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Résumé

Le présent travail comprend deux axes, le premier porte sur 1’évaluation de 1’aspect
nutritionnel et de la valorisation phytochimique des jus et des extraits hydro-méthanolique des
feuilles de Citrus L, et le deuxiéme s’appuie sur la mise en évidence, en premier lieu, de
I’activité antibactérienne et antioxydante (in vitro); les propriétés antioxydantes ont été
évaluées par l'activité de piégeage des radicaux DPPH, le systéme B-caroténe et la capacité
antioxydante de réduction ferrique (FRAP); l'activité antibactérienne a été réalisée en utilisant
la méthode de diffusion par puits de gélose. En deuxi¢me lieu, 1’évaluation in vivo d'une part,
de I’activité antidiabétique chez les rats rendus diabétiques par 1’alloxane et d'autre part, de
l'activité antioxydante et antidyslipidémique induite par un régime riche en cholestérol, chez le
rat male wistar. Les analyses nutritionnelles ont montré que le C.sinensis, C.aurantiaum,
C.limon, C.maxima et C.clémentine sont trés riches en glucides et faibles en protéines, lipides
et fibres. Les résultats ont montré aussi que les teneurs en polyphénols des jus d'agrumes sont
plus élevés a celles des extraits hydro-méthanoliques des feuilles. Les concentrations des
composés phénoliques sont significativement ¢élevées (P<0,05) dans le jus et 1'extrait hydro-
méthanolique des feuilles C.maxima (350. 05 + 13.21 et 91.76+3.83 mg Eq AG.g"), Citrus
aurantium (295,37 + 4.40 106.62+1.87 mg Eq AG.g'), Citrus Sinensis (254.21£2.33
49.49+1.75 mg Eq AG.g') et C.limon (231.16 £ 4.71 30.51 + 1.94 mg Eq AG.g"). L’analyse
de ces extraits par HPLC a révélé la présence de I'hespéridine, flavanone (la plus dominante),
suivie de la naringine, narirutine, quercétine et l'ériocitrine. La meilleure activité anti-
radicalaire a été détectée avec des jus et des extraits de C.maxima et C.aurantium avec des
pourcentages respectivement de 91,66 % et 95,41%. Les variétés de C. Limon et C. aurantium
ont présenté la plus forte activité antibactérienne avec des zones d'inhibition respectives de
27,66+0,58 et 24,66+1,53 mm, suivie de C.maxima et C.clémentine avec des zones de
23,00+1,00 et 17,66+0,58 mm respectivement, Le test de toxicité de la plante n’a fait I’objet
d’aucune toxicité observée sauf chez les rats traités par C.aurantium a une dose de 1000 mg/kg
qui confirme une réduction de l'activité locomotrice, le salivage. Les jus et les extraits hydro-
méthanoliques des feuilles de C.maxima, C.aurantium et C.limon ont provoqué une diminution
trés significative (P < 0,0001) de la concentration du cholestérol total, des triglycérides,
accompagnée d'une élévation significative des niveaux de HDL cholestérol sériques. Le gavage
gastrique des différents flavonoides a montré un effet hypoglycémiant significatif. Toutefois,
une activité supérieure a été observée en utilisant le jus et ’extrait des feuilles de C.maxima
79,27 £3,72 et 109,46 = 5,71mg/dl respectivement. En ce qui concerne l'activité antioxydante
in vivo, une augmentation hautement significative (p<0,001) du taux du MDA hépatique (2,18
+ 0,28 nmol vs 1,44+ 0,05 nmol) a été constatée chez les rats dyslipidémiques Le traitement
par les jus de C.maxima, C.autrantium et C.limon a montré une baisse (1,10+£0,08 nmol, 1,10 +
0,13) hautement significative (p<0,001), du taux du MDA hépatique chez les rats
dyslipidémiques respectivement. Les résultats de cette étude montrent que les flavonoides des
feuilles et des jus de Cifrus ont un effet anibactérien, antioxydant, hypoglycémiant et
hypolipémiant.

Mots clés : Citrus, feuilles, jus, HPLC, activité antioxydante, antibactérienne, antidiabetique,
antidyslipidémique.



abstract

The present work consists of two parts. The first part focuses on the evaluation of the
nutritional aspect and phytochemical valorization of juices and extracts from Citrus L leaves.
The second part aims to demonstrate, firstly, the antibacterial and antioxidant activities (in vitro)
; the antioxidant properties were evaluated through DPPH radical scavenging activity, B-carotene
system, and ferric reducing antioxidant power (FRAP) ; the antibacterial activity was assessed
using the agar well diffusion method. Secondly, in vivo evaluation was conducted to assess the
antidiabetic activity in rats induced with alloxan-induced diabetes and the antioxidant and
antidyslipidemic activity induced by a high-cholesterol diet in male wistar rats.Nutritional
analyses showed that C.sinensis, C.aurantium, C.limon, C.maxima, and C.clementine are rich in
carbohydrates and low in proteins, lipids, and fibers. The results also indicated that the
polyphenol content in Citrus juices is higher than that in methanolic leaf extracts. The
concentrations of phenolic compounds are significantly higher (p<0.05) in the juice and leaf
extract of Citrus maxima. 350. 05 + 13.21 et 91.76+3.83 mg Eq Ag.g™), C.aurantium (295,37 +
4.40 106.62+1.87 mg Eq Ag.g!), C.sinensis (254.21+2.33 49.49+1.75 mg Eq Ag.g' ) et C
limon (231.16 £ 4.71 30.51 £+ 1.94 mg Eq Ag.g’'). HPLC analysis of these extracts revealed the
presence of hesperidin, flavanone (the most dominant), followed by naringin, narirutin,
quercetin, and eriocitrin. The highest antioxidant activity was detected in the juices and extracts
of C.maxima and C.aurantium, with percentages of 91.66% and 95.41% respectively. C.limon
and C.aurantium varieties showed the strongest antibacterial activity with respective inhibition
zones of 27.66+0.58 mm and 24.66+1.53 mm, followed by C.maxima and C.clementine with
zones of 23.00+£1.00 mm and 17.66+0.58 mm respectively. The toxicity test of the plant showed
no observed toxicity, except in rats treated with C.aurantium at a dose of 1000 mg/kg, which
showed reduced locomotor activity and salivation. The Citrus maxima, Citrus aurantium, and
C.limon juices and hydrométhanolic.

extracts caused a significant decrease (p < 0.0001) in total cholesterol and triglyceride
concentrations, accompanied by a significant increase in serum HDL cholesterol levels. Gastric
administration of different flavonoids showed a significant hypoglycemic effect. However, better
activity was obtained with the juice and leaf extract of C.maxima. 79.27 + 3.72 and 109.46 +
5.71 mg/dl respectively. Regarding the in vivo antioxidant activity, a highly significant increase
(p<0.001) in hepatic mda levels (2.18 + 0.28 nmol vs. 1.44 + 0.05 nmol) was observed in
dyslipidemic rats. Treatment with juices from C.maxima, Citrus aurantium, and C.limon showed
a highly significant decrease (1.10 + 0.08 nmol, 1.10 + 0.13 nmol, p<0.001) in hepatic MDA
levels in dyslipidemic rats, respectively. The results of this study demonstrate that the flavonoids
from the leaves and juices of Citrus have antibacterial, antioxidant, hypoglycemic, and
hypolipidemic effects.

Keywords : Citrus, leaves, juice, HPLC, antioxidant activity, antibacterial, antidiabetic,
antidyslipidemic.
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Introduction

I. Introduction

L’¢tat de santé d'une vaste portion de la population suscite actuellement des
inquiétudes en raison de la fréquence élevée de la dyslipidémie et des maladies chroniques
(Rekhy et Conchie, 2014). L'adoption d'une diéte équilibrée et nutritive est un moyen efficace
pour prévenir I'émergence des maladies chroniques, 1'obésité et leurs complications mortelles

(Vaillancourt, 2018).

Par ailleurs, les maladies non transmissibles, principalement les maladies
cardiovasculaires (MCV) et le diabéte, représentent un enjeu crucial de la santé publique a
1'échelle mondiale. Ces deux maladies sont fortement liées a la nutrition aussi bien sur le plan

préventif que sur celui de la prise en charge (Ferdi et a/., 2016).

D'une part, les maladies cardiovasculaires (MCV) telles que l'athérosclérose et ses
complications sont identifiées comme le principal facteur de mortalité liée aux maladies
chroniques par I'Organisation mondiale de la sant¢ (OMS, 2016). En 2012, plus de 17
millions de déceés ont été constatés. En Algérie, 'ampleur est remarquée au niveau des déces

par MCV qui représente 26,1% des décés annuels.

Par ailleurs, le diabete est une maladie métabolique chronique caractérisée par une
hyperglycémie due a une sécrétion insuffisante et/ou a un dysfonctionnement de 1'insuline.
(Tenenbaum et al., 2018). Cette pathologie augmente le risque de nombreuses comorbidités et
mortalités y compris les MCV (Kandouli et al., 2017) ; cette relation est encore plus forte,
associant une hyperlipidémie, un facteur de risque de [D’athérosclérose dont

I’hypercholestérolémie en est le facteur majeur.

En effet, un grand nombre de patients hypercholestérolémiques est enregistré, du fait
du changement du mode nutritionnel. L'hypercholestérolémie est responsable de 2,6 millions
de déces (OMS, 2010). En Algérie, une enquéte menée en 2008, a mis en évidence une
prévalence d’une dyslipidémie de 15,9%, due essentiellement a I’hypercholestérolémie

(Berrouiguet et al., 2009).
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De plus, la fédération internationale du diabéte (FID) estime que, il y a plus de 425
millions de diabétiques dans le monde et cette quantité pourrait se multiplier par deux d'ici a
2045 (Ogurtsova et al, 2017). L'Algérie ne fait pas exception a cette épidémie de diabéte,
pratiquement liée aux mémes modifications des conditions de vie observées a I'échelle
mondiale. Effectivement, le FID a comptabilisé¢ 1 632 000 personnes atteintes de diabéte en

Algérie.

Le diabete et I’hypercholestérolémie sont fréquemment reliés a des anomalies du
métabolisme lipidique, illustrés par une hypertriglycéridémie résultant d'une stimulation de la
biosyntheése et de la sécrétion des lipoprotéines de tres basse densit¢ (VLDL) riches en
triglycérides (TG) et qui s’accompagnent d'une diminution du taux de cholestérol des

lipoprotéines de haute densité (HDL) (Erdmann et al., 2008).

Il est communément admis que le stress oxydant est impliqué dans la plupart des
maladies métaboliques dégénératives comme le diabéte et 1’hypercholestérolémie (Asmat et
al., 2016). Le stress oxydant, dans le cas du diabéte et de I’hypercholestérolémie, entraine un
déséquilibre de la balance redox provenant de 1’altération du métabolisme des carbohydrates
et des lipides, de I’augmentation de la production des especes réactives a I’oxygene (ROS) par
glycation, de la peroxydation lipidique et de la réduction du systeme de défense antioxydant

(Ellulu et al., 2016).

Ce stress oxydant est souvent associé a une ¢lévation des marqueurs de I’inflammation
qui jouent un role crucial dans le développement des complications vasculaires (Wang et al.,

2017).

Plusieurs médicaments antidiabétiques et hypolipémiants semblent avoir des
propriétés antioxydantes in vivo et in vitro et par conséquent, pourraient aider a prévenir

l'athérosclérose (Vaillancourt, 2018).
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Néanmoins, certains médicaments, utilisés actuellement et qui sont administrés par
voie orale dans le traitement de 1’hypercholestérolémie et du diabéte, possédent des effets
secondaires. Ainsi, il serait nécessaire d'avoir de nouveaux agents thérapeutiques, plutot non
toxiques dans le traitement de I’hyperglycémie et la correction de la dyslipidémie et par
conséquent, la réduction du risque des complications cardiovasculaires diies au diabéte et a

I’hypercholestérolémie.

Régulierement, au fil des siécles et au sein de diverses cultures, les chercheurs
choisissent d'élaborer une nouvelle génération de composés thérapeutiques d'origine végétale

pour substituer ceux d'origine synthétique.

Par ailleurs, plusieurs domaines industriels se dirigent a nouveau vers l'incorporation
de ces molécules présentant des propriétés biologiques remarquables dans leurs compositions.
Dans ce contexte, Des recherches scientifiques portent sur la phytochimie et les effets des
extraits de plantes pour mieux valoriser les produits naturels (Atik et al., 2008; Haddouchi et

al., 2013; Chaouache, 2014).

L'Algérie possede une variété floristique diversifiée. Les agrumes font partie des
plantes médicinales et thérapeutiques. Le genre Citrus de la famille des Rutacées comprend
plusieurs fruits importants tels que les citrons, les mandarines, les oranges, I'orange amere et

les pamplemousses (Goetz, 2014).

Selon les statistiques, environ 124 246,0 milliers de tonnes de produits a base
d'agrumes ont été produites dans le monde en 2015/2016 (73 % de la production est
consommeée fraiche, 26 % destinée a la transformation et 9 % a I'exportation). L'Algérie est le

16°™° producteur mondial et le 3 de I'Union du Maghreb arabe (FAO 2017).

Ces dernieres années, les agrumes et les jus de fruits ont fait I'objet d'un grand intérét.
De nombreuses études in vitro et in vivo ont montré que la santé¢ humaine est favorisée par la
consommation des agrumes qui ont été proposés comme antioxydants, antimicrobiens, anti-

inflammatoires et antiprolifératifs (Zhang et al., 2016 ; Ferreira et al., 2018).
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De plus, les antioxydants sont devenus importants en raison de leur implication
positive en tant que promoteurs de la santé contre les maladies chroniques, comme les
maladies cardiovasculaires, le diabéte et le cancer (Zou et al., 2016). Les agrumes sont des
sources riches en substances phytochimiques utiles, telles que les vitamines A, C et E, les
éléments minéraux, les flavonoides, les coumarines, les limonoides, les caroténoides, les

pectines et d'autres composés (Zhou, 2012 ; Zhang et al., 2016).

Plusieurs recherches ont porté sur l'activité antioxydante des agrumes, y compris les
citrons, les limes et les oranges, une activit¢ due a la vitamine C et aux substances

phénoliques qu'ils contiennent (Tsai et Chang, 2007 ; Yoo et Moon, 2015).

Toutefois, les effets thérapeutiques des feuilles d'agrumes n'ont pas encore été détectés
bien que les feuilles d'agrumes soient une source importante de composés bioactifs,
notamment d'antioxydants tels que les flavonoides et les composés phénoliques qui ont pris

une grande ampleur.

Ce travail fait partie d'un programme visant a mettre en valeur la flore algérienne grace

a la découverte de nouveaux composés ou principes actifs.

Cette thése est divisée en sections principales (bibliographique et expérimentale) ; la
partie bibliographique offre un apercu des agrumes, de leur composition, de leur culture et du

bienfait thérapeutique des biomolécules présentes dans ces fruits.

Dans la partie expérimentale, afin de réaliser 1’objectif de cette thématique, nous avons

choisi dix especes de citrus de la région de Mitidja a savoir :
% Orange douce (Citrus sinensis L.)
v" Navel : C. sinensis L. variétés : Thomson, Washington.
v Blood : C. sinensis L. variétés : Sanguinelli, Double Fine et Portugaise.
v Blond : C. sinensis L variété : Jaffa

¢ Orange amer (Citrus aurantium L.)

v’ variété : Bigarade.
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Citrus limon

Citrus clémentine

Citrus maxima

v’ variété : pamplemousse.

LES OBJECTIFS :

v
v

Analyse physico-chimique et nutritionnelle du jus d'agrume.

Etude phytochimique de chaque variété, basée principalement sur Ia
préparation des extraits méthanoliques.

Evaluation quantitative des composés phénoliques et flavonoides présents dans
les jus et divers extraits méthanoliques.

Identification de la composition chimique des extraits méthanoliques et des jus
par chromatographie liquide a haute performance (HPLC).

Etude in vitro de 1’évaluation de I’activit¢ antioxydante des extraits
méthanoliques et des jus en utilisant trois méthodes différentes.

Etude de I’activité antibactérienne des extraits vis-a-vis des bactéries
pathogénes.

Evaluation in vivo des propriétés biologiques : étude de l'effet antidiabétique et
de l'influence de ces extraits sur le profil lipidique des rats sous un régime
hypercholestérolémique.

Etude in vivo de I’effet de 1’extrait méthanolique brut des feuilles de Citrus et
des jus sur I’amélioration du potentiel globale de défense antioxydante chez les

rats.
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Chapitre I : Les pathologies infectieuses et métaboliques
1. Les maladies infectieuses

De nombreuses maladies humaines provoquées par des agents infectieux
microscopiques qui se proliférent dans les tissus des organes. Ces agents pathogénes, qu'ils
soient de nature bactérienne, virale ou mycosique, sont a l'origine de diverses maladies

infectieuses comme les infections urinaires, pulmonaires et digestives.
1.1. Les infections urinaires

L'infection urinaire se définit par la détection de micro-organismes anormaux dans
l'urine. Elle englobe aussi bien, la colonisation ou bactériurie asymptomatique et l'infection du

tractus urinaire symptomatique (Vorkaufer, 2011).

Elle peut affecter plusieurs parties des voies urinaires : les reins, les uretéres, la vessie
ou l'urétre. Elle s'exprime cliniquement par des douleurs, troubles de miction et des sensations
de brilure, parfois accompagnées de douleurs abdominales et de la fievre (Banacorsi, 2007).
Deux grandes voies de pénétration de ces germes sont distinguées : voie ascendante et voie

hématogene.

e La voie ascendante :

Selon Lobel (2007), les germes pénetrent généralement par une voie ascendante,
canalaire. Bien que l'urétre soit habité par une diversité de micro-organismes, il représente le
premier rempart contre la surinfection bactérienne de la vessie. En présence des facteurs
favorables, i1l y a une remontée des germes saprophytes dans la vessie et ensuite les voies

urinaires supérieures chez les sujets immunodéprimés (Caron, 2003).
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e La voie hématogéne

En cas de septicémie ou de bactériémie, les microbes circulant dans le sang colonisent le
rein lors du processus de filtration glomérulaire. Les agents pathogénes de la voie hématogene
sont généralement spécifiques, tel que Staphylocoque aureus, candida, Mycobacterium

tuberculosis (Bruyere et al., 2008).

Les germes responsables de ’infection urinaire sont : Escherichia coli (75-85%) et
certaines entérobactéries (Klebsiella spp. et Proteus spp.) enregistrées dans 4% a 25% de cas
d'infection urinaire. Le Staphylocoque saprophyticus est retrouvé dans moins de 4% de ces
cas, (Barber et al, 2013). L’origine de l'infection urinaire différe en fonction des facteurs de

risque et du type d'infection (tableau 1).

Tableau 1 : Bactéries responsables de I’infection urinaire (Sobel et Kaye, 2000).

Infection urinaire simple Infection urinaire compliquée

Escherichia coli Escherichia coli

Staphylococcus saprophyticus Klebsiella spp.

Klebsiella spp. Enterobacter cloacae

Proteus mirabilis Serratia marcescens

Enterobacter cloacae Proteus mirabilis

Enterococcus faecalis Pseudomonas aeruginosa
Enterococcus faecalis

Streptocoques du groupe B
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1.2. Les infections pulmonaires

Ce sont des infections respiratoires constituant un probléme majeur dans la santé

publique, elles sont classées parmi les infections les plus fréquentes (Amazian et al, 2010).

1.2.1. Les infections a Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa est un agent pathogéne responsable d'infections
potentiellement mortelles chez les sujets immunodéprimés, d'infections chroniques chez les
personnes atteintes de mucoviscidose, et d'infections nosocomiales séveres (Ben Haj Khalifa,

2011).

Le r6le du Pseudomonas aeruginosa dans la maladie broncho-pulmonaire chronique
obstructive (BPCO) reste une notion mal définie. Toutefois, ce micro-organisme a de
nombreux attributs virulents et est la cause de diverses manifestations cliniques chez les

individus atteints de BPCO.

Sa fonction est clairement établie lors d'une aggravation de la BPCO, mais elle devient
plus indéfinie en dehors de ces épisodes. Sa prévalence dépend de la gravit¢ de la BPCO,
cependant, Ce pathogéne est responsable de l'inflammation des voies aériennes et de

I'évolution de la maladie (Bertrand et Frizzell, 2003 ; Oberhéansli et Laurent, 2010).

1.3. Les infections digestives

Les maladies du tube digestif sont nombreuses et peuvent avoir différentes origines.
Des changements dans la composition du microbiote intestinal pourraient €tre associés a
diverses affections telles que les diarrhées, les maladies inflammatoires chroniques de
l'intestin et certains types de cancer (Goulet, 2009). Des maladies telles que les ulceres, la
cholécystite et les sigmoidites peuvent étre provoquées par des bactéries nuisibles. Les

infections bactériennes du systéme digestif ont pour cause divers types de bactéries :
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1.3.1. L’infection a Staphylococcus aureus

Les Staphylocoques appartiennent a la famille des Micrococacceae, sphériques,
aéroanaérobies facultatifs a gram positif, immobiles et catalase positive. Staphylococcus
aureus est considérée comme la principale espéce enterotoxinogéne des Staphylocoques

(Bourgeois et al, 1996).

Les toxi-infections alimentaires causées par Staphylococcus aureus sont généralement
identifiables par leur installation rapide et la sévérité de leurs symptdmes. L'incubation se fait
sur une courte période, allant de 2 a 4 heures. Lors de ces infections, les Staphylococcus
aureus, absorbées par l'alimentation, traversent l'intestin gréle et le colon et si elles résistent a
la barricre de la flore intestinale commensale, elles pénétrent dans les entérocytes et

engendrent divers effets pathologiques.

La production de toxine entérotoxique provoque une stimulation de la sécrétion de
cytotoxine protéique, entrainant une destruction cellulaire, une invasion ou une ulcération de
la muqueuse intestinale accompagnée d'une inflammation. Celle-ci peut conduire a la
translocation et a la colonisation des phagocytes de la muqueuse ou a leur diffusion par voie
sanguine sur de longues distances. Les symptomes habituels comprennent : la diarrhée, des

douleurs au niveau de l'intestin et la fievre (Buyser et Sutra, 2005).

1.3.2. L’infection a Escherichia coli

Escherichia coli appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae. Des bacilles
anaérobies facultatifs, Gram négatifs, non sporulés et oxydase négative. Le genre Escherichia
comprend 5 especes : E. coli, E. fergusonii, E. hermanii, E. vulneris et E. blattae. L’espéce E.
coli est considérée comme un hote commensal de la flore intestinale de I’homme et des

animaux a sang chaud.
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Les souches d’E. coli peuvent changer de comportement causant diverses infections

telles les infections intestinales (Nataro et Kaper 1998) ou extra-intestinales (Kaper al., 2004).

Les pathogénes intestinaux de E.coli sont classés dans les groupes phylogénétiques
A/BI/E et sont responsables du syndrome diarrhéique d'origine hydrique ou alimentaire

(Clermont et al., 2011).

Six pathovars principaux sont classés en fonction des signes cliniques et des facteurs
de pathogénicité, selon Croxen et Finlay (2010) : les EHEC (E. coli Entérohémorragiques),
les ETEC (E. coli Entérotoxinogenes), les DAEC (E. coli a adhérence diffuse), les EPEC (E.
coli entéropathogenes), les EIEC (E. coli entéroinvasives) et les EAEC (E. coli

entéroagrégatives).

1.3.3. L’intoxication a Bacillus cereus

Bacillus cereus, un germe ubiquitaire se trouve non seulement dans l'environnement
naturel, mais également dans la flore intestinale de diverses espéces animales. Il s'agit dun

bacille a Gram positif, sans capsule, sporulant et facultativement aéro-anaérobie.

Bacillus cereus est responsable des intoxications a symptomes émétiques et des toxi-

infections a symptomes diarrhéiques (Dromigny, 2008).

Le syndrome émétique, qui se manifeste généralement peu de temps apres la
consommation (entre 1 et 5 heures) des aliments contaminés, est causé par l'ingestion d'une
toxine préformée appelée céreulide présente dans ces derniers.

Le syndrome diarrhéique se manifeste par une période d'incubation de 8 a 16 heures,
accompagnée de crampes abdominales et de diarrhée, attribuée a la sécrétion d'entérotoxine
par des cellules végétales dans l'intestin gréle de 1'hote. Ce syndrome se manifeste apres la
consommation d'aliments infectés par des cellules végétales ou des spores bactériennes

(Clavel et al., 2004 ; Ceuppens et al., 2012).

10
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1.3.4. L’infection a Salmonella typhi

Les bactéries qui appartiennent au genre Salmonella font partie de la famille
Enterobacteriaceae. Bacilles anaérobies facultatifs, gram-négatifs, généralement mobiles,
catalase positifs et négatives a l'oxydase (Kabir, 2010). Est une bactérie ubiquitaire,
hautement pathogeéne qui peut entrainer des entérites, des gastro-entérites et des septicémies.

Elle a aussi la capacité d'infecter de nombreuses especes animales outre les humains.

L'infection se produit par ingestion des aliments contaminés crus ou mal cuits. Chez
l'individu, la salmonellose apparait aprés une période d'incubation varie de 12 a 48 heures et
se caractérise par des infections intestinales et des toxi-infections : maux de téte, diarrhées
hémorragiques, douleurs abdominales, entérocolite aigué€, gastro-entérite, ficvre et

vomissements qui peuvent survenir au début de la maladie (Sahnoune, 2014).

L'agent pathogeéne pénétre par voie digestive et nécessite une charge microbienne
significative pour déclencher la maladie chez ’adulte sain. Entre autres, la majorit¢ des

germes ingérés seraient détruits par l'acidité gastrique.
2. Les maladies métaboliques :

Le syndrome métabolique regroupe divers désordres métaboliques, y compris
I'hypertension  artérielle, la résistance a Il'insuline, 1'obésit¢é ainsi que des
hypercholestérolémies, des hyperglycémies et des taux €levés de triglycérides. Ces anomalies
métaboliques constituent de véritables facteurs de risque pour les affections cardiovasculaires

et le diabete de type 2.

11
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2.1. Les maladies cardiovasculaires

Selon 1'OMS (2017), Les maladies cardiovasculaires sont la principale cause de
mortalité a 1'échelle mondiale. En 2015, elles étaient a 1'origine de 17,7 millions de morts,
représentant presque un tiers des décés globaux. Plus de trois quarts des mortalités liés aux
maladies cardiovasculaires (MCV) et 82% des déces survenant avant 1'age de 70 ans, se

produisent dans des pays a faibles et intermédiaires revenus.

En Algérie, les mortalités par MCV représentent le premier rang avec 26,1% de déces
annuels (Berrouiguet et al., 2009). Selon les prévisions de I'OMS, ces affections, affectant
aussi bien les hommes que les femmes en proportions similaires, devraient continuer a figurer
parmi les principaux motifs de mortalit¢ mondiale dans les années a venir, avec un nombre

potentiel de 23,3 millions de déces d'ici 2030.

D’aprés Oguntibeju et al., (2009), les maladies cardiovasculaires (MCV) sont définies
comme tous les problémes affectant le coeur et le systéme vasculaire. Ces maladies englobent

toutes les pathologies cardiaques, vasculaires (cérébrales et périphériques) et hypertensives.

Les pathologies majeures comprennent les accidents vasculaires cérébraux (AVC), les
cardiopathies ischémiques, les cardiopathies rhumatismales, et l'insuffisance cardiaque, les
malformations cardiaques congénitales, l'hypertension artérielle et les artériopathies

périphériques,

Selon Yang et al., (2015), I’athérosclérose, une maladie chronique multifactorielle
initiée par la rétention des lipoprotéines oxydées dans la paroi artérielle. De plus, elles sont
accompagnées d’anomalies lipidiques (Baudet et al., 2012), d’une initiation a une réaction
inflammatoire qui va s’accentuer (Liberale et al., 2017), d’un stress oxydant et d’un

dysfonctionnement de I’endothélium vasculaire (Hermida et Belligand, 2014).

12
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2.1.1 Les facteurs de risque

Divers facteurs peuvent avoir un impact sur le développement de maladies
cardiovasculaires. L'accroissement des maladies cardiovasculaires peut étre attribué a
I’augmentation de l'espérance de vie et a l'apparition de comportements risqués associés aux
habitudes de vie. Les facteurs de risque majeurs pour les maladies cardiovasculaires
comprennent 1'hypertension, le diabéte, la dyslipidémie, le tabagisme, une sous-alimentation,

un mode de vie sédentaire et I'obésité. (Tableau 2).

13
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Tableau 2. Les différents facteurs de risque cardio-vasculaire identifiés d’aprés Grundy et

al. (1999).

Causalité

Facteur de risque

Impact du facteur de risque

Facteurs de risque

majeur

Facteurs

prédisposant

Facteurs

discutés

de

de

risque

risques

Tabagisme

Hypertension artérielle
Elévation du cholestérol total
Elévation du LDL-C
Diminution du HDL-C
Diabete type 2

Age

Obésité androide

sédentarité

Antécédents  familiaux  de
maladie coronarienne

origine géographique

ménopause

Elévation des triglycérides
Lipoprotéines LDL petites et
denses

Elévation de I’homocysteine
Elévation de la lipoprotéine A
Facteurs prothrombotiques
(fibrinogéne,  inhibiteur  de

I’activateur du plasminogene)

Effet multiplicateur du Facteur de
risque cardiovasculaire risque

majeurs : indépendamment des autres

Effet amplificateur lorsqu'ils sont
combinés aux facteurs de risque

majeurs

Associé a un risque augmenté de
maladie cardiovasculaire

(coronarienne et/ou vasculaire
cérébrale) mais le degre

d’imputabilité est méconnu.
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2.1.2. Hypercholestérolémie et athérogénes

L’hypercholestérolémie est 1’'un des principaux facteurs du risque athérogene,
directement li¢ au taux plasmatique de C-LDL et inversement corrélé au taux de C-HDL (Hao

et Friedman, 2014 ; Montonen et al., 2013).

Les anomalies métaboliques des lipides et des lipoprotéines entrainent des
déséquilibres biologiques avec des répercussions importantes sur la santé publique. En effet,
elles sont largement a l'origine du développement de l'athérosclérose et des maladies

cardiovasculaires (Bostick et al., 2000).

Les dyslipidémies constituent facteur de risque pour le systéme cardiovasculaire, tout
comme [’hypertension artérielle (HTA), la sédentarité, le diabete et le tabagisme. En
favorisant D’athérosclérose (Tosenberger, 2014). Les dyslipidémies provoquent une
augmentation du risque d’infarctus du myocarde (IDM) et des accidents vasculaires cérébraux

(AVC). Il est donc essentiel de s'occuper d'eux (Beauvais, 2014).

Plusieurs facteurs tels que I'obésité, le déséquilibre nutritionnel, la sédentarité et les
troubles du métabolisme des glucides (comme le diabéte) sont a I'origine de cette maladie

(Bouazza et al., 2015).

L'athérosclérose se caractérise par l'accumulation de lipides sur les parois artérielles,
entrainant la formation de plaques d'athérome qui entrainent un rétrécissement de la lumicre

vasculaire (Ouweneel et Van Eck, 2015).

Ces rétrécissements ou sténoses artérielle peuvent conduire a l'obstruction de I'artere,
généralement par un processus thrombotique, et étre responsables d'accidents ischémiques

cérébraux (Leborgne et al., 2002 ; Skalicky et al., 2008).
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2.1.2.1. Formation de la plaque de I’athérosclérose

La progression de l'athérosclérose implique des étapes évolutives successives : la
formation de la strie lipidique, la Iésion fibro-lipidique et la formation de la plaque

compliquée.

On connait désormais les éléments clés dans la formation de la plaque : les
lipoprotéines et les cellules musculaires lisses, les cellules endothéliales les macrophages et
lymphocytes (Luscinskas et al., 1991). Plusieurs processus s’associent pour la création de la

plaque (Figure 1) :

L'infiltration des lipoprotéines dans 1’intima artériel ; L'agrégation des monocytes et
leur différenciation en macrophages, puis en cellules spumeuses (Navab et al., 2001) ; la

réponse inflammatoire (Libby, 2001) ; finalement, la formation de la chape fibromusculaire.
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Figure 1. Etapes de la formation de la plaque d’athérome. (Nabel et Braunwald, 2012).

A : Les LDL sont piégées et oxydées sous l'endothélium suite au changement de leur
perméabilité. Cela favorise le recrutement de monocytes qui vont convertir les LDL oxydées
en cellules spumeuses. B : Ces cellules spumeuses s'agglutinent pour former un cceur
lipidique. La migration et la prolifération des cellules musculaires lisses se générent pour
recouvrir le ceeur lipidique et former la chape fibreuse. C : Néanmoins, l'érosion de la plaque

expose les composés pro-thrombotiques au contenu sanguin, favorisant ainsi la formation de

thrombus ou de micro-thrombus.
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L’hypercholestérolémie apparait lorsqu’il y a une défaillance d’épuration hépatique du
cholestérol sanguin ou une surproduction hépatique de cholestérol. En effet, une diminution

de la captation du cholestérol par le foie entraine une augmentation de sa synthese.

La diminution de la captation hépatique du cholestérol est généralement associée a des
anomalies des récepteurs de l'apo E et de I'apolipoprotéine B-100 ou du récepteur LDL (R-
LDL), caractérisée par une mutation dans le geéne structurant le R-LDL. Cette condition est
classifiée en plusieurs catégories : défaut de synthése, maturation et transport du récepteur
LDL, défaut de fixation (qui indique un probléme dans I'identification des lipoprotéines LDL)
et défaut d'internalisation qui résulte d'une mutation par délétion responsable d'une défaillance

combinée de liaison et d'internalisation.

Le résultat de cette mutation est un récepteur segmenté, modifiant son ancrage a la
membrane et le rendant incapable de se lier aux LDL. Le dernier mécanisme décrit est un
défaut de recyclage, comme c'est le cas pour 1'hypercholestérolémie héréditaire ou l'inhibition

de la fonction des récepteurs (Singh et Bittner, 2015).
2.2. Diabete et complications cardiovasculaires

Défini comme étant une affection métabolique, le diabéte sucré, condition caractérisée
par une hyperglycémie chronique (>1,26 g/l), Ce déséquilibre concerne les métabolismes des
glucides, des protéines et des lipides, et est causé par une insuffisance relative ou totale de la

production et/ou de I’action de I’insuline (Ekoé¢ et al., 2013 ; ADA, 2011).

Le diabete est une maladie largement répandue, avec une prévalence estimée a 8,4%
chez les adultes de 18 ans et plus en 2017 au niveau mondial (Cho et a/., 2018). En 2016, il a
été estimé que le diabete était directement responsable de 1,6 million de déces. Plus de 80%
des morts dues au diabete surviennent dans des pays a revenus faibles ou intermédiaires
(OMS, 2018). Le nombre de diabétiques ne cesse de croitre et en 2045, ils seront selon la

fédération internationale du diabete pres de 629 millions dans le monde (IDF, 2017).
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L’ Algérie n’¢échappe pas a I’épidémie du diabete, I’estimation la plus récente indique
que la prévalence est de 6,9% pour la tranche d’age 20-79 ans (IDF, 2017). Selon ’OMS
(2016), le diabete serait responsable de 7% des déces, provoqués par les maladies non

transmissibles.

Les formes de diabete se caractérisent par des signes relatifs d'un manque de sécrétion
d'insuline ou d'une résistance a l'insuline accompagnée d'une hyperglycémie persistante
(Schlienger, 2013), présence d'anomalies métaboliques des glucides, des protéines et des
lipides, soit en raison de l'efficacité réduite de l'insuline (Ayaz et al., 2015), ou a la résistance
a l'insuline, qui se manifeste par une réduction de la sensibilité du foie, des muscles, et du

tissu graisseux a l'insuline (Monroe et al., 2015).

L'insulino-résistance entraine a diverses anomalies qui surviennent plus souvent chez
les individus souffrant d’une résistance a l'insuline. Cela inclut la dyslipidémie, 1'intolérance
au glucose, le dysfonctionnement endothélial, ainsi que des taux élevés de marqueurs

inflammatoires et une perturbation du métabolisme de l'acide urique (Kaur et al., 2014).

Dans le contexte du diabéte, les maladies macrovasculaires représentent la principale
source de mortalité et de morbidité, contribuant a l'incidence élevée des affections vasculaires
comme les AVC, les infarctus du myocarde et les troubles vasculaires périphériques. Les
complications macrovasculaires proviennent de la maladie athérosclérotique obstructive qui

touche les artéres majeures.

Parmi les altérations pathologiques des principaux vaisseaux sanguins menant a des
anomalies fonctionnelles et structurales dans les vaisseaux diabétiques figurent la dysfonction
endothéliale, la diminution de la complaisance vasculaire et 1'athérosclérose (Tosenberger,

2014).
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Plusieurs recherches ont indiqué que le stress oxydatif est souvent un facteur pathologique
associ¢ au dysfonctionnement des cellules béta et endothéliales aprés une exposition
prolongée a de hauts niveaux d'acides gras libres (AGL), de glucose, ou d'une combinaison

des deux (Tangvarasittichai, 2016).
2.2.1. Le diabete de type 1 :

Le DTI, appelé également, diabéte insulino-dépendant se manifeste par une
dégradation progressive des cellules B des ilots de Langerhans et donc a un déficit en insuline.

I1 peut survenir a tout age, mais il concerne le plus souvent les enfants (Calop et al., 2008).

D’aprés Martin-Timon, (2014), le DT1 est susceptible de provoquer des
complications, & moyen et a long terme. Il existe deux types de complications : la micro- et la
macro-angiopathie. Les complications micro-angiopathiques touchent les petits vaisseaux, au
niveau des yeux (rétinopathie), des reins (glomérulopathie) et des nerfs (neuropathie). Les
complications macro-angiopathiques touchent les coronaires, les gros troncs artériels et les

artéres périphériques.

2.2.2. Le diabéte de type 2 :

On le désigne parfois sous différents noms : diabéte gras, diabéte a insuline résistante,
diabete non insulinodépendant (DNID), ou encore diabete de type 2. C'est le plus courant.
Cela constitue plus de 90 % des cas. Cette forme apparait généralement apres 40 ans et touche

un pourcentage supérieur d'individus obéses (Prasad et Groop, 2015).

Il est caractérisé par une insulino-résistance et généralement un déficit relatif de
sécrétion d'insuline par les cellules B du pancréas. L'hyperglycémie observée résulte d'une
réduction de l'utilisation du glucose par les tissus périphériques, en particulier le muscle, et
une ¢élévation de la synthése hépatique de glucose (Smushkin, et Vella, 2010 ; Thomas et

Philipson , 2015).
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3. Les maladies liées au stress oxydant
3.1. Stress oxydant

Dans I'organisme, des composés a fort pouvoir oxydant sont constamment générés
dans des conditions physiologiques, ce qui entrainant la mise en place d'un systéme
antioxydant. Dans des conditions normales, 1'équilibre entre les antioxydants et les pro-

oxydants est maintenu.

Cependant, l'organisme peut étre exposé de manieére excessive a des composés
oxydants suite a une exposition a un agent toxique exogene ou hyperproduction interne
d'especes réactives de l'oxygene (ERO). Lorsqu'un tel déséquilibre se produit, on parle de

stress oxydatif (Favier, 2006 ; Rios-Arrabal et al., 2013).

De nombreuses pathologies sont liées au stress oxydant, que ce soit en tant que facteur
déclencheur ou lié¢ a des complications dans le cours de I'évolution (Braidy et al., 2017). En
générant des molécules biologiques chimiquement anormales et irréversibles, combiné a une
surexpression de certains genes, le stress oxydatif se révele étre la cause primaire
déterminante de plusieurs pathologies : cancer, sclérose latérale amyotrophique, cataracte,

syndrome de détresse pulmonaire aigue.

3.2. Stress oxydant et pathologies cardiovasculaires

L’homéostasie vasculaire peut étre rompue dans de nombreuses circonstances
physiopathologiques, entrainant un stress oxydant délétére pour les cellules affectées et leurs
fonctions vasculaires. L'origine de ce déséquilibre est variée et comprend, au moins
partiellement, les facteurs classiques de risque pour le systeme cardiovasculaire, tels que

I’hypercholestérolémie et le diabete.

C’est en particulier ce qui se passe dans le développement de 1’athérosclérose, lorsque
les LDL oxydées sont captées par les cellules « éboueus » (scavenger), accumulant les lipides
dans le sous-endothélium, créant un cceur lipidique dans la plaque athéroscléreuse constituée,
montrant, ainsi, le lien trés étroit entre le stress oxydatif et [’hypercholestérolémie

(Bhattacharya et al., 2013).
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3.3. Stress oxydatif et diabete

Le diabéte se manifeste par une hyperglycémie qui déclenche diverses voies, y
compris la production de produits de glycation avancés, aboutissant a un stress oxydant, a
long terme. Effectivement, on observe une réduction des capacités de défense antioxydante et
une augmentation des réactions pro-oxydantes (production des ERO, oxydation des lipides...)

(Tangvarasittichai, 2015).
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Chapitre II: les Agrumes : composition chimique, propriétés nutritionnelles et

composés phénoliques
1. Les Agrumes

Le terme agrume provient du latin acrumen : aigre, signifiant "saveur acre" due a la
présence de l'acide acétique (Haineault, 2011). Les agrumes trouvent leur origine dans les
contreforts de I'Himalaya en Asie du Sud-Est, ou ils poussent depuis 42 siécles et sont cultivés
depuis 30 siecles. Le lieu d'origine est spécifiquement localisé sous une ligne qui traverse du
Nord de la Birmanie au Nord-Est de I'Inde et au Sud de I'le de Haiman. A partir de cette
région, la propagation s'est produite vers l'est en Inde, a travers l'archipel malais et jusqu'au

sud de la Chine. (Jacquemont et al., 2013).

1.1 Données botaniques

Les agrumes appartiennent a la famille des Rutaceae, qui constituent I'une des 21
familles de 1'ordre Geraniales. La famille des Rutaceae est composée de 7 sous familles et
1600 especes regroupés en 150 genres. D'aprés Swingle et Reece (1967), le terme « agrumes
vrais », Il rassemble 6 genres appartenant a la tribu des Citreae, sous famille des

Aurantioideae, et a 1la famille des Rutaceae.

La plus grande part des plantes cultivées appartient au genre Citrus (Figure 02). Deux
autres genres incluent aussi des especes : le genre Poncirus ne comprend qu’une seule espéce,
le Poncirus trifoliat, utilisée surtout en agrumiculture comme porte greffe étant donné que ses
fruits ne sont pas comestibles. Le genre Fortunella comprend six especes dont deux
seulement sont cultivées dans le monde ; Il s’agit de Fortunella japonica et Fortunella

margarita.
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| I
Tribus Clauseneae Citreae
Sous-tribus: Micromelinae Clauseniae Merrilliinae Triphasiinae Citrinae Balsamocitrinae
A fruits A fruits Bgrumes
Groupes primitifs proches des viaks
BTUmEs
Genres Micromelum ~ Glycosmis  Merillia Wanzelia Saverinia Citropsis Fortunelta Swinghe
Clausena Monanthocitrus — Pleiospemmm Atalantia Eremocilrus Aagle
Murraya Oxamthera  Burkillanthos Poicirus Afraggle
Merope Limnocitrus Clymesla Aeglopsis
Triphasia Hesperathusa Microcitrus  Balsamocitrus
Pamburrrs Citrus Faronia
Lirvonga Feronialia
Faraminia

Figure 2 : Position Taxonomiqge des agrumes, d'aprés Swingle et Reece (1967)

Le genre botanique Citrus, est le plus important, regroupant une quinzaine d'espéces
de petits arbres ou arbustes persistants : les oranges (Citrus sinensis Obseck) ; les mandarines
(Citrus reticulata Blanco) ; les citronniers (Citrus limon L Burm) ; les clémentines (Citrus
clementina) ; les limettiers (Citrus aurantifolia), les bigaradiers (Citrus aurantium L), et les

pomelos (Citrus paradis) (Goetz, 2014).

Il y’a une nouvelle classification d'agrumes, fondée par Mabberley (2008), ou seules
trois especes figurent : Citrus medica (Cédrat), Citrus maxima (pomelos) et Citrus reticulata

(Mandarine) impliquées dans la genese de plusieurs hybrides :
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V' Citrus medica L. (Cédrat), quatre hybrides :
% Citrus limon (Cédrat x Orange ameére) : les hybrides de citron comme citron

Volkamer, Meyer et lime Palestine.

% Citrus jambin (Cédrat x mandarine) : les hybrides similaires de citron apre

comme lime mandarine, lime Rangpur.

¢ Citrus aurantifolia (Cédrat x Citron x Ichang papeda) : lime Bearss (Lime x

Citron) et Lime (lime mexicaine).

% Citrus bergamia (Cédrat x Orange amére) : La bergamote, provenant du

croisement entre I'orange amére et le cédrat.
V' Citrus maxima Burm. (Pomelo), trois hybrides :
% Citrus aurantium (Pomelo x Mandarine) : Bigaradier ou orange ameére, ayant
assimilé plus 1’aspect du pomelo que de la mandarine.
% Citrus x paradisi (Pomelo x orange) : Pamplemousse.
% Citrus sinsensis (Pomelo x mandarine) : Orange douce ayant assimilé plus les

caractéristiques de la mandarine. Comprend les croisements de pomelos,

d’oranges et de mandarines.

V' Citrus reticulata Blanco. : Mandarine (Satsuma, Clémentine et Tangerine).
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1.2. Production mondiale des agrumes

D’aprés FAO (2017), la production mondiale des agrumes est évaluée a environ 124
246.0 mille tonnes (MT), (Tableau 03), 73% sont consommés a I'état frais, 26% pour la
transformation et 9% sont exportés. Au sein des différentes sortes d'agrumes cultivées :
I’orange (57%), la mandarine (30%), le pamplemousse (7%), la lime et le citron (6%) dans

une production de 15 981.8 MT (Tableau 03).

La Chine occupe la premicre place en termes de production d'oranges a I'échelle
mondiale, compte tenu des 32 705.9 MT d'agrumes produits en 2016, suivi du Brésil (16
555.1 MT), des Etats-Unis (7 829.0MT) et de 1'Union Européenne (6,07 MT). Au sein de la
zone Méditerranéenne, les douze pays du Comité de Liaison des Agrumes Méditerranéens, a
savoir 1'Algérie, I'Egypte, I'Espagne, la Gréce, 1'talie, le Maroc, la Tunisie et la Turquie,

produisent un total de 25 216.0 MT d'agrumes.
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Tableau 3 : Production totale d'agrumes (mille tonnes) (FAO, 2016).

2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

MONDE 128.7 541.8 441.3 824.2 200.3  6l11.1 707.7 947.0 246.0

USA 115002 10267 10193 10919 10813 10301 8751.0 8208.0 7829.0
Région

méditerran 21 140.3 21243 22355 22689 21945 23195 24541 238254 25216.0

éenne

Chypre 128.5 112.4 113.3 128.7 112.4 106.4 106.5 118.7 114.4
Gréce 987.5 958.2 923.4 11277 1078.1 1097.1 1123.6 1049.6 1041.5
Italie 3457.7 3799.8 37793 3537.0 28839 2678.7 2661.6 2808.5 3150.2
Espagne 6369.8 5268.0 60764 57204 55538 66857 7041.6 6100.5 6882.0
Algérie 697.4 844.5 788.1 1106.8 1087.8 12049 1271.0 1289.9 1372.4
Egypte 32233 35140 35182 37249 39750 40969 44022 4646.6 49304
Maroc 1093.0 10933 13455 16363 1867.0 1452.1 2213.6 18994 20189
Tunisie 300.2 288.0 300.2 325.7 337.8 309.3 326.4 329.9 3314
Chine 21690.2 23739 23974 28939 31830 34261 36467 38153 32 705
Brésil 20 656 19686 20721 22018 20258 19734 19073 18921.6 16555.1
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1.3. Importance de I’agrumiculture en Algérie

Dans le secteur agroalimentaire, les agrumes jouent un rdle crucial. Ils offrent donc un
vaste domaine d'application s'étend de la consommation en frais a la transformation en jus et

en confitures.

Les zones d'irrigation situées dans le nord du pays abritent la culture commerciale des
Citrus. (Figure 03). La région de Mitidja, grice a ses besoins spécifiques en eau et en qualité
de sol, est la principale zone de production d'agrumes en Algérie. (Houchine, 2017), ainsi que

les wilayas de Tipasa, Blida, Boumerdeés et Alger.

Legende:
- Zone d'agrume N
{

_ Limite communate

Lirmiie wilaya

W edemnant i 3
i
BOUIRA
2 BOpk) BOU ARRE

AL TEMON

EL BAYADH

RAAMA

OUARGLEA

GHARDAIRA

Figure 03. Répartition des agrumes en Algérie (F.A.O, 2012).

En 2010, la culture des agrumes occupe environ 63,589 hectares (Bellabas, 2011) avec
571.0 milles de tonnes de production (F.A.O, 2012). D'aprés F.A.O (2017), on estime que la

production d'agrumes s'élevait a 13 millions de tonnes par an en 2016/2017.
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Selon F.A.O (2017 a plaine de Mitidja est considérée comme le principal producteur
national d'agrumes. La région d'Oued El-Alleug est le principal producteur d'agrumes a
I'échelle nationale, avec une production de 500 000 quintaux au cours de la saison agricole

2015-2016.

En Algérie, l'analyse de la répartition des variétés d'agrumes indique que l'orange
prédomine largement avec (62,3%), suivie par les clémentiniers et les mandarines qui
représentent (30,4%). Puis viennent les espéces qui rencontrent des difficultés de

commercialisation : les citronniers a (6,2%), les pomelos a (0,4%) et autres a (0,7%).

1.4. Description morphologique et physiologique

Selon Ramful et a/. (2010), les fruits issus des principales variétés de Citrus cultivées
présentent des différences en termes de taille, de forme, de couleur, de composition de jus et
de période de maturité. Toutefois, tous les fruits de Citrus cultivés possedent une structure

anatomique identique (Figure 04).

Du point de vue botanique, Les agrumes sont de petits arbustes avec une taille varie
entre 2 et 10 metres de hauteur selon I'espéce. En général, leur feuillage est épais et leurs
feuilles sont de nature persistante, sauf pour les Poncirus. Tous les éléments de l'arbre
(écorce, branches, feuilles et fleurs) ainsi que ses fruits renferment des glandes a essence.

L'écorce du fruit, appelée péricarpe, se compose de deux couches concentriques.

Cette couche externe, qui est souvent d'une couleur vive, jaune orange due a ’action
des flavonoides, et qui présente une texture rugueuse et une résistance est appelée épicarpe ou

flavédo. La couche interne d'une couleur blanche et spongieuse, représente le mésocarpe ou

albédo (zeste) (Huet, 1991).
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Epicaipe (Flavédo) l\

Mesocarpe (Albsda) Péricape
Endocarpe j

cpin (Grame)

Loge Carpellame

Figure 04. Schéma précisant la structure du péricarpe de 1’orange (Huet, 1991).

L’endocarpe est la portion charnue, comestible, d’un agrume, composé d’une fine
membrane tapisse plusieurs loges carpellaires remplies de poils succulents (la pulpe) et des
graines dite pépins (Ramful et al.,, 2010). Cette partie, riche en vitamine C, en sucres solubles
et contient des quantités significatives de pectine, de de fibres, de différents acides organiques

et de sel de potassium, ce qui caractérise le fruit d'une certaine acidité (Razi et al., 2011).

1.4.1 Description des espéces étudiées :

On peut trouver différentes variétés de Citrus consommés et exploités industriellement
a travers le monde : oranges, mandarines, bigarades, limes, citrons, cédrats, pomelos,

pamplemousses (Figure 5).

1.4.1.1 Les oranges :

% Citrus sinensis (L) Osbeck
L'oranger est un arbre d'une hauteur approximative de 7 a 8 meétres, doté des racines
peu profondes, aux branches épineuses et des feuilles persistantes, ovales, lisses, présentent
une couleur vert foncé brillant sur la face supérieure et produisent un parfum distinctif
souvent semblable a celui du fruit. Elles sont attachées a un pétiole articulé légérement ailé.
Des fleurs blanches au parfum intense. Les fruits atteignent leur maturité entre 10 et 12 mois,

possédant une taille moyenne, une forme sphérique et une teinte orange (Ortiz, 2002).
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D'aprés Fanciullino et al., (2008), les oranges douces sont les fruits les plus

consommables et sont couramment utilisées pour la production de jus :

v L'orange navel : orange de bouche, peu sucrée, moins juteuse, avec un ombilic bien
marqué, et moins de pépins.

v L'orange blonde : orange a jus, d'un calibre moyen, trés juteuse et parfumée, a peau
fine, sans pépins.

v L'orange sanguine : orange a jus, acidulée avec une saveur légérement musquée, trés

juteuse, la couleur plus ou moins rouge et violette.

1.4.1.2 Les Bigarades

Y Citrus aurantium L amara
Le bigaradier est un petit arbre fruitier pouvant atteindre de 5 a 10 metres de hauteur,
présentant de branches épineuses. Il est adapté au climat tempéré mais, trés résistant au froid,
jusqu’a 2C°. Les feuilles sont lisses, elliptiques, avec un pétiole ailé, disposées de maniére
alternée, entourer de glandes aromatiques et toujours vertes, dotées d'épines a l'aisselle des
feuilles inférieures. Le pétiole mesure entre 2 a 3 cm de longueur. Les fleurs poussent aux
aisselles et sont extrémement parfumées, de teinte blanche ou rose, plus grandes que celles du

bigaradier doux et trés odorantes (Manner et al., 2006).

Le fruit connu sous le nom de « Bigarade » est généralement rond, bien qu'il puisse
parfois étre ovale ou aplati ; il reste longtemps sur l'arbre sans perdre son arome. L’orange

bigaradier a jus tres acides et amers.

1.4.1.3 Les mandarines

Y Citrus reticulata Blanco

Selon Lim (2012), le mandarinier est un arbre de petite taille, mesurant entre 3 et 5
metres. Ses feuilles, persistantes et de couleur vert foncé brillant, sont généralement
lancéolées, ovales ou elliptiques et possedent un pétiole étroitement ailé. Les fleurs
apparaissent en blanc. Le fruit, quant a lui, peut étre aplati ou en forme de poire ; son écorce
varie du jaune a l'orange voire au rouge orangé et est riche en glandes huileuses. Lisse ou
rugueux, il peut avoir une crolite mince ou épaisse. Les graines sont habituellement ovoides et
lisses avec une base arrondie et un sommet aigu qui renferme plusieurs embryons, bien que la
solitude soit rare. Les cotylédons sont verts
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1.4.1.4 Les Citrons

% Citrus limon (L) Burm

Le citronnier est un arbuste robuste, dot¢ de branches solides et épineuses, de taille
modeste (2 a 4 m de hauteur), sensible au gel, avec une longévité d’approximativement 40
ans ; il possede de larges feuilles odorantes et résistantes. Les fleurs, qui dégagent un
parfum plaisant, se rassemblent dans l'aisselle des feuilles.

Selon Goetz (2014), les citrons sont des fruits ovales, avec un sommet pointu et
mamelonné, mesurant de 8 & 12 cm de longueur. Leur écorce (zeste), d'une €paisseur
notable et de couleur verte qui devient jaune a maturité, renferme une essence ayant un
parfum distinctif. Sa pulpe a un gotut acide et ses graines sont dotées de cotylédons de

couleur blanche.

1.4.1.5 Les Pamplemousses

% Citrus maxima (Burm)

Citrus maxima, appelé pamplemoussier, est une espece d'arbre fruitier qui peut
atteindre jusqu'a dix meétres en hauteur. Selon les variétés, les branches peuvent étre
dispersées, avec ou sans épines. Les feuilles sont de taille importante, ovales et persistantes,
avec des pétioles largement ailés. Les fleurs sont arrangées en bouquets subtilement duveteux.

La corolle, de couleur blanche et d'une odeur prononcée, est formée de cinq pétales.

Le fruit du pamplemoussier, appelé pamplemousse, peut présenter un diamétre allant
de 10 a 30 cm et a une forme globale qui peut étre arrondie, aplatie ou en forme de poire. Il ne
faut pas le prendre pour du pomelo que 1'on trouve souvent sur les marchés. Son écorce, qui
peut &tre jaune, rosée ou verdatre, est d'une grande épaisseur et tres lisse et se pele facilement.

La chair a un golit amer et acide en raison de la présence de naringoside, qui est a
l'origine du golit amer du jus de ce fruit. La naringine est le flavonoide hétéroside majeur que

l'on retrouve dans le pamplemousse et le pomélo (Goetz, 2014).
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(A) Citrus sinensis

(C) Citrus clementina
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(E) Citrus grandis

Figure 05. Photographies des fruits, fleurs et arbres de quelques espéeces du Citrus

(A) : Citrus sinensis ; (B) Citrus aurantium ; (C) : Citrus clementine ; (D) Citrus limon ; (E) :

Citrus grandis.
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1.5. Valeur nutritive des Citrus :

La composition nutritive des agrumes peut fluctuer en fonction de différents facteurs,
y compris la variété. En outre, au sein d'une méme variété, la teneur de différents composés
est influencée par les facteurs climatiques et environnementaux (M'hiri, 2015). Le Citrus
posseéde une chair juteuse, dont la proportion d'eau varie de 82,3% pour 'orange a 91% pour
la lime. La mandarine et la clémentine sont les variétés avec le plus d'énergie, suivies de pres

par l'orange et le pamplemousse.

% Glucides
Le saccharose, le fructose et le glucose sont les composants énergétiques majeurs des
Citrus. L'orange douce et la mandarine sont les fruits les plus abondants en ces éléments,
contenant entre 10 et 15,5g pour 100g de fruit. Ces fruits renferment des polysaccharides
complexes, principalement la pectine, qui sont concentrés dans 1'écorce de l'orange et du
citron. C'est ainsi qu'ils sont percus comme étant les principales sources d'énergie pour

l'industrie (Liu et al., 2012).
% Protéines :

Les agrumes ne sont pas particulierement riches en protéines (0,7 a 1g pour 100g de
fruit), ni en lipides (0,2 a 0,6g pour 100g de fruit). Les pépins et la pulpe du fruit contiennent
seulement des quantités faibles, a 1’exception de la lime (2,4g/100g) ; en fin, comme tous les
fruits juteux, l'orange a une faible teneur en protéines, ce qui explique pourquoi elle est
considérée comme un fruit peu énergétique avec une moyenne de 45 calories pour 100g (Liu

et al., 2012).
% Fibre :

Les Citrus contiennent les quatre formes de fibres alimentaires : la cellulose,
I'hémicellulose, la pectine et des traces de lignine. Leur présence, significative avec un
contenu variant de 1,3 g a 2,4 g pour 100g, contribue a la régulation du transit intestinal (Liu

etal., 2012).

35



Chapitre 11 Agrumes

% Les acides organiques :
Principalement composés d'acide citrique, dont la présence varie selon les variétés, de
petites proportions d'acide malique peuvent étre plus ou moins abondantes. Toutefois, leur
concentration est souvent située entre 0,6 g et 1 g pour chaque 100 g de fruit : citron : 5 % ;

pomelo : 1,9 % ; orange : 1,2 % (Liu et al., 2012).

% Vitamines :
Les agrumes sont des sources importantes de la vitamine C, ces quantités varient selon
I'espéce : on compte 77 mg/100g de citron, 71 mg/100g d'orange et 31 mg/100g de
mandarine. D'autres vitamines, comme la provitamine A et les vitamines B (thiamine,

riboflavine, vitamine B6), sont présentes en quantités infimes (Etebu et Nwauzoma, 2014).

% Minéraux :
Les Citrus renferment également une diversité d'oligo-éléments et de minéraux, dont
principalement le potassium et le calcium, aussi du magnésium, du fer et des traces d'autres

oligo-¢éléments (Liu et al., 2012).
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2. Les antioxydants

Notre organisme régule la production de radicaux libres et met en place des moyens de
défense antioxydant permettant la protection de ces radicaux contre les effets potentiellement
destructeurs. On définit un antioxydant comme toute substance, a faible concentration, qui
peut d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables pour retarder ou empécher

ainsi, leur I’oxydation (Rahal et al., 2014).

Un antioxydant idéal devrait €tre facilement assimilé pour neutraliser les radicaux
libres et chélater les métaux a des niveaux physiologiques adéquats. Certains antioxydants
peuvent interagir entre eux et régénérer leurs caractéristiques d'origine, un processus

fréquemment désigné sous le terme de « réseau antioxydant ».

2.1. Antioxydants enzymatiques

D’aprées Jeeva (2015), pour se défendre contre les attaques, 1'organisme développe des

mécanismes d'action antioxydante :

v Eliminer les réactives de I'oxygéne et les éléments catalyseurs de leur production.

v Provoquer la production de synthése des antioxydants.

v' Stimuler l'activité des systémes de réparation et d'élimination des molécules qui sont

abimées.

Trois catégories d'enzymes antioxydantes sont employées pour I'élimination des

especes réactives a l'oxygene (Figure 6).
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Figure 06. Action des antioxydants au cours du métabolisme des dérivés réactifs de

I’oxygene

v' Les super oxyde dismutases (SOD), ils agissent comme catalyseurs pour la

dismutation de 1'anion super oxyde en peroxyde d’hydrogéne.

v’ La catalase, enzyme catalysant la réaction de dismutation du peroxyde d'hydrogéne en
eau, contribue a son élimination.

v" La gluthathion peroxydase (GPX) utilise le gluthation pour décomposer le peroxyde
d'hydrogene.

2.2. Antioxydants non enzymatiques

Les nutriments issus de I'alimentation naturelle ou les composés endogénes constituent
des systémes antioxydants non enzymatiques. Ils ont la capacité de capturer les agents
oxydants ou de ralentir les processus d'oxydation, créant ainsi des entités stables qui
pourraient étre supprimées par d'autres systémes antioxidants. Selon Kabel (2014), les
antioxydants non enzymatiques majeurs comprennent le glutathion, la a-tocophérol, I’acide L-

ascorbique, la caroténoide, I'acide urique et les composés polyphénoliques.
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En général, les antioxydants endogénes non enzymatiques sont des thiols tels que le
glutathion (GSH), l'acide lipoique, 1'acide urique, la bilirubine, la mélanine et la mélatonine.
Le glutathion (principalement présent sous forme réduite) est essentiel pour protéger les
lipides, les protéines et les acides nucléiques contre I'oxydation.

I1 est per¢gu comme une coenzyme des GPx et montre aussi une interaction synergique
avec d'autres antioxydants comme la vitamine C ou la vitamine E (Mironczuk-Chodakowska
etal., 2018).

Les antioxydants exogeénes peuvent provenir de sources naturelles ou synthétiques. La
forte toxicité des antioxydants synthétiques, couramment utilisés dans 1’industrie alimentaire
tels : le butylhydroxytoluéene (BHT), I'hydroxyanisol butyle (BHA) et Ie
tertbutylhydroquinone (TBHQ), a entrainé une recherche de nouvelles sources naturelles
d'antioxydants dans le regne végétal.

Effectivement, ces derniéres constituent une source renouvelable riche en
antioxydants, comme la vitamine C, la vitamine E, les caroténoides et les composés

phénoliques (Moussa et al., 2019).

2.2.1. La vitamine C

La vitamine C est le principal antioxydant organique présent dans les agrumes, tant en
termes de quantité que de qualité. Cette vitamine peut piéger les radicaux libres (Rock et
Fardet, 2014) mais son avantage principal est sa propriété de régénérer la vitamine E dans la

membrane.

La vitamine C est caractérisée pour ses propriétés antioxydantes., en effet, elle est
reconnue pour son efficacité en tant que piegeur d'especes réactives de I'oxygene. ; il réagit
avec I’anion superoxyde (OHe¢), I’oxygene singulet (O2 »-), le peroxyde d’hydrogéne (H202),
ou encore inhibe la peroxydation lipidique en reconstituant. La vitamine E est dérivée de la

forme radicalaire résultant de sa réaction avec les radicaux lipidiques (Kabel., 2014).
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2.2.2. Vitamine E

Le nom " vitamine E" désigne généralement les différents tocophérols et tocotriénols.
Il s'agit des composés liposolubles qui se composent d'un noyau polaire et d'une chaine
hydrophobe. Cette vitamine contribue a la suppression des ERO, notamment de I'oxygéne
singulet 'O et du radical peroxyl OH, et protége les structures membranaires ainsi que les

lipoprotéines contre I'oxydation par le biais de ses propriétés phénoliques réductrices.

De plus, des études ont démontré que la vitamine E réduit la vulnérabilité des LDL a

l'oxydation et contribue a la protection contre 1'athérosclérose (Kabel., 2014).

Effectivement, les lipoprotéines de basse densit¢ (LDL) oxydées ne sont plus
identifiées par leurs récepteurs et sont par conséquent dégradées par les macrophages.
L'accumulation d'une grande quantité de cholestérol et de lipides entraine a la formation de
plaques d'athérome. Les antioxydants, notamment la vitamine E, en capturant les radicaux
LOOe, diminuent le déclenchement et la progression de 1'oxydation de ces lipides (Jialal et al.,

1995).

2.2.3. Caroténoides

Ce sont des pigments provenant des plantes, et elles sont regroupées en deux grandes
catégories : les caroténes et les oxocaroténoides (xantophylles), qui se distinguent par

I'absence ou la présence de fonctions hydroxyles respectivement.

La capacité¢ antioxydante qu'ils possédent est attribuée a leur chaine polyene
prolongée, qui leur permet d'interagir avec les radicaux ROOe, HOe, O,™, R’ par simple
addition électrophile et transfert d’électron. Ils permettent, notamment la neutralisation de

I’oxygéne singulet (Kabel, 2014).
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2.2.4. Les composés phénoliques

Les polyphénols, également appelés composés phénoliques, sont des métabolites
secondaires dotés d'un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou liés a
un glucide.

On les trouve dans toutes les parties des plantes supérieures (racines, tiges, feuilles,
fleurs, pollens, fruits, graines et bois) et ils jouent un rdle clé dans divers processus
physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogenése, la germination des graines ou

encore la maturation des fruits (Ma et a/., 2011).

Ces composés se distinguent par la complexité du squelette principal, le niveau de
transformation (méthylation, oxydation, association avec d'autres molécules... etc.), ainsi que
par leur propagation dans diverses parties de la plante (tissus et cellules des feuilles, tiges,
fruits).

Plusieurs catégories existent (Figure.07), comme les tanins, les flavonoides, les
lignines, les esters et amides hydroxybenzoiques, les stilbénes, les coumarines, les acides
hydroxybenzoiques et les xanthones qui sont des composés phénoliques dotés d'un noyau
simple (Ma et al., 2011).

Actuellement, les composés phénoliques sont reconnus pour leurs activités pharmaco-
biologiques exceptionnelles telles que : la réduction du taux de cholestérol (Cheurfa et Allem,
2015), les propriétés antivirales, antimicrobiennes, anti-inflammatoires, anticancéreuses,

antithrombotiques et hépato protectrices (Nasri et al., 2018).

Ces activités sont en partie associées aux caractéristiques antioxydantes de ces

composés naturels.
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Polyphénols
Acides Tannins Flavonoides stlhénes Phytostérols
phénoliques
Flavones Flavonols Isoflavones Flavanones Flavanols

Figure 07. Différentes classes des composés phénoliques (Macheix et al., 2005)

2.2.5. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques se distinguent par la présence d'un groupe acide et de multiples

groupes phénoliques ; ils sont rarement présents a I'état libre et sont en général combinés a

d'autres molécules organiques. Les proviennent principalement de l'acide hydroxybenzoique

ou de l'acide hydroxycinnamique, d'ou le cycle hydroxylé du benzene (Macheix et al., 2005).

2.2.6. Les flavonoides

Il s'agit de composés phénoliques de poids moléculaire réduit qui ont un squelette

carboné structuré en Ce-C3-Cs, comprenant 15 atomes de carbone (Figure 08) Ce dernier

forme deux noyaux aromatiques identifiés par les lettres (A et B) et un hétérocycle (C) a

oxygene dont la nature définit ’appartenance du flavonoide a un groupe spécifique.
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Les principales catégories de flavonoides que 1'on trouve dans les agrumes sont les
flavanones, les flavones et les flavonols. Chaque groupe englobe un ensemble varié de

composés qui se distinguent par leur degré d’hydroxylation et de glycosylation.

Figure 08. Structure de base des flavonoides (Tsao, 2010).

Selon Tsao (2010), les fruits et les feuilles du Citrus sont riches en flavonoides qui se
présentent sous forme glycoside ou aglycone. Il existe 60 variétés de ces composés, classées
en cinq catégories : flavones, flavanones, flavonols, flavanes et anthocyanines, avec une
prédominance pour les flavonones, particulierement 1'hespéridine (98% des flavonoides de

pamplemousses, 96% de lime et 90% de citrons sont des flavonones).

Dans les jus extraits de diverses especes de Citrus, 1'hespéridine (flavonone) et la
diosmine (flavone) sont les composants dominants (Figure 09). La naringine (flavanone) est
essentiellement présente dans le pamplemousse. Concernant a l'eriocitrin (flavone), il est
largement présent dans le zeste du citron et de la lime. Cette derniere posséde l'activité

antioxydante la plus €levée parmi les flavonoides glycosylés (Del Rio et al., 2004).
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Figure 09. Structure chimique de quelques flavonones et flavones du Citrus (Del Rio et al.,

2004)

La répartition de ces flavonoides chez les Citrus n'est pas uniforme ; le zeste, par
exemple, le zeste en contient plus que les graines. Les flavonoides les plus présents dans
I'ensemble des agrumes sont les 7-O glycosyl flavanones (neohesperidoside, naringine,
néohespéridine, I'hespéridine, narirutine et le didymine) ; toutefois, dans les feuilles du citrus,
on retrouve principalement I'hesperidine, diosmine, l'isorhoifoline, le 6,8-di-C-

glucosylapigenine et le 2 Oxylosylvitexin.
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3. Intérét des biomolécules

Les agrumes sont généralement connus par leur richesse en substances nutritionnelles
et antioxydantes comme les acides phénoliques, les flavonoides, les vitamines et les pectines,

que ce soit dans le fruit (écorce, pulpe, jus), les fleurs ou méme les feuilles (Zou et al., 2016).

On a identifié plus de 170 composés phytochimiques dans les citrus, parmi lesquels les
flavonoides qui représentent une classe particulierement importante. Les agrumes sont une

source primordiale de vitamine C, un antioxydant de référence.

Selon Rock et Fardet, (2014), la vitamine C stimule entre 77 et 96% de l'activité
antioxydante totale observée dans le jus d'orange. En outre, les agrumes sont riches en acides
phénoliques dont les concentrations varient selon I'espece, tels que l'acide gallique,
procatéchique, p-hydroxybenzoique, vanillique, salicylique, ainsi que le caféique, le ferulique,

le sinapique et le p-coumarique (Zou, 2016).

3.1. Activité anti-oxydante

Nombreux rapports ont décrit les propriétés antioxydantes des polyphénols une
fonction largement attribuée a leurs groupes hydroxy phénoliques. Les composés
phytochimiques des agrumes sont nombreux et varient selon leur espéce, leur origine et leurs

différents tissus (Zou, 2016 ; Ferlazzo et al., 2015) (Figure 10).

De plus, Rekha et al. (2012) ont constaté que la capacité antioxydante des jus de fruits
était directement liée a la teneur en composés phénoliques totaux et en vitamine C présente

dans certaines variétés d'agrumes.
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Figure 10. Représentation schématique du potentiel antioxydant et du mécanisme d'action des

Citrus (Zou et al., 2016)
Cing voies sont suggérées dans la littérature :

v" Inhibition des enzymes oxydantes, entrainant une réduction de la production
cellulaire des espéces réactives de 1'oxygeéne (ROS) et des especes réactives de
l'azote (RNYS).

v’ Interaction avec les voies de signalisation redox, entrainant une réponse
cellulaire anti-oxydante.

v" Chélation avec des métaux de transition entrainant une production réduite de
dommages oxydatifs.

v' Interaction de 1'élément synergique, qui a un impact sur le systéme antioxydant

dans son ensemble.

Les enzymes oxydantes responsables de la production de ROS/RNS sont les suivantes
: NOS (oxyde nitrique synthase), LOX (lipoxygénase), XO (xanthine oxydase), COX
(cyclooxygénase), NOX (NADPH oxydase), MPO (my¢loperoxydase).

Les enzymes antioxydantes sont : SOD (superoxyde dismutase), CAT (catalase),
glutathion peroxydase (GPx), Prx (peroxiredoxine), Tr X (thiorédoxine), GR (glutathion

réductase), TR (thiorédoxine réductase).
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3.2. Effet antimicrobien

L'utilisation excessif des antibiotiques peut étre a 1'origine de la dégradation de la flore
intestinale normale et de la prolifération des germes pathogénes résistants aux antibiotiques.
Le probléme de la résistance aux antibiotiques se pose de manicre croissante et pressante a
'échelle mondiale. Les polyphénols, en particulier les flavonoides, se caractérisent par leur

toxicité envers les microorganismes (Dhiman et al., 2012).

3.3. Effets Hypolipidémique et antidiabétiques

L'hyperlipidémie constitue un risque important pour l'apparition et I'évolution de
l'athérosclérose ainsi que de la maladie coronarienne. Des recherches épidémiologiques
multiples ont démontré une relation inverse entre 1'ingestion d'aliments riches en polyphénols

et le risque de survenue des pathologies cardiovasculaires (Tounsi et al., 2011).

Les flavonoides aident a favoriser la dilatation des vaisseaux coronaires, a réduire
I’agrégation des plaquettes et a empécher l'oxydation du mauvais cholestérol (LDL).
Selon des recherches menées par Khan et al. (2016), une consommation ¢levée de flavanones,
un type de polyphénols qu'on trouve spécifiquement en abondance dans les agrumes, serait
liée a une diminution du risque d'accidents coronariens et cérébro-vasculaires. Des études
expérimentales, réalisées in vivo et in vitro, indiquent que les flavanones (comme
I'hespéridine ou la naringine) ont des effets hypolipémiants, hypotensifs et anti-

inflammatoires.

Une autre recherche a démontré que les flavonoides issus des agrumes ont de
nombreuses propriétés au niveau du systéme cardiovasculaire : ils favorisent la dilatation des
vaisseaux sanguins en stimulant la libération de NO par les cellules endothéliales ; inhibent
l'action de la cyclooxygénase et de la lipooxygénase ; empéchent l'agrégation plaquettaire
(flavonols, catéchines) ; réduisent le taux de cholestérol dans le sang (isoflavones) et régulent

'expression des genes (Li et Schluesener, 2017)

D'aprés Gosslau et ses collaborateurs (2018), l'accumulation des radicaux libres,
libérés par les cellules immunocompétentes ou dérivées des conditions d'hyperglycémie et de

dyslipidémie, sont responsables de la progression du Type II.
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Dans un cercle vicieux, les radicaux les plus réactifs, formés par un taux élevé de
glucose, accélérent une altération du récepteur de l'insuline, provoquant une déconnexion
supplémentaire de la cascade d'insuline, conduisant ainsi a une hyperglycémie chronique et a

une résistance a l'insuline.

3.4. Autres activités biologiques

Des études scientifiques, réalisées sur les extraits et les jus de Citrus, ont démontré
d'autres propriétés thérapeutiques. Dans ce contexte, les travaux de Khan et ses collaborateurs
(2016) sur des rats soumis a l'action de l'acide trinitrobenzen sulfonique (TNBS) ou
I’administration des jus des Citrus sinensis L, Citrus paradisi L et leurs combinaisons a

favorisé des actions anti-inflammatoires.

Des études suggerent un role protecteur des Citrus aurantium L et ses flavonoides
exercent des actions anti-inflammatoires, diminuent la perte de poids et la diarrhée et évitent
la contraction isolée du jéjunum chez les rats atteints de 1'inflammation de l'intestin induite

par le TNBS (He et al., 2018).

Il a ét¢ montré que les flavonoides des agrumes peuvent &tre des agents neuro
protecteurs importants contre le stress oxydatif en éliminant directement les radicaux libres,
en induisant des voies de régulation pro survivantes ou en améliorant indirectement les

mécanismes de défense antioxydante endogene.
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I. MATERIEL ET METHODES

La partie expérimentale (in vitro) a été effectuée dans les Laboratoires du de
Département de Biologie, Faculté des Sciences, Universit¢ Djillali Bounaama Khemis

Miliana, Algérie.

L’activité antibactérienne a été effectuée au sein du Laboratoire médical, Service de
Microbiologie et du laboratoire d'analyses médicales et biologiques privé de Mr Abdellah
Zibouche, Ain defla Algérie.

Les analyses nutritionnelles, physiques et chimiques des jus et extrait de feuilles de
Citrus sont effectuées au niveau Centre de Recherche Scientifique et Technique en Analyses
Physico- Chimiques privé CRAPC wilaya de Tipaza.

La partie expérimentale (in vivo) a été effectuée au sein du Laboratoire de Toxicologie

et Pharmacologie du groupe ANTIBIOTICAL-SAIDAL. MEDEA - Algérie.

1. MATERIEL
1.1. Matériel biologique
1.1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal ayant servi a cette étude est constitué de dix variétés des agrumes

(Citrus). Les feuilles et les fruits de dix especes de Citrus :
% Orange douce (Citrus sinensis L.)
v" Navel : C. sinensis L. varietes : Thomson, Washington.
v Blood : C. sinensis L. varietes : Sanguinelli, Double Fine et Portugaise.

v' Blond : C. sinensis L variete : Jaffa.

R/

¢ Orange amer (Citrus aurantium L.)

v’ variété : Bigarade.

R/

% Citrus limon

R/

s Citrus clementine variété : mandarine (clementine).

R/

¢ Citrus maxima, variété : pamplemousse.
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Faisant l'objet de cette étude ont été collectées a partir d'arbres cultivés la région de

Meétidja, qui se trouve dans la wilaya de Blida (latitude : 36°36'0" N ; longitude 3°0'0"E ;

altitude 55 m) (Figure 11). La cueillette a été réalisée de maniere aléatoire durant la période
allant de janvier a avril 2014 / 2015.
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Figure 11. Carte géographique de la région de Blida indiquant la zone de récolte.

Apres leur récolte, les feuilles de diverses espéces de citrus a examiner ont été rincées
a 'eau courante pour éliminer poussieres et autres impuretés. Elles ont ensuite été séchées a
I'ombre, a température ambiante et sous aération constante pendant une durée de sept jours.

Par la suite, elles ont été placées dans un four a 40°C jusqu'a ce que leur poids soit stabilisé.

Les feuilles séchées ont été réduites en poudre homogene grace a un moulin, puis ont
été tamisées a l'aide d'un tamiseur de la marque « RETSCH », en effectuant une série de

tamisages successifs avec des diamétre de 1 mm, 500 pum, 250 um et 200 um.
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Le rendement d'extraction est fortement influencé par la taille des particules de
1'échantillon ; une extraction plus efficace est réalisée avec des particules de taille inférieure,
dont la surface de contact avec le solvant est considérablement accrue (Naczk et Shahidi,

2004).

La poudre fine homogeéne obtenue a été placée dans des conteneurs en verre
soigneusement fermés, identifiés et conservés a l'abri de la lumicre et de 'humidité jusqu'a

utilisation.

Pour la préparation du jus des citrus tous les échantillons de fruits (orange douce,
orange amere, clémentine, pamplemousse et citron) ont été nettoyés, lavés a 1’eau, puis
épluchés, pressé ensuite soumis a une filtration. Au moment des dosages, le jus provenant des
agrumes a été soumis a une centrifugation a 1500 tours par minute pendant 10 minutes, en
utilisant une centrifugeuse (Beckman Microfuge ETM). La solution claire obtenue a été

employée sans recours a une purification additionnelle.

1.1.2. Bactéries pathogénes

Pour les tests d’activité antibactérienne, une gamme de 8 bactéries pathogenes (Gram
positif, Gram négatif) présentée dans le tableau 4 responsables des infections gastro-

intestinales ont été choisie.

Les souches de collection internationale A7CC (American type culture collection), ont

¢été fournies par I’Institut Pasteur (Algérie).

51



Tableau 4 : Description et pouvoir pathogéne des souches testées

Bactéries Especes Références Pouvoir pathogéne
Gram positive Staphylococcus ATCC 12223 Infections
epidermidis nosocomiale,
cutanées, ou
urinaires
Enterococcus faecalis  ATCC 49452 Infections
nosocomiale et
urinaire
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Intoxication
alimentaire
Bacillus subtilis ATCC 9378 Infection alimentaire,
intoxication
alimentaire.
Micrococcus luteus ATCC 533 infections
nosocomiales,
cutanées
Gram negative Escherichia coli ATCC 25922 Gastro-entérite et

infection urinaire

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 Infections
respiratoires,
intestinales et
urinaires

Pseudomonas ATCC 27853 Infection

aeruginosa nosocomiale
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1.1.3. Les animaux

Les différentes études in vivo sont réalisées sur des rats males wistar, ayant un poids
moyen compris entre 120 g et 220 g, fournis par I’Institut Pasteur d’Alger. Ces animaux sont
placés dans des cages avec un couvercle en acier inoxydable, au niveau de 1’animalerie du
Centre de Recherche et de Développement (CRD) SAIDAL-Alger (Annexe II).

La nourriture et I'eau sont fournies ad libitum. L’aliment utilisé est sous forme de
croquettes provenant de la société de production des aliments d’animaux, Bouzaréat, Alger.

La composition indique : glucides 49,80 %, protéines 23,50 %, lipides 5,00 %,
minéraux + vitamines 5,70 %.

Les rats sont maintenus a une température ambiante (25°C) avec un cycle naturel de

lumiére/obscurité 12/12h.

2. METHODES

2.1. Préparation des extraits méthanoliques

L'extraction constitue une phase essentielle avant d'effectuer l'analyse quantitative et
qualitative en tant que telle. Elle est affectée par la méthode d'extraction sélectionnée en
fonction des composés phytochimiques a analyser. Des ¢léments additionnels tels que le pH,
la température, le rapport quantité de matiere au volume du solvant, les durées, ainsi que la
quantité et les phases d'extractions individuelles contribuent aussi de maniere significative a

cette procédure.

L'extrait hydro-alcoolique a été préparé selon la méthode de macération décrite par
Elfalleh et al. (2012), avec quelques modifications. 10g de poudre végétale est mise a macérer
dans 100 ml d’un mélange méthanol/eau a 80/20 (v/v) a température ambiante, cette

préparation a été mise sous agitation magnétique pendant 22 heures.

Les extraits obtenus ont été filtrés a travers du papier filtre Whatman 01 et centrifugés
a 5000 tr / min pendant 10 min. Le surnageant a été soumis a une évaporation sous vide via un
rota vapeur 45°C. Les extraits concentrés sont conservés a une température de 4°C dans des

flacons en verre sombre jusqu'a leur emploi.

53



Un millilitre de jus a été extrait avec 9 ml de méthanol a 80% pendant 30 min a
température ambiante (Xu et al. 2008). Aprés centrifugation a 3000 x g pendant 10 min, le
surnageant a été utilisé pour des analyses chimiques et la détermination de leurs activités

biologiques.

2.1.1. Calcul du rendement

Les taux d'extraction ont été déterminés en fonction de la matiére séche initiale, selon

1'équation suivante :

Taux d'extraction (%) = {PES / PPI} x 100

PES : poids de I’extrait sec (g).
PPI : poids de la poudre initiale (g).

2.1.2. Analyse physico-chimique et nutritionnelle du jus d'agrumes
2.1.2.1. Mesure des solides totaux, du pH et de I'acidité

Le jus d'agrumes a été analysé pour les solides solubles totaux (TSS) a l'aide d'un
réfractometre numérique (modele : Abbe Mark I, Cambridge Instrument, INC. Baffalo, NY,
USA). L'appareil a été normalisé en utilisant de 1'eau purifiée avant de prendre les mesures.
L'acidité titrable (AT) a été déterminée en pourcentage a l'aide d'une méthode décrite
précédemment (El-dardiry, 2017). Le pH a ét¢ mesuré a I'aide d'un pH-métre (Modele : pH-
metre 240, Corning Scientific Products, NY, USA).
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2.1.2.2. Analyse nutritionnelle du jus d'agrumes
2.1.2.2.1. Les macroéléments

% Les glucides
2 ml de jus ont été centrifugés a 10.000 rpm pendant 5 min a 4°C. Les échantillons ont
¢été filtrés sur un filtre en nylon de 0,45 um et analysés par HPLC en utilisant une colonne
Tracer Carbohydrate 250 mm x 4,5 mm, 5 um et une phase mobile composée d'acétonitrile :
eau (75:25) a un débit de 1 ml-min!. Les sucres fructose, glucose et saccharose ont été
identifiés en comparant leur temps de rétention avec un standard et quantifiés a l'aide d'une
courbe d'étalonnage externe.
% Les protéines

Les protéines ont ét¢ déterminées par la méthode de Micro-Kjeldahl (Yenrina, 2015).
Peser 1'échantillon qui a été purifié¢ jusqu'a 0,2 ml dans le ballon de Kjeldhal. Ajouter 0,7
gramme de catalyseur N (250 grammes de Na2S04 + 5 grammes de CuSO4 + 0,7 grammes
de sélénium / Ti02), puis ajouter 4 ml de H2SO4 concentré.

Destruction dans des armoires a acide jusqu'a ce que la couleur devienne vert clair,
refroidir puis ajouter 10 ml d'eau distillée. Puis distiller en ajoutant 20 ml de NaOH - Tio
(NaOH 40% + Na2S203 5%) et le distillat est accommodé en utilisant 4% de H3BO3 qui a
donné l'indicateur, suivre la distillation ; le volume atteint 60 ml (la couleur passe du rouge au
bleu). Lorsque le volume atteint 60 ml, arréter la distillation puis le distillat est titré en
utilisant la solution standard de HCI 0.02 N jusqu'au point final du titrage (la couleur change
du bleu au rose). Point final de la titration (la couleur passe du bleu au rose). Notez le volume
de titrage obtenu puis calculer la teneur en protéines a l'aide de la formule :

% Protéines = % N x facteur de conversion
NB:
% N = Azote

Facteur de conversion = 6,25
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+» Les lipides

La graisse a ¢été analysée par la méthode soxhlet. Nous avons préparé 5 ml
d'échantillon, puis nous avons mis 1'échantillon dans des enveloppes de papier filtre et nous
I'avons attaché avec un fil papier filtre ; le sécher dans un four a 80C° pendant 15 minutes ;
refroidir et mettre dans un soxhlet ; verser dans une quantité suffisante d'éther de pétrole ;
chauffer avec un réchauffeur électrique a 8 degrés pendant 3 heures ; refroidir avec le
dessiccateur et peser la graisse (Maligan, 2014).

% Les Fibres

Cela a été déterminé par la méthode de Maligan, (2014). Cinq grammes (5 g) de
chaque échantillon ont été dégraissés (comme dans la détermination des graisses) et
l'échantillon dégraissé a bouilli dans 200 ml d'une solution de H2S04 a 1,25% au reflux
pendant 30 minutes. Apres cela, 1'échantillon a été lavé avec suffisamment d'eau chaude en

utilisant un tissu de mousseline double pour piéger les particules.

L'échantillon lavé a été soigneusement transféré dans un creuset en porcelaine pesé et
séché pendant une heure sur un four réglé a 105 ° C, refroidi dans un dessiccateur et pesé de
nouveau. La perte de poids apres séchage a été calculée en tant que teneur en fibres brutes et

exprimée en pourcentage du poids de I'échantillon.

2.1.2.2.2. Les microéléments

% Analyse de la vitamine C (acide ascorbique total)

La vitamine C totale (acide ascorbique et acide déhydroascorbique) a été déterminée
par HPLC. La procédure utilisée était la réduction de l'acide déhydroascorbique en acide
ascorbique, en utilisant le DL-dithiothréitol (DTT) comme réactif réducteur (Dhuique et al.,
2005 ; Bermejo et Cano, 2012). Brievement, 1 ml de jus filtré a ét¢é mélangé a 1 ml de
solution d'acide métaphosphorique a 5%, puis 1'échantillon a été centrifugé a 4°C pendant 5

min a 10.000 rpm.
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Un millilitre de surnageant a ét¢ mélangé a 200 uL de DTT (20 mg/ml) et laissé réagir
pendant 2 h dans 'obscurité, puis filtré sur un filtre de 0,45 um et utilisé pour la détermination
de l'acide ascorbique total par HPLC. Une colonne C18 en phase inverse a été utilisée avec

une phase mobile isocratique de méthanol : 0,6% d'acide acétique (5:95).

Le temps d'exécution total était de 10 minutes a 1 ml/min, et le volume d'injection était
de 5 puL. Le temps de rétention de l'acide ascorbique était de 3,8 min, et la quantification de
l'acide ascorbique a été réalisée a 245 nm par étalonnage standard externe. L'acide L-
ascorbique et le DTT ont été obtenus respectivement aupres de Sigma. Tous les solvants

utilisés étaient de qualité HPLC et de I'eau ultrapure a été utilisée.

% Détermination des minéraux
Le sodium, le potassium, le magnésium et le calcium dans les jus ont été¢ analysés par
spectroscopie d'émission atomique a flamme (FAES) avec un photométre a flamme (Pye
Unicam SP 2900, Cambridge, UK) aux longueurs d'onde de A = 589,0 et L = 766,5 nm,
respectivement. Les mesures des ¢léments (Ca, Mg, Fe, Zn, Cu, Mn, Se) ont été effectuées a

l'aide d'un spectrometre d'émission optique a plasma a couplage inductif.

% Principe

Les conditions opérationnelles, les lignes d'analyse et les longueurs d'onde des
¢léments étaient les suivantes : Puissance du générateur RF, 1200 W ; fréquence du
générateur RF, 40,68 MHz ; débit du gaz réfrigérant, 12 L min-1 ; débit du gaz porteur, 0,5 L
min-1 ; débit du gaz auxiliaire, 0,6 L min-1 maximum. Temps d'intégration, 15 s ; taux de
pompage, injection de I'échantillon 19 rpm en mode normal (1 mL min-1) ; et injection du
fluide de ringage 78 rpm en mode rapide (4 mL min-1) ; configuration de visualisation, axiale
; répétitions, 3 ; temps de ringage, 30 s ; longueurs d'onde des lignes d'absorption (résonance)
(nm), 422,7 pour le calcium ; 285,2 pour le magnésium ; 238,2 pour le fer ; 206,2 pour le zinc

; 327,4 pour le cuivre ; 257,6 pour le manganese ; et 196,0 pour le sélénium. La teneur en

57



phosphore a été déterminée par spectrométrie a 400 nm a l'aide d'un appareil Helios Alpha

UV-VIS (Spectronic Unicam, Leeds, UK), conformément a ' AOAC (AOAC, 2012).

Toutes les solutions d'échantillons ont été préparées en utilisant une quantité d'étalon
multi-élémentaire correspondant aux valeurs moyennes de la courbe d'étalonnage. Les

solutions ont été analysées dans des conditions optimisées.

2.2. Etude phytochimique des extraits
2.2.1. Analyses quantitatives
2.2.1.1. Dosage des polyphénols totaux

La méthode de Folin-Ciocalteu a été employée afin d'évaluer les concentrations de
polyphénols totaux dans les extraits méthanoliques des variétés de Citrus (Ordonez et al.,

2006).

R/

s Principe

Il s'agit d'une méthode basée sur l'utilisation du réactif de Folin Ciocalteu qui est
constitué d’un mélange d'acide phosphotungstique (H3PWi204) et d'acide
phosphomolybdique (H3PMo12040) se caractérisant par sa couleur jaune. Elle repose sur la
variation des des caractéristiques colimétriques de ce réactif lorsqu'il est complexé avec

certains types de molécules, principalement les polyphénols.

Lors de l'oxydation des phénols, le réactif subit une réduction pour former un mélange

d'oxydes bleus de tungstene (Ws0O23) et de molybdene (MogO»3), d'une coloration bleu foncé.

La coloration générée, avec une longueur d'onde d'absorption maximale située entre
725 et 765 nm, est directement liée a la concentration de polyphénols dans les extraits

(Georgé et al., 2005).

R/

¢ Mode opératoire

Briévement, 500 ul de chaque extrait a diverses concentrations sont mélangés avec 2.5
ml de réactifs Folin-Ciocalteau 0.2 N et laisser reposer 5 min, puis on ajoute 2.0 ml de la
solution de carbonate de sodium a 10 % (75 g.1"! d’eau distillée). Aprés une incubation de 2
heures a température ambiante et a l'abri de la lumiere, 1'absorbance est mesurée a une

longueur d'onde de 765 nm, et les expériences sont répétées a trois fois (Ordofiez et al., 2006).
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% Expression des résultats

Le taux total de phénols contenu dans nos extraits a été calculé a partir d'une courbe
d'étalonnage lin€aire (y = ax + b), établie avec des concentrations précises d’acide gallique en
tant standard de référence (50 a 250 mg.ml™). Les résultats sont exprimés en milligramme

d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait en poudre (mg Eq AG/ g).

2.2.1.2. Dosage des flavonoides totaux

La mesure des flavonoides a été effectuée a l'aide d'une méthode colorimétrique

modifiée par Ordoiiez et al., (2006).
% Principe

Les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH) libre en position 5, capable
de former un complexe coloré avec le chlorure d'aluminium en présence du groupement CO
associ€. Les flavonoides forment des complexes de couleur jaunatre en chélatant les métaux
tels que le fer et 1'aluminium. Cela signifie que 1'aluminium (Al) perd deux électrons afin de
se lier a deux atomes d'oxygene de la molécule phénolique, agissant ainsi comme un donneur
d'¢lectrons (Zhou et al., 2009).

®,

** Mode opératoire
Un volume de 500 pl d'une solution méthanolique d'AlCI3 a 2 % a été incorporé a 500
ul de l'échantillon. Suite a une incubation d'une heure a température ambiante, a 1'abri de la

lumicre, I'absorbance a été déterminée a 420 nm (Ordofiez et al., 2006).

La courbe d'étalonnage est réalisée de la méme mani¢re que précédemment, en

utilisant une série de concentrations de solution de quercétine préparée dans le méthanol.
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+»» Expression des résultats
La teneur totale en flavonoides des extraits de plantes a été exprimée en milligrammes
d’équivalent de quercétine par gramme de extraits de plante (mg Eq Q/ g).

Les différentes expériences ont été réalisées trois fois de facon indépendante.

2.2.1.3. Identification quantitative des flavonoides par Chromatographie Liquide a

Haute Performance (HPLC)

¢ Principe

C’est une méthode d’analyse par un chromatographe équipé d’un détecteur UV qui
consiste a séparer des molécules a travers une phase stationnaire spécifique. Suivant leur
nature, les molécules interagissent plus ou moins avec la phase stationnaire dans un tube
appelé colonne chromatographique. Le systéme chromatographique est traversé par la phase
mobile, qui est transportée par une pompe a haute pression. Le mélange a examiner est
introduit et ensuite transporté a travers le dispositif chromatographique. Dans ce contexte, les
composés dissous se distribuent en fonction de leur affinité entre la phase mobile et la phase
fixe.

Mode opératoire

L'analyse chromatographie liquide haute performance (HPLC) est effectuée en
utilisant un chromatographe en phase liquide Agilent 1100 couplé a un détecteur UV. La
phase stationnaire utilisée est Hypersil BDS-C18 (5 pm, 250 x 4.6 mm) thermostaté a 30 °C.
L'absorbance UV est fixée a 370 nm. L'injecteur automatique est utilisé en boucle pleine de
20 pl. La phase mobile est composée de la maniere suivante : 1'acide acétique (solvant A) et
de méthanol (solvant B). Le débit a ét¢ maintenu a 1ml/min.

Le programme de gradient était le suivant : 0 min, 30% B ; 15 min, 30% B; 20 min,
40% B; 30 min, 45% B; 50 min, 60% B; 60 min, 80% B; 65 min, 80% B. Le volume
d'injection a été de 20ul et les pics ont été surveillés dans la gamme de longueur d'onde de
278-340 nm. Les échantillons ont été filtrés a travers un filtre de 0.45 pum avant l'injection. La
phase mobile est composée de la maniere suivante : I'acide acétique (solvant A) et le méthanol
(solvant B). Le débit a été maintenu a 1 ml/min. Le programme de gradient était comme suit :

a 0 min, 30% B ; a 15 min, 30% B ; a 20 min, 40% B ; 4 30 min, 45% B ; a 50 min, 60% B ; a
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60 min, 80% B ; et enfin, a 65 min également, on maintient le 80% B. Le volume injecté était
de 20ul et les pics ont été surveillés dans la gamme de longueur d'onde de 278-340 nm. Les
échantillons ont subi une filtration via un filtre de 0.45 um avant leur injection.
L'identification des pics a été effectuée en fonction des temps de rétention correspondants aux
standards utilisés.

Un passeur automatique d'échantillons a température contrélée (échantillonneur
automatique AS 100) est utilisé. Les flavonoides sont identifiés par comparaison de leurs
temps de rétention par rapport aux standards correspondant, acide férulique, p-coumarique,
hespéridine, naringinine, lutéoline, quercétine et acide caféique, et par leurs spectres UV

obtenus avec le détecteur (Liang et al., 2009).

2.3. Estimation des activités biologiques des extraits méthanoliques et jus des Citrus :
2.3.1. Evaluation in vitro des activités biologiques
2.3.1.1. Méthodes de détermination de I’activité antioxydante

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a 1’oxydation.
Effectivement, la plupart des antioxydants synthétiques ou naturels contiennent des groupes
hydroxyphénoliques dans leur constitution et on attribue partiellement les propriétés
antioxydantes a la capacité de ces composés naturels a capturer les radicaux libres comme les
radicaux hydroxyles (OHe¢) et superoxydes (O2¢) (Bartosz, 2003).

Plusieurs techniques d'évaluation du pouvoir anti-oxydant ont été élaborées
récemment. On fait la distinction entre les évaluations réalisées sur des matrices biologiques
(in vivo) et celles effectuées sur des matrices alimentaires (in vitro). Différentes méthodes ont

été €laborées pour évaluer l'activité antioxydante, in vitro, des extraits naturels.

Les tests d’évaluation de l'activité antioxydante reposent sur l'un ou l'autre des deux
mécanismes, en fonction de la complexité des processus d'oxydation, que ce soit par transfert
d'atome d'hydrogene ou par transfert d'électron. En raison des nombreux facteurs impliqués,
tels que les propriétés physico-chimiques des molécules, il n'existe pas de méthode unique

capable de représenter de maniére complete le profil antioxydant d'un échantillon.

C’est pourquoi, il est nécessaire de réaliser différents tests pour mesurer le pouvoir
antioxydant. Par exemples, il existe des tests qui évaluent le pouvoir réducteur comme le test

FRAP « Ferric Reducing Antioxydant Power» et les tests qui examinent le pouvoir anti
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radicalaire par piégeage des radicaux libres tel que le test DPPH qui utilise le 2,2-diphényle-
1-picrylhydrazyle sous sa fome radicalaire (DPPHe), ou encore le test ABTS qui utilise le
radicale cationique ABTS'+ (sel d’ammonium de [I’acide 2,2 -azinobis-3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonique), le piégeage du radical hydroxyle (¢OH), le piégeage de
I’anion superoxyde («O?"), le piégeage d’oxygene singulet (102), le blanchiment du B-caroténe

et le pouvoir chélateur des ions ferriques.

D'aprés Prior et al. (2005) ainsi que Chaouche Tarik (2014), il est recommandé
d'effectuer au moins deux tests pour valider l'activité antioxydante d'un échantillon. Pour
I'analyse des extraits végétaux et des jus de fruits, les techniques DPPHe, le blanchiment du -

caroténe et le FRAP sont fréquemment employées.

2.3.1.1.1. Test du DPPH

En raison de sa simplicité d'analyse et de sa stabilité en tant que radical libre, le
DPPH" est généralement sélectionné comme substrat pour I'évaluation rapide et directe de
l'activité antioxydante. On a évalué l'activité antioxydante de divers extraits méthanoliques et
des jus des agrumes en mesurant leur capacité a piéger le radical DPPH, conformément a la

méthode décrite par Tepe et al. (2006), avec quelques modifications

% Principe

Le DPPH, ou Diphényle picryl-hydrazyle, est un radical libre stable qui présente une
couleur violette en solution et montre une absorbance spécifique a 517 nm. La couleur
disparait rapidement lors de la transformation du DPPH en diphényle picryl-hydrazine, un
composé possédant des propriétés antiradicalaires, ce qui entraine une décoloration (l'intensité
de la coloration étant inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans
le milieu a donner des protons) (Sanchez-Moreno, 2002). La réaction peut se résumer comme

suit :

DPPH. + (AH)n — DPPH-H +(A)n

Lorsque (AH), représente un composé ayant la capacité de transférer un atome d'hydrogene
au radical DPPH (violet) afin de le convertir en Diphényle picryl hydrazine (jaune) (Figure

12). Cette méthode permet d'observer la dynamique de décoloration a 517 nm.
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Figure 12. Réduction du radical libre DPPH en DPPHH (Molyneux, 2004).

R/

* Mode opératoire

Pour préparer la solution de DPPH avec une concentration de 0,004%. 250 pL de
différentes concentrations d'extraits (25, 50, 100 et 200 mg.ml-1), ou du standard (BHT) ont
été incorporés a 1 ml de la solution DPPH préparée. Ensuite, le tout est laissé a l'obscurité

pendant 30 minutes. On évalue 1'absorbance a 517 nm en comparaison avec le blanc.

R/

s Expression des résultats

Le pourcentage de piégeage du radical est calculé selon 1’équation suivante :

% d’activité Anti-radicalaire= [(A1 — A2)/ Al1] x 100

A1 : absorbance du contrdle (solution du DPPH sans extrait).
A2 : absorbance en présence d’extrait ou standard.

Pour chaque extrait testé, les résultats ont €ét€¢ présentés en comparaison avec ceux

obtenus a partir du standard (BHT, antioxydant de référence).

L'efficacité du piégeage du radical DPPH est déterminée par I'lC50, qui représente la
concentration de l'extrait végétal capable de réduire le radical DPPHe de 50 %. Cette valeur
est calculée a 'aide de la méthode de régression linéaire a partir de la courbe [% inhibition = '

(concentrations)] (Annexe I).

L’expérience a été faite en triple, les résultats ont été présentés par la moyenne avec

son écart-type.
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2.3.1.1.2. Méthode de blanchiment de la B-caroténe

L'évaluation du B-caroténe se fait selon la méthode d’ Anusuya et al. (2012).

% Principe
Au cours de cette expérience, la capacité antioxydante est évaluée en quantifiant I'effet
inhibiteur sur la dégradation oxydative du B-caroténe, se manifestant par sa décoloration.
Cette dégradation est provoquée par les produits d'oxydation de I'acide linoléique, lesquels
agissent de maniére simultanée sur le B-caroténe, entrainant ainsi son blanchiment et la perte

de sa couleur orange (Haddad et al., 2011).

Une quantité de 0.2 mg du f—caroténe est dissout dans 0.5 ml de chloroforme. La
solution obtenue est ajoutée a un ballon renfermant 25 pl d’acide linoléique et 200 mg de
Tween 40. Apres évaporation du chloroforme sous vide, on ajoute 100 ml d'eau distillée
saturée en oxygene, en agitant vigoureusement pendant 30 minutes. On transfére 4 ml de
'émulsion obtenue dans des tubes contenant chacun 200 pl d'extrait méthanolique, ayant une
concentration de 200 pg/ml. Cette émulsion a été incubée pendant 120 minutes a une

température de 50°C.

La méme procédure a été appliquée en utilisant l'antioxydant synthétique BHT
comme témoin positif, ainsi qu'un tube blanc contenant du méthanol a la place des extraits.
Suite a la période d'incubation, on procede a la lecture de 1'absorbance a 470 nm pour les

extraits, tandis que celle du BHT est mesurée immédiatement.

®,

¢ Expression des résultats

Le taux d'activité antioxydante a été déterminé en se basant sur I'équation ci-dessous

AA% =100 X [1- (Ao- At/Aoo _ Aot)]

AA%: pourcentage de l'activité antioxydante.
Ao: 'absorbance au début de la réaction.

At l'absorbance apres 2h, avec extrait ou le BHT.
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Aoo: 1'absorbance au début de la réaction du controle négatif (200 ul de 1’éthanol et 2.5 ml de
I’émulsion).

Aot: I'absorbance apres 2h du controle négatif.

2.3.1.1.3. Méthode de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Le test de FRAP repose sur la réduction du fer ferrique (Fe*") présent dans le
complexe ferrocyanure de potassium (K3Fe(CN)s) en un fer ferreux (Fe?") par un antioxydant
(AH), comme illustré dans la Figure 13. Au cours de la réduction du complexe ferrique en
complexe ferreux une coloration bleue vert intense apparait trés rapidement (Amarowicz et

al., 2010).

. wv

}e (m) /e (II)

Fe (III)-TPTZ Fe (II)-TPTZ

Figure 13. Réduction du fer ferrique en fer ferreux par un antioxydant (AH).

Le potentiel réducteur du fer (Fe*") présent dans les extraits est établi conformément a

la méthode décrite par Oyaizu (1986) et rapportée par Rufidn et Delgado (2009).

Un millilitre de I'extrait a diverses concentrations (variant de 25 a 200 pg/ml) a été
mélangé avec 2,5 ml d'une solution tampon phosphate a 0.2 M (pH 6.6) et 2.5 ml d’une
solution de ferricyanure de potassium KsFe (CN)s a 1%. Le mélange est soumis a une
incubation a 50°C dans un pendant 20 min. 2.5 ml d’acide trichloracétique a 10% ont été
ajoutés pour stopper la réaction. Une centrifugation a 3000 rpm pendant 10 min a été
effectuée, 2.5 ml de surnageant ont ¢t¢ mélanges a 2.5 ml d’eau distillée et 0.5 ml d’une

solution de chlorure de fer (FeCls, 6H,0) a 0.1%. L'absorbance a été déterminée a une
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longueur d'onde de 700 nm, en utilisant un blanc élaboré dans des conditions identiques, ou

l'extrait a été remplacé par de 1'eau distillée.

Dans cette expérience, 'acide ascorbique est utilisé en tant que témoin positif, aux
concentrations sélectionnées et dans des conditions expérimentales identiques. Pour analyser
les résultats obtenus, la méthode la plus fréquemment appliquée par la plupart des auteurs
consiste a représenter graphiquement les valeurs d'absorbance en fonction des diverses
concentrations utilisées. L’augmentation de I’absorbance correspond a une augmentation du

pouvoir réducteur des fractions testées.

2.3.1.2. Etude de P’activité antibactérienne

La capacité d'une substance a exercer une activité antimicrobienne in vitro peut étre
démontrée a I'aide d'un large éventail de techniques classiques, que ce soit en milieu solide ou
liquide. Notre travail consiste a étudier 1’activité antimicrobienne des extraits des feuilles et
du jus des agrumes (Citrus), en utilisant la méthode de diffusion sur disque de papier afin de

mesurer le diameétre d’inhibition et de calculer la concentration minimale inhibitrice (CMI).

2.3.1.2.1. Repiquage et revivification des bactéries pathogénes

Les bactéries pathogénes employées sont présentées en culture pure sous forme
congelée. Elles sont réactivées et préservées par le biais d'un repiquage, qui consiste a
introduire 1 ml d'inoculum dans 10 ml de bouillon nutritif, puis a les incuber a une
température de 37 °C pendant une durée de 72 heures. A partir du milieu préalablement
enrichi, prélevez une goutte a I'aide d'une anse en platine. Ensuite, en utilisant la technique
des stries, on 1'étale sur le milieu sélectif gélosé coulé dans chaque boite de pétri dédiée a
chaque bactérie pathogene. On laisse ensuite incuber a 37°C pendant 24 a 48 heures (Madhuri

etal., 2014).

2.3.1.2.2. Préparation des suspensions des bactéries pathogénes

Des stries de souches microbiennes sont inoculées dans un milieu nutritif de gélose,
puis incubées pendant 18 heures a une température de 37°C, certaines colonies bien isolées
sont prélevées a 1’aide d’une anse de platine. Ensuite, on décharge I’anse de platine dans 10

ml d'eau physiologique stérile a 0.9 % et on homogénéise la suspension bactérienne a l'aide
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d'un vortex ensuite on fait des dilutions afin de standardiser la suspension bactérienne.
L’inoculum est ajusté a 0.5 Mc Farland correspondant a une densité optique de (0.08 a 0.10) a

625 nm. La concentration finale de I'inoculum est de 107 UFC/ml (Zarai et al., 2011).

2.3.1.2.3. Effet antibactérien des extraits hydro-alcooliques et des jus

Les jus d'agrumes sont solubilisés dans l'eau distillée stérile, tandis que les extraits
hydro-alcooliques sont dissous dans DMSO. Un disque de papier Whatman stérile de 6 mm
de diamétre préalablement imbibé par 30ul d’extrait (préparé a la concentration souhaitée), est
placé sur la surface de la gélose ensemencée dans des boites de pétri de 90 mm de diametre
contenant le milieu Mueller Hinton agar et inoculées avec la suspension bactérienne

pathogene (Bayoub et al., 2010 ; Madhuri et al., 2014 ; Kouadio et al., 2015).

Ensuite, les boites sont placées en incubation pendant 24 heures a une température de
37°C. Chaque test est réalisé en trois répétitions. Suite a l'incubation, l'absence de
développement microbien se révele par la formation d'un halo translucide autour du disque,
dont le diametre est mesuré en millimeétres.

% Test témoin

Le but de l'essai témoin est de s'assurer que l'arrét de la croissance bactérienne est
exclusivement attribué a la substance analysée (extrait méthanolique). On doit appliquer sur la
gélose Mueller Hinton des disques de papier Whatman imbibés de méthanol (le solvant utilisé

pour l'extraction) en tant que témoin négatif.

2.3.1.2.4. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Les échantillons présentant une activité antibactérienne positive sont sélectionnés pour
étre soumis a une €tude des concentrations minimales inhibitrices (CMI) en utilisant la
technique de diffusion sur gélose. La Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) d'un extrait
par rapport a une souche spécifique est définie comme la plus faible concentration a laquelle
aucun signe de croissance bactérienne n'est observé. (Teresa Fera ef al., 1998 ; Perveen et al.,

2012).
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La CMI a été déterminée en utilisant la méthode de microdilution en milieu liquide,
avec des dilutions en série de 1/2, 1/4, 1/8 et 1/16., dans cette technique, 100 ul de chaque
suspension bactérienne ont été€ inoculés dans les puits d'une microplaque a 96 puits contenant

déja 100 pl de I'échantillon dilué de manicre géométrique avec un facteur de dilution de 2.

La concentration finale de l'inoculum est de 5 x 10° UFC/ml, tandis que la
concentration maximale des échantillons testés est de 1 mg/ml. Des puits contenant
uniquement du milieu de culture ou du milieu ensemencé avec la souche testée, mais sans
I'échantillon, ont été employés comme groupe témoin. Les microplaques ont été mises en
incubation a une température de 37°C. Aprés une période d'incubation de 24 heures, la
concentration minimale capable d'inhiber completement le germe étudié est définie comme la

Concentration Minimale Inhibitrice (CMI).

2.3.1.2.5. Test de sensibilité aux antibiotiques : Antibiogramme

L'antibiogramme nécessite de disposer des disques chargés d'antibiotiques (10 pg/ml)
sur le milieu Agar Mueller Hinton, qui a été préalablement inoculé uniformément avec la

culture des souches pathogenes a étudier (Bonnet et al., 2013).

La sensibilité des bactéries pathogénes aux antibiotiques est évaluée de la méme
manicre que celle utilisée avec les disques de papier imprégnés d'extraits. Les antibiotiques
utilisés sont les suivants : Gentamycine « GN » (25 pg), Oxacilline « OX » (1 pg), Pénicilline

« P » (10pg).

2.3.2. Activités biologiques (in vivo)
2.3.2.1. Etude de la toxicité aigué

L'intégration d'un composé en pharmacologie ne se justifie pas seulement par son
efficacité thérapeutique, sans prendre en considération sa toxicité a la dose active. Il est donc
indispensable d’établir une évaluation du rapport bénéfice/risque dans 1’indication

thérapeutique de chaque substance.

Cela est effectué¢ a travers deux types d’étude, d'une part, I'évaluation de l'efficacité
chez les animaux (étude expérimentale) et chez les humains (effets bénéfiques), d'autre part,
I'¢tude de la sécurité chez les animaux (toxicologie) et chez les humains (effets indésirables).

(Singh et al., 2010 ; Abirami, et al., 2015).
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Avant de procéder a d'autres analyses biologiques in vivo, nous avons jugé la

détermination de la dose 1étale 50 (DL50) par voie orale.

+*+ Principe

Elle vise a établir la dose létale (DL50). En effet, la DL50 est un indicateur du
potentiel de toxicité a court terme (toxicité aigu€) d'une substance, elle s’éxprime en
milligrammes de substance active par kilogramme d'animal. La DL50 représente la quantité
d'une substance susceptible d'entrainer la mort de 50 % d’une population animale dans des
conditions expérimentales spécifiques.

Cette dose permet d'observer les symptomes de l'intoxication et de comparer la
toxicité potentielle des diverses substances. En régle générale, une valeur de DL50 plus faible
indique une toxicité accrue de la substance. Inversement, il est également vrai que plus la

DL50 est élevée, plus la toxicité est faible (Arbo et al., 2008 ; Vijayalakshmi 2016).

¢ Mode opératoire
La toxicité aigué des extraits des cultivars de Citrus a été évaluée chez des rats ayant
¢été préalablement soumis a un jeline de 24 heures. Le test de toxicité est effectué en suivant la
méthode de Nene et al. (2008), avec les modifications suivantes : les animaux ont été
randomisés par lot de cinq rats. Des quantités croissantes de chaque extrait méthanolique ainsi
que de jus d'agrumes (100, 250,500 et 800 mg/kg de poids corporel) ont été préparées dans
I’eau distillée et administrées aux rats par gavage (per os) avec une sonde a gavage

(0.5ml/kg).

Le lot témoin a regu un méme volume et de la méme maniere de I’eau distillée. Apres
I’administration, les lots de rats ont été mis en observation individuelle afin de détecter les
différentes perturbations comportementales et physiologiques des animaux en comparaison
avec celui du groupe non traité, (agitation, convulsions, anorexie, paralysie partielle, asthénie,
diarrhée et mort) pendant les 4 heures qui ont suivi les traitements puis régulierement durant
les premicres 24 et 48 h et quotidiennement par la suite pendant 14 jours pour permettre

d’enregistrer les effets tardifs y compris le nombre de mortalité.
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Partie expérimentale

2.3.2.2. Etude de I’activité hypocholestérolémiante des extrais hydro-alcooliques et jus

des différentes variétés des Citrus

En parall¢le, dans le deuxiéme volet de cette thése, nous avons travaillé pendant douze
(12) semaines sur le modele des rats rendus hypercholestérolémiques, par un apport
alimentaire supplémenté avec 1% de cholestérol alimentaire et 0,5% d’acide cholique

(favorise I’absorption intestinale du cholestérol alimentaire).

Tous les rats avaient un accés libre a la nourriture et l'eau ad [libitum pendant la
période d’expérimentation. Les rats ont été répartis au hasard en quinze groupes comprenant
chacun cinq rats (Annexe II) ; Le groupe témoin normal a re¢u de 1'eau stérile avec un régime
alimentaire normal, le groupe témoin positif a re¢u 0,5 ml d'eau stérile avec un régime riche
en cholestérol (1%), les animaux du groupe d'essai ont été¢ divisés en douze (12) groupes

comme le montre la figure 14.

Les animaux du groupe standard ont recu un régime riche en cholestérol et de
l'atorvastatine a la dose de 10 ml / kg (Khera et Bhatia, 2012). Les rats des groupes traités sont
recus en méme temps les extraits des plantes par voie orale une fois par jour. Le protocole

bien défini est illustré dans la Figure 14.

Cinq rats par lots

Ont regu un régime riche en cholestérol 1%

|
[ |
8 ml de jus 8 ml de jus 3 ml de jus 0.5 ml de jus 3 ml de jus 8 ml de jus
de de de Citrus de Citrus de Citrus de Citrus
C.sinensis C.sinensis Aurantium Maxima Limon
Thomson Sanguinelli Clémentine
] 1 | 1 ] ]
T o T - T o T o T T -
& & F & S S & Y
§F &S & & & 8 S & & § &
S > I & S & S & S RS
(<€) < (€ (<€) < -
250mg/kg de  250mg/kgde 200mg/kg de  150mg/kgde 200mg/kgde  250mg/kg de
Pextrait des P’extrait des P’extrait des P’extrait des Pextrait des Pextrait des
feuilles feuilles feuilles feuilles feuilles feuilles
C.sinensis C.sinensis C.Aurantium C.Maxima C.Limon C.Clémentine
Thomson Sanguinelli

Figure 14. Protocole expérimental in vivo de 1’activité hypocholestérolémiante
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2.3.2.3. Etude du potentiel antidiabétique des extrais hydro-alcooliques et jus des

différentes variétés des Citrus

+¢ Induction d’un diabéte expérimental
Pour évaluer I’activité antidiabétique des flavonoides des extrais hydro-alcooliques et
jus des Citrus, I’induction d’un diabéte expérimental est effectuée par une injection
intrapéritonéale de 150 mg/kg d’alloxane monohydraté préparé dans une solution saline a
0,9%, Pour éviter une hypoglycémie excessive, les rats traités a 1'alloxane ont regu du glucose

a 5% pendant 24 h au lieu d'une simple eau (Menichini et al., 2011).

Installant ainsi un diabéte toxique dit insulinoprive ou diabéte alloxanique (Downs,
2015). En effet, I’administration de cette drogue, provoque une nécrose sélective des cellules
B du pancréas et ainsi une déficience insulinique chronique (Tomita, 2016). Quatre jours apres
I’injection, la glycémie des animaux est effectuée et les rats dont le glucose sanguin est

supérieur ou égal a 2 g/l sont considérés diabétiques.

Pour évaluer I’effet antidiabétique des variétés Citrus, un total de 70 rats répartis en 14
lots de 5 individus chacun sont utilisés (Annexe II), Le groupe témoin normal a recu de I'eau
stérile avec un régime alimentaire normal, les animaux du groupe témoin diabétique positif

ont recu le médicament de référence glucophage (2,5 mg/kg),

Les animaux du groupe d'essai ont été divisés en douze (12) groupes. Le protocole

bien défini est illustré dans la Figure 15.
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Cing rats par lots

Ont recu 150 mg/'kg d'alloxane monohydrate

Partie expérimentale
[

A
8 ml de jus 8 ml de jus 3 ml de jus 0.5 ml de jus 3 ml de jus B ml de juz
de de de Corus de Ciorus de Coorus de Cirus
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I"extrait des I’extrait des I’extrait des I"extrait des I’extrait des I"extrait des
feuilles fenilles fenilles feuilles fenilles feuilles
C.sinensis C_sinensis C.Aurantium C.Maxima C.Limon C.Clémentine
Thomson Sanguinelli

Figure 15. Protocole expérimental in vivo de 1’activité antidiabétique

% Test de la Tolérance au Glucose (OGTT) chez les rats diabétiques
L’¢tude consiste a déterminer la dose la plus efficace des différents extraits
flavonoiques a savoir, Citrus sinensis, Citrus Clementina, Citrus Limon, Citrus aurantium et

Citrus maxima, suivant la méthode décrite par Liu et al. (2016).

Afin de vérifier Defficacité de I’extrait hydro-alcoolique et jus des Citrus sur la
régulation et I’utilisation périphérique du glucose, un test de tolérance au glucose est réalisé¢ a
J27 chez les rats diabétiques traités ou non, par une injection intra péritonéale de 4g/kg PC de
glucose. La glycémie est suivie pendant 2 heures a différents temps (0, 30, 60 et 120 min). Le

taux du glucose sanguin est mesuré tels que décrit précédemment.
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2.3.2.4. Analyse des parametres biochimiques
2.3.2.4.1. Prélévement du sang

A Joo, aprés un jetine de 12 heures, des prélévements sanguins ont été effectués sur les
rats de chaque groupe. Ces prélévements ont été réalisés dans des tubes héparine afin de
mesurer les parameétres lipidiques suivants : : total cholestérol (TC), triglycérides (TG),
lipoprotéines de basse densit¢ (LDL), lipoprotéines de trés basse densité (VLDL) et
lipoprotéine de haute densité (HDL) (Annexe II).

La glycémie est déterminée a J+7, J+14, J+28 sur un échantillon de sang total de la

veine caudale, a I’aide d’un glucomeétre (On-Call Extra ISO 15197).

Les différents organes des rats diabétiques (pancréas) et ceux des rats dyslipidémiques
(foie) sont soigneusement prélevés (Annexe II), rincés avec une solution fraiche de NaCl a 0,9
% (P/V), séchés, pesés et conservés a -70°C. A partir de ces organes, des fragments sont
prélevés pour I’étude histologique, ensuite fixés dans du formol tamponné a 10% (pH=7)

(P/V), afin de garder I’échantillon dans un état proche du vivant.

2.3.2.4.2. Etude histologique

Les coupes histologiques ont été réalisées au laboratoire d’anatomie et de cytologie
pathologique (Dr Bensaada Loubna), Khemis Miliana Ain defla. D’aprés Martoja, (1967) la

technique utilisée comporte les €étapes suivantes :

v" Fixation
Son objectif est d'immobiliser les structures cellulaires tout en préservant leur
morphologie, et le temps de fixation est crucial pour la réussite de la technique histologique.
Les foies sont rapidement prélevés, rincés avec de I’eau physiologique froide puis fixés dans
une solution de formol & 10% qui se polymérise avec les polypeptides entrainant leur

insolubilité.
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v Déshydratation
Etant donné que la paraffine n'est pas miscible avec l'eau, les échantillons doivent
d'abord étre totalement déshydratés avant d'étre inclus dans la paraffine. De plus, la paraffine
n'est pas soluble dans l'alcool utilisé pour la déshydratation, ce qui nécessite une substitution
par le xyléne.
La déshydratation est réalisée a 'aide d'un automate qui plonge les échantillons dans
des bains d'éthanol a concentrations croissantes (70, 90 et 100 %), suivis de bains de xylene,

un agent éclaircissant qui confére au tissu une certaine transparence.

Le xylene s’évapore a partir des pieces anatomiques préalablement mises dans 1’étuve
a 60°C, pendant 12 heures. Le xyléne, occupant la place de 1’eau, va faciliter la pénétration de

la paraffine.

v" Inclusion et réalisation des blocs
Les échantillons sont immergés pendant 2 heures dans des bains de paraffine fondue a
60°C. Une fois imbibés de paraffine, ils sont placés dans des moules spécifiques, puis remplis
de paraffine. Un petit robinet et une plaque métallique réfrigérée permettent une solidification

rapide (en 10 a 15 minutes) du bloc de paraffine contenant le tissu.

v Confection des coupes
Les blocs de paraffine sont d'abord taillés avant d'étre coupés au microtome en
tranches de 4 a 5 um. Les rubans de paraffine ainsi obtenus sont ensuite déposés sur des lames
porte-objet, déplissés, puis fixés a I'aide d'une solution gélatineuse chauffée a 40 °C. Enfin,
les lames sont séchées dans une étuve a 100 °C pendant 1 heure.
v" Coloration au trichrome de masson
Elle permet de mettre en évidence les structures tissulaires et cellulaires. Les coupes
sont colorées par le trichrome de masson. Les coupes sont observées au microscope optique

(Leica), équipé d'un systeme de caméra (Canon, Tokyo, Japon).
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2.3.2.5. Etude in vivo de ’activité antioxydante
2.3.2.5.1. Préparation de I’homogénat apres la pesée de I’échantillon

L’homogénat du foie est préparé par homogénéisation de 500 mg du foie dans 5 ml du
tampon KCI (0,15 M) a 4 ° C. Les homogénats sont centrifugés a 3000 tpm pendant 10 min et

les surnageants sont aliquotés puis utilisés pour les dosages biochimiques.

2.3.2.5.2. Evaluation de certains paramétres du statu redox
2.3.2.5.2.1. Détermination de la peroxydation lipidique

D’aprés Aldebasi et al. (2013), la détermination de la peroxydation lipidique dans le
foie est évaluée par le dosage du malondialdéhyde (MDA).

v Principe
Le malondialdéhyde (MDA) est un produit de peroxydation lipidique, au cours de
laquelle sont formées d’autres entités radicalaires connues sous le nom TBARS (Figure 16).
En milieu acide et chaud (pH 2 a 3, 95 °C) une molécule de MDA est condensée avec deux
molécules de thiobarbiturique (TBA) pour former un complexe coloré en rose qui peut étre
mesuré par spectrophotométrie.
L'évaluation globale de la peroxydation lipidique est réalisée en déterminant la

quantité de lipides oxydés dans un échantillon a I'aide d'une courbe standardisée au MDA.
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Figure 16. Principe de dosage du malondialdéhyde (Lefevre et al., 1998)

Pour doser le MDA, 0,5 g de foie sont additionnés dans 3 ml de solution tampon
phosphate (0,1 M ; pH 7,4) contenant du KCI (1,15 M). Ce mélange est ensuite broy¢é par un
homogénéiseur a 1200 tours/minute. 0,5 ml d’acide trichloracétique (20 %) et 1ml d’acide
thiobarbiturique (TBA) (0,67 %) sont additionnés a 0,5 ml de ’homogénat récupéré. Le
mélange est chauffé a 100°C pendant 15 minutes, refroidi puis additionné de 4 ml de n-
butanol.

Suite a une centrifugation de 15 minutes a 3000 tours/min, la densité optique est
mesurée sur le surnageant a une longueur d'onde de 532 nm. La Concentration du MDA dans
I’échantillon, exprimée en nmol/gramme de foie, est déduite a partir d’'une gamme étalon
établie dans les mémes conditions avec le 1,1,3,3- tetraetoxypropane qui, une fois hydrolysé,

génere le MDA.
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2.3.2.5.2. Détermination des défenses antioxydantes enzymatiques

La concentration du superoxyde dismutase (SOD), de la glutathion peroxydase (GPx),
la glutathion réductase et le statut antioxydant total (TAS) a ¢été évaluée par

spectrophotométrie UV/visibles (réactifs Randox).

Dans le but de 1'évaluation de l'activit¢ antioxydante enzymatique, une fraction
enzymatique est ¢laborée selon a la méthode décrite par Igbal et al. (2003). 2 g de foie sont
coupés et homogénéisés dans 3 volumes de tampon phosphate (0,1 M, pH 7,4) contenant du

KCl (1,17%).

L’homogénat est centrifugé a 2000 tours/min pendant 15 min a 4 °C. Le surnageant
obtenu est centrifugé a 9600 tours/min pendant 30 minutes a 4 °C et le surnageant final
représente la fraction cytosolique utilisée pour 1’évaluation de I’activité des différentes

enzymes.

v La superoxyde dismutase (SOD)

Principe
Le role de la SOD est d’accélérer la dismutation du radical superoxyde toxique (O2),
produit durant les processus énergétiques oxydatifs, en peroxyde d’hydrogene (H20>) et en
oxygene moléculaire.
SOD
02 +02 +2H" » O2 +H> O2

La méthode du dosage de la SOD utilise la xanthine et la xanthine oxydase (XOD)
pour générer les radicaux superoxydes qui réagissent avec 2-(4-iodophenyl)-3-(4-
nitrophenol)-5-phenyltetrazolium chloride (I.N.T.) pour former une structure de couleur rouge
qui est le formazan. L’activit¢ de la SOD est mesurée par le degré de I’inhibition de la

réaction.
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XOD

Xanthine » Acide urique + Oy

Oy

LN.T. » Formazan (colration rouge)

v Dosage de I’activité de la glutathion peroxydase (GPx)
Le dosage de la GPx est basé¢ sur une méthode colorimétrique enzymatique. La mesure
de l'activité de la GSH-Px se fait par une méthode qui évalue indirectement cette activité

grace a une réaction associée a la glutathion réductase (GSSH-Red).

Apres réduction de I’hydroxyperoxyde par la GSH-Px, le glutathion oxydé (GSSH) est
recyclé en sa forme réduite grace a ’action de la GSSH-Red et du NADPH. L’oxydation du
NADPH en NADP" entraine une diminution de I’absorbance a 340 nm. Cette diminution est
directement proportionnelle a I’activité de la GSH-Px dans I’échantillon (Paglia et Valentine,
1967).

v Evaluation de P’activité enzymatique de la catalase (CAT)
Le principe de I’activité enzymatique de CAT repose sur la disparition de I’'H20> a

25°c en présence de la source enzymatique selon la réaction suivante.
Catalase

2H,0 + O,

v

2H>0»

Le dosage est réalis¢ dans un volume final de 2 ml constitué de 1ml de tampon
phosphate (KH2PO4 0,1 M, pH 7,2), 0,975 ml de H,O; fraichement préparé (0,091 M) et de

0,025 ml de la fraction cytosolique (source d’enzyme).

La réaction est controlée par une lecture continue du changement d’absorbance a 240
nm chaque 30 secondes pendant 2 minutes. L’activité de ’enzyme est exprimée en Unité/mg

de protéine tissulaire hépatique, selon la formule d’écrite par Dorey et al., 1998.

2.3033 Al
x log —

T Az

Ul/mg =
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Tel que :

A1l : Absorbance a la premiére minute
A2 : Absorbance a la deuxieme minute
T : Intervalle de temps en minute.

3. Analyse statistique
Toutes les expériences ont été réalisées en triplicate, et les résultats sont exprimés sous
forme de moyenne + écart-type. L'analyse statistique a été effectuée a 'aide du logiciel IBM
SPSS Statistics 21.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, Etats-Unis). Les taux de signification ont
été déterminés par ANOVA, suivie du test de LSD de Fisher pour les comparaisons multiples.

Les valeurs de P <0.05 sont considérées statistiquement significatives.
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Partie expérimentale Résultats et discussion

I1. Résultats et discussion
1. Taux d'extraction

L'extraction méthanolique réalisée a partir des feuilles de Citrus (Figure 17) a

démontré que le rendement en extrait sec différe selon l'espéce et le type d'extrait.

Les résultats montrent que les rendements des extraits méthanoliques des feuilles de C.
maxima, C. aurantium et C. sinensis Sanguinelli sont respectivement de 12.38 %, 11.46 % et
09.35%. Ces valeurs sont significativement (P <0,05) supérieures a celles trouvées avec les

extraits de C. sinensis et C. clementine.

C.Clementine
C.maxima
C.Limon
C.aurantium
C.sinensi Jaffa

C.sinensi Sanguinelli

Cultivars

C.sinensi Washington
C.sinensi Thomson
C.sinensi Portugaise
C.sinensi Double fine

0 2 4 6 8 10 12 14

Rendement %

Figure 17 : Taux d'extraction par macération des feuilles des espéces de Citrus

Des ¢études antérieures (Tawaha et al., 2007 ; Bougandoura et Bendimerad, 2012 ;
Muthiah et al., 2012) sont en accord avec nos résultats, en montrant que le rendement
maximal a été approuvé par l'extraction hydro-méthanolique. Toutefois, d'autre études tendent
a démontré que le méthanol représente le meilleur solvant d'extraction en le comparent avec

I'eau (Karimi et al., 2010 ; Oskoueian et al., 2011).
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En générale, la variété des plantes explique la grande diversité des propriétés physico-
chimiques qui impactent I'extraction des polyphénols (Koffi et a/., 2010 ; Mahmoudi et al/.,
2013). Parmi ces facteurs, la solubilité des composés phénoliques est notamment influencée

par la polarité du solvant utilisé.

Ainsi, il est particulierement difficile de développer un procédé d'extraction qui soit
adapté a I'extraction de tous les composés phénoliques présents dans la plante. (Jokic et al.,

2010).

Par conséquent, les variations des teneurs en phénols observées constatées pour une
matiere végétale donnée et une origine géographique identique, lorsqu'une extraction
conventionnelle par solvant est réalisée avec différentes conditions opératoires, montrent que
le rendement d'extraction des phénols dépend des conditions d'extraction utilisées. Cela
souligne 1'importance de standardiser le protocole d'extraction des composés bioactifs a partir

des agro-ressources.
2. Analyse physico-chimique et nutritionnels du jus d'agrumes

2.1. Analyse physico-chimique
2.1.1. Rendement, pH, acidité titrable (TA) et teneur totale en solides solubles (TSS)

Les caractéristiques physico-chimiques telles que le rendement en jus, le pH, I'AT et
les TSS du jus d’agrumes analysées sont illustrées dans le tableau 5. Les données ont montré

une variation considérable des jus de différents agrumes.

Les mandarines (C. clementine) ont donn¢ le meilleur rendement en jus (52.26 %) de
tous les fruits, le jus de pamplemousse (C. maxima) a donné le rendement le plus faible (28.75
%), ces résultats sont similaires aux données rapportées par Ram et al (2012). Les

rendements trouvés avec les jus des oranges doux (Citrus sinensis) varient entre 42.61 % et

50.83 %.

Les résultats obtenus montrent que le pH et I’acidité titrable des jus des C. sinensis
étudiées se situerait entre les valeurs (3.22 + 0.02, 4.86 + 0.06) de pH et (4.48 + 0.19 EAC
(g/)), 7.12 £ 0.02 EAC (g/L)) d’AT respectivement.
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Les valeurs de pH sont plus basses dans les jus les plus acides comme C. aurantium,
C. maxima et C. Limon dont les valeurs respectives sont de (2.89 + 0.12), (2.27 £ 0.04) et
(3.00 £ 0.09) de pH et (47.46 £ 1.01EAC (g/1), (19.15 £ 0.99 EAC (g/1), 50.94 + 0.42 EAC
(g/1)) ’AT.

Des résultats similaires ont été constaté¢ pour le pH du jus de C. maxima qui est de
3.01-3.12 (Cheong et al., 2012), pour le jus de C. sinensis, le pH est de 3.52—4.56 (Akusu et
al., 2016) et il varie entre 2.2 et 2.4 pour le jus de C. limon (Waghaye et al., 2019).

Concernant I’acidité titrable elle est comparable aux autres jus de fruits, mais, plus
faible que le citron et 1’orange, pour le jus de pamplemousse, elle est de 0.94 = 0,02 EAC
(g/L) (Cheong et al., 2012), pour le jus d’orange, elle représente 7.8 £ 0.30 (Niu et al., 2008)
et pour le jus de citron elle est de 52.40 + 2.50 EAC (g/L) (Lorente et al., 2014) vu sa richesse

en acide citrique.

Le pH et I'AT sont des éléments indicatifs de la quantité¢ d'acides organiques et de

sels, tels que le phosphore et le potassium contenus dans le fruit (Chhikara, 2018).

Selon Potter et Coneva (2018), un pH faible et une valeur AT ¢élevée indiquent une

durée de conservation plus longue du fruit.

Les fruits de genre Citrus ont une TSS entre 7.5 et 11° Brix, ce qui signifie moins
d'acidité et plus de douceur. Les C. Clementine et C. sinensis Sanguinelli, Jaffa, Portugaise et
Thomson ont une TSS supérieur a 10, ce qui indique également une plus grande douceur et un

meilleur gott.

Le C. aurantium a été classé avec une TSS plus faible (3.35° Brix), ce qui refléte une
douceur moindre, le gotlit amer revient a la présence des ions hydrogene qui caractérisent, en
plus de contenir une grande quantité d'acide citrique (Reis et a/., 2012 Chornomaz et al., 2013

; Goldenberg et al., 2018).

A partir des données ci-dessus, des différences significatives entre 10 types d'agrumes
ont ¢été¢ observées en termes de caractéristiques physico-chimiques différentes. De tous les
types d'agrumes, le jus de mandarine présentait les meilleures caractéristiques de qualité en

termes de parametres mentionnés ci-dessus.
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Tableau 05. Rendement, pH, acidité titrable et Total des solides solubles du jus fraichement

extrait des agrumes.

Cultivars Rendement PH AT EAC TSS (%)

(%) (g/L)
C.sinensis 46.22+0.549  3.92+0.01° 4.48+0.19f 9.81 + 0.04"
Double fine
C.sinensis 42.61 £0.66°  4.01+0.01° 529+0.15f 10.12+£0.11¢F
Portugaise
C.sinensis 47.83+029° 432+0.02> 543+0.17° 10.79 + 0.03%4
Thomson
C.sinensis 46.25+0219  3.79+0.01¢ 4.91+0.05 8.75 +0.03¢
Washington
C.sinensis 50.83+0.58° 4.86+0.06° 7.12+0.02¢ 10.89 + 0.02¢
Sanguinelli
C.sinensis 42.87+0.53¢  3.22+0.02¢ 521+0.11¢f 11.58£0.10°
Jaffa
C.aurantium 34.83+0.57¢ 2.89+0.12¢8 47.46+1.01° 3.35+0.12%
C.Limon 39.07 +0.465  2.27+0.04" 50.94 +0.42° 4.92 +0.068
C.maxima 28.75+0.25"  3.00+0.09" 19.15+0.99° 5.49 +0.08"
C.Clementine  52.26+0.622  3.25+0.08¢ 6.34+0.49¢ 15.36 £ 0.8

Les résultats sont exprimés sous la forme d'une moyenne de trois expériences £ SD. Les

valeurs portant la méme lettre sur une méme colonne n'ont montré aucune différence

significative (*P < 0,05). Les résultats sont triés par ordre décroissant :a>b>c>d>e>f

>g>h,

83



Partie expérimentale Résultats et discussion

2.2. Analyses nutritionnelles du jus d'agrumes

Les agrumes contiennent de précieuses substances chimiques naturelles, ils constituent
une excellente source de différents éléments et vitamines nécessaires au corps humain,

notamment la vitamine C, les vitamines B, le potassium, le phosphore et d'autres ¢léments.

Nos analyses nutritionnelles ont montré que Citrus sinensis, Citrus aurantiaum, Citrus
limon, Citrus maxima et Citrus clémentine contenaient un niveau trés €levé de glucides et un
niveau faible de protéines, de lipides et de fibres. Les données relatives a la composition

chimique globale des jus de différentes variétés d’agrumes sont résumées dans le tableau 06.

¢ Les glucides
Les glucides représentent les principaux constituants énergétiques des agrumes, et
1'équilibre entre la teneur en glucides et en acides organiques naturels, principalement 1'acide

citrique, détermine la saveur plus ou moins sucrée de 1'agrume.

La teneur en glucides des agrumes est principalement constituée de sucres réducteurs

sous forme de glucose, de fructose et de sucres non réducteurs (principalement le saccharose).

Les dix types d’grumes se caractérisent par leur teneur élevé en glucides. La teneur la
plus élevée en glucides est constaté dans les C. sinensis (13.84 = 0.38 g/100g et 8.82 + 0.44
g/100g), suivies par C. clémentine (13.46 = 0.10 g/100g), C. maxima (07.79 £ 0.25 g/100g) et
C. aurantiaum (05.96 + 0.08g/100g) cependant, la teneur faible était dans les C. limon avec
une valeur de 04.20 = 0.6 g/100g.

% Les protéines
Les résultats ont également indiqué de faibles niveaux de protéines dans les différents
¢échantillons de jus de fruits, la quantité la plus élevée étant enregistrée dans le jus de C.
sinensis (orange douce) contenant 0.71 + 0.00 a 0.91 + 0.02 g/100g, suivi du jus de C.
aurantium (orange amer) avec 0.86 + 0.01g/100g de protéines, cependant, la teneur faible

était dans les C. limon 0.43 £0.03g/100g.
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Tableau 06. Composition chimique globale des jus de différentes variétés d’agrumes

Cultivars Glucides Protéines Lipides Fibres
(g/100g) (g/100g) (g/100g) (g/100g)

C.sinensis 10.46 +0.28¢ 0.71 £ 0.00¢ 0.25 +0.012b¢ 1.35+0.04¢

Double fine

C.sinensis 12.03 + 0.24°¢ 0.88 £0.01%° 0.09 + 0.00%° 0.95+0.07¢

Portugaise

C.sinensis 13.84 +0.38? 0.95 + 0.0032 0.33 +0.022 0221 +0.21°

Thomson

C.sinensis 12.73 +£0.22° 0.90 + 0.02° 0.21 + 0.002b 01.79+0.11°

Washington

C.sinensis 08.82 + 0.44¢ 0.70 = 0.05¢ 0.32 +0.012b¢ 0.94 + 0.06¢

Sanguinelli

C.sinensi Jaffa  10.35+0.30¢ 0.91 +0.02° 0.35 + 0.46° 02.33 + 0.04?

C.aurantium 05.96 +0.818 0.86+0.01° 0.09 + 0.00%° 0.35 £ 0.05¢

C.Limon 04.20 + 0.60" 0.43 + 0.038 0.07 +0.00° 0.23 +0.02¢

C.maxima 06.79 + 0.25° 0.64 + 0.03¢ 0.09 + 0.00b° 1.61 +0.04°

C.Clementine 13.46 +0.10* 0.53 +0.02f 0.31 +0.012b° 1.86 + 0.05°

Les résultats sont exprimés sous la forme d'une moyenne de trois expériences = SD. Les

valeurs portant la méme lettre sur une méme colonne n'ont montré aucune différence

significative (*P < 0,05). Les résultats sont triés par ordre décroissant : a>b>c>d>e>f

>g>h
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¢ Les vitamines
Les résultats de la composition en vitamines des variétés d’agrumes étudiés ont
montré que les dix types d’agrumes se caractérisaient par une teneur trés élevée en [-
caroteénes (avec un taux le plus élevé constaté dans C. aurantium (263.66 £ 7.09 ug/g), suivi

par une teneur moyenne en vitamine C et une teneur faible en riboflavine (B2) et thanine B1

(Tableau 07).

Tableau 07. Composition en vitamines des jus d’agrumes

Cultivars VitamineC B-caroténes RiboflavineB2  ThanineB1
(mg/100g) (ng/g) (mg/100g) (mg/100g)

C.sinensis 39.0+0.10% 88.0+ 1.00° 0.03 £ 0.001¢ 0.39 +0.52?

Double fine

C.sinensis 59.10 +0.10° 91.0 + 1.00¢ 0.04 + 0.00° 0.08+ 0.004°

Portugaise

C.sinensis 66.45 +0.13? 347.66 £2.51*  0.03+0.001¢ 0.07 £ 0.001°

Thomson

C.sinensis 55.16 £ 0.15¢ 75.66 £2.51F 0.02 +0.001¢ 0.08 +0.001°

Washington

C.sinensis 40.73 + 0.64f 88.0 + 1.00° 0.04+ 0.002¢ 0.06 £ 0.003°

Sanguinelli

C.sinensis Jaffa 3830 +0.518 99.66+ 1.524 0.04 +0.001° 0.07 £ 0.001°

C.aurantium 64.0 + 1.00P 263.66+7.09°  0.06 £ 0.0022 0.13+0.012°

C.Limon 51.33 +2.08¢ 52.33 + 5.85¢ 0.01 +0.001" 0.02 £ 0.002°

C.maxima 27.0 +2.64" 121.0 + 1.00° 0.03 +£0.001F 0.13+0.012

C.Clementine 26.10 + 1.00" 35.0 + 1.00" 0.03 £0.001% 0.05+0.001°

Les résultats sont exprimés sous la forme d'une moyenne de trois expériences = SD. Les
valeurs portant la méme lettre sur une méme colonne n'ont montré aucune différence
significative (*P < 0,05). Les résultats sont triés par ordre décroissant : a>b>c>d>e > f

>g>h
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Les agrumes sont riches en divers nutriments, tels que les vitamines A et C, l'acide
folique, les fibres alimentaires et les ¢léments minéraux. En outre, ces fruits sont source de
composés bioactifs, comme les flavonoides, les coumarines, les limonoides et les

carotenoides.

Zhou et al. (2015), ont trouvé que, les agrumes sont riches en caroténes et en
cryptoxanthine. La teneur en vitamine dans 1'orange douce (Citrus sinensis) est de 0.27 mg.kg”
et de 2.77 mg.kg™! dans la mandarine (Citrus reticulata). Selon les rapports, la vitamine A
peut réagir avec les radicaux libres (en particulier I'oxygéne singlet (102)) et les radicaux

peroxyle pour montrer sa propriété antioxydante.

Une étude réalisée par Canan et al. (2016) a trouvé des teneurs en vitamine C dans
l'extraction de la mandarine (Citrus Clémentine), du pomelo (Citrus maxima), de l'orange
navel (Citrus sinensis) et de la mandarine (Citrus reticulata) a atteint respectivement 30 mg /

100 g, 40 mg/ 100 g, 60 mg /100 g et 30 mg / 100 g.

La vitamine C est un pi¢ge naturel a radicaux libres, qui peut éliminer efficacement
une variété d'espeéces d'oxygéne réactif (ROS) et dégager de l'acide semi-déshydro-

ascorbique, éliminant oxygene singulet ('0,) (Amitava et al., 2014).
¢ Les minéraux

Les agrumes sont trés nutritifs en raison de leur important potentiel minéral, comme la
montre dans le tableau 10. Nos analyses nutritionnelles ont montré que les dix types de Citrus
sont riches en Ca et K qui est le constituant majeur des minéraux, suivi par un taux moyen de
Mg et P et une teneur faible en Na et Fe. Les données relatives a la composition en minéraux

des jus d’agrumes sont présentées dans le Tableau 08.

La teneur la plus ¢élevée en K est constaté¢ dans les C. Clementine (166.66 £ 1.15
mg/100g), en outre une teneur prédominante de Ca est observé dans C. Limon (63.16 + 2.75

mg/100g).
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Tableau 08. Composition en minéraux des jus d’agrumes.

Cultivars Ca Mg Na P Fe

(mg/100g) (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g)
C.sinensis 40.30 £ 0.26° 10.73 £0.057 4.50+0.43% 17.26+0.46" 147.66 +2.519%  0.13+0.00%
Double fine
C.sinensis 38 .13£0.70¢ 11.26+£0.25¢F 1.30+0.26" 15.56 +0.23¢ 153.0 = 1.00¢ 0.06+0.00f
Portugaise
C.sinensis 4330+0.43> 13.23+0.20° 5.10+0.10° 23.30 +0.26° 239.0+7.812 0.22+0.02¢
Thomson
C.sinensis 39.23+0.254  11.83 £0.05¢ 4.89+0.09°¢ 22.23 +0.20° 168.33 £2.08°  0.08+0.00F
Washington
C.sinensis 36.10+0.36°  12.23 + 430+026° 18.03 +0.05° 162.33 £1.52¢  0.14+0.00¢
Sanguinelli 0.20%
C.sinensis 33.83+0.15" 12.76 + 5.63+020° 16.26+0.258 141.0 + 6.24f 0.10+ 0.01¢f
Jaffa 0.15¢
C.aurantium 2570 £0.26% 16.40+0.10° 28.46+0.45* 25.60+0.522 99.73 +0.308 0.10+ 0.03¢f
C.Limon 63.16 £2.75* 08.06+0.37¢ 1.66+0.15" 11.66+1.52" 146.33 £ 1.52¢F  0.28+0.05°
C.maxima 20.83+1.04" 20.16+0.76° 2.86+0.15F 20.10+£0.10% 10533 +1.15¢  0.35+0.052
C.Clementine 37.83£1.04% 1253+047¢ 2.23+0.25¢ 19.30 +0.50° 166.66 + 1.15*  0.15+0.01¢

Les résultats sont exprimés sous la forme d'une moyenne de trois expériences = SD. Les

valeurs portant la méme lettre sur une méme colonne n'ont montré aucune différence

significative (*P < 0,05). Les résultats sont triés par ordre décroissant : a>b>c>d>e>f

>g>h,
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Feumba et al. (2016) ont analysé la composition minérale de jus des variétés de Citrus,

ils ont trouvé que le calcium était le minéral le plus abondant dans le jus des Citrus.

Zvaigzne et Karklioa. (2017) a également révélé que les agrumes ont une teneur trés
¢levée en potassium (K) (300 mg dans 100 ml de jus d'orange et 200 mg dans le jus de
pamplemousse), tandis que la teneur en sodium est relativement faible (3-4 mg/100 ml de jus

d'orange et 4,5 mg/100 ml de jus de mandarine).

D’apres Ani et Abel. (2018), la composition minérale des fruits dépend largement de
nombreux facteurs tels que le type de sol, le stade de maturité, la variété des cultivars et

d'autres facteurs géographiques.

3. Etude phytochimique des extraits hydro-méthanoliques et des jus des Citrus

L'activité antioxydante et antimicrobienne de 1'extrait de feuilles d'agrumes n'a pas été
signalée précédemment pour toutes les variétés et, a notre connaissance, nos résultats peuvent
étre évalués parmi le premier rapport sur les propriétés antioxydantes et antimicrobiennes de

plusieurs d’espéces du Citrus.

3.1. Analyses quantitatives

Afin de déterminer les propriétés des extraits méthanoliques et des jus de divers
cultivars de Citrus, une analyse des teneurs de composés phénoliques totaux et de flavonoides
a été effectuée. Ce choix est principalement motivé par le fait que la majorité des propriétés
antioxydantes des plantes leur sont attribuées.

Les résultats de la détermination de la teneur en polyphénols et flavonoides dans les
extraits méthanoliques et les jus des agrumes (Citrus L.) ont révélé des concentrations

variables de ces métabolites secondaires. (Tableau 9).

3.1.1. Polyphénols totaux

Les concentrations en composés phénoliques des différents extraits méthanoliques ont
été déterminées a partir de la courbe d'étalonnage y=0.007+0.002 (1?=0.994) et exprimées en
milligramme d’équivalence d’acide gallique utilis¢é comme standard pour cent grammes de la

matiere seche végétale (mg EAG/100g MS).
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Les résultats ont prouvé la présence de composants phénoliques dans les extraits de
feuilles et les jus de plusieurs variétés d'agrumes (Tableau 09) avec des proportions
différentes selon la variété et les parties de la plante étudiées.

D'apres les résultats obtenus, les teneurs en polyphénols des jus d'agrumes sont

nettement plus élevées que celles des extraits méthanoliques des feuilles (Figure 17).

Les concentrations des composés phénoliques sont significativement (P<0,05) ¢élevés
respectivement pour le jus et I'extrait de feuilles de pamplemousse (C. maxima) (350. 05 £
13.21 et 91.76+3.83 mg Eq AG.g™!), Bigarade (C. aurantium) (295,37 + 4.40 et 106.62+1.87
mg Eq AG.g™"), sanguinelli (C. sinensis) (254.21£2.33 et 49.49+1.75 mg Eq AG.g™") et pour
le citron (C. Limon) (231.16 £ 4.71 et 30.51 + 1.94 mg Eq AG.g™).

Alors que les cinq variétés de l'oranger douce (C. sinensis) Thomson, Portugaise,
Double fine, Jaffa et Washington contiennent des concentrations similaires respectivement
pour les jus (P>0,05) (133.10+4.75, 91.67+2.18, 112.18+3.55, 168.61+4.97 et 162.87+6.78
mg Eq AG.g™).

Comme pour les jus, les extraits méthanoliques sont riches en composés phénoliques
avec des taux respectivement de 35.09+4.35, 36.56+1.95, 38.57+£3.26, 62.59+£2.08 et
30.64+1.42 mg Eq AG.g™'.

Il a été démontré a travers plusieurs travaux antérieurs que les composés phénoliques
totaux les extraits méthanoliques de feuilles et de jus d'agrumes variaient de manicre
significative (P<0,05) d'une espéce a l'autre, en fonction de la variété d'agrumes et de la partie

utilisé (Lagha-Benamrouche et Madani, 2013 ; Khettal et a/., 2017).

L'analyse comparative des quantités de polyphénols totaux avec les données de la
littérature révele qu'ils sont trés similaires. En effet, une étude réalisée par Lagha-
Benamrouche et Madani. (2013) a montré que la teneur en polyphénols totaux des extraits de
feuilles de différentes variétés de Citrus sinensis varie de 12.54 4 20.42 mg Eq AG.g™!, alors
que pour la variété de Citrus aurantium, la teneur en polyphénols totaux est de 44.41+£0.45 mg

Eq AG.g™.
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Les résultats obtenus concordent avec ceux de Muthiah et al. (2012), qui ont montré
que la teneur en composés phénoliques totaux dans les extraits de C. aurantium, C. limetta et
de C. limon varient entre 07.39 et 33.05 mg/g dans l'ordre suivant : C. aurantium > C. limetta

> C. limon.

D'aprés nos résultats, la moyenne des taux de polyphénols dans les extraits
méthanoliques de feuilles de diverses variétés d'agrumes est d'environ 50.08 mg Eq AG g
Cette concentration est similaire a celle des composés phénoliques retrouvés dans les extraits
méthanoliques des feuilles d'autres variétés d'agrumes telles que Citrus comme Citrus medica

vr. Diamante (Menichini et al., 2011) ou C. sinensis (Kammoun et al., 2012).

Un résultat similaire a été trouvé par Al-Anbari et al (2015), avec l'extrait
méthanolique des feuilles de quelques especes des Citrus dont la teneur en phénols totaux
pour le pamplemousse est de 373.2, 292.1 mg Eq AG.g!, I’orange, entre 36.9 et 75,9 mg Eq
AG.g ! et pour la mandarine, elle est de 123.6 et 122.5 mg Eq AG.g!

L’étude faite par Khettal et al. (2017) a montré que la teneur en phénols totaux des
extraits de feuilles de six variétés de Citrus (C. clementina, C. aurantifolia, C. limon, C.
navel, C. aurantium, C. grandis) est de 125.28, 106.05, 98.06, 86.48, 69.97 et 68.23 mg Eq

AG.g ! respectivement.

En outre, I’é¢tude de Cindy et al. (2017) réalisée sur les jus de différents cultivars des

Citrus a montré que la teneur en phénols totaux varie de 480 a 535 mg Eq AG.g™!.

Tounsi et al. (2011) ont testé les jus des variétés de Citrus de la Tunisie, ils ont trouveé
que le jus d'agrumes contient 86,4 %, 73,13 %, 83,90 % et 74,52 % de phénols dans les
échantillons de Citrus aurantium, Citrus Clementina, Citrus sinensis et Citrus limon

respectivement.

Dans une autre recherche menée par Kelebek. (2010) en Turquie, la concentration de
composés phénoliques totaux s'est avérée similaire a nos résultats et se situait entre 441 et 725

mg BEq AG.g™!
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Rekha et al. (2012) ont rapporté que la teneur totale en composés phénoliques de
plusieurs jus obtenus a partir de fruits mars et non mars de C. limon, C. reticulate, C. sinensis

et C. aurantium variait de 532 a4 960 mg Eq AG.L™".

Abad-Garcia et ses collaborateurs. (2014) ont test¢ les jus de quatre variétés
d’agrumes, ils ont trouvé que la teneur en composés phénoliques totaux est de 548-1.407 mg
Eq AG.L"!' dans les jus d'orange douce, 215-1.335 mg Eq AG.L 'dans les jus de mandarine,
658-1.538 mg Eq AG.L™! dans les jus de citron et de 1.173-2.216 pg Eq AG.g™! dans les jus de

pamplemousse.

Hunlun et al. (2017) ont testé les jus des fruits d'orange navel et de la mandarine, ils
ont trouvé des teneurs en phénols totaux de 115 et 482 mg Eq AG.g™!. L étude réalisée par
Irkin et al. (2015) sur le contenu en polyphénols totaux des jus de quatre cultivars d’agrumes
(Citrus) : mandarine (Citrus reticulata), orange (Citrus sinensis), pamplemousse (Citrus
grandis) et citron (Citrus limon) de la Turquie, a démontré que ces jus en contiennent de

523.44 2 657.65 mg Eq AG.L..

Selon nos résultats, les jus d'agrumes contenaient une quantité trés significative de

phénols totaux qui pourraient augmenter l'apport en antioxydants dans l'alimentation humaine.

Des études de Xi et al. (2017) ont indiqué que les Citrus sont riches en acides
phénoliques : l'acide gallique, 1'acide chlorogénique, l'acide caféique et l'acide férulique,

l'acide caféique.

Zhang et al, 2017 ont identifi¢ cinq acides phénoliques de l'orange douce et de
I'orange aigre, et ont constaté que l'acide férulique était I'acide phénolique le plus abondant

analysé en orange.

L'acide gallique ¢était l'acide phénolique majeur dans les différentes parties du
pamplemousse, suivi par l'acide chlorogénique, 'acide caféique et 'acide férulique (Xi et al.,
2015). L'acide caféique et l'acide chlorogénique étaient les acides phénoliques dominants dans

le citron, suivis de l'acide gallique et de 1'acide férulique.

92



Partie expérimentale Résultats et discussion

3.1.2. Dosage des flavonoides

Les flavonoides sont parmi les métabolites secondaires les plus répandus dans le
régne végétal. Les résultats de 1'analyse des flavonoides dans les extraits de feuilles et les jus
de Citrus présentés dans le tableau 09, révelent une variation du taux de flavonoides en

fonction de l'espece et des parties de la plante utilisées.

La teneur en flavonoides dans les jus est nettement supérieure a celle observée dans les

extraits méthanoliques des feuilles.

L'espece C. maxima présente les teneurs les plus élevées en flavonoides que ce soit
pour les jus ou I’extrait méthanolique ec des valeurs 55.38+0.36 et 16.98+0.16 mg Eq Q.g’!
respectivement.

L’espece C. aurantium quant a elle présente un taux élevé des flavonoides dans les jus
26.08+0.10 mg Eq Q.g et I’extrait méthanolique des feuilles 13.81£0.07 mg Eq Q.g™'. D'autre
part, C. sinensis Double fine présente le taux le plus faible en flavonoide dans I’extrait
méthanolique (3.67£0.25 mg Eq Q.g!), mais un taux de flavonoide élevés dans le jus
(20.58+0.25 g Eq Q.g™1).

Les teneurs en flavonoides des jus sont significativement (P < 0,05) supérieures aux
teneurs trouvées avec les extraits hydro-alcooliques des feuilles.

Les quantités de flavonoides dans les polyphénols totaux que nous avons obtenues
concordent plus ou moins avec celles mentionnées dans des recherches précédentes, telles que

celle de Bougandoura et Bendimerad, 2012 qui ont déduit que les flavonoides représentent

43.24% et 60.68 % et 74.05 % des phénols totaux dans I'extrait méthanolique.

Les résultats obtenus suggerent que les polyphénols des feuilles de Citrus solubles
dans le méthanol sont principalement composés de flavonoides. Cependant, des études
menées par Muthiah et al. (2012) ont révélé que les proportions de flavonoides par rapport
aux polyphénols totaux varient en fonction de l'espece de Citrus utilisée et de la partie de la

plante étudiée.

Effectivement, les recherches effectuées sur Citrus medica ont montré que la teneur
des flavonoides par rapport aux polyphénols totaux dans les extraits méthanoliques de cette

espece sont moins importantes (Menichini ef al., 2011).
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D’autre part, le dosage des polyphénols dans les extraits de C. limon, C. aurantium et
C. limetta a révélé que la teneur de flavonoide varie en fonction de la partie de la plante

utilisée entre 0,51 et 21,62 mg Eq Q.g™") (Muthiah et al., 2012).

Un résultat similaire a été trouvé par Lagha-Benamrouche et Madani (2013), avec les
cultivars C. sinensis Thomson, Portugaise, Double fine, Jaffa et Washington dont la teneur en
flavonoides varie entre 2.67+ 0.05 et 1.35 £+ 0.02 mg Eq Q.g"! et C.aurantium dont la teneur
en flavonoides est 3.25 + 0.07 mg Eq Q.g™".

L'étude de Adnan et al, (2014) a montré que les teneurs en flavonoides de I'extrait
méthanolique des feuilles de C. paradisi, C. sinensis et C. limon sont de 25.5 £ 3.18, 21.9 +
1.27 et 19.9+ 0.49 mg Eq Q.g™"

Khettal et al. (2017) ont testé les extraits méthanoliques de feuilles de Citrus, ils ont
trouvé que la teneur en flavonoides de sept especes de la famille de Citrus (C. clementina, C.
aurantium, C. limon, C. sinensis : vr Thomson navel et hamlin, C. grandis and C.
aurantifolia) est de 46.25+2.58, 11.99+1.80, 38.73£1.54, 19.78+1.98 18.28+2.75 13.06+1.78
et 38.36+1.47 (mg Eq Q.g™!) respectivement.

Gomez-Mejia et al. (2019) ont testé les extraits méthanoliques de différentes especes
de Citrus, y compris de Citrus clémentine, ils ont trouvé que la teneur en flavonoides varie

entre 5,5 mg Eq Q.g"'et de 16,5 mg Eq Q.g.

L’¢tude d’Abirami et al. (2014), réalisée sur deux cultivars de Citrus (C. hystrix, C.
maxima) a montré que les teneurs en flavonoides des jus varient de 224,88 a 262,22 mg Eq
Q.g’!. Ces résultats indiquent qu'une teneur plus élevée en flavonoides est associée a une

teneur totale en phénols plus élevée dans le jus.

L’¢tude de Cindy et al. (2017) réalisée sur trois types d'agrumes (mandarine
clémentine, orange navel et orange Valencia) a montré que la teneur en flavonoides des jus est
de 125-339 mg Eq Q.g"! significativement (P < 0, 05) supérieure a celle trouvée avec nos

résultats.
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La concentration de flavonoides mesurée dans des échantillons de déférentes variétés
des Citrus étaient de 01.50 a 02.30 mg Eq Q.g! dans une recherche menée par Irkin et al.
(2015).

Cependant, dans notre recherche, les niveaux de composés flavonoides trouvés dans
les échantillons de Citrus se sont avérés plus €élevés que ces valeurs. Cela est probablement di

a la variété de plantes et aux conditions de plantation des fruits utilisés dans notre étude.

Néanmoins, la comparaison de ces résultats avec ceux de la littérature s'avere difficile
en raison de l'utilisation de diverses méthodes d'extraction, ce qui réduit la fiabilit¢ des

comparaisons entre les différentes études.

De nombreux facteurs peuvent influencer le taux de flavonoides et de flavonols. En
effet, des recherches ont montré que des ¢léments extrinseéques, tels que les conditions géo-
climatiques, les facteurs génétiques et le degré de maturation de la plante, ont une influence

considérable sur le contenu en flavonoides et flavonols (Babbar et al., 2015).
Selon Amar et al. (2019), diverses réactions peuvent se produire du stockage des

fruits, telles que la dépolymérisation, la dégradation des monomeres, la précipitation et la

polymérisation, influencant ainsi leur teneur en composés phénoliques.
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Tableau 09. Teneur en phénols des jus et des feuilles de certaines variétés d'agrumes

Résultats et discussion

Cultivars Phénols totaux Flavonoides
(mg Eq AG/ g) (mg Eq Q/ g)
(mg Eq AG/ ml)

C.sinensis Double fine

Jus 112.18+3.558 20.58+0.258

Extrait des feuilles 38.57+3.26! 3.67+0.25°

C.sinensis Portugaise

Jus 91.67+2.18" 22.67+0.56°

Extrait des feuilles 36.56+1.95™ 4.154+0.25°

C.sinensis Thomson _

Jus 133.10+4.75F 16.33+0.17

Extrait des feuilles 35.09+4.35m 6.43+0.39™

C.sinensis Washington

Jus 162.87+6.78°¢ 19.03+0.16"

Extrait des feuilles 30.64+1.42™ 4.69+0.63"

C.sinensis Sanguinelli

Jus 254.2142.33°¢ 21.34+0.22F

Extrait des feuilles 49.49+1.75 & 6.824+0.31™

C.sinensis Jaffa

Jus 168.61+4.97° 29.70+0.11°

Extrait des feuilles 62.59+£2.087 6.38+0.55™

C.aurantium

Jus 295.37+4.40° 26.08+0.10°

Extrait des feuilles 106.62+1.878 13.81+0.07'

C.Limon

Jus 231.16+4.714 25.04+0.234

Extrait des feuilles 30.51+£1.94™ 14.64+0.07%

C.maxima

Jus 350.05+13.21° 55.38i0.36f‘

Extrait des feuilles 91.76+3.83" 16.98+0.16

C.Clementine ‘

Jus 75.60+3.06' 20.51+0.138

Extrait des feuilles 31.43+1.49™ 4.84+0.35"

Les résultats sont exprimés sous la forme d'une moyenne de trois expériences = SD. GAE :
équivalents d'acide gallique, QF : Equivalents de quercétine. Les valeurs portant la méme
lettre sur une méme colonne n'ont montré aucune différence significative (*P < 0,05), quelle
que soit la nature du jus ou des feuilles. Les résultats sont triés par ordre décroissant : a > b

>c>d>e>f>g>h>i>j>k>I>m>n>o.



Partie expérimentale Résultats et discussion

3.2. Analyse des composés phénoliques par chromatographie liquide a haute

performance (HPLC)

La détection et la quantification des composés phénoliques des extraits ont été ont été
réalisées par HPLC, avec séparation et détection a 280 nm. Cinq composés phénoliques purs
Narirutine (Nrt), Naringenine (Ngn), Hesperidine (Hsp), Quercétine (Qrt) et Eriocitrine (Ert)
ont été utilisés, dans 1’analyse HPLC comme des standards, Leurs temps de rétention sont
respectivement de 08,27, 20,00, 28,09 et 53,39 minutes, en comparant les temps de rétention
des composés phénoliques standards avec les pics des chromatogrammes issus de divers
extraits examinés.

L’analyse des composés phénoliques par HPLC a montré la présence de 1’hesperidine
narirutine, naringenine, quercétine et eriocitrine. Parmi les flavanones identifiées a partir des
cultivars testés, I'hespéridine était la flavanone la plus dominante, suivie par la naringine,

narirutine, quercétine et 1'ériocitrine.

Les teneurs en hespéridine variaient de 2.37 a 1198.99 ng/mg de poids net dans les
feuilles et de 4.43 a 1515,59 pg/ml de poids net dans les jus, respectivement. C.maxima

étaient les plus riches en hespéridine (60,15-98,99 mg/100 g) (Figure 41, 42 Annexe I).

Les teneurs en naringine variaient de 0,00 a 176,31 mg/100 g de poids net dans les
feuilles, de 0,00 a 919,28 png/ml de poids net dans les jus, respectivement. Dans les feuilles, la
plus forte concentration d'hespéridine a été trouvée dans Citrus maxima (261,9 ng/ml), suivie
de Citrus aurantium, puis Citrus limon et de tres faibles concentrations dans les feuilles de
Citrus sinensis (19,5 pg/ml). Une quantité de 20,6 pg/ml est retrouvée dans le jus de Citrus

Sinensis.

La Narirutine (Nrt) a été¢ détecté dans le jus de Citrus aurantium a des temps de
rétention de 15.00 et 16.27 min (Figure 43, Annexe I) et dans 1’extrait méthanolique des
feuilles a des temps de rétention de 14.59 et 15.49 min (Figure 44, Annexe 1) respectivement ;
les quantités trouvées dans 1’extrait hydro-méthanolique sont de 846.68 pg/g et 1620,77 pg/ml

dans le jus respectivement.
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Dans ’extrait hydro-méthanolique des feuilles de Citrus Limon (Figure 45 Annexe I)
la naringine a ét¢ détectée a des temps de rétention de 24.54 min avec des quantités de

1525.29 pg/g.

La teneur en narirutine (Nrt) variait de 0,00 a 78,39 ug/mg de poids net dans les
feuilles, et ’eriocitrine a ¢été¢ détectée a des temps de rétention de 47. 21 min avec des

quantités de (Ert) de 0,00 a 268,69 ug/ml de poids net dans les jus, respectivement.

La narirutine a ét¢ détectée dans le C. sinensis (Figure 47, 48 Annexe I) a des temps de
rétention de 14.49 et 17.32 min avec des quantités de 740.49 et 1525.29 pg/g respectivement,
une teneur relativement ¢levée par rapport aux autres especes.

De méme, 1’analyse des composés phénoliques par HPLC a montré la présence de
naringenine (Ngn) et Quercétine (Qrt) a des temps de rétention de 23.50 et 49.14 min dans les

extrais methanolique des feuilles des Citrus sinensis sanguinelli.

L’extrait hydro-alcoolique des feuilles de Citrus clementine a révélé la présence de
I’hespéridine a des temps de rétention de 12.56 min (Figure 49 Annexe I) avec des quantités
de 635.92 pg/g, par contre dans le jus la présence de 1’hespéridine a un temps de rétention de

40.00 min (Figure 50, Annexe I) avec une quantité de 1011.67 pg/ml.

De nombreuses ¢études se sont intéressées a 1’identification des composés
polyphénoliques principalement les flavonoides dans les extraits et les jus de Citrus par
HPLC. En effet, ’étude de Khan et al. (2014) ont révélé la dominance des flavanones, y
compris l'hespérdine, la naringénine et leurs glycosides respectifs, sont présents dans la

majorité des flavonoides des especes d'agrumes.

L’analyse des flavonoides de variétés de Citrus maxima et Citrus reticulata par HPLC
a révélé la présence de l'hespérdine dans le jus avec des teneurs de 20.6 et 9.4

pug/ml respectivement (Adham, 2015).
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Chen et al. (2020) ont montré que I’hespéridine et la naringine étaient les flavanones
les plus dominantes dans les agrumes testés, avec des teneurs de 0,00 a 2298,99 mg/100 g
DW et de 0,00 a 1676,31 mg/100 g DW. Le jus de C. aurantium présente le taux le plus élevé

de néohespéridine et constitue également une bonne source de naringine.

Enfin, la teneur en flavonoides varie selon les différentes espéces d'agrumes. Par
exemple, I'hespérétine et ses glycosides (hespéridine et néohespéridine) sont des flavanones
caractéristiques de l'orange douce, du tangelo, du citron et du citron vert, tandis que la
naringenine et ses glycosides (narirutine et naringine) sont ceux du pamplemousse et de

l'orange amer (Simonne et al., 2006).

Des quantités importantes d'hespérétine sont ¢galement présentes dans les

pamplemousses, tandis que la néohespéridine est abondante dans le tangelo et I'orange amer.

La naringine était la flavanone prédominante dans les variétés de pamplemousses
(4,63 mg/g) qui ont des niveaux de flavones plus élevés que le pamplemousse (Zhang et al.
2011). Dans le pamplemousse et I'orange aigre, la naringine est présente avec des teneurs

différentes selon les variétés (Igual et al., 2013).

Par rapport au pamplemousse et a 1'orange aigre, d'autres especes d'agrumes comme
I'orange douce, le tangelo, le citron et le citron vert présentent des quantités plus faibles de
naringine (Peterson et al., 2006). En revanche, les rutinoside flavanones, I'hespéridine et la
narirutine, sont présents dans les jus d'orange, de mandarine et de citron (Scordino, et

Sabatino, 2014).

Les comparaisons des teneurs totales en flavonoides et des teneurs totales en phénols
de cinq especes d'agrumes ont montré que C. maxima posséde les quantites les plus €levés,

suivis de C. sinensis et C. Clementine.

Les différences observées entre nos résultats et les données de la littérature pourraient
étre expliquées par la provenance géographique des fruits (Babbar et al., 2015), Le solvant
d’extraction pourrait aussi €tre a I’origine des variations dans les composés phénoliques des

extraits (khan et al., 2014 ; Zhou et al., 2015 ; Khettal et al., 2017).
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4. Activités biologiques des extraits méthanoliques et des jus des agrumes
4.1. Activités biologiques (in vitro)
4.1.1. Activité antioxydante

Plusieurs recherches soulignent 1'importance accordée aux antioxydants naturels dans
les secteurs de l'industrie agroalimentaire et médicale Elles mettent ¢galement en évidence
leurs fonctions protectrices contre les espéces réactives oxygénés, ainsi que la corrélation
existante entre les composés bioactifs des matiéres végétales et leurs capacités antioxydantes

(Jiang,et al., 2014).

Pour mesurer l'activité antioxydante des extraits végétaux, trois techniques ont été
réalisées, en utilisant le radical 2.2'-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH), la technique FRAP

(Ferric Reducing Antioxidant Power) et la méthode de blanchissement de la 3 caroténe.

4.1.1.1. Test de DPPH

Le modé¢le de piégeage des radicaux DPPH est couramment utilisé pour évaluer
l'activité antioxydante sur une période relativement courte comparativement a d'autres
méthodes Wang et al. (2017). L'analyse spectrophotométrique a 517 nm permet de déterminer
l'activité antioxydante en observant la réduction du DPPH qui se traduit par le passage de la

couleur violette a la couleur jaune.

Les résultats obtenus montrent que les extraits de feuilles et les jus de Citrus de
différentes especes testées Citrus sinensis, Citrus aurantium, Citrus limon, Citrus clementina
et Citrus maxima pour les différentes parties extrais hydroalcoolique des feuilles et jus
présentent un pouvoir piégeur du radical DPPH avec des pourcentages de 50,21 % a 84,69 %

et 57,58 % a 95,41 % respectivement pour une concentration d’extrait de 0,1 mg.ml™'.
p p g

Le pamplemousse (Citrus maxima) et la bigarade (Citrus aurantium) présentent les
niveaux les plus €levés d'activité anti-radicalaire pour les différentes parties jus et extrais des
feuilles de la plante (Figure 18). Puissance équivalente pour les variétés de Citrus sinensis
Thomson, Sanguinelli, Jaffa, Portugaise et Washington. Ces résultats sont similaires (*P>

0,05) a ceux obtenus avec l'acide ascorbique et du BHT.
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Figure 18. Le pourcentage de I’activité antioxydante des extraits des feuilles et de jus de
Citrus.
L’extrait de citrus a 1 mg/ml et des standards a 40ug/ml. DPPH : 1,1-diphényl 1-2-
picrylhydrazyl. BHT : hydroxytoluéne butylé. Les valeurs portant la méme lettre n'ont pas
montré de différence significative (*P< 0,05). Les résultats sont triés par ordre décroissant :

a>b>c>d>e>f>g>h>i>j>k,

Pour évaluer I’efficacité antioxydante du radical DPPH des extraits de Citrus, Les
valeurs d’IC50 ont été déterminées dans le tableau 10. Une IC50 faible correspond a une forte

capacitée d'inhibition du radical DPPH.

L’IC50 trouvée dans le jus (0,390,026 mg.ml ') est significativement plus élevée
(*P<0,05) que celle trouvée dans les extraits hydro-alcooliques (0,51£0,005 mg.ml™).
Toutefois, les IC50 présentes dans le BHT et l'acide ascorbique sont significativement
inférieures (*P<0,05) aux IC50 des extraits et des jus (0,72+0,042 mg/ml), (0,38+0,026

mg/ml) respectivement.

Tableau.10 Les valeurs d’IC50 (mg.ml!) des différents extraits et jus testés.
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Cultivars/Standards IC50 (mg/ml)
Jus Extrait Standards
Double fine 0.76+0.016" 0.89+0.018!
Portugaise 0.75+0.025°¢ 1.00£0.008’
Thomson 0.57+0.039¢ 0.88+0.014"
Washington 0.59+0.266¢ 1.05+0.052%
Sanguinelli 0.73£0.016° 0.86+0.02&"
Jaffa 0.83+0.059¢ 0.89+0.017M
C.aurantium 0.44+0.0322 0.57+0.016°
C. Limon 0.44+0.009* 0.71+0.003¢
C. maxima 0.42+0.023* 0.51+0.005°
C.Clementine 0.56%0.024° 0.85£0.0082
Acide Ascorbique 0.39+0.026°
BHT 0.72+0.042°

DPPH : 1, 1-diphényl 1-2-picrylhydrazyl. BHT : hydroxytoluéne butylé. IC50 : concentration
de l'échantillon nécessaire pour une inhibition de 50 %. Les résultats sont exprimés sous
forme de moyenne de trois experiences = SD. Les valeurs portant les mémes lettres n'ont pas
montré de différence significative (*P< 0,05). Les résultats sont triés par ordre croissant : a

<b<c<d<e<f<g<h<i<j<k.

Ce travail a révélé que les extraits de différentes espéces de Citrus analysées
démontrent une activité anti-radicalaire comparable a celle décrite par Muthiah et a/l. (2012)
pour les feuilles de C. limetta et de C. aurantium, avec des valeurs IC50 respectives de 0,148

mg/ml et 0,142 mg/ml.

Jabri-karoui et Marzouk (2013) montrent que pour C. aurantium 1’IC50 est de 0,190
mg/ml mais sensiblement meilleure que celle de l'extrait méthanolique de feuilles de Citrus

medica vr. Diamante (IC50= 0,5 mg/ml) (Menichini et al., 2011).
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Khettal.et al. (2017) ont évalué I’activité antioxydante des extraits methanoliques et
aqueux des feuilles des Citrus par plusieurs méthodes, avec la méthode de DPPH les IC50
trouvées sont de 35,35 pg/ml et 95,78 pg/ml pour les I’extrait aqueux de C. limon et I’extrait

methanolique de C. hamlin respectivement.

Sicari et al. (2016) ont testé 1’activité antioxydante des jus de variétés de Citrus
sinensis et Citrus clémentine, ils ont montré une grande activité antioxydante avec un

pourcentage de 64.53 et 61.39 % respectivement.

La différence observée dans l'activité réductrice du radical DPPH entre les extraits des
divers agrumes est vraisemblablement associée a la diversité de la composition en métabolites
antioxydants, tels que les composés phénoliques, l'acide ascorbique, les tocophérols, les

flavonoides et les tanins (Swallah et al., 2020).

Les polyphénols et les flavonoides sont de bons transmetteurs d'électrons et/ou
d'hydrogéne, leur capacité antioxydante variant selon le composé (Naczk et Shahidi, 2004 ;

Bourgou et al., 2008).

I est pertinent de lier ’activité antioxydante des extraits a leur teneur en composés
phénoliques afin d'identifier les responsables de ce pouvoir. Pour explorer cette relation, nous
avons déterminé la corrélation entre les teneurs en polyphénols, en flavonoides et les

différentes activités antioxydantes

Les résultats représentés dans les figures 19 et 20 indiquent que les Citrus présentent
une corrélation significativement élevée entre leurs efficacités a piéger le radical DPPH et les
taux en polyphenols totaux et en flavonoides de leurs jus (r= 0,650 et r= 0,563) et extraits

méthanoliques (r= 0,761 et r= 0,805) respectivement.

L'étude de corrélation a révélé que les polyphénols présents dans les extraits des

feuilles de Citrus sont responsables de 63 % a 70 % de la capacité anti-radical du DPPH.
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D’autre part, en comparant les coefficients de corrélations obtenus, il apparait que les
flavonoides sont principalement responsables de l'effet scavenging du radical DPPH,
contrairement aux autres composés phénoliques présents dans nos extraits, tels que les acides
phénoliques ou les flavonols

Concernant les flavonoides, les coefficients de corrélation sont de r=0,563 pour les jus
et de r=0,805 pour l'extrait méthanolique. En revanche, ils ne sont que de r=0,650 (pour les

jus) et =0,761 (pour l'extrait méthanolique) en ce qui concerne les polyphénols totaux.

Comme pour d'autres études notamment celle de Floegel et al. (2011), il semblerait
que les capacités antioxydantes d'espeéces de Citrus récoltés en Algérie pour notre étude,
soient liées a la concentration de polyphénols est plus particuliecrement a celles des

flavonoides.
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totaux et flavonoides des extraits de feuilles des différents cultivars étudiés
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Les agrumes et leurs parties dérivées (feuilles et jus) montrent également de fortes
radicalités de balayage, ce qui suggére la présence des antioxydants. En fait, ces agrumes et
leurs parties dérivées contiennent une forte teneur en flavonoides qui montre une corrélation

positive avec leur capacité antioxydante (Zou et al., 2016 ; Islam et al., 2018).

En effet, l'activit¢ antioxydante des flavonoides d'agrumes augmentent de manicre

dose-dépendante (Yu et al., 2014).

Zou et al. (2016) ont démontré que, les composés phytochimiques des agrumes
peuvent agir comme une protection contre l'accumulation de ROS/RNS et les éliminer du

systéme, par la déshydrogénation irréversible.

4.1.1.2. Réduction du Fer : FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

En plus des méthodes précédemment décrites, 'activité antioxydante a été mesurée a
l'aide du test FRAP, qui repose sur la capacité des extraits a réduire les ions fer ferrique (Fe*")

en ions de fer ferreux (fe*").

La réduction du fer ferrique entraine un changement de couleur du jaune au bleu-vert.
L'intensité de cette coloration est proportionnelle au pouvoir réducteur des composés présents
dans le milieu réactionnel (Zou et al., 2004). 1l absorbe a une longueur d'onde de 700 nm. Le
pouvoir réducteur des extraits a été comparé a celui d'un agent réducteur connu, le BHT

(Figure 21).

Afin de tester la capacité de réduction, un ensemble de concentrations de 100 a 1000
pg.ml! a été utilisé pour chaque extrait. Une augmentation de l'absorbance indique un

pouvoir réducteur élevé (Giilgin, 2010).

A une concentration de 800 pg.ml’, le pouvoir réducteur des extraits varie entre
0,2351 et 0,767. Le jus révele une activité intéressante (0. 345>D.0>2.351). Cependant, les

extraits méthanoliques révelent une activité de 0.219> D.O >1.543.

Le jus a la plus grande capacité d'absorption, surtout avec le pamplemousse (Citrus
maxima) et la bigarade (Citrus aurantium) (2.354, 2.165). Une capacité de réduction similaire
(*P> 0,05) a été constatée avec l'orange douce (Citrus sinensis) et (Citrus clementina) la

mandarine.
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Figure 21. Pouvoir réducteur des extraits méthanolique des feuilles et de jus de Citrus

Les extraits de citrus a 1 mg/ml, acide ascorbique a 0,02 mg/ml. Les résultats sont

exprimes sous forme de moyenne de trois expériences = SD. Les valeurs portant la méme

lettre n'ont pas montré de différence significative (*P < 0,05). Les résultats sont triés par

ordre décroissant :a>b>c>d>e>f>g>h>i>]j.

Nos résultats concordent avec des recherches précédentes, notamment celles réalisée

par Lagha-Benamrouche et Madani (2013) qui indiquent que les extraits méthanoliques des

feuilles du C. aurantium sont dotés d'un pouvoir réducteur plus élevé que celui des feuilles de

quelques variétés d'orangers douce (Citrus sinensis) (Thomson, Washington, Portugaise,

Jaffa), une capacité de réduction exprimée en fonction de l'absorbance est de 0,251 a une

concentration de 1mg.ml™".

Zhang et al. (2014) indiquent que les extraits méthanoliques des fruits de Citrus

reticulata Blanco ont un pouvoir réducteur plus éleveé.
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Khettal et al., (2017) ont trouvé une capacité réductrice des extraits aqueux de citrus
par ordre décroissant : C. limon > C. aurantiifolia > C. aurantium > C. hamlin > C.
clementina > C. navel > C. grandis. La capacité réductrice des extraits méthanoliques de
Citrus est classée par ordre décroissant : C. limon > C. aurantiifolia > C. aurantium > C.

clementina = C. Thomson navel = C. grandis C> hamlin.

Ehigbai et al. (2015) ont montré les concentrés de jus d'agrumes : jus de mandarine, de
citron et de lime avaient des valeurs de FRAP nettement inférieures (179,75 + 4,25, 122,75 +
3,25 et 173,25 + 0,25 umol.L! Fe(Ill)/ g) de l'extrait respectivement, par rapport a
I'antioxydant de référence acide ascorbique (312,88 + 5,61 pmol.L™! Fe(Il)/g) de l'extrait.

Nos résultats indiquent la présence d'une forte corrélation entre le pouvoir réducteur et

la presence des flavonoides pour les feuilles (r = 0,815) et le jus (r =0, 791), respectivement.

La diversité du pouvoir réducteur des extraits est probablement due a la diversité des
composés phénoliques présents dans les extraits bruts. L'effet chélateur des ions Fe™ des
polyphénols peut étre 1ié aux cycles aromatiques hautement nucléophiles en tant que groupes

chélateurs spécifiques présents dans la molécule (Becana et Klucas, 1992) (Figure 22, 23).
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Figure 23. Pourcentage de 1’activité antioxydante FRAP par rapport aux teneurs en phénols

totaux et flavonoides des extraits de feuilles des différents cultivars étudiés
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4.1.1.3. Test du blanchissement du pB-carotene

La capacité des extraits a inhiber le blanchiment du B-caroténe a été mesurée et
comparée a celle du témoin positif (BHT) et du témoin négatif qui ne contenait aucun
composant antioxydant, la présence d'antioxydants dans les extraits permet de minimiser

I'oxydation du B-caroténe par les hydro-peroxydes neutralisés (Anusuya et al. 2012).

Ce test repose sur l'oxydation de l'acide linol€ique, qui, aprés avoir subi une
abstraction d'atomes d'hydrogéne des groupes méthylénes diallyliques, produit des radicaux
peroxydes. Ces radicaux libres réagissent ensuite avec le f-caroténe, un composé fortement
insaturé de couleur rouge, provoquant ainsi la décoloration de ce dernier. Cependant, la
présence d'un antioxydant pourrait inhiber l'action des radicaux libres issus de l'acide
linoléique, ce qui permettrait de prévenir I'oxydation et le blanchiment du B-caroténe (Zargar

etal., 2011).

Selon nos résultats, le standard test¢é (BHT) inhibe significativement (P<0.05)
l'oxydation couplée de 1'acide linoléique et du PB-caroténe a une concentration de 200 pg/ml,

comparativement aux extraits méthanoliques de Citrus, avec un pourcentage d'inhibition de

97,32 + 0,29 % (Figure 24).

Parmi les échantillons étudiés des Citrus, quelle que soit la partie jus et extraits des
feuilles, le bigarade (Citrus aurantium) et le pamplemousse (Citrus maxima) ont révélé une
activité ¢élevée des proportions d'inhibition qui dépassent 80,55 %, suivis par C. limon avec

des proportions supérieures a 61,11 %.

Alors que le pourcentage de ’activité antioxydante de 1’extrait méthanolique de la
variété Citrus sinensis (44,44 %) et Citrus clementine (58,33 %) est significativement

(P<0.05) inférieur a ceux trouvés avec les autres extraits testés.

110

Jus



Partie expérimentale Résultats et discussion

120.0000 4

100.0000 4

b b
d e
80.0000 - ; = -
i B h i h h
60.0000 { J N I T k k
m = x
- B 0 "
40,0000 & H Jus
20,0000 - Feuilles
& Sy
o2

Les variétés

L’ activité antioxydante

Figure 24. Le pourcentage d’activité antioxydante des extraits des feuilles et de jus de Citrus.
L’extrait des citrus a 1 mg/ml et BHT a 100 ug/ml en utilisant le systeme [p-caroténe-
linoléate. BHT : hydroxytoluéne butylé. Les valeurs portant la méme lettre n'ont pas montré
de différence significative (*P< 0,05). Les résultats sont triés par ordre décroissant : a > b >

c>d>e>f>g>h>i>j>k>I>m>n>o.

D'apres Liyana Pathirana et Shahidi (2006), un extrait capable de retarder ou d'inhiber
I'oxydation du B-caroténe peut €tre considéré comme un piégeur de radicaux libres et un

antioxydant primaire.

Irkin et al (2015) ont évalué I’activité antioxydante des jus de quatre cultivars Citrus
orange, citron, pamplemousse et mandarine cultivés en Turquie, ils ont trouvé une capacité
antioxydante de 77.15+ 5.2 %, 58.31£ 9.6 %, 42.99+ 12 % et 30.57+ 2.4 % respectivement,

ces valeurs sont supérieures par rapport a nos résultats.

De plus, les agrumes sont riches en caroténes et en cryptoxanthine, la teneur en
vitamine A du Citrus sinensis Osbeck et du Citrus reticulata Blanco peut réagir avec les
radicaux libres (en particulier I'oxygéne singulet (02) et les radicaux peroxyle pour montrer

sa propriété antioxydante (Zhou, 2012 ; Amitava et Kimberly, 2014).

Une corrélation positive a €té observée entre l'activité antioxydante mesurée par la
méthode du B-caroténe et la teneur en composés phénoliques totaux ainsi qu'en flavonoides

(Figures 25, 26), avec des coefficients de corrélation (r) de 0,679 et 0,807, respectivement.
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Figure 25. Pourcentage de 1’activité antioxydante -caroténe par rapport aux teneurs en

phénols totaux et flavonoides de jus des différents cultivars étudiés.
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Figure 26. Pourcentage de I’activité antioxydante f-caroténe par rapport aux teneurs en

phénols totaux et flavonoides des extrais de feuilles des différents cultivars étudiés.
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4.1.1.4. Corrélation entre la teneur en phénols totaux et ’activité antioxydante

L'évaluation de l'activité antioxydante requiert de nombreux tests. Toutefois, afin de
réduire le temps d'expérimentation et de mettre en place une méthode de sélection objective,
nous avons opté pour la comparaison des coefficients de corrélation précédemment identifiés

dans notre étude (Figure 27).
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Figure 27. Relation entre les différentes activités antioxydantes.

Les composés phénoliques contenus dans les plantes sont d'excellents antioxydants
naturels (Wangcharoen et Morasuk, 2007), Nous avons ainsi déterminé les coefficients de
corrélation de Pearson (r) entre les diverses méthodes d'évaluation de l'activité antioxydante et
la concentration en phénols totaux des extraits. Une corrélation significative a été constatée
entre le test DPPH, le test B-carotene et le test FRAP, avec des coefficients de corrélation de

0,813, 0,933 et 0,819 respectivement, tant pour les jus que pour les extraits.
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Hayes et al. (2011) ont observé des résultats similaires concernant la corrélation entre
le pouvoir anti-radicalaire et le pouvoir réducteur. Selon Singh et Rajini (2020), cette
corrélation s'explique par la présence de molécules bioactives possédant de fortes propriétés

réductrices et anti-radicalaires.

Plusieurs auteurs ont rapporté des résultats comparables, mettant en évidence une forte
corrélation entre les polyphénols totaux et les activités antioxydantes des extraits de plantes

(Floegel et al., 2011) notamment les extraits d’especes de Citrus (Jayaprakasha et al., 2008).

4.1.2. Activité antibactérienne des extraits

Les résultats des diamétres des zones d'inhibition des différents extraits méthanoliques
de feuilles et de jus de Citrus sur les bactéries pathogenes sont présentés dans les tableaux 11
et 12, respectivement. L'effet inhibiteur des extraits varie en fonction des bactéries et du type

d'extrait testé (Annexe I).

Les extraits methanoliques des feuilles et les jus ont démontré des effets d'inhibition
différents. Les grandes zones d’inhibition ont été constatées avec les jus des variétés de Citrus
limon et Citrus aurantium (Bigarade) qui ont présenté la plus forte activité antibactérienne
puisqu'ils ont inhibé la totalité des isolats bactériens (Gram positif, Gram négatif) de cette

étude, avec une zone d'inhibition de 15,00 £1,00 et 27,66 + 0,57 mm respectivement.

Suivi de Citrus maxima (pamplemousse) et de Citrus clementine avec des zones
d'inhibition comprises entre 12,66 = 0,57 et de 22,66 = 1,52 mm. Pour Citrus sinensis ;
Thomson, Sanguinelli, Jaffa, Portugais, ils ont montré une activité antibactérienne avec des

zones d'inhibition situées entre 13,66 £ 1,15 et 22,66 + 1,52 mm.

En revanche, les extraits hydro-alcooliques des feuilles de Citrus ont montré une faible
activité antibactérienne, inhibant que 05 sur 08 isolats étudiés (Gram positif, Gram négatif)
avec des zones d'inhibition allant de 12,66 = 0,5 a 20,00 + 1,00 mm, a I'exception de Bacillus
subtilis, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus et klebsiella, qui ne présentaient

aucune sensibilité a cet extrait.
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Micrococcus luteus, s’est avéré la bactérie la plus sensible a I’effet de la plupart des
variétés Citrus aurantium (Bigarade), Citrus maxima (pamplemousse), Citrus limon, Citrus
Clementine et Citrus sinensis ; Sanguinelli, Thomson, Washington, Portuguese, Double fine,
Jaffa, avec des zones d'inhibition allant de 12,66 + 0,57 a 27,66 = 0,57 mm ; suivi par
Staphylococcus aureus, Klebsiella et Bacillus subtilis qui sont résistants & quatre extraits,

mais sensibles a tous les jus de variétés.

Enterococcus faecalis et Pseudomonas aeruginosa ont été sensibles a sept extraits de
feuilles et de jus; contrairement a Escherichia coli et Staphylococcus epidermidis qui ont

montré des résistances a quelques extraits.

Selon les résultats obtenus, les bactéries présentent une réponse variable a
l'antibiotique évalué. En effet, les antibiotiques ont démontré un effet inhibiteur sur les
bactéries, avec des diameétres des zones d'inhibition variant de 22,20 + 0,49 mm a 30,50 +
0,00 mm. La plus grande zone d'inhibition a été observée avec la gentamycine contre

Klebsiella.

Lors de la comparaison des moyennes des diameétres d'inhibition des extraits
méthanoliques de Cifrus avec celles des antibiotiques, nous avons observé que les

antibiotiques avaient un effet antibactérien plus significative que les extraits examinés.
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Tableau.11 Activité antibactérienne des extraits d'agrumes contre les isolats Gram positif

mesurée en (mm)

Zone d’inhibition (mm)

Cultivars Micro-organismes (code ATCC)
S.aureus S.epidermidis B.subtilis M.luteus E.faecalis
25923 12223 9378 533 2035
C.sinensis Juice 21.66+0.57% 11.,33+0,58' 17.66+1.15°  10.66+0.58 9.66+0.58¢
Double fine  Leaves N.I N.IP N.IJ 14.16£0.29%  10.66+0.58"
20.66+1.53% 12.6640.589%f 20.00+1.00°  12.66+0.58"  10,00+1.00%
C.sinensis Juice _ |
Portugaise Leaves N.I! N.Ih N.I! 14.33+0.58% 12.33+0.58%
C.sinensis Juice 22.66+1.53° 20.66+0.58* 15.00£1.00%  13.00+1.00¢"  10.33+1.15%
Thomson Leaves 12.66+0.581 N.Ib 17.20+0.72¢  15.33+0.58"  14.66+0.58>
19.33+1.53% 16.66+0.58° 13.66+0.58%F  14.33+1.15% N.I*P
C.sinensis Juice _ _ _

Washington  Leaves N.I! N.Ih N.I! 12.66+0.58M 13.33+1.53%
C.sinensis Juice 10.66+0.58" 10.00£1.008 13.00+1.00%"  12.33+1.53! 12.33+1.15%
Sanguinelli ~ Leaves 19.33+0.58% 13.00+1.00% 13.66+1.15%F  15.33+0.58°"  13.66+1.53¢
C.sinensis Juice 18.33+1.53¢ 13.334+2.08¢ 12.00+1.00¢"  14.00+1.00%"  12.33+0.58%

Jaffa Leaves NI 11.66+0.58°f N.IJ 16.00+1.00¢ 13.00+1.00¢
C.aurantium  Juice 24.66+1.53* 15.00£1.00¢ 24.00+1.00°  22.33+0.58° 15.66+0.58°
Leaves 12.00+1.00 13.00+1.00% 11.66+0.58"  20.00+1.00° 15.33+1.53
C.limon Juice 26.33+£1.532 20.00£1.00* 21.00£1.00°  27.66+0.58° 18.00+1.00°
Leaves 13.66+0.58f 11.66+0.58°F 15.33+1.53¢  18.66+0.58%¢  13.66+0.58%
C.maxima Juice 21.66+1.15% 13.334+1.53¢ 13.66+1.15°7  23.00+1.00°  13.33+1.53%
Leaves 11.66+1.15¢ N.IP 11.33+0.58'  16.00+1.00° 11.33+0.58¢f
C.Clementine  Juice N.I' N.IP 12.50+0.50%"  17.66+0.58¢ N.IP
Leaves 22.66+1.53° N.IP 13.33+1.53%  15.00£1.00°  12.33+1.53%
Standard 22 24 24 23 27
drug

(Gentamycin

25 pg/disc)

Mm : millimétre (diamétre de la zone d'inhibition), N.I : pas d'inhibition

Les résultats sont exprimés sous la forme d'une moyenne de trois expériences = SD. Les

valeurs portant la méme lettre sur une méme colonne n'ont montré aucune différence

significative (*P < 0,05), quelle que soit la nature du jus ou des feuilles, pour chaque

bactérie. Les résultats sont triés par ordre décroissant :a>b>c>d>e>f>g>h>i>].
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Tableau.12 Activité antibactérienne des extraits d'agrumes contre les isolats Gram négatif

mesurée en (mm).

Zone d’ inhibition (mm)

Cultivars Micro-organismes (code ATCC)
E.coli P.aeruginosa Klebsiella
25922 27853 4352
C.sinensis Juice 11.33£1.53" N.Ik 20.00£1.00¢
Double fine Leaves NIP 11.83+0.76M N.IP
C.sinensis Juice 10.66+0.58¢ 12.00+1.00¢2h 22.33+0.58°
Portugaise Leaves N.IP 11.33+0.58" N.IP
C.sinensis Juice 14.33+£2.08 < 13.33+1.15% 18.00+1.00¢
Thomson Leaves 17.20+0.72° 12.33+0.58¢hi N.Ih
C.sinensis Juice NP N.IX 23.66+1.15%
Washington Leaves N.IP 10.50+0.50¢ N.Ib
C.sinensis Juice 15.33+0.58¢ 12.33+0.58¢hi 10.00+1.00¢
Sanguinelli Leaves 12.66+0.58¢F 15.33+0.58% 21.00+1.00¢°
C.sinensis Jaffa Juice 10.66+0.58¢ 13.00+1.00f2" 18.33+0.58¢
Leaves 13.00+1.00% 14.00+1.00¢f NP
C.aurantium Juice 12.33+1.15¢f 22.33+£1.53* 23.66+0.58*
Leaves 11.66+0.58° 14.33+0.58%¢ 13.66+0.58¢
C.limon Juice 20.33+1.532 20.33+1.53° 21.00+1.00¢°
Leaves 15.33+1.53¢ 15.66+0.584 N.Ih
C.maxima Juice 12.33£1.15¢F 18.33+1.53¢ 18.66+1.53¢
Leaves 11.33+1.58f N.IX 11.83+0.76°
C.Clementine Juice 12.50+0.5¢f 17.83+£0.76° 10.50+0.50¢
Leaves 11.33+1.58f 11.00+1.00% 18.33+0.58¢
Standard drug 28 27 30

(Gentamycin 25
pg/disc)

Mm : millimetre (diametre de la zone d'inhibition), N.I : pas d'inhibition

Les résultats sont exprimés sous la forme d'une moyenne de trois expériences £ SD. Les
valeurs portant la méme lettre sur une méme colonne n'ont montré aucune différence
significative (*P < 0,05), quelle que soit la nature du jus ou des feuilles, pour chaque

bactérie. Les résultats sont triés par ordre décroissant :a>b>c>d>e>f>g>h>i>].

117



Partie expérimentale Résultats et discussion

L'analyse statistique a démontré une différence significative (P< 0,05) entre I'effet de
I’extraits des feuilles et des jus d'agrumes sur les isolats bactériens. Le jus a présenté l'activité

antibactérienne la plus élevée.

Hindi et Chabuck. (2013) ont test¢ les extraits aqueux et le jus de citron sur
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, Streptococcus
pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes et Klebsiella pneumoniae. Ils ont
constaté que les extraits et le jus de Citrus limon présentent la plus forte activité
antimicrobienne, puisqu'ils inhibent la majorité des isolats dont les zones d'inhibition sont

comprises entre 10 et 35 mm.

Gopal (2012) a démontré que l'extrait hydro-alcoolique des feuilles de Citrus
aurantium (Bigarade) présente un effet inhibiteur sur Bacillus subtulis, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae dont les zones d'inhibition de diamétre sont
de 13+£0,14 mm, 14+0,12mm, 130,14 mm, 144+0,21 mm respectivement. Enterococcus
faecalis avait des zones d'inhibition a partir de 26 mm pour le concentré de jus de mandarine

(Ehigbai et al. 2016).

Ekwenye et Edeha. (2010) ont évalué 1'activité antibactérienne de 1'extrait éthanolique
et aqueux de Citrus sinensis contre des souches bactériennes comme E. coli, Pseudomonas

aeruginosa, Klebsiella pneumoniae et S. aureus.

L'effet antibactérien de 1'extrait aqueux a montré une zone d'inhibition sur E. coli, qui
était de 7 mm de diametre, tandis que sur les autres microorganismes, il a montré peu ou pas
de zones d'inhibition allant de 0 a 3 mm de diamétre. L'extrait éthanolique présentait
¢galement de petites zones d'inhibition sur les organismes testés, allant de 1 & 3 mm de

diameétre.

Une ¢étude similaire a ét¢é menée par Hamdan et al. (2013) sur l'activité
antimicrobienne des extraits de I'écorce du fruit et de la feuille de la mandarine égyptienne.
Les résultats ont révélé que tous les extraits testés avaient une activité antibactérienne

modérée contre les bactéries, notamment S. aureus, E. coli, K. pneumonia et P. aeruginosa.
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On autre, des études réalisées par Adnan et al. (2014) pour les extraits méthanoliques
de feuilles de C. sinensis et de Citrus paradisi avaient des activités antimicrobiennes contre
des souches spécifiques, notamment S. aureus, Micrococcus luteus, E. coli, Bordetella

bronchiseptica, Salmonella typhimurium et Enterobacter aerogens.

Belgue ndouze et khlefa. (2020) ont observé que 1'extrait flavones-flavonols présente
une activité antimicrobienne significative contre les souches Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epdermidis, Echerichia coli et Pseudomonas aeruginosa, avec un diametre
dépassant 20 mm et des concentrations minimales d'inhibition (CMI) respectives de 382, 150,

382 pg/ml et 380 pg/ml.

Des nombreuses études permettent d'affirmer que les mécanismes antibactériens des
flavonoides comprennent principalement : l'inhibition de la synthése des acides nucléiques,
l'inhibition de la fonction de la membrane cytoplasmique en influengant la formation de
biofilms, les porines, la perméabilité et en interagissant avec certaines enzymes cruciales

(Barbieri et al., 2017 ; Khameneh et al., 2019).

Dans la présente étude, le jus d'agrumes s'est révélé étre 1'agent le plus efficace contre
toutes les bactéries testées, suivi par les extraits de feuilles. Le fait que le degré de sensibilité
des microorganismes testés varie peut-étre dii a la tolérance intrinseque des micro-organismes

et a la nature et aux combinaisons des phytocomposés présents dans 1'extrait.

Un ou plusieurs des phytoconstituants courants comme les alcaloides, les tanins, les
phénols, les glycosides, les favonoides et les acides ont déja été signalés dans certains de ces
extraits actifs. Ces principaux phytocomposés sont connus pour avoir une activité

antimicrobienne (Gorniak et al., 2019).
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4.2. Activités biologiques (in vivo)

4.2.1. Etude de toxicité

Apres I’administration des doses comprises entre 100 a 1000 mg/kg PC et 0.1 a 5 ml/kg

pour I’extrait méthanolique des feuilles et des jus respectivement de deux variétés Citrus maxima

et Citrus aurantium par voie orale, les différents signes de toxicité sont regroupés dans le tableau

14.

Tableau 14. Comportement, signes de toxicité et taux de mortalité chez les rats traités avec des

doses croissantes de 1’extrait des feuillets et des jus des citrus

C.aurantium C.maxima Controle

Extrait Jus Extrait Jus

Ca Ca Ca Ca Ca Ca Ca Cm Cm Cm Cm Cm Cm Cm

3 4 1 2 3 1 2 3 4 r 2 3

Comportement + + + - + + -+ + - - + - - +
normale
Démarche - - - + - - + - - + + - + + -
anormale
Activité - - - + - - + - - + + - + + -
réduite
Difficulté de - - - - - - - - + + + - + + -
respiration
Diarrhée - - - - - + - - - + - - + -
Taux de O 0 O O O O 0 O 0 0 25% 0 0 25% 0
mortalité

Chaque valeur représente la moyenne £ ES de cing rats par groupe. Ca-1, Ca-2, Ca-3 et Ca-4 :
groupes traités avec l’extrait des feuilles de Citrus aurantium a des doses de 100, 250, 500 et 1000

mg/kg PC et Ca-1"Ca-2 Ca-3 : groupes traités avec les jus de Citrus aurantium a des doses de 0.5, 1

et 5 ml/kg PC respectivement. Cm-1, Cm-2, Cm-3 et Cm-4 : groupes traités avec l’extrait des feuilles
de Citrus maxima a des doses de 100, 250, 500 et 1000 mg/kg PC et Cm-1" Cm-2" Cm-3" : groupes
traités avec les jus de Citrus maxima a des doses de 0.5, 1 et 5 ml/kg PC respectivement. Le groupe

controle regoit seulement de l'eau durant ’expérimentation.
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Aucun signe de toxicité n’a été enregistré au cours du traitement ou de la période
d’observation chez les groupes traités quel que soit les extraits ou les jus avec des doses testées
de la variété¢ de Citrus aurantium ; mais, les rats traités par C. aurantium a une dose de 1000

mg/kg ont presenté une réduction de l'activité locomotrice, le salivage et une diarrhée.

Le groupe contrdle n'a présenté aucune anomalie. Les déces n'ont pas été observés dans
aucune des doses testées, étant donné qu'il n'est pas possible de calculer le niveau DL50. En
revanche, a la dose de 500 et1000 mg/kg PC de I’extrait de Citrus maxima et a 5 ml/kg PC du
jus du Citrus maxima, les rats ont présenté des troubles et des signes de toxicité qui ont conduit
a la mort de 25% de rats. D’aprés ce taux de mortalité enregistré, et selon la formule de

Dragstedt et Lang, (1957), la DL50 de I’extrait de Citrus maxima est de 5 g/kg PC.

4.2.2. Activité hypocholestérolémiante

Nos résultats révelent les effets comparatifs des variétés de jus et I’extrait des feuilles
d'agrumes sur le cholestérol, les triglycérides, les HDL cholestérol, LDL cholestérol et VLDL a
différentes doses, chez des animaux ayant re¢u un régime alimentaire riche en cholestérol

pendant 90 jours (Tableau 15).

L'é¢tude de l'activité hypolipidémique de ces plantes a donné lieu a de multiples
constatations : 'analyse des effets biologiques des jus d'agrumes et des extraits de feuilles sur
le profil lipidique a révélé une réduction statistiquement significative du cholestérol total
sérique avec une réduction modérée des triglycérides sériques, LDL cholestérol, VLDL
accompagnée d'une ¢élévation significative des niveaux de HDL cholestérol sériques par rapport

au lot de controle.

4.2.2.1. Les analyses des parametres lipidiques

Dans cette étude, chez les rats du groupe témoin, un régime riche en cholestérol (1 %)
entraine une augmentation significative (P<0,05) des concentrations sériques du TC
(263,86+15,56 mg/dl), TG (191.32+18.02 mg/dl), LDL (191.13+14,40 mg/dl) et VLDL
(38.26+3.60 mg/dl ) et on observe une diminution significative (P<0,05) du taux de HDL
(34.46+5.00 mg/dl), comparativement au groupe témoin qui a recu d'une alimentation standard
et dont les valeurs respectives sont de 126.76+14.01, 111.35£24.64, 59.35+15.71, 45.144+3.54
et 22.27+4.92 mg/dl.

121



Partie expérimentale Résultats et discussion

Les jus et les extraits hydro-alcooliques des feuilles de Citrus maxima, Citrus
aurantium et Citrus Limon entrainé une réduction trés hautement significative (P < 0,0001) de
la concentration du cholestérol total TC, les valeurs respectives sont de 119.61+3.89 mg/dl
134.39+£3.21 mg/dl, 133.94+2.72 mg/dl,153.95+5.33 mg/dl et 168.74+6.66 mg/dl 190.74+5.08

mg/dl par rapport a la concentration de TC du lot de controle.

Les jus et les extraits hydro-alcooliques des feuilles de Citrus sinensis Var : Thomson a
provoqué aussi une diminution significative (P < 0,05) de la concentration du TC
(182.50+4.54, 193.67+5.48). En revanche, le jus et I’extrait des feuilles de Citrus Clémentine
diminuent non significativement (P > 0,05) la concentration des TC 206.44+7.89,

233.28+8.75dmg/dl respectivement.

Tandis que, dans le lot de référence, I’atorvastatine provoque une diminution trés
hautement significative (P < 0,000]) de la concentration de TC avec une valeur de

158.1+18.90mg/dL.

La diminution des triglycérides était trés significative (p < 0,0001) apres 30 jours par
rapport au groupe de controle. Les niveaux de TG avec les jus et les extraits des feuilles ont été
observés respectivement par rapport aux témoins : Citrus maxima (78.22+£3.97 mg/dl
,87.36£1.59 mg/dl) ; Citrus aurantium (83.84%3.52 mg/dl, 93.38+3.06 mg/dl) ; Citrus limon
(102.16+4.45 mg/dl 117.44+3.26 mg/dl).

En revanche, Les niveaux des TG avec les jus et les extraits hydro-alcooliques des
feuilles de Citrus sinensis Var : Thomson (128.16+2.35 mg/dl 134.42+3.81mg/dl) et avec ceux
de Citrus Clémentine (151.3842.77mg/dl,146.62+3.80) diminuent non significativement (P >
0,05) la concentration des TG.

En revanche, les lipoprotéines de faible densité (LDL) transportent le cholestérol du
foie vers les tissus périphériques, tandis que les lipoprotéines de haute densité (HDL)
favorisent le déplacement du cholestérol des tissus périphériques vers le foie pour sa

dégradation.

Ainsi, le HDL joue un rdle bénéfique dans la diminution du cholestérol tissulaire, tout
en abaissant le niveau de LDL, ce qui contribue a réduire le risque de maladies cardiovasculaires

(Nofer et al., 2002).
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Les résultats du tableau 15 montrent une diminution significative au niveau des

concentrations des LDL par rapport a la concentration des LDL dans le lot de controle.

L'effet des jus d'agrumes et des extraits de feuilles sur le taux de HDL cholestérol
plasmatique est présenté dans le tableaul5. Bien que la concentration plasmatique de
cholestérol HDL ne differe pas entre les groupes, le rapport entre le cholestérol HDL et le
cholestérol total était significativement (p < 0,05) plus élevé dans tous les groupes traités par

les jus d'agrumes et d'extraits de feuilles par rapport au groupe de controle.

Les extraits hydro-alcooliques des feuilles de Citrus maxima, Citrus aurantium et
Citrus Limon et leurs jus entrainant une réduction significative (P < 0,05) de la concentration
sérique des VLDL dans les lots traités, les concentrations sont de 18.67+0.61, 17.47+£0.31 ;
23.48+0.65, 16.76=0.70 et 15.64+0.79,20.434+0.89 mg/dl respectivement, par rapport au lot de
contrdle (38.26+3.60 mg/dl) (Tableau 15).

Alors que I’administration des extraits hydro-alcooliques des feuilles de Citrus sinensis
Var : Thomson et Citrus Clémentine et leurs jus induisent une diminution non significative (P
>0,05) des concentrations des VLDL avec des valeurs respectives de 26.88+0.76, 30.27+0.55
mg/dl et 25.63+0.47, 29.32+0.76 mg/dl.

Le méme résultat a été¢ constaté dans le lot de référence apres 1’administration de

I’atorvastatine, la concentration sérique des VLDL est de 25.10+£2.46 mg/dl (tableau 15).

L'indice athérogene du plasma est un nouvel indice composé de triglycérides et de
cholestérol a lipoprotéines de haute densité. Il a été utilis€ pour quantifier les taux de lipides
sanguins et couramment utilis¢é comme indicateur optimal de dyslipidémie et de maladies

associées (par exemple, les maladies cardiovasculaires) (Bora et al., 2017).

On a constaté une diminution significative (p < 0,05) de l'indice athérogéne chez les rats
auxquelles on a administré du jus d'agrumes et des extraits de feuilles par rapport au groupe de

controle.
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Tableau 15. Résultats du dosage des différents paramétres lipidiques (TC, TG, HDL LDL et VLDL) des lots

Groups Dose (mg/kg) TC (mg/dl) TG (mg/dl) HDLc (mg/dl) LDLc (mg/dl) VLDLc, (mg/dl)
Lot témoin 126.76+14.018% 111.35+24.64% 45.144+3.54¢ 59.35+15.71° 22.27+4.92f
Lot de controle 263.86+15.56i 191.32+18.02 34.46+5.00° 191.13+14,40’ 38.26+3.60°
C.sinensis Thomson

Jus 7 167.90+1.51¢ 128.16+2.35f8 52.94+3.76° 89.33+4.01% 25.63+0.47
Extrait 250 184.62+5.24° 134.42+3.81¢ 52.48+4.42° 105.25+2.701 26.88+0.76/
C.sinensis Sanguinelli

Jus 7 182.50+4.54¢ 141.64+1.18M 51.06+2.54% 103.11+4.331% 28.32+0.23!
Extrait 250 193.67+5.48" 141.58+6.14" 52.02+3.40 113.34+5.57¢ 28.31+1.22%
C. aurantium

Jus 3 133.94+2.72° 83.84+3.52% 58.66+4.93* 58.51+2.58° 16.76+0.70°
Extrait 200 153.95+5.33¢ 93.38+3.06" 59.12+1.65° 76.15£3.91°¢ 18.67+0.61¢
C.maxima

Jus 0.5 119.61+£3.89* 78.22+3.97* 61.1+4.76* 42.87+4.06* 15.64+0.79°
Extrait 150 134.39+3.21° 87.36£1.59% 60.76+1.75° 56.16+2.69° 17.47+0.31¢
Citrus Limon

Jus 3 168.74+6.66¢ 102.16+4.45% 51.24+7.89% 97.0644.89° 20.43+0.89¢
Extrait 250 190.7445.08< 117.44+3.26% 60.78+4.73* 106.48+1.561 23.48+0.65¢
C.Clementine

Jus 7 206.44+7.88¢ 146.62+3 .80 48.14+5.88b 128.97+13.74" 29.32+0.76™
Extrait 250 233.28+8.75" 151.38+2.77 46.92+3.25 156.08+7.08t 30.27+0.55"
Atorvastatin 10 158.1+18.90¢ 125.52+12.311% 47.9343.84%d 85.06+:18.47% 25.10+£2.46"

Les résultats sont triés par ordre croissant : a <b <c<d<e<f<g<h <i<j<k<i<g<k</[<m<n.

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne de trois expériences £ SD. Les valeurs portant les mémes lettres n'ont pas montré de différence significative (*P< 0,05).
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4.2.2.2. Analyse des coupes histologiques

L’histologie du foie des groupes controle montre une architecture normale des cellules
hépatiques en travées séparées les unes des autres par les capillaires sinusoides, un

cytoplasme granuleux et préservé avec une veine centro-lobulaire clairement visible (Figure

28).

Chez le groupe dyslipidémique, on remarque une désorganisation des travées
hépatocytaires qui présentent un cytoplasme clair avec la présence des micro et des macro-
vésicules lipidiques qui entoure la veine centro-lobulaire, séparées les unes des autres par des
capillaires sinusoides qui sont dilatés. On remarque la présence de plusieurs types de celles

immunitaires notamment les monocytes et les lymphocytes.

Les rats traités a l'atorvastatine ont présenté une amélioration de la morphologie
cellulaire, une architecture normale des cellules, mais des hépatocytes a noyaux condensés ont
été observés, tandis que les rats traités avec les Citrus ont acquis un profil histopathologique

distinct quasi normal.
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(A)

Figure 28. Etude histologique du parenchyme hépatique des rats colorées avec I’Hématoxyline-Eosine (4 a 5 pum, X 400).

(A) le groupe controle normal ; (B) Controle HFD ; (C) HFD + Atorvastatine (10 mg/kg PC.) ; (D) groupe traite avec les jus ; (E) groupe traite
avec ’extrait des feuilles. NH - Hépatocytes normaux, CV - Veine centrale, * - Modifications graisseuses et ——y noyau condense.
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Ces résultats sont en accord avec les conclusions de Karam et a/. (2018) qui ont trouvé

l'infiltration cellulaire et la dégénérescence dans les cellules du foie des rats testées.

De nombreux facteurs de risque cardio-métabolique tels que 1I’hypercholestérolémie et
le diabéte favorisent la survenue des maladies cardiovasculaires, qui constituent un probléme

majeur de santé publique.

Des ¢études sur des modeles animaux ont clairement démontré que
I'hypercholestérolémie est liée a des anomalies dans le métabolisme des lipides et des
lipoprotéines plasmatiques, se traduisant par des concentrations élevées en cholestérol total,
C-LDL et triglycérides et des teneurs réduites en C-HDL (Benaicheta et al., 2016 ; Djellouli
etal.,2019).

De méme, chez le rat, la consommation d’un régime enrichi en cholestérol est
étroitement associée a I’hyperlipidémie progressant vers la stéatose hépatique (Athmani et a/

., 2015).

L’existence d’une relation étroite entre les niveaux accrus de cholestérol et les
altérations métaboliques, oxydatives et inflammatoires, conduit a considérer les plantes et/ou
leurs extraits, a la fois hypolipémiants (Zidan et al., 2016 ; Bahlil et al., 2018) et comme des
compléments nutritionnels de choix dans la stratégie de prévention des maladies

cardiovasculaires.

Par conséquent, il est intéressant de savoir si I’extrait méthanolique des feuilles et les
jus des Citrus possédent également une activité hypolipémiante chez le rat dyslipidémique ou

hypercholestérolémie.

Nos résultats indiquent que, chez le groupe non traité, une hypercholestérolémie s'est
installée a la fin de I'expérimentation (263,86+15,56 mg/dl) par rapport a la valeur notée au
début de I’expérimentation (126.76+14.01 mg/dl) et a celle rapportée chez le rat (valeur
normo cholestérolémique < 250 mg/dl par Pandya et al. (2006).

Cela suggere que la supplémentation du régime en cholestérol (1 % de cholestérol et

0,5 % d’acide cholique) a induit en 14 jours une hypercholestérolémie chez le rat.
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Chen et al. (2015) ont considéré ce régime hypercholestérolémique comme un facteur
de risque pour les maladies cardiovasculaires (MCV) et ont également montré que la
supplémentation du régime avec du cholestérol (de 0,5 % a 1 %) augmente les niveaux de
cholestérol total (CT) sérique et hépatique, ainsi que les concentrations en C-VLDL et en C-
LDL. Ce régime hypercholestérolémique a permis d’induire une hypercholestérolémie

similaire a celle observée par plusieurs auteurs (Lassoued et al., 2014 ; Ktari et al., 2015).

Nos résultats sont en accord avec ceux de Khan et al. (2010) ou ils ont noté que le jus
de Citrus limon (1ml/kg/jour) a révélé une réduction significative du cholestérol sérique, des
triglycérides, des niveaux de lipoprotéines de basse densité et a entrainé une augmentation des
lipoprotéines de haute densité. Ces résultats suggerent que les effets hypocholestérolémiques

du jus de citron peuvent €tre dus a son effet antioxydant.

Lin et al. (2019) ont montré que 1’administration orale des jus des Citrus entrainait une
réduction des taux de triglycérides plasmatiques de maniére dose-dépendante, ce qui pourrait
étre di a la capacité des flavonoides d'agrumes a inhiber la sécrétion hépatique

d'apolipoprotéine (apo)B.

L’¢tude de Oboh et al. (2014) ont montré que l'administration des jus de Citrus
maxima a des rats soumis a un régime riche en cholestérol a entrainé une réduction
significative des taux plasmatiques de cholestérol total, de triglycérides et de cholestérol des
lipoprotéines de basse densité, ainsi qu'une augmentation des niveaux de cholestérol des

lipoprotéines de haute densité.

De méme, Mallick et Khan. (2015) ont noté une diminution tres significative des taux
de cholestérol, de TG et de LDL a des doses de 0,1, 0,3 et 0,5 ml/’kg de Citrus paradisi de
74.18, 66.23 et 53.5g/1 respectivement par rapport aux témoins hyperlipidémiques, presque

similaire a 'effet de 'atorvastatine.

De plus, Jianping et al. (2019) ont examiné l'effet des flavonoides totaux purs
provenant de Citrus sur des rats atteints d'hyperlipidémie et ont constaté que les flavonoides
jouent un rdle hypolipidémique grace a ’amélioration de la fonction hépatique par des effets

antioxydants dans I'hyperlipidémie.
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Firdous et al. (2021) montrent que la diminution du cholestérol total a été constatée a
un rythme comparable a celui de 'atorvastatine (10 mg) dans les groupes de souris auxquelles

ils ont administré 200 mg de flavonoides de Citrus maxima diosmine (DS).

Il est intéressant de noter qu'avec 100 mg de DS, ils ont également constaté une
réduction significative du cholestérol total. Ces résultats ont été confirmés par I'amélioration

des taux de TG, C-HDL, C-LDL et C-VLDL par rapport a I'hyperlipidémie chez les souris.

Ali et al. (2020) ont trouvé que la consommation de jus de pamplemousse pendant 40
jours a différentes doses (0,5, 1, 1,5 ml / jour) a diminué les concentrations de cholestérol
total, de C- LDL et de triglycérides, tandis que le C-HDL a augmenté chez les rats ayant subi

une hypercholestérolémie.

Effectivement, I'hypercholestérolémie est définie par une augmentation des niveaux de
LDL-cholestérol (LDL-C) et de triglycérides (TG), qu'il y ait ou non une diminution du
niveau de HDL-cholestérol (HDL-C) (Hao et Friedman, 2015).

Ces facteurs pro-athérogenes qui favorisent la formation de la plaque athéromateuse
sont en partie a l'origine des anomalies du métabolisme des acides gras (AG) et des
triglycérides (TG) au sein du foie et du tissu adipeux (Orekhov et al., 2014). Lorsqu'ils sont
présents en exces, ces derniers accélerent les échanges inter-lipoparticules par I’intermédiaire
de la CETP (protéines de transfert des esters de cholestérol) au dépend des fractions LDL et
HDL dans le sang.

Ces changements quantitatifs sont responsables d'une réduction de la concentration de
HDL-cholestérol et de la formation de LDL, petites et denses, beaucoup plus athérogenes

(Parraga-Martinez et al., 2015).

La réduction du HDL-cholestérol est ¢galement favorisée par 1’activation de la
lipoprotéine lipase hépatique stimulée par I’hyperinsulinisme et le taux élevé d’acides gras
libres. Ces mécanismes contribuent a expliquer le profil lipidique athérogeéne caractéristique

du syndrome métabolique (Singh et Bittner, 2015).

Les résultats obtenus montrent que les extraits de feuilles et les jus des différentes
variétés de Citrus testés possédent une activité hypocholestérolémiante, liée a la présence de

biomolécules qui réduisent le taux de cholestérol sanguin.
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Cette activité pourrait résulter de l'action individuelle ou de I’effet synergique des
composés phénoliques. Le mécanisme considéré pourrait impliquer la régulation de
I'hydrolyse de certaines lipoprotéines, ainsi que leur absorption sélective et leur métabolisme

par divers tissus. (Oboh et al., 2014).

De méme, les flavonoides, retrouvés lors de notre étude phytochimique des espéces
d'agrumes étudies apreés 1’analyse d’HPLC sont : 'hespéridine, la naringine, la narirutine et
I'ériocitrine trouvées dans les especes (Citrus maxima, Citrus sinensis, Citrus limon, Citrus
clemntine) et néohespérdine (Citrus aurantium), pourraient avoir un effet hypolipémiant, en
diminuant la biosynthése du cholestérol, par 1’augmentation de 1’expression de la protéine-
kinase AMPc dépendante, enzyme responsable de I’inhibition de 1’hydroxyméthyl-glutarl-
Coenzyme A (HMG-CoA) réductase (Iskender et a/.,2017) .

Rekha et al. (2019), ont démontré que chez les rats, la naringine et 1'hespéridine
réduisent de manicre significative les taux plasmatiques et hépatiques de cholestérol et de TG

en inhibant 'HMG-CoA réductase et I'acyl-CoA : cholestérol acyltransférase (ACAT).

De plus la naringénine inhibe le cholestérol acyltransférase et les protéines
microsomales de transfert des triglycérides, ce qui limite la disponibilité des esters de

cholestérol et des triglycérides pour la formation des lipoprotéines (Mahmoud, et a/., 2019).
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4.2.3. Evolution de la glycémie et test de tolérance au glucose chez les groupes

diabétiques
4.2.3.1. Variation de la glycémie au cours du traitement

Quatre jours apres injection d’alloxane, la valeur de la glycémie représente 301,02 +
17,96 mg/dl, chez les groupes diabétiques traités ou non par rapport au controle (97,31 = 9.76

mg/dl). Ces résultats permettent de confirmer 1’installation du diabéte.

Quatorze jours apres (J14), la glycémie diminue de 47%, chez le groupe traité par les

jus ou extrait des feuilles des Citrus aurantium et Citrus maxima dont les valeurs sont de

129,14+ 6,21, 139,53 £ 7,03 mg/dl et 98,74 + 3,87, 113,65 £+ 5,34 mg/dl respectivement.

Apres 28 jours de traitement, une diminution trés hautement significative des teneurs
du glucose dans le sang est notée chez les groupes traités par le jus et I’extrait de feuilles du

Citrus maxima (79,27 £3,72 et 109,46 = 5,71mg/dl respectivement) (Tableau 17 Annexe II).

Méme effet a été observé chez les groupes des rats traités par le jus et 1’extrait
méthanolique de la variété de Citrus limon, une diminution hautement significative de taux de
glucose dont les valeurs sont 131,76+5,13 et 135,41+£7,11 respectivement. De plus, 1’effet

du Citrus est similaire a celui de la metformine avec une valeur de 99,13+9,99mg/dl.

4.2.3.2. Test de tolérance au glucose

Les résultats de ’activité hypoglycémique des différents extraits testés sur des rats
hyperglycémiques sont illustrés dans le tableau 16. L’administration per os de 1’eau
physiologique n'affecte pas la glycémie de base des rats normo-glycémiques. Le glucose
sanguin reste en effet stable au bout de 2 heures d’observation (0,80 = 0,01 vs 0,82 £ 0,02 g/I)
(p>0,05).

Chez le groupe de rat hyperglycémique, I’administration d’une dose de 4g/kg du
glucose par voie orale entraine une augmentation significative de la glycémie au bout de 90
minutes. Cette augmentation est de 1’ordre de 83,33 % (0,84 £ 0,01 a 1,54 = 0,01 g/l)
(p<0,05).
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Tableau.16 Variation de la tolérance au glucose en fonction du temps apres le traitement des

Résultats et discussion

rats avec les différents types d’extraits et des jus de Citrus

La glycémie (g/1)
Temp Témoins Témoins Témoins C. C.aurantiu C.maxima  C.maxima
s (mn) NaCl hyperglycémiq metaformi aurantium m 3ml’kg 150 mg/kg 0.5ml/kg
ues ne 200mg/kg

Omin 0,8+0,01  0,84+0,01 0,81+0,01  0,82+0,01 0,82+0,01  0,83+0,01 0,81+0,01

30min  0,82+0,0 1,14+0,01 0,94+0,02* 1,12+0,02 1,16+0,14  0,98+0,01* 1,01+0,01*
1

60min  0,81+£0,0 1,4+0,01 1,04+0,01* 1,24¢0,007*  1,16+0,01* 1,14+0,01*  1,19+£0,01**
1 * %

90min 0,84+0,0 1,54+0,01 0,52+0,01* 0,99+0,007  0,90+0,01* 0,58+0,01*  0,73+0,01***
1 ek skskk * sk

120mi  0,82+0,0 1,2+0,02 0,34+0,01* 0,62+0,007  0,66+0,01* 0,420,002  0,40+0,01**

n 2 ek ek * kesk

Chaque valeur correspond a la Moyenne + E.SM. Test de Student *0,05>p >0,01 la
différence est significative, ** P

Chez le groupe de rats prétraités avec le metformine a la dose de 2,5 mg/kg, on assiste

a une diminution significative de la glycémie de 58,02% par rapport aux témoins

hyperglycémiques au bout de 2 heures d’administration (0,81 = 0,01 vs 0,34 £ 0,01 g/l) (P<
0.05).

Les jus et les extraits des Citrus maxima et Citrus aurantium ont diminué fortement la

glycémie chez les rats traités avec des concentrations respectives de 0,83 + 0,01 g/l a 0,42 +

0,02 g/l et de 0,81 = 0,01 4 0,40 = 0,01 g/l (p< 0,05). La méme observation est notée quant a

I’effet du glucophage sur la teneur de la glycémie des rats traités (0,81+0,01 vs 0,34 £ 0,01
g/l).
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4.2.3.3. Etude descriptive histologique

Aprés 4 semaines d’expérimentation, 1’histologie du pancréas des rats soumis a
I’alloxane (150 mg/kg PC), montre une importante nécrose cytoplasmique et une dégénération

des ilots de Langerhans, alors que les acini sont intacts (Photo. A) (Figure29).

Cependant, chez ces rats diabétiques, la surface spécifique du tissu des ilots se rétrécit
par rapport a celle observée chez le groupe controle (Photo. A), ce qui confirme I’induction du

diabete.

Le traitement par les Citrus, montre une régénération et une augmentation du systeme
vasculaire des cellules des ilots, ainsi qu’une légere nécrose cytoplasmique (Photo D et F).
Tandis que, une conservation cellulaire d’ilots chez le groupe traité par la metformine, est

révélée (Photo C).
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G)

Figure 29. Observation microscopique des coupes histologiques du pancréas colorées avec I’Hématoxyline-Eosine (4 a 5 um,X 400).

A: groupe diabétique non traité, B : groupe contréle consomme durant toute l’étude le régime (Cas) (Non diabétique) C: groupe
diabétique traité avec Metformine (D-MTF). D groupe diabétique traité avec extrait C.maxima .E : groupe diabétique traité avec jus

C.maxima. F : groupe diabétique traité avec extrait C.aurantium. G : groupe diabétique traité avec jus C.aurantium.

mmmmmlp La fléche rouge épaisse représente les ilots de Langerhans ; l'étoile représente les ilots détruits, «——la double fléche
représente le canal interlobulaire, la fleche verte ____, indique les cellules acineuses pancréatiques et la fleche noire ___y représente

l'infiltration de neutrophiles. Grossissement : x200. La barre d'échelle fait 10 mm.

135



Partie expérimentale Résultats et discussion

Ces résultats concordent avec ceux rapportés par Yusuf et a/. (2019) qui ont démontré
que I’examen histologique du pancréas des rats hyperglycémiques a montré une réduction des
ilots de Langerhans avec du tissu fibrotique alors que les rats hyperglycémiques traitées avec

les Citrus étaient similaires aux rats témoins.

L'extrait aqueux de feuilles de cédrat (Citrus maxima) a la capacité d'améliorer les

dommages initiés par 'hyperglycémie sur le pancréas des rats.

Des résultats comparables ont été obtenus par Abunasef et al. (2014); Qinna et
Badwan. (2015) qui ont trouvé une nécrose dans l'ilot de Langerhans induite par STZ ou
alloxane ; de méme, des changements dégénératifs cytoplasmiques au centre et a la périphérie
de 1Mlot de Langerhans, une forme irréguliére, une vaculation dans le cytoplasme et une

fibrose marquée avec destruction des cellules B chez les rats diabétiques.

Des ¢études récentes ont démontré que les changements cellulaires dans les ilots de
Langerhans ont été¢ trouvés chez les rats, reflétaient la cytotoxicit¢ de 1’alloxane sur les
cellules B en raison de la génération d'especes réactives de l'oxygene augmentant la

peroxydation lipidique, 1'oxyde nitrique et les ruptures d'ADN.

En outre, I'hyperglycémie exerce des effets déléteres sur la fonction des cellules B du

pancréas (Helal et al., 2020).

Nos résultats sont en accord avec d'autres études qui ont rapporté des propriétés

antidiabétiques des agrumes.

Les résultats, obtenus dans notre étude, sont en accord avec ceux de Dokumacioglu et
al. (2018), en effet, I’administration journaliere des flavonoides (hespéridine et quercétine)

réduisent le taux de glycémie.

Cette baisse des résidus de glucose circulant est accompagnée d’une diminution
significative du taux d’HbAlc et d’'une augmentation de 1’insulinosécrétion. Ceci serait di a
un effet protecteur contre la dégénérescence et une stimulation de ’activité des cellules P

pancréatiques, sécrétrices d’insuline (Demir, 2018).
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Kundusen et a/. (2011) ont montré que l'extrait de Citrus limon avait une puissante

activité anti-hyperglycémique contre des rats diabétiques induits par la streptozotocine.

Les taux ¢élevés de glucose sanguin et de ’HbAlc chez les rats diabétiques ont été
ramengs a des niveaux proches de la normale aprés traitement par les flavonoides diosmine de
Citrus, ce qui montre son potentiel antihyperglycémique dans le traitement du diabéte

expérimental (Subramani et Leelavinothan 2013).

Nos résultats sont en accord avec les travaux de Riaz et a/ (2013) ; Mallick et Khan
(2015), sur les flavonoides extraits respectivement de Citrus limon, Citrus maxima et Citrus
sinensis ; ils ont supposé que les flavonoides, peuvent étre dotés de propriétés stimulantes sur
la libération de I’insuline et seraient donc a ’origine de 1’effet hypoglycémiant chez des rats

normoglycémiques et antihyperglycémiant chez des rats présentant un diabéte de type 2.

Ainsi, nos résultats concordent avec ceux obtenus par Loizzo et a/ (2019) qui ont
rapporté que le jus de Citrus lemon diminue la glycémie avec une augmentation significative

des niveaux d’insuline, chez le rat rendu diabétique par la STZ.

En outre, I’effet bénéfique de I’extrait des feuilles de Citrus aurantium sur
I’hyperglycémie serait probablement li¢ a la composition en polyphénols. Suntar et al. (2018)
ont rapporté que 1’administration orale de flavonoides (hespérétine et naringenine) pendant 45

jours diminue la glycémie chez les rats diabétiques.
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4.2.4. Etude des paramétres du stress oxydant

Il est admis que les agrumes notamment les feuilles et les jus constituent une source
importante des antioxydants naturels en particulier les polyphénols, raison pour laquelle
plusieurs études sur I’effet antioxydant des agrumes représente un facteur clé pour évaluer

leurs effets et comprendre leurs mécanismes d'action.

Les jus et I’extrait méthanolique des feuilles de Citrus ont été évalués pour leur effet
sur les paramétres du stress oxydant associer a la dyslipidémie au niveau hépatique qui

constitue un siége de tous les métabolismes.

4.2.4.1. Evaluation de la peroxydation des lipides par la mesure des substances

réactives a I’acide thiobarbiturique (TBARS)

La Figure 30 représente la variation du taux hépatique en MDA chez des rats sains et
rendus dyslipidémiques traités ou non par les jus et les extraits méthanoliques des feuilles des

agrumes.

On a observé une augmentation trés hautement significative (p<0,001) du taux du
MDA hépatique chez les rats dyslipidémiques témoins par rapport aux rats contrdles. Cette

augmentation est de I’ordre de 2,18 + 0,28 nmol vs 1,44+ 0,05 nmol.

Toutefois, apres un traitement par les jus des Citrus maxima (pamplemousse), Citrus
aurantium (bigarade) et Citrus limon (citron), nous avons enregistré une diminution tres
hautement significative (p<0,001) des taux du MDA hépatique chez les rats dyslipidémiques
traité par rapport aux rats controles ; les valeurs sont de 1,10+£0,08 nmol, 1,10 + 0,13 nmol et

1,29 £ 0,22 nmol vs 2,18 £+ 0,28 nmol respectivement.

Le méme effet est observé quant au traitement des rats dyslipidémiques par les extraits
des feuilles de méme variétés Citrus maxima (pamplemousse), Citrus aurantium (bigarade),
avec un pourcentage de diminution de 70,31% (1,28 + 0,05 nmol, 1,46 + 0,16 nmol vs 2,18 +
0,28 nmol).
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Par contre, I’extrait de feuille de Citrus limon provoque une diminution trés hautement
significative (p<0,001) du taux du MDA hépatique par comparaison aux rats contrdles (0,98 +

0,23 nmol vs 2,18 + 0,28 nmol).
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Figure 30. Influence de I’effet des jus et des extraits des feuilles des agrumes sur la

concentration hépatique du MDA.

CA: Traité par Citrus aurantium, CL: Traité par Citrus lImon; CM: Traité par Citrus maxima;
HFD: Dyslipidémique; C : ntrole. (A) les jus; (B) les extraits des feuilles. Chaque valeur
représente la moyenne + SEM (n=5). * p<0.05, HFD vs C; ** p<0.001, HFD vs C; + p<0.05,
traités vs HFD; ++ p<0.001, traités vs HFD.
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4.2.4.2. Effet des jus et I’extraits des feuilles sur ’activité des enzymes antioxydantes et

sur le statut antioxydant total (TAS)

Les résultats de I’effet des jus et les extraits de feuilles de Citrus maxima, Citrus
aurantium et Citrus limon sur I’activité des enzymes antioxydantes et sur le statut antioxydant

total chez les cinq groupes étudiés sont illustrés dans la figure 31 et 32.

Nous avons remarqué une diminution trés hautement significative (P<0,001) de I’activité
de la SOD, la GPx, et la GRx chez les rats dyslipidémiques par rapport aux rats contrdles dont
les valeurs sont : 62,23 = 1,32 et 1,31+ 0,07 et 13,13 = 1,11 U/g HB vs 269,43 + 1,07 et 4,06 +
0,21 et 19,64 + 0,68 U/g HB respectivement.

Cette réduction est de I’ordre de 66,83%. Cependant, le traitement des rats par les jus de
Citrus maxima, Citrus aurantium et Citrus limon ont provoqué une augmentation trés hautement
significative (P<0,001) de I’activité de la superoxyde dismutase hépatique (SOD), la glutathion
peroxydase (GPx), et la glutathion réductase (GRx) par rapport a celle des rats du groupe
contrdle (figure 41).

Un effet similaire est observé quant au traitement des rats dyslipidémiques par les extraits
méthanoliques des feuilles de mémes variétés Citrus maxima et Citrus limon. Chez les rats
dyslipidémiques traités par ces variétés comparées aux rats controles, I’activité de la superoxyde,
dismutase (SOD) augmente significativement (p<0,01) dont les valeurs sont : 165,75 + 2,46 et
104,91+10,95 U/g HB vs 62,23 + 1,32 U/g HB respectivement.

Ces résultats restent 1égerement inférieurs par rapport a ceux trouvés chez le lot de rats
traités par la variété¢ Citrus aurantium avec laquelle nous avons enregistré une augmentation du
taux de la SOD treés hautement significative (P<0,001) dont la valeur est de 278,84 + 9,00 vs
62,23 + 1,32 U/g HB.
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Figure 31. Effet des jus et des extraits de feuilles des agrumes sur [Dactivité des
enzymesantioxydant

CA: Traité par Citrus aurantium, CL: Traite par Citrus limon; CM: Traité par Citrus maxima;, HFD:
Dyslipidémique; C : Controle. (A) les jus ; (B) les extraits des feuilles. Chaque valeur représente la moyenne +
SEM (n=5). * p<0.05, HFD vs C; ** p<0.001, HFD vs C; + p<0.05, traités vs HFD; ++ p<0.001, traités vs
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Le traitement par les extraits semble avoir mieux amélioré D’activit¢ de la SOD
hépatique, la GPx, et la GRx par comparaison aux rats du groupe controle. Par ailleurs, le
TAS est réduit (40,66%) chez le groupe dyslipidémique par rapport au groupe controle
(Figure 42).

A B

TAS (mmole/l) TAS (mmole/l)

2.50 - 2.50 -

2.00 - + 2.00 -
1.50 - 1.50 -
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0.50 - * 0.50 - I *x
000 - T T T - T 000 n T T T - T
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Figure 32. Effet des jus et des extraits de feuilles des agrumes sur le statut antioxydant total
(TAS)

CA: Traité par Citrus aurantium; CL: Traité par Citrus limon;, CM: Traité par
Citrus maxima;, HFD: Dyslipidéemique; C : Contréle. (A) les jus; (B) les extraits
des feuilles. Chaque valeur vreprésente la moyenne + SEM (n=5). * p<0.05, HFD
vs C; ** p<0.00l, HFD vs C; + p<0.05, traitées vs HFD; ++ p<0.001, traités vs
HFD.
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Les résultats de notre ¢tude suggerent que les flavonoides présents dans les feuilles
d'agrumes ainsi que leurs possédent des propriétés chémoprotectrices cellulaires pourvus d’un
pouvoir antioxydant jouant un role crucial contre les effets nocifs des radicaux libres. Cela
explique le maintien du taux de MDA a son niveau cytosolique normal dans le foie des rats

traités.

Par ailleurs, des <¢tudes ont montré que [’hypercholestérolémie et
I’hypertriglycéridémie sont responsables d’un stress oxydant associé a wun état
d’insulinorésistance. L'activit¢ des ROS peut provoquer la peroxydation lipidique, ce qui
entraine ensuite la glycation des protéines, l'inactivation des enzymes et l'altération de la
structure et de la fonction des biomembranes, jouant ainsi un role clé dans les complications a

long terme de la dyslipidémie (Baynes, 1991).

Dans ce cas, le stress oxydant coexiste avec la réduction du statut antioxydant ce qui

peut augmenter 1’effet délétere des radicaux libres (Zahra et al.,2012).

L’hypercholestérolémie et le diabete, peuvent étre a 1’origine d’un stress oxydant
délétere, pour les cellules concernées et leurs fonctions vasculaires (Matsuda, et Shimomura,

2013 ; Gouaref et al., 2016).

En effet, de nombreux auteurs concordent pour affirmer que I'hypercholestérolémie
est liée a la détérioration du statut antioxydant, caractérisée par une augmentation des teneurs
en malondialdéhyde (MDA) et une diminution des activités des enzymes antioxydantes
(Asdagq, 2015). 1l est communément admis que le stress oxydant est impliqué dans la plupart
des maladies métaboliques dégénératives comme le diabéte et I’hypercholestérolémie

(Bonomini et al., 2015 ; Asmat et al., 2016).

Le stress oxydant durant le diabéte et I’hypercholestérolémie inclut un déséquilibre
de la balance redox provenant de I’altération du métabolisme des carbohydrates et des lipides,
de ’augmentation de la production des espéces réactives a I’oxygeéne (ROS) par glycation, de
la peroxydation lipidique et de la diminution de la défense des antioxydants (Ellulu et al.,

2016).
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La peroxydation lipidique est un marqueur essentiel du stress oxydant et elle est

évaluée par la mesure des substances réactives a 1’acides thiobarbiturique (TBARS).

Chez le rat hypercholestérolémique ayant recu un traitement par l'extrait méthanolique
des feuilles ainsi que par les jus de Citrus, le systtme de défense antioxydante présente une
efficacité accrue au niveau hépatique En conséquence, cet extrait a la capacité de diminuer la

peroxydation des lipides et de prévenir les 1ésions causées par le stress oxydatif.

Nos résultats sont en accord avec les travaux de Zaidun et al. (2018) et Feksa et al.
(2018) sur les flavonoides extraits respectivement de feuille de Citrus maxima et Citrus
limon ; ils ont supposé que la naringénine est principalement attribuée a la réduction des ROS
et a I'amélioration des défenses antioxydantes, notamment la superoxyde dismutase (SOD), la

catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx) dans les maladies chroniques.

De plus, des études réalisées par Karim et al., 2018 ; Mahmoud, et al. (2019) ; chez
des rats rendus stressés par l'acétate de plomb et traités par I'hespérétine ont montré une
efficacité antioxydante significative, mise en évidence par la diminution de la peroxydation

lipidique et 'augmentation des niveaux de GSH et de l'activité de SOD, CAT et GPx.

Les principales enzymes antioxydantes endogenes sont la superoxyde dismutase
(SOD), la catalase et la glutathion peroxydase (GPx). La SOD convertit les radicaux
superoxydes en H>O», qui est catalysé en H>O par l'action de la catalase et/ou de la GPx. Cette
dernic¢re enzyme peut également étre le donneur d'électrons pour réduire la peroxydase. Alors

que la SOD et la GPx sont exprimées de manicre ubiquitaire (Hussain et al., 2018),

Notre recherche indique que les flavonoides des feuilles et des jus de Citrus
maintienent I’équilibre de la balance pro/antioxydante des cellules hépatiques en réduisant
leur exposition aux dommages oxydatifs engendrés par le régime riche en cholestérol. En
plus de son effet hypoglycémiant et hypolipémiant, I’extrait des feuilles et des jus de Citrus
joue un role déterminant dans la défense antioxydante, en diminuant la peroxydation

lipidique et en augmentant les activités de certains engymes antioxydantes.
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Conclusion

Le diabéte et les maladies cardiovasculaires contribuent massivement au défi mondial
que représentent les maladies chroniques. Les relations de cause a effet, entre I’alimentation et
le développement des maladies chroniques telles que, I’hypertriglycéridémie,
I'hypercholestérolémie, 1’obésité, 1’hypertension artérielle et facteurs de risque des maladies

cardiovasculaires, deviennent de plus en plus évidents.

Les derni¢res décennies ont ét¢ marquées par un intérét croissant pour les plantes
médicinales, pergues comme une source de substances bioactives naturelles, dans le cadre de

la recherche de traitements plus doux et sans effets secondaires.

De ce fait, I’objectif principal de cette thése est de chercher une nouvelle approche
thérapeutique dans la prévention du diabete ou de I’hypercholestérolémie et de leurs

complications associées.

Dans le présent travail, on s'intéresse a deux axes. Le premier porte sur 1’évaluation de
I’aspect nutritionnel et de la valorisation phytochimique des jus et des extraits des feuilles de
Citrus L, tandis que le deuxiéme, il concerne la mise en évidence, en premier lieu, de
I’activité antibactérienne et antioxydante (in vitro), et en deuxiéme lieu, de 1’évaluation in
vivo de Dlactivité antidiabétique sur les rats rendus diabétiques par 1’alloxane et l'activité
antioxydante et anti dyslipidémique induite par un régime riche en cholestérol, chez le rat

male wistar

Dans la premiere partie de cette investigation, on a opté pour l'extraction par
macération, en utilisant le méthanol. Les résultats obtenus de I’extraction indiquent que le
méthanol est, qualitativement et quantitativement, un meilleur solvant d’extraction
d’antioxydants. En effet, quel que soit I’espece du Citrus utilisée, les jus sont plus riches en
antioxydants de nature polyphénolique, principalement flavonoidique, que 1 extrait

méthanolique.
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Les résultats des analyses nutritionnelles ont montré que Citrus sinensis, Citrus
aurantiaum, Citrus limon, Citrus maxima et Citrus clémentine contenaient un taux tres

¢levé de glucides et un taux faible de protéines, de lipides et de fibres.

Le dosage des phénols totaux et des flavonoides montre une différence dans les
teneurs, d’une plante a une autre. Les teneurs les plus élevées en phénols totaux dans les jus et
les extraits des feuilles (350.05 + 13.21 et 91.76+£3.83mg Eq AG/ g) et en flavonoides
(55.3840.36 et 16.98+0.16 mg Eq Q/ g) ont été trouvées chez Citrus maxima ; Par contre les
teneurs les plus basses ont été trouvées dans les jus et I’extrait des feuilles de Citrus

cléementine.

L’analyse de plusieurs extraits par 'HPLC a permis la détection de la Narirutine (Nrt),
Naringenine (Ngn), Hesperidine (Hsp), Quercétine (Qrt) et Eriocitrine (Ert) dans les jus de la
plupart des variétés a des quantités différentes. La diosmine et 1’eriocitrine ont été détectées

dans les extraits hydro-alcooliques des feuilles des Citrus maxima et Citrus sinensis.

L’évaluation de I’effet antioxydant des extraits méthanoliques des feuilles et des jus a
travers la mesure de I’activité anti-radicalaire (test DPPH et -caroténe) a montré que cet effet
est meilleur dans les jus que dans les extraits méthanoliques et ce, quel que soit I’espece du

Citrus.

La meilleure activité anti-radicalaire a été observée dans les jus et les extraits de C.
maxima et C. aurantium avec des IC50 piegeant le radical DPPH de 0.42+0.023 0.514+0.005
mg/ml et 0.44+0.032, 0.57+0.016 mg/ml, et une faible concentration, pouvantt inhiber 50 %
du DPPH, a été enregistrée dans I’extrait hydro-alcoolique des feuilles de Citrus sinensis dont

I’IC50 est de 1.0540.052 mg/ml.

Néanmoins, la quasi-totalité¢ des especes du genre Citrus révele un pouvoir réducteur
(test FRAP) de méme ordre de grandeur au niveau des jus ou des extraits méthanolique de
leurs feuilles. Toutefois, 1'activité réductrice signalée au niveau des jus de citrus maxima, et

qui est largement inférieure a celle de la BHT, présente le plus fort taux réducteur

A partir des résultats obtenus sur I’activité antioxydante des différents extraits et jus
des plantes, on déduit que les composants actifs, telles la quercétine, la Naringenine et
I’Hesperidine, sont capables de piéger les radicaux libres et de réduire les oxydants.
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L'activité antibactérienne des extraits étudiés a révélé des diamétres d'inhibition
atteignant jusqu’a 27.00 = 1.0 mm pour les jus et ne dépassant pas les 18.00 = 00 mm pour les
extraits hydro-alcooliques. Cette activité pourrait étre attribuée a la présence de composés

phénoliques, tels que la naringénine, reconnue pour ses propriétés antibactériennes.

Dans la deuxiéme partie de ce travail, on a évalué d’une part, I’activité préventive des
extraits flavonoiques de Citrus en cas de dyslipidémie et de stress oxydatif induit par un
régime riche en cholestérol chez le rat male wistar, d’autre part, I’activité antidiabétique de

ces extraits chez des rats rendus diabétiques par 1’alloxane.

Les résultats observés ont montré en premier lieu que la supplémentation du régime
riche en cholestérol (1% de cholestérol et 0,5% d’acide cholique) a permis de provoquer, en

15 jours, une hypercholestérolémie chez le rat Wistar.

Apres 90 jours de traitement, 1’étude de 1'activité hypolipidémique de ces plantes a
donné lieu a de multiples constatations : 1'analyse des effets biologiques des jus et des extraits
de feuilles du Citrus ,sur le profil lipidique, a révélé une réduction statistiquement
significative du cholestérol total sérique avec une réduction modérée des triglycérides
sériques, LDL cholestérol, VLDL accompagnée d'une €lévation significative des niveaux d'

HDL cholestérol sérique par rapport au lot de controle,

Les jus et les extraits hydro-alcooliques des feuilles de Citrus maxima, Citrus
aurantium et Citrus Lemon ont provoqué une diminution hautement significative (P <

0,0001) de la concentration du cholestérol total TC par rapport du lot de controle.

De méme, I’é¢tude histologique réalisée sur le groupe dyslipidémique, a révélé d'une
part, la désorganisation des travées hépatocytaires qui présentent un cytoplasme clair avec la
présence des micro- et macro-vésicules lipidiques qui entourent la veine centro-lobulaire,
séparées les unes des autres par des capillaires sinusoides dilatés et d'autre part, la présence de

plusieurs types de cellules immunitaires notamment les monocytes et les lymphocytes.
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Les rats, traités a l'atorvastatine, ont connu une amélioration au niveau de la
morphologie cellulaire : une architecture normale des cellules, mais des hépatocytes a noyaux
condensés ont été observées tandis que les rats, traités avec les Citrus, ont acquis un profil

histopathologique distinct quasi normal.

Les résultats obtenus dans ce travail, suggérent que les variétés de Citrus, quel que soit
la partie étudiée, possedent une activité hypolipémiante et pourraient jouer un role majeur
dans le maintien de I'homéostasie du cholestérol. L'augmentation du HDL-C et la diminution

du CT du plasma, empéchent le développement de 1'athérosclérose

De plus, I’effet hypoglycémiant des jus et des extraits de feuilles, chez les rats hyper
glycémiques, a mis en évidence une tolérance élevée au glucose. Cette étude a montré que les
flavonoides du Citrus stimulent la sécrétion de 1’insuline qui permet de stocker le glucose

dans le foie sous forme de glycogene.

Aprés 4 semaines d’expérimentation, 1’histologie du pancréas des rats, soumis a
I’alloxane (150 mg/kg PC), révele une importante nécrose cytoplasmique et une dégénération

des ilots de Langerhans alors que, les acini restent intacts.

Le traitement par les Citrus, montre une régénération et une augmentation du systeme
vasculaire des cellules des flots ainsi qu’une légére nécrose cytoplasmique. Tandis que, le

traitement par metformine permet la conservation cellulaire des ilots.

En plus de l'effet hypocholestérolémiant des jus et des extraits méthanoliques des
feuilles de Citrus, cette étude a pu déterminer leur effet sur les parametres du stress oxydant

associer a la dyslipidémie au niveau hépatique qui constitue le siege de tous les métabolismes.
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Les résultats révelent que les flavonoides des feuilles des agrumes et des jus sont des
composés chémoprotecteurs cellulaires pourvus d’un pouvoir antioxydant jouant un rdle
important contre I’effet nocifs des radicaux libres, cela explique le maintien du taux de la

MDA a son niveau cytosolique normal dans le foie des rats traités.

Ces résultats ont mis en évidence l'impact positif des molécules bioactives
essentielles dans la prévention de l'hypercholestérolémie et du stress oxydant ; afin de

confirmer tous ces effets, il serait intéressant :

v’ Identifier les molécules bioactives ayant des effets hypocholestérolémiants,
hypoglycémiants et antioxydants, en vue de leur utilisation comme ingrédients
fonctionnels dans les régimes alimentaires destinés aux personnes souffrant
d’hypercholestérolémie et de diabéte.

v’ Analyser les mécanismes d'action moléculaire au niveau transcriptionnel et post-

transcriptionnel influengant le métabolisme des lipides ainsi que le statut antioxydant.
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ANNEXES

Annexe I : Tests in vitro

1.Etude statistique des Analyses physico-chimique et nutritionnelles du jus

d'agrumes
rendement
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Figure 33. Le taux de Rendement du jus fraichement extrait des agrumes

Les résultats sont exprimés sous la forme d'une moyenne de trois expériences + SD.
Les valeurs portant la méme lettre sur une méme colonne n'ont montré aucune différence
significative (*P < 0,05). Les résultats sont triés par ordre décroissant : a>b>c>d>e > f

>g>h
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Figure 34. Le pH, acidité titrable et Total des solides solubles du jus fraichement extrait des

agrumes

Les résultats sont exprimés sous la forme d'une moyenne de trois expériences + SD.
Les valeurs portant la méme lettre sur une méme colonne n'ont montré aucune différence
significative (*P < 0,05). Les résultats sont triés par ordre déecroissant : a>b>c>d>e > f

>g>h,
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Figure 35. Composition chimique globale des jus de différentes variétés d’agrumes

Les résultats sont exprimés sous la forme d'une moyenne de trois expériences = SD.
Les valeurs portant la méme lettre sur une méme colonne n'ont montré aucune différence
significative (*P < 0,05). Les résultats sont triés par ordre décroissant : a>b>c>d>e > f

>g>h,
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Figure 36. Composition en minéraux des jus d’agrumes : K, Ca, Na, P, Mg et Fer
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Les résultats sont exprimés sous la forme d'une moyenne de trois expériences = SD. Les
valeurs portant la méme lettre sur une méme colonne n'ont montré aucune différence
significative (*P < 0,05). Les résultats sont triés par ordre décroissant :a>b>c>d>e>f
>g> h.
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Figure 37. Composition en vitamines des jus d’agrumes : f-caroténe, vitamine C, B2, B1

Les résultats sont exprimés sous la forme d'une moyenne de trois expériences = SD.
Les valeurs portant la méme lettre sur une méme colonne n'ont montré aucune différence
significative (*P < 0,05). Les résultats sont triés par ordre décroissant : a>b>c>d>e > f

>g>h_
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Figure 38. Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique a 765 nm.
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Absorbance a 430nm

Figure 39. Courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique
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Figure 40. Courbe d’étalonnage de la quercétine a 420 nm.
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3/ Chromatogrammes de D’identification des composés phénoliques des extraits

méthanoliques et des jus de Citrus
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Figure 41 : Profil chromatographique de jus des Citrus maxima
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Figure 42. Profil chromatographique de 1’extrait hydro-méthanolique des feuilles de Citrus

maxima
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Figure 43. Profil chromatographique de jus de Citrus aurantium
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Figure 44. Profil chromatographique de |’extrait hydro-méthanolique des feuilles de Citrus

aurantium
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uv C. Limon
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Figure 45. Profil chromatographique de 1’extrait hydro-méthanolique des feuilles de Citrus

limon
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Figure 46. Profil chromatographique de jus de Citrus limon
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uv C.sinensi Sanguinelli
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Figure 47. Profil chromatographique de 1’extrait hydro-méthanoliquedes feuilles de Citrus

sinensis sanguinelli
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Figure 48. Profil chromatographique de jus de Citrus sinensis sanguinelli
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uv — C. Clementine
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Figure 49. Profil chromatographique de jus de Citrus clementine
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Figure 50. Profil chromatographique de 1’extrait hydro-méthanolique des feuilles de Citrus

clementine
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4.Figures des résultats de ’activité antibactérienne des différents extraits et jus de Citrus

testés

Figure 51. Effets des extraits méthanoliques et des jus de Citrus sur. Micrococcus luteus

ATCC 533.

Figure 52. Effets des extraits méthanoliques et des jus de Citrus sur Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853
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Figure 53. Effets des extraits méthanoliques et des jus de Citrus sur Staphylococcus aureus

ATCC 25923

Figure 54. Effets des extraits méthnoliques et des jus de Citrus sur Escherichia coli ATCC
25922
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Figure 55. Effets des méthanolique et des jus de Citrus sur Klebsiella pneumoniae ATCC
700603

Figure 56. Effets des extraits methanolique et des jus de Citrus sur Bacillus subtilis ATCC
9378
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Figure 57. Effets des extraits méthanoliques et des jus de Citrus sur Enterococcus faecalis

ATCC 494

Tableau 13. Résultats de concentration minimales inhibitrices des extraits hydro-
méthanolique des Citrus vis avis des bactéries pathogenes

Les extraits hydro-méthanolique des cultivars des Citrus
Les concentrations
extraits mg/ml
Témoin | Témoin | 10 | 15 |20 |25 |30 |35 |40 | 45|50
) H
Bactéries pathogene
Staphylococcus - + + + O+ o+ o+ o+ o+ -
epidermidis ATCC
12223
Enterococcus faecalis | - + + + + + + + + - -
ATCC 49452
Staphylococcus aureus | - + + + + + + + o+ - -
ATCC 25923
Bacillus subtilis ATCC | - + + + + + + + + - -
9378
Micrococcus luteus - + + + o+ o+ o+ o+ o+ -
ATCC 533
Escherichia coli ATCC | - + + + O+ o+ o+ o+ o+ - -
25922
Klebsiella pneumoniae | - + + + + o+ o+ o+ o+ L
ATCC 700603
Pseudomonas - + + + + o+ o+ o+ o+ L
aeruginosa
ATCC 27853
(-) Absence de croissance (+) Présence de croissance
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Annexe II : Les tests in vivo

1.Activité hypocholestérolémiante et Hypoglycémiante

Figure 58. L’administration orale des extraits et des jus de Citrus.

Figure 59. Prélévement du sang et sacrifice des rats
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2.Etude des parametres du stress oxydant

Densité optique

Densité optique 4 560 nm
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Figure 60. Courbe d’étalonnage du MDA avec le réactif TBA
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Figure 61. Courbe d’étalonnage du GSH avec le réactift DTNB
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Tableau 17 : Variation de la glycémie durant 28 jours de traitement chez les rats diabétiques

traités par les jus et I’extraits des feuilles.

La glycemie g/l
Varieties Temps Jus Extraits  des
(semaine) feuilles
C.sinensisThomson J+0 2,36+3,87 2,75+13,69
J+14 2,30+14,50 2,72+7,61
J+30 2,13+£17,27* 2,67+5,99
C.sinensisSanguinelli J+0 2,54+8,21 2,62+14,23
J+14 2,48+22.41 2,54+13,12
J+30 2,36£12,38 2,49 £20,79
C.aurantium J+0 1,34+7,14 1,45+5,09
J+14 1,29+6,21 1,39+7,04
J+30 1,19+2,41** 1,32+6,40%**
C.Limon J+0 1,444+6,36 1,47+6,09
J+14 1,39+6,11 1,4247,21
J+30 1,31+5,13** 1,35+7,11%
C.maxima J+0 1,08+3,82 1,20+3,29
J+14 0,98+3,87** 1,13£5,34*
J+30 0,79£3,72***  1,094£5,71**
C.Clémentin J+0 1,83+6,63 2,36£3,87
J+14 1,76+4,60 2,20+£15,82*
J+30 1,7145,83%** 2,01+12,35%*
Témoins glucophage J+0 0,97+£7,27 0,97+£7,27
J+14 0,97+9,77 0,97+9,77
J+30 0,99+9,99 0,99+9,99
Témoins diabetiques  J+0 2,99+16,10 2,99+16,10
J+14 3,01+£17,96 3,01+£17,97
J+30 3,01+£17,82 3,01+17,82

Les valeurs sont données en Moyenne £ E.S.M. Test de student : ** p <0,01 la différence est
hautement significative, *** p<0,001 la différence est tres hautement significative. * groupes

comparés au groupe témoin diabétique.
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Publication scientifique

PRODUCTION SCIENTIFIQUE

Cette these constitue la synthése de six années de travail et a fait I’objet une Publication
dans une revue internationale et de communications affichées dans des Congres

Nationaux et Internationaux
PUBLICATIONS

Nacera Haraoui'? - Rachida Allem? - Tarik Mohammed Chaouche' - Ahmed
Belouazni® (2019) In-vitro antioxidant and antimicrobial activities of some varieties

citrus grown in Algeria.Oriental Pharmacy and Experimental Medicine

https://doi.org/10.1007/s13596-019-00379-9

COMMUNICATIONS

» Congre international sur La Valorisation et La Préservation de la biomasse( CI-
VAPB) 5 et 6 Novembre 2017. Université Boumerdés
Nacera HARAOUI, Rachida ALLEM. Aspects nutritionnels et activités antioxydante

des Citrus cultivées en Algérie.

> Lers des Doctoriales des sciences de la nature et de la vie SNV le 08 Decembre
2018. Université Tlemcen

Nacera HARAOUI, Rachida ALLEM. In vitro Antioxidant and Antimicrobial activities

of some varieties Citrus drown in Algeria.

» VIII®™es Journée Nationales des Sciences de la Natures et de la Vie les 9 et 10 Mai
2018.universite MOSAGANEM.
Nacera HARAOUI, Rachida ALLEM. Hypocholesterolemic properties of Citrus
varieties cultivated in Algeria. In vivo.

» Symposium International sur la recherché Antimimicrobienne (ISAR 2018) 2au 3
mai 2018.
Nacera HARAQOUI, Rachida ALLEM . In vitro antimicrbial status of methanolic extrats

of Citrus ssp. leaves and juice.
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https://doi.org/10.1007/s13596-019-00379-9

Publication scientifique

> The First National Seminar of Nutrition and Health<< The research in the service
of the nutrition and health>> 16-17 December 2019.
Nacera HARAOUI, Rachida ALLEM. Nutritional aspects of Citrus fruits and their

effects on dyslipidemia in wistar rats.

» Sixiéme MGIBR Workshop Internationale « Les plantes a parfum Aromatiques,
Médicinales et condimentaires » Vertus et perspectives de développement par
webinaire le 20-21 Décembre 2020 Tlemcen
NACERA HARAOUI, ALLEM R., LAISSAOUI A., FIZIR M Nutritional aspects of

Citrus fruits and their effects on dyslipidemia and hypoglycemic in fat-fed rats

»> Second National Seminar of Agri Food and Microbiology of the Environmentand
presented a poster communication entitled: December Sth, 2022
NACERA HARAOUI ALLEM R., LAISSAOUI A., FIZIR Hypoglycemic and
hypolipidemic effects of methanol leafs extract and juice of Citrus varieties in alloxan-

induced diabetic Wistar rats.

> The 2" National Seminar of Nutrition and Health (NSNH1): improvement of
health by nutrition (alicaments or nutraceuticals, food supplements, fonctional
food, health foods, supervision) Le 30/05/2023 chlef.
NACERA'!, HARAOUI ALLEM RACHIDA?, BOUZAR KOUADRI OMAR?
AISSAOUI AICHA?, FIZIR MERIEM?®: Nutritional aspects of Citrus fruits and their

effects on dyslipidemia and oxidative stress and on liver damage in fat-fed rats.”.
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