et le jus d'orange sont
I'acide hydroxycinnamique (HCA) et les flavonoides, dont les flavanones, les flavones, les
flavonols et les anthocyanines sont les plus abondants. (Bibao et al., 2007 ; Klimczak et al.,
2007 ; Polinati et al., 2010 ; Hegazy et Ibrahium, 2012 ; Evans et al., 2012 ; Chanet ¢t al.,
2013 ; Nakajima et al., 2014).

L'utilisation et la valorisations des écorces d'agrumes ont fait I'objet de diverses études
et constituent une source potentielle d'antioxydants naturels. Ils sont riches en composés
phénoliques tels que les flavanones, les glycosides de flavanone et les flavones
polyméthoxylées (PMF) et sont hautement physiologiquement actifs. Ces FPM sont
représentés par la nobilétine, la tangérétine, la cinésétine, la 3,5,6,7,8,3", 4'-
heptaméthoxyflavone et la 3,5,6,7,3', 4'-hexaméthoxyflavone. L'écorce d'agrumes est
également une source de flavonoides polyhydroxylés (PHF) tels que les néohespéridine et
naringine qui sont des glycosides de flavanone hespéridine. (Evans et al., 2012 ; Karsheva et
al., 2013 ; Dong et al., 2014 ; Gosslau et al., 2014 ; Nakajima, 2014 ; Rawson et al., 2014 ;
Rafiq et al., 2016).

Les glycosides de de flavanone et les FPM ne se trouvent que dans les écorces
d'agrumes, en particulier les écorces d'orange douce (Citrus sinensis) et de mandarine, et
sont relativement rares dans d'autres plantes. (EVANS et al., 2012 ; Karsheva et al., 2013 ;
Castro-Vazquez, 2016 ; Magwaza et al., 2016) . Selon Morand et Milenkovic (2014), les
flavanones aglycones dépendent du type d'agrume. L'hespérétine est prédominante dans

l'orange et la clémentine, la naringénine est prédominante dans le pamplemousse et

|'ériodicthiol dans le citron.
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11.4. Les tanins :

Les tanins sont le troisieme groupe majeur de composés phénoliques et ont un poids
moléculaire relativement élevé. Structurellement, ils peuvent étre divisés en tanins

hydrolysables et en tanins condensés. (Macheix et al., 2005).

Les tanins hydrolysables sont des esters d'acide gallique, et ces substances sont

facilement hydrolysées par des moyens chimiques ou enzymatiques. (Macheix et al., 2005).

Les tanins condensés ou les proanthocyanidines sont des polymeéres de monomeres
de polyhydroxyflavan-3-ol, reliées par des liaisons entre les carbones C4 et C8 ou C4 et C6
(Scholfield et al., 2001 ; Ajila et al., 2010 ; Achat, 2014). La figure n°06 ci-aprés représente

la structure de base des tanins condensés.

OH

Figure n°06 : Structure de base des tanins condensés .(Scholfield et al., 2001).

Les tanins condensés se combinent aux protéines de la salive pour former l'astringence
caractéristique des fruits prémdris (raisin, péche, pomme, poire, etc.) et de certaines

boissons chocolatées-ameres (vin, cidre, thé, etc.). (Macheix et al., 2005 ; Achat, 2014).

Le troisieme sous-groupe, le phloroglucinol, entierement composé de phloroglucinol, a

été isolé de plusieurs genres d'algues brunes. (Ajila et al., 2010).

Selon (Macheix et al., 2005 ; Ajila et al., 2010), Les tanins sont des polyphénols qui se
lient aux protéines ,des composés comme les alcaloides, ions de métaux lourds en solution

pour les rendre insolubles et provoquer des précipitations.
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11.5. Les lighanes :

Les lignanes sont un groupe de diphénols (deux unités de phenylpropane), relativement
simples, ayant une structure de 2,3-dibenzylbutane, qui est formée par la dimérisation de
deux résidus d'acide cinnamique (Keerthi et al., 2014 ; Kumar et al., 2014).. Ils sont
principalement produits dans une grande variété d'aliments a base de végétaux tels que les
graines oléagineuses, les céréales, les légumes, les fruits et les légumineuses. Le lin, le
sésame et le thé sont une riche source de lignanes (Ajila et al., 2010 ; Peterson ¢t al., 2011

; Keerthi et al., 2014).

1. stress oxydatif :

Ill. Définition :

Le stress oxydatif, également appelé stress oxydant, est défini comme un grave
déséquilibre entre le systeme oxydatif de I'organisme et sa capacité antioxydante favorable,
entrainant des dommages cellulaires irréversibles. Le stress oxydatif est une fonction normale
de l'organisme, sauf si certaines limites sont dépassées. En fait, tous les organismes qui
consomment de l'oxygene produisent des radicaux libres. C'est un petit produit chimique
fortement oxydé au contact de I'oxygene, et nos cellules sont généralement tres efficaces
pour ['éliminer. Le stress oxydatif devient anormal si les cellules sont submergées par la
quantité de radicaux libres a éliminer, ou s'il n'y a pas assez de ressources antioxydantes

(vitamines, oligo-éléments, enzymes) pour éliminer les cellules. (Chu, W L et al., 2010).

Les ROS sont présentes intracellulairement a des doses appropriées et leur concentration
est régulée par I'équilibre entre leur vitesse de formation et leur vitesse d'élimination par les
systemes antioxydants. Ainsi, au repos, antioxydants et pro-oxydants sont bien équilibrés.

(Migdal C & Serres M ,2011).

Cependant, cette homéostasie redox peut étre perturbée. Autrement dit, soit une
production excessive d'ERO, soit une diminution de la capacité antioxydante, fait que
I'oxydation dépasse le systeme antioxydant (Figure 07). on parle alors de stress oxydatif.

(Rahman, T et al., 2012 ; Barhe A & Tchouya G.R.F, 2016).

19




=

// ystéemes antioxydants
Enzymatiques Non enzymatiques
Sources d’ERO Superoxyde Glutathion ;
dismutase ; Ubiquinol ;
Endogénes Exogénes Glutathion Vitamines (E, C) ;
peroxydase; Caroténoides ;
NADPH oxydase ; Polluants ; Catalase. Polyphénols
Chaine respiratoire Radiations (X, UV) ; alimentaires.
mitochondriale ; Xénobiotiques
Peroxysome : pro-oxydants ;
Cycloxygénase ; Cytokines pro-
Lipoxygénase ; inflammatoires.
Xanthine oxydase ;
Cytochrome P-450.

——m

Figure n°7 : Déséquilibre de la balance entre pro-oxydants et antioxydants. (Rahman, T
et al., 2012).

11l.1. Les Antioxydants de la clémentine :

Puisque les antioxydants ont montré des effets protecteurs dans différentes maladies
telles que les maladies cardiovasculaires, le cancer et le vieillissement, dont les plus connus
sont les caroténoides (surtout le B-carotene), I'acide ascorbique, les tocophérols (vitamine E)
et les polyphénols. Ces derniers incluent les flavonoides, les tanins et les acides phénoliques.
Qui sont classes selon leurs origines (naturelles ou synthétiques), leurs natures (hydrosolubles

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

11l.1.1. Acides phénoliques :

Les acides phénoliques agissent comme donneurs de protons ou d’électrons et chélatent
les métaux de transition (Blokhinaet, O et al., 2003). L'emplacement et I'étendue de
I'hydroxylation et de la méthylation des cycles aromatiques sont des facteurs important dans
la détermination de l'activité antioxydante de I'acide cinnamique et de ses dérivés. (Robards,
K et al., 1999). L'activité antioxydante de I'acide cinnamique suit I'ordre décroissant suivant :
acide chlorogénique > acide caféique > acide férulique > acide coumarique. (Soobrattee, A et

al., 2005) (figure n° 08).
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Figure n°08 : Piégeage des ERO (Xe) par un noyau catéchol (Achat S, 2014).

111.1.2. Flavonoides :

Les flavonoides sont connus pour leurs nombreuses activités biologiques, dues en partie
aux propriétés antioxydantes de ces composés naturels. Les flavonoides peuvent réagir avec

la plupart des espéces réactives de I'oxygéne (Fuhrman, B et al., 1995).

Les effets antioxydants de ces phytonutriments s'exercent non seulement par l'inhibition
et l'inactivation des radicaux libres, mais également par la chélation des ions métalliques
traces impliqués dans la neutralisation des oxydases et la production de ROS. (Cotelle N,
2001). En raison du faible potentiel 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 09).

s o HO o._ _R
c | c |
i O | OH
el o. O
OH O Feqm TFE(IN)

Figure n°09 : 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).
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I11.1.3. Tanins :

La nature polyphénolique de I'acide tannique hydrophobe est responsable de son activité
antioxydante, et son mécanisme antioxydant n'est pas encore entierement compris. En
présence de cuivre métallique, I'acide tannique agit comme antioxydant ou antioxydant et

supprime les radicaux hydroxyles. (Gulgin, I et al., 2010).

Affinité pour les protéines sur lesquelles ces molécules se lient de maniére réversible ou
irréversible et les dénaturent (inactivation des protéines de surface des microorganismes et
inhibition de leur métabolisme par modification enzymatique, et donc effets antibactériens ;
antimutagénicité Inhibition des enzymes virales de transcription inverse, et donc effets
antiviraux, stimulation des la synthése d'enzymes qui produisent des espéces réactives

inhibitrices de I'oxygene, ou enzymes antioxydantes, et donc des effets antioxydants.
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CHAPITREII

MATERIEL ET
METHODES




I. Matériel Végétal :

Le travail réaliser dans le laboratoire PPBABIONUT de I'Université de Tlemcen a porté
d’abord sur un screening phytochimique ensuite sur I'étude de l'effet antioxydant des

polyphénols présents dans les écorces de clémentine..

I.1. Collecte des échantillons :

L’échantillon, a été choisi sur la base de critéres établi ; le fruit sélectionné est m(r et

saint. Le fruits est bien lavé a I'’eau courante puis I'écorce est séparée.

1.2. Séchage Et Broyage:

La peau fraiche a été séchée a température ambiante pendant plusieurs . Ces peaux
séchées ont été broyées finement a I'aide d’un mixeur électrique afin d’obtenir des poudres
granulométrique fine. Ces derniers sont placées dans des flacons fermés, fumés, étiquetés et

conservés a température ambiante jusqu’au moment de I'extraction.

Il. Screening phytochimiques :

Les tests phytochimiques (screening) sont des tests qualitatifs qui permettent de
caractériser les différents groupes chimiques contenus dans un organe végétal. Ce sont des

réactions physico-chimiques qui permettent d’identifier la présence de la substance chimique.

Il.1. Préparation des extraits :

Deux types d’exaction ont été mises en place pour extraire les différents composants

présents dans des écorces de clémentine qui sont :

e L’extraction méthanolique a chaud

e Macération a froid
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11.2. Extraction éthanolique a chaud :

B

Figure n° 10 : Poudre d’écorce de
clémentine séchée.

Le matériel végétal est séchée puis
broyé pour obtenir une poudre
fine. Il consiste a mettre 10 g de
chaque échantillons plus 60 ml

d’éthanol

11.3- Macération a froid :

.

Figure n°11: Extraction
méthanolique par Soxhlet.

L’ensemble est mis dans un
chauffe ballon a température
d’ébullition stable pendant 1

heure.

/

| E cquane

E= o

Figure n°12 : Macération a froid des écorces d’oranges.

Macération sous agitation, a température ambiante, pendant 48 heures. 10 g de
matériels végétale est mélangé avec 100 ml d’eau distillée.




I11. LES TESTS PHYTOCHIMIQUES :

1. Les alcaloides :Dans deux tubes a essai, on place 1ml d’extrait éthanolique et on ajoute

5ml HCl a 1%. L’extrait est divisé en deux volumes : on ajoute 5ml de réactif de Mayer dans le
premier tube et 5ml de réactif de Wagner dans le deuxieme tube. L’apparition d’un blanc ou

brun indique la présence des alcaloides (Majob ,2003) .

2. Stérols et triterpénes : 10 ml de |'extrait éthanolique est placée dans un erlenmeyer ;

aprées évaporation a sec, le résidu est solubilisé avec 10 ml de chloroforme. Ensuite mélanger
5 ml de la solution chloroformique avec 5 ml d’anhydre acétique . Quelques gouttes d’acide
sulfurigue concentré sont ajoutées sous agitation. Un test positif est révélé par I'apparition

d’une coloration violacée fugace virant au vert (Trease et Evans, 1987).

3. Les saponosides : 1 ml pour chaque extrait est ajouté a 2 ml d’eau chaude, apres

agitation de 2 minutes l'apparition d’une mousse persistante, indique la présence des

saponines (Trease et Evans, 1987).

4. Les quinones libres : Sur 1 ml volume de chacun de nos extraits, quelques gouttes de

NaOH a 1% sont ajoutées. L’apparition d’'une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique

la présence des quinones libre (Oloyede ; 2005).

5. Les coumarines: Dans un erlenmeyer, on met 5ml d’extrait éthanolique. Apres

évaporation, on ajoute 2ml de H20 chaude au résidu. La solution obtenue est divisée en deux
parties égales. La premiéere représente le témoin ; la deuxieme est traitée avec 0,5m| NH40OH
a 25%. L'apparition d’une fluorescence intense sous la lumiere UV indique un résultat positif
(Benmahdi, 2000). Placer deux points sur le papier filtre et inspecter sous une lumiere

ultraviolette de 366 nm.

6. Tanins : Dans le tube a essai, contenant 1 ml de I'extrait a analyser, 0,25 ml de solution
aqueuse de FeClI3 (1%) puis incuber a température ambiante pendant 15 min. La présence de
tanin est indiquée par vert foncée ou bleu-vert indique la présence des tanins (Trease et

Evans, 1987).

7. Flavonoides : La réaction de détection des flavonoides consiste a traiter 2,5 ml de

I'extrait éthanolique avec 1 ml d’HCl et 0,25g de magnésium. La présence des flavonoides est
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mise en évidence si une couleur rose, rouge ou jaune se développe apres 3 min (Earnsworth,

1974).

8. Composés réducteurs : Leur détection consiste a introduire 2ml de I'extrait aqueux

dans un tube a essai, puis 2ml de la liqueur de Fehling sont ajoutés. Ensuite, I'ensemble est
porté au bain-marie bouillant durant 8 min. L'obtention d’un précipité rouge brique indique

la présence des composés réducteurs ( El-haoud, 2018).

9. Mucilages : Introduire 1 ml de décocté dans un tube a essai, puis 5 ml d’alcool absolu
est ajouté. L'obtention d’un précipité floconneux aprés agitation indique la présence de
mucilages.( El-haoud, 2018) .Dans un tube a essai, 1ml d’extrait aqueux est dilué par 9ml
H202, puis mélangé a 5ml d’éthanol. Une apparition floconneuse indique la présence de

mucilage.

10. L’'amidon : 1ml d’extrait aqueux est ajouté a 1ml de réaction d’amidon (réactif de
Vagner, 1g KI dans 50ml d’eau distillé, chauffer ,0.5g d’l,, compléter a 50ml d’eau distillé)

.L’apparition d’une couleur mauve apres 24 h indique la présence d’amidon (Ghanemi, 2012).

11. Protéines : 1g de poudre végétal est ajouté a 2 ml NaOH a 20% plus 2 a 3 gouttes de
CuSOasa 2% .L’apparition d’une coloration violette par fois teinté en rouge indique la présence

des protéines (Belfekih et al., 2017).

12. Anthraquinones : 1g de poudre végétal est ajouté a 10ml de CHCI, ,le mélange est

chauffé au bain marie sous agitation 3 minutes /55°C, ensuite on filtre la solution en plus
ajouté 1ml KOH al0% (v/v), aprés agitation I'apparition d’une coloration rouge indique la

présence des anthraquinones (Darine, 2007).

IVV. Extractions hydro-alcooliques

Les tests biologiques sont réalisés sur des extraits hydro-méthanoliques et hydro-

éthanoliques.

Dans deux Erlenmeyers, mettre 5g du matériel avec 100 ml de mélanges ; méthanol-
eau et/ou éthanol-eau v/v (80/20), Laisser les mélanges macérer pendant 24 heures a
I'obscurité, et a une température ambiante. Puis Filtrer sur papier filtre. Le filtrat placé

dans un rotavapeur a 40 oC (figure n°® 13) pour assurer |'évaporation du solvant.
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Figure n°13 : Evaporation du méthanol et éthanol par rotavapeur.

V.Test de 'inhibition de la peroxydation lipidique :

L'inhibition de la peroxydation des lipides a été déterminée par dosage de l'acide
thiobarbiturique-substances réactives (TBARS) en utilisant le jaune d’ceuf comme une

source riche en lipides selon la méthode de Wong et al ., en1995.

V.1.Mode opératoire :

Le protocole expérimental nécessite d’abord la préparation suivante

e Le jaune d’ceuf a une concentration del0% (p/v) dans un KCI (1.15% p/v), en
diluant 5g de jaune d’ceuf dans 50 ml eau physiologique, et 0.56g de K CI dans50 ml eau

distillée, cette homogénéisation se fait pendant 30s, suivie par traitement aux ultrasons
pendant 5 min.

e Les solutions—extraits a différentes concentrations (4pug/ml. 2ug/m. 1ug/ml .
0.5ug/ml ) pour chaque extrait.

L’acide acétique a 20% (pH =3.5)

e Lasolution TBA en mélangeant 0.8g de TBA thiobabituric avec 1g dedodécyllsulfate
de sodium (SDS) dans100 ml eau distillée.
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o Les étapes expérimentales restantes ont été complétées comme suit :

e Cing cents microlitres de 10% (p/v) et 100 pL d’extraits avec différentes
concentrations solubilisés dans méthanol, sont mis dans un tube a essai et complétés a 1

ml avec de I'eau distillée, suivi par
o L’addition de 1.5 ml d’acide acétique a 20% (pH = 3.5) et 1.5 ml de solution (TBA )

L'extrait a été remplacé par le jaune d’ceuf correspondant a 100% de peroxydation

lipidique.

Les tubes ont été agités dans un vortex, et chauffés a 95°C pendant 1 h (figure 14)

Figure n°14 : Tubes a essaies aprés 1h d’incubation .

Apres refroidissement a température ambiante, 5 ml de butanol a été ajouté a

chaque tube, agité et centrifugé a 3000 troure pendant 10 min.

L'absorbance du surnageant a été mesurée a 490 nm en utilisant un

spectrophotometre.

Le pourcentage d’inhibition de la peroxydation lipidique a été calculé comme suit

% d’inhibition= (1 - AT/AC) .100 ]

Ou: Ac=Absorbance du controle, At = Absorbance du test
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VI1.Test de I’activité anti radicalaire :

1. Principe :

Le radical DPPH présente une bande d’absorption maximale a 515 nm dans le méthanol.
Cette bande disparait lors de la réduction du DPPH (en hydrazine correspondant) par composé
donneur d’atomes d’hydrogénes (Figure n°15). Ce traduisent par une décoloration. Cette
décoloration met en évidence le pouvoir antioxydant d’un échantillon par sa capacité a piéger
le radical libre et se traduisent par une diminution de l’absorbance. Plus les valeurs
d’absorbances sont faibles, plus que les capacités anti-oxydantes du composé considéré sont

élevées (Sanchez-Moreno et al., 1998).

N \ Q —
: N0 | o
AW : \ - .
: N N——N + AH —— N NH—N + A
I O I 0 —
[ INJr:O : ,N+:O
\ﬂ. o /l o \ /

DPPH’ DPPH-H

Figure n°15 : Réduction du radical DPPH.

2.Mode opératoire :

Le milieu réactionnel contenant 50ul de I'échantillon a différentes concentrations (0.062,
0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4 mg/ml) introduits dans des cuves (dilué dans le méthanol), mélangé
avec 1.95 ml de DPPH (0.025g/I de méthanol).

L’absorbance est mesurée a 515 nm par un spectrophotomeétre pendant 30 min.
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CHAPITRE 111 :

Résultats et
interpretation




I.RESULTAT DES TESTS PHYTOCHIMIQUES :

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

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

La méthode d’extraction par macération en utilisant I'éthanol comme solvant
d’extraction et I'eau en parallele de I’échantillon des écorces de clémentine , ont permis

d’identifier la présence de substance chimigue comme suit :

Témoin aqueux > ; : Témoin éthanolique

Extrait aqueux : T Extrait éthanolique

Figure n°16 : Mise en évidence des Alcaloides .

( de la gauche vers la droite : témoin aqueux , extrait aqueux, témoin éthanolique ,

extrait éthanolique )

On peut constater qu’il n’y a eu aucun précipitée blanc ou brun donc le résultat est

négatif .
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Témoin éthanolique

Figure n° 17 : Mise en évidence des Sterols et Tri-Terpenes .

(a gauche I'extrait éthanolique a droite le témoin éthanolique)

La réaction est négative en raison de I’absence d’apparition d’une coloration violacée

fugace virant au vert.

I | Extrait aqueux

Témoin aqueux

Figure n° 18 : Mise en évidence des Saponosides .

(de la gauche vers la droite témoin éthanolique , extraitéthanolique , témoin aqueux

, extrait aqueux, )

En dépits de I'absence d’apparition d’'une mousse persistante, on peut dire que les

deux extraits ne contiennent pas de saponosides .
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Témoin aqueux

Extrait éthanolique

Figue n°19 : Mise en évidence des Quinones Libres .

(de la gauche vers la droite ,témoin éthanolique, extrait éthanolique , témoin aqueux

, extrait aqueux )

En ce qui concerne les quinones libres, comme il n'y a eu aucune apparition d’une
couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique on peut en conclure que la réaction est

négative.

Extrait éthanolique

Figure n°20 : Mise en évidence des Coumarines .
(en haut le témoin éthanolique, en bas I'extrait éthanolique ).

On peut observer I'apparition d’'une fluorescence intense sous la lumiere UV ce qui

indique un résultat positif.
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Figure n°21 : Mise en évidence des Tanins .

(a gauche I'extrait éthanolique , a droite le témoin éthanolique)

Témoin éthanolique

La présence de tanin est indiquée par vert foncée et donc le test est considérer

comme positif.

Extrait éthanolique

Figure n°22 :Mise en évidence des Flavonoides .

(a gauche le témoin éthanolique , a droite I'extrait éthanolique)

Aprés 3 min une couleur rouge a été mise en évidence ce qui indique la présence des

flavonoides.
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Extrait éthanolique

Figure n°23 : Mise en évidence des sucres réducteurs .
(a gauche le témoin éthanolique, a droite I'extrait éthanolique).

Nous remarquons qu’un précipité rouge brique a été obtenue a la fin de réaction ce

qui indique la présence des composés réducteurs.

Extrait éthanolique

Figure n°24 : Dosage des Mucilages .
(a gauche le témoin éthanolique, a droite I'extrait éthanolique).

Nous constatons qu’il n’y a eu aucune apparition floconneuse qui indique I'absence de

mucilage.
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Extrait aqueux

Figure n° 25 : Mise en évidence de ’Amidon .

(a gauche le témoin aqueux , a droite I'extrait aqueux )

Apres toute une nuit, aucune apparition de couleur mauve n’a été observer , nous en

concluons que le test est négatif et que les écorces de clémentine ne contiennes pas d’amidon

Extrais a base de
poudre de clémentine

Figure n° 26: Mise en évidence des protéines.

Le résultat est noté négatif car il n’y a eu aucune apparition de coloration violette ce qui

témoigne de I'absence des protéines .
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Témoin aqueux

Figure n°27 : Mise en évidence des anthraquinones.
(a gauche extrait a base de poudre végétale, a droite témoin aqueux).

Apres agitation aucune coloration rouge n’est observée ce qui témoigne de I'absence

des anthraquinones dans les écorces de clémentine.

En résumé les résultats du screening phytochimique révelent la présence des
composés phénoliques (tanins, flavonoides et coumarines), dans les écorces du citrus
clémentine étudiées ainsi que des sucres (sucres réducteurs) . Pour les autres constituants
:terpenoides (stérols et tri-terpénes) I'amidon, les mucilages, les saponosides et alcaloides,

I’étude ne détecte pas leur existence.

Il. TEST DE L’INHIBITION DE LA PEROXYDATION LIPIDIQUE :

Lors de notre étude, I'effet anti-oxydant de I'extrait a été évalué in vitro par le test
d’inhibition de la peroxydation lipidique induite par un traitement thermique. L'étude a été
congue pour évaluer I'effet protecteur de la dénaturation des radicaux libres par 'extrait. Les

résultats sont représentés dans les figures suivant :
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Histogramme de |'extrais methanolique
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Figure n°28 : Pouvoir réducteur de |’extrait méthanoique .

Nous remarquons dans I’histogramme illustrés dans la figure n°28 que la capacité a
réduction de la péroxydation lipidique de [’extrait méthanoliques est plus importante a la

concentration de 1ug/ml.

Histogramme de I'xtrais ethanolique
60

50
40
30
20
10

0

Apg/ml 2ug/ml lpg/ml 0,5pg/ml
CONCENTRATION DES EXTRAIS

ABSORBANCE A 490 NM

Figure n°29 : Pouvoir réducteur de I'extrait éthanolique.

A noter que dans I'histogramme représenté sur la figure n°29 la capacité de I'extrait

éthanolique de réduction de la peroxydation lipidique est maximale a 1 pug/ml.
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II.TEST DE L’ACTIVITE ANTI RADICALAIRE :
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Figure n°30 : Réduction de I'absorbance en fonction du temps

Les résultats présentés sur la figure 30 montrent que l'activité anti-radicalaire de
I'extrait est la plus élevée aux plus faibles absorbances (0,5 mg/ml) et (1 mg/ml) par rapport

aux autres concentrations. Aux deux concentrations précédentes, |'activité anti-radicalaire

est la méme ala 30 eme minutes.
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Discussion




Les polyphénols ont de nombreuses activités biologiques qui ont des effets bénéfiques
sur la santé humaine telles que des effets antioxydants, anti-radicalaire, anti-
inflammatoires, antibactériens et anticancéreux (Galati et al., 2002).
L'activité antioxydantes des polyphénols est due a leur capacité d'éliminer directement les
radicaux libres par transfert d'électrons, de chélater les ions métalliques et d'inhiber

certaines enzymes po-oxydantes (Mira et al., 2002).

L'objectif de notre travail est d’étudié in vitro I'activité antioxydante et anti-radicalaire

des extraits de I'écorce de clémentine.

Les résultats des tests Phytochimiques des écorces de clémentine ont montré la
présence des flavonoides , des tanins , des coumarines et des sucre réducteurs . Nos
résultats sont en accord avec ceux obtenus par Ashok Kumar et al.,2011 pour les écorces
de clémentine . Ces derniers ont révélé la présence des composés phénoliques (tanins et
flavonoides), avec une différence qui est celle que nous avons pu constater la présence
des coumarine . tandis que He et al.,2011 affirment également la présence des alcaloides
des terpénoides dans le Citrus Clémentina . A I'inverse nos résultats ont montré I'absence
de ces composés sauf pour les et des composés réducteurs qui y sont présent . Ceci peut
étre expliquée par la différence des méthodes et des solvants d’extraction utilisés, par des

facteurs génétiques, climatiques et édaphiques de la région de la récolte .

Concernant l'effets anti-oxydants , les lipides sont la principale cible des radicaux
libres, en particulier les acides gras polyinsaturés (Kada, 2018). L'oxydation des lipides par
les radicaux libres, en particulier OH, se produit en entrainant I'hydrogene sur le carbone
entre les deux doubles liaisons. Cette oxydation modifie la fluidité membranaire (Favier,
2003). Le test de péroxydation lipidique a partir des extraits de I'écorce de clémentines
ont montré une protection contre la peroxydation lipidique . Cette protection de
peroxydation lipidique est maximale a 1 _ug/ml pour les deux extraits ( éthanolique et

méthanolique ).

Les propriétés antioxydantes des polyphénols dépendent de leur structure chimique.
La localisation et I'étendue de I'hydroxylation jouent un réle important dans I'activité
antioxydante des polyphénols (Darvesh et al., 2010). Les polyphénols stoechiométriques
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ont la capacité importante d'éliminer les radicaux libres par le mouvement de plusieurs
atomes H ou électrons du phénol parent et de certains de ses produits d'oxydation (Goupy

et al., 2009).

Le profil d'activité anti-radicalaire obtenu a été testé par la méthode DPPH. C'est un
radical organique stable qui réagit avec les polyphénols par le mouvement des électrons et
des atomes d'hydrogéne. Les antioxydants réagissent avec le DPPH pour neutraliser les
radicaux. La couleur du mélange réactionnel passe du violet au jaune. L'intensité de la
coloration mesure l'intensité de I'activité de capture antioxydante (Vladimir-Knezevic et

al., 2011).

Le pouvoir antioxydant est inversement proportionnel a I'lC50, donc plus ce dernier
est petit, plus le pouvoir antioxydant est fort. Ceci est également lié a I'activité de piégeage
des radicaux libres du DPPH (Hebi & Eddouks, 2015). Nos résultats montrent que
I'effet anti-radicalaire de I'extrait est le plus important a de faibles concentrations (0,5

mg/ml) et (1 mg/ml) par rapport aux autres concentrations de polyphénols extraits.

Des études ont montré que les peaux d'agrumes sont trés riches en composés
phénoliques, notamment en acides phénoliques et en flavonoides, connus pour leurs

puissantes propriétés antioxydantes (Gormat et al., 2015).

D’aprés Chérif et al.,2005 la réaction a cinétique lente, les polyphénols serait
les contribuant de maniere significative a I'activité antioxydante globale. Contrairement a

la vitamine C, qui a un effet anti-radicalaire tres rapide.

Le test DPPH n'est pas quantitatif et permet de comparer différents extraits quant a
leur capacité a éliminer ce radical et d'apprécier la variation qualitative des composés

phénoliques.
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Conclusion




L'écorce d’orange est riches en composés bioactifs tels que les polyphénols,
flavonoides, caroténoides les vitamines...etc. Qui ont divers activités tel que I'activité

antioxydante, anti-radicalaire.

Les résultats de cette étude montrent que les écorces de Citrus Clémentina
contiennent des polyphénols y compris les flavonoides, tanins et coumarines et ce pour les

deux types d’extraction aqueuse et éthanolique.

Concernant l'activité anti-oxydante mise en évidence par le test de peroxydation
lipique, montre que I’extrait méthanolique ainsi que I’extrait éthanolique ont des effets

anti-oxydants important a la concentration (1mg/ml) .

Pour ce gu’il en est de I'activité anti-radicalaire, on a pu en constater t que I'extrait a

un effet anti-radicalaire important a la concentration (0.5mg/ml) et (1mg/ml).

Les résultats de cette étude révelent que les écorces étudiées, généralement jetables,
renferment des composés phénoliques susceptibles d’étre exploités dans plusieurs

domaines tel que le domaine alimentaire et pharmaceutique.

Tous ces résultats in vitro ne sont que la premiére étape pour démontrer I'activité
antioxydante. Il serait intéressant de connaitre avec précision les molécules qui sont a

I'origine de cette activité.
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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 trés riche en composés bioactifs
connus par leurs activités antioxydantes. Ce travail a pour but de mettre en évidence les
composants de I'écorce de la clémentine par un screening phyto-chimique mais aussi la mise
en évidence de I'activité anti-radicalaire et anti-oxydante in vitro des extraits de I'écorce
étudiée par le biais test de DPPH et le test de I'inhibition de la peroxydation lipidique. Le
screening phyto-chimique a montré la présence de flavonoide, tanins, coumarines et sucres
réducteurs.Nos résultats ont aussi démontré que la concentration 1 mg/ml en extrait
d’écorce a une tres bonne activité contre la peroxydation lipidique. Concernant le DPPH,
I'extrait présente I'activité anti-radicalaire la plus élevée a des concentrations de (0,5 et 1)
mg/ml. Ces résultats démontrent l'intérét de I'utilisation des extraits de I"écorce de la
clémentine dans différents domaine en tant qu’antioxydants.

Mots clés : Clémentine, écorce, antioxydants, polyphénols.

Abstract :

The clementine (citrus clementina) is a citrus fruit family’s Rutaceae from the Mediterranean
basin. This fruit is covered by a soft bark very rich in bioactives compounds known for their
antioxidant activities. The aim of this work is to highlight the components of the clementine
bark’s by a phytochemical screening but also the anti-radical and antioxidant activity in vitro
of the bark extracts’ studied by the DPPH test and the inhibition of the lipid peroxidation
test’s. The phytochemical screening showed the presence of flavonoids, tannins, coumarins
and reducing sugars. The results also showed that the concentration of 1 mg/ml of bark
extract has a very good activity against lipid peroxidation. Concerning DPPH, the extract
presents the highest anti-free radical activity at concentrations of (0.5 and 1) mg/ml. These
results demonstrate the interest of use extracts clementine bark in different fields as
antioxidants.

Keys words: Clementine, bark, antioxidants, polyphenols.

_pasle

ol dl (9> (3 Bazlgiell Lwlyy dble (o Wluae> 486 L (Citrus Clémentina) oS!
BueSH Bolaall Lgidaidly d89ymall Lz gl g Aa i)l OLS5all e i& ol sloxly Blaie dgSall 0da . awgiall
Sl b s JlesS grdll pamall oyl e Sl slod @l e sgunll Jaduas J] Joadl 1o Gug
0981 JenSy 0 Lol Hlis-lg DPPH Hlasl IS (ye Lgiuwlys s (i1 eloel) 8unS I sliasg sbaell blad!
Uil oyl 215531 by Sl 9 (3l gSUls () 9 g 9aMA) oLSye 3929 Ll SluasSIl pasml ygls]
612 451 ¢ DPPH J ducaid Lol . 09801 dpaaS9 50 s I duzr Jolid &) sloelll akstians ¢po Jo / e 1 3855 O
Jo / pids (150.5) @Sy sbae blas Jef

BuwSW wlslads dalise wYlre (b cpuiiadS] slod Olialsitus plusuiul dod il 0ds mubss

Jewid 9 ¢ awST Olobas ¢ slod ¢ (uikaslS 1 biaedl Ol

54




