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Lise des abréviations

AA : I'Acide Ascorbique

ADN : acide désoxiribonucléique

AGPI : acide gras polyinsaturée

AOQO: antioxydant

ArQOe° :(forme oxydée de I’antioxydant)

Co A: Coenzyme A

Cu®": cuivre

DPPH: 1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyle)

DO: densité optique

DTNB: 5,5’-dithiobis (2-acide nitrobenzoique)
EC50 (IC50) : concentration inhibitrice a 50 %
EDTA : Acide éthylenediamine tétra-acétique
ERO: espéce réactive oxygénée

FAOQO: Food and agriculture organization of United Nations
Fe®*: fer

FL: flavonoide

g: gramme

g/Kg :gramme/Kilo gramme

GPx: glutathione peroxydase

GSH: glutathionréduit

GSSG: glutathione oxydé

GR :globules rouges

Hb: hémoglobine

H,O,:peroxyded’hydrogéne

H,O: eau

HO®: radical hydroxyle

I, : diiode

KPQO, : tampon

LDL :lipoprotéines a bassedensité (low density lipoproteins)
MDA :malondialdéhyde



mg/g : milligramme par gramme

mg : milligramme

mg/j : milligramme par jour

ml : millilitre

m mole : milli mole

NADPH: nicotinamide adénine diphosphate
Na,S,03: Thiosulfate de sodium
Na,SOj3. carbonate de sodium

NO°: monoxyde d’azote

NOS : monoxydes synthases

O,°-: anion superoxyde

°0; : oxygene singulet

OH : groupe hydroxyle

PBS: Phosphate buffer saline.

Re: représente le radical libre.

RH : forme réduite du radical néfaste
RL: radical libre

RNS: espéce réactive de I’azote
ROS: espéces réactives de I’oxygene
2S,03- . ion thiosulfate

SUVIMAX : Supplémentation en Vitamines et Minéraux Antioxydants.
SOD: superoxydedismutase.

TBA: acide thiobarbiturique

TBHP: tert-butylehydroperoxyde
TCA: acide trichlorureacétique.
TNB: acide thionitrobenzoique
t/min : tour par minute

vit C : vitamine C

uL : micro litre

pmol/L : micro mol par litre

UV : ultraviolet

% : Pourcentage
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Introduction générale

Les pays producteurs du citron forment une ceinture terrestre entre 40¢é paralléle nord et
sud (Mexique, Inde, Espagne, Argentine, Brésil, Etats-Unis, Chine, Italie, Turquie)
En Algérie, trois régions agricoles dans le nord sont connus pour la culture des agrumes:
-La région ouest avec les wilayas d’Oran, Mostaganem, Tlemcen, Sidi Bel Abbes et Rilizane ;
-la région centre avec la plaine de la Mitidja qui constitue le berceau de I’agrumiculture en
Algérie avec la plaine Tizi-Ouzou, Chlef et Bouira ;
-la région ou la culture des agrumes atteint un grand degré de propriété, avec les régions
d’Annaba, Skikda, Jijel, Guelma et Bejaia (Anonyme, 1997).

Le citron s'est révélée étre riche en micro-constituants antioxydants, d'apres une étude
récente une consommation réguliére du citron réduirait les risques de cancer mais également les

maladies cardiovasculaires et le diabéte (Chanforan, 2010).

Parmi les antioxydants naturels: la vitamine C et les composés phénoliques, plus

particulierement les acides phénoliques et les flavonoides, suscitent un intérét grandissant.

Les antioxydants permettent de ralentir le phénomene d'oxydation, ils empéchent le
vieillissement cellulaire en interrompant la propagation du stress oxydatif, interceptant ainsi le

message de l'apoptose (mort cellulaire programmé) (Macheix, 2005).

L'homme n'est pas capable d'assurer la biosynthese de la plus part des antioxydants, en
particulier ceux de nature phenolique. Il doit les trouvés dans la ration journaliere (Bravo,
1998). Les différents constituants végétaux de notre ration alimentaire quotidienne sont
généralement riches en polyphénols a forte activité anti-oxydante, et selon les habitudes
alimentaires, nous pouvons en ingérer 100 mg par jour. Cela est vrai dans Les régimes dits «
méditerranéens» ou la consommation de fruits, de légumes, céréales et d'huile d'olive est

importante (Besancon, 2000).

Les études d'intervention visant a montrer qu'une alimentation riche en fruits et Iégumes
avec une incidence positive sur les taux plasmatiques en antioxydants sont trés diversifiées et

surtout concluantes.

L'ensemble des études épidémiologiques dans diverses régions du globe montre indéniablement
que la consommation de fruits et legumes entraine une augmentation significative de la
concentration plasmatique en antioxydants, dont la vitamine C et divers caroténoides et

polyphénols(Steptoe, 2004). Ainsi, il a été montré que la consommation de trois & huit portions
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de fruits et Iégumes par jour permet, apres deux semaines, d'augmenter significativement la
concentration plasmatique en vitamine C et en B-carotene de 72,8 et 53 %, respectivement
(Zino, 1997).

Les orientations récentes des recherches sur les polyphénols visent d'une part a mieux
comprendre les mécanismes d'action au niveau moléculaire et cellulaire et a eévaluer par des
études cliniques leurs incidences sur certains marqueurs clés associés aux pathologies. D'autre
part, les recherches épidémiologiques visant a préciser les associations entre les niveaux de
consommation des divers poly-phénols et les niveaux dapports les plus favorables a la
prévention des diverses pathologies.

C'est dans ce cadre que nous avons mené notre étude qui concerne le dosage des poly phénols
et la vitamine C dans le Citrus limon et de leur effet antioxydant in vitro.

Le présent travail est une contribution dans I’évaluation d’activité antioxydante des
citroflavonoides et qui sera présenté comme suit:

-Un premier chapitre comprend un rappel sur les grandes caractéristiques du citron : , la
description botanique, les différents composant de fruit et jus , les déférents variétés .

-Un deuxiéme chapitre comprend un rappel sur le stress oxydatif

-Un troisiéme chapitre est consacré sur les poly phénols et les flavonoides et comporte aussi
une petite rappelle sur la vitamine C et leur effet antioxydant

-Le quatriéme chapitre comporte deux parties la premiere est consacrée au matériel et aux
méthodes utilisées ; ensuite les résultats obtenus et la discutions

-Enfin, une conclusion générale qui portera sur une lecture attentive des différents résultats

obtenus.



Etat actuel de sujet

I. Citron

I.  1-Historique et origine géographique de citron et de la lime:

Les agrumes sont d’origine sud asiatique, selon (Tanaka, 1977), la diffusion a travers le

monde s’est effectuée lors des échanges commerciaux.

Certains prétendent que ce fruit serait ne d’un croisement entre le pamplemousse, le cédrat et
la lime. Ses premieres traces remontent il y a prés de 3000 ans lors de sa découverte dans les
forets de Himalaya. Par la suite, il a été cultivé abondamment en chine (Boukhobzalalia ,
2015).

C’est a partir du bassin méditerranéen et grace aux grandes découvertes (Christoph Colomb;
1493 et les navigateurs ANGLO-HOLLANDIS 1654) que les agrumes furent diffuser dans le
monde (Praloran, 1971 ; Loussser, 1989).

Au fil des invasions et des fluctuations climatiques, il se peut que le citron ait disparu du sud
de I’Europe a quelques reprises pour y étre reintroduit plus tard. Apreés les invasions barbares
(350 a 400 de notre ere), ce sont les Arabes qui reprennent les rénes du commerce. lls
diffuseront le citron, I’introduisant en Afrique du Nord, et en Espagne, de méme que tout le
bassin méditerranéen. Les Européens de I’ouest de I’est et du nord découvriront les agrumes
et développeront un gout pour ces fruits acides et juteux qu’ils rapporteront dans leur pays
respectif (Jacquemend et al., 1986).

I. 2-Définition :

Le citron est un agrume, fruit du citronnier dont le jus a un pH=2.5. Le citronnier (citrus
limon) est un arbuste de 5 al0 metres de haut, a feuilles persistantes, de la famille de
Rutacées. (JAcquemend et al., 1986).

De I’écorce on extrait une huile essentielle qui contient entre autres de la limonéne et le citral.
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La position taxonomique des agrumes présents par la classification de TANAKA :

Embranchement : Spermaphytes.
Sous/embranchement : Angiospermes.

Classe :Eudicots.

Ordre : Géraniales.

Famille :Rutaceae.

Sous/famille :Aurantoideae.

Genre : Citrus.

Présentation de I’espece : Citrus Limon: Citronnier

I.  3-Morphologie et Composition de citron :

A I’état naturel, on retrouve I’huile essentielle dans I’écorce des citrons frais, séparée de la
pulpe par I’albédo (membrane blanche que I’on retrouve dans tous les agrumes).On trouve le

jus dans la pulpe.

1. Pulpe / Jus

2. Albedo

3. Ecorce / Huile essentielle ™

s

Figure 01 : Composition du citron (Anonyme).
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I.  4-Principaux constituants du citron :

Constitué de 88 % I’eau ce qui en fait un fruit hypocalorique. Parmi les vitamines présentent
dans le citron on retrouve et en premier lieu, la vitamine C, mais aussi les vitamines du groupe
B ainsi que les vitamines E et K. Le citron est également riche en minéraux et oligo-éléments,
notamment beaucoup de potassium (150mg pour 100g), du calcium en grande quantité (60mg
pour 100g), du phosphore, du fer, du cuire et du magnésium. On trouvera aussi des fibres de

la pectine, des flavonoides, des glucides des lipides et des acides gras (Desaulniers, 2003).

Tableau 01 : Principaux Composants du citron (Mouton, 2012).

Morphologie Composition

-Huile essentielle (0.2 a 0.6% séchée, 1.2 a 1.5% fraiche)
-Flavonoides :hespéridine,diosmine, ériocitrine....

Ecorce du fruit -Caroténoides

-Coumarines

-Pectines

-acide citrique (5 a 8%)

Pulpe
-flavonoides : hespéridine et ériocitrine
-Vitamine C
Graines Limonoides
-Régulation de I’appétit
Fruit -stimulation de la digestion
-citroflavonoides ; vagotoniques
Huiles essentielles Antibactérienne
Jus antioxydant bactéricide
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I. 5-lesvaleurs nutritives du citron et de la lime :

Le jus de citron a une valeur nutritive légérement plus élevé que le jus de la lime.

Tableau 02 : Valeur nutritive du citron et de la lime (Fichier canadien sur les éléments
nutritifs, 2010).

Citron sans écorce, 1 moyen Jus de citron frais, Jus de lime frais, 63 ml
(5,4 cm de diamétre)/60 g 63 ml(¥4 tasse)/65 g (Y tasse)/65 g
Calories (cal) 17 16 16
Protéines 0,69 0,39 0,39
Glucides 549 560 550
Lipides 0,29 00g 0,0g
Fibres 169 0,349 0,3g

I. 6-Les variétés de citron :

Tableau 03 : Variétés de citronniers a cultiver en pleine terre ou en pot selon la région (Cano

et al ., 2008).
N Fructificati Période de
Noms Caracteres Rendement , Image
on récolte
Citronnier 4
saisons . ] . L
Jaunes juteux avec : 8mois sur janvier a
uelques pépins 12 Excellent décembre
(Citrus quelques pep
limon)
. Jaunes a la peau lisse o
Citron . - . janvier a
jaunes-orangés, juteux 8 mois /12 Excellent ,
Meyer - décembre
avec quelques pépins
verts offrant une chair de
. petites perles qui éclatent N
Citron o . Octobre a
. en bouche, au golt vifet | 8 mois/12 Bon .
caviar . ) (s février
citronné avec de légeéres
notes de pamplemousse
. . citrons verts donnant un o
Citronnier . . De janvier a
jus abondant, sans 8mois/12 Moyen ,
vert L e décembre
pépins, a la peau tres fine
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I.  7-Citron et lime : quelles différences ?
La lime et le citron sont de la famille des agrumes.

La lime : est le fruit du limettier. Elle est récoltée avant maturité et a I’aspect d’un petit
citron. Son écorce est fine et lisse, de couleur vert foncé. Cependant, la lime, autrement

appelée citron vert.

Le citron : fruit du citronnier, présente la particularité d’étre remontant, c’est-a-dire qu’il
fleurit plusieurs fois dans I’année. Ainsi, un méme citronnier peut fournir des citrons en toute

saison (Anonyme).

I. 8-Les bienfaits connus de citron :

Le citron possede beaucoup de propriétés bienfaisantes pour la santé qui sont connues depuis
des siécles. Les deux principales sont: d’une part, sa puissante action antibactérienne et

antivirale, et d’autre part, son efficacité pour stimuler le systeme immunitaire.

C’est pour ces raisons qu’il est utilisé depuis des siecles a soigner de multiples maux. De plus,
en raison de sa teneur élevée en vitamine C, il était également utilisé comme reméde pour

prévenir de maladies d’antan, comme le scorbut.

Parmi les différentes vertus du citron.

1-Le citron dispose d’importantes vertus hydratantes puisqu’il contiendrait 88% d’eau.

2-Favorise la digestion : I’eau citronnée, consommée a jeun, permettrait d’améliorer le transit

permettant ainsi de nettoyer notre systéme digestif et ainsi d’améliorer notre digestion.

3- Booste le systéme immunitaire : Le citron est un des aliments les plus riches en vitamine C,

il aide a lutter contre la fatigue passagére ou chronique.

4- 11 est également un diuretique doux et naturel, puisqu’il stimulerait I’activité des reins

aidant ainsi a I’élimination des toxines de I’organisme.

5- Le citron aide a rafraichir I’haleine et aussi a soulager les douleurs dentaires et la gingivite.

6- Nettoie la peau : Grace a ces propriétés détoxifiantes et diurétique, I’eau tiede au citron
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permet de garder une peau saine et lumineuse. En effet, il détruit quelques-unes des bactéries

qui sont a I’origine de I’acné et d’autres problémes de peaux.

La vitamine C et d’autres antioxydants que contient le citron contribuent également a effacer
les rides et les taches, et a combattre les radicaux libres — responsable du vieillissement de la

peau.

7- Equilibre le pH du corps : le citron, de par sa contenance en acide citrique, se combine dans
I’organisme avec les minéraux et libere des résidus alcalins qui ont une action anti-
acidifiante. De par son action alcanisante, le citron permet donc au pH du corps de

s’équilibrer.

8- Un coupe-faim naturel : Le citron est un coupe-faim car il contient de la pectine, le citron

envoie un message de satiété

9-Fait maigrir : Sa forte teneur en vitamine C booste I’organisme permettant ainsi de brdler

plus de calories (Benavente-Garcia et al ., 2008).
I.  9-Précautions :

Le citron, la lime, ainsi que leurs jus, devraient également étre évités par les personnes
souffrant de reflux gastro-cesophagien, d'cesophagite peptique et de hernie hiatale (en phase
aigué de ces maladies). Ces aliments peuvent causer une irritation de la muqueuse de
I’cesophage ou causer des brdlures épigastriques. Le jus de lime cause une diminution de

I’activité anticoagulante de la warfarine(Adepoju et al., 2010)
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Il.  Stress oxydatif
Il. 1-Généralité et définition:

L'oxygene est un élément essentiel pour les organismes multicellulaires parce gu'il permet de
produire de I'énergie en oxydant de la matiére organique. Mais nos cellules convertissent une

partie de cet oxygéne en métabolites toxiques (Desceemaeker, 2004).

Le stress oxydatif se définit comme étant un déséquilibre de la balance entre les pro-oxydants

et les antioxydants (Pincemail, 1999).

La formation d'espéces réactives n'est pas toujours synonyme de toxicité. En effet, certaines

sont des intermédiaires de processus physiologiques normaux.

Alimentation Défenso enzymatique
sitamings C ol E, cwrolinoldes,  glulathion poroorydasa, catalase,

PohENUnG. BTaO0 domiilae

RADICAUX LIBRES

e ¥ L) maladies maladies
neurodégéndratives  candiovasculaies

yvigillissamont

Figure 02 : Balance radicaux libres/antioxydants.
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Il. 2-Les radicaux libres :
I1. 2-1-Définition :

Les radicaux libres sont des especes chimiques (atomes ou molécules) qui possédent un
électron célibataire (ou électron non appari€) sur leur couche externe (Toussant, 2008). Les

radicaux libres nocifs sont produits dans I'organisme au cours du métabolisme normal, mais

plus encore en cas d'exposition a diverses agressions de I'environnement (agents infectieux,

pollution, UV, fumée de cigarettes, rayonnement) (Tanguy, 2009).

L'exercice vigoureux accélére la formation de radicaux libres, tout comme [l'inflammation,
I'exposition a certains produits chimiques, la fumée de cigarette, l'alcool, la pollution
ambiante et les dietes riches en matiéres grasses (Benbrook, 2005). Les radicaux libres
peuvent se former lorsque l'oxygéne interagit avec certaines molécules. Trés instables, ils
réagissent rapidement avec les autres composants, essayant de capturer I'électron qui leur est
nécessaire pour acquérir de la stabilité. Une réaction en chaine débute lorsqu'ils attaquent la
molécule stable la plus proche en lui «volant» son électron, la transformant elle-méme en
radical libre (Tanguy, 2009).

Il. 2-2-Production des radicaux libres :

Toute réaction biochimique faisant intervenir I’oxygene moléculaire est susceptible de libérer
des radicaux libres (Vignaiset al., 2002). C’est ainsi que la chaine respiratoire provoque une
libération importante des radicaux libres (Barouki, 2006). D’autres activités enzymatiques
fournissent aussi des espéces réactives oxygénées (ERO), notamment les NADPH oxydases
au cours de I’inflammation (Demoffarts et al., 2005) et les cytochromes P450 au cours de la
détoxication des xénobiotiques. Ainsi, la mitochondrie (Morrow, 2000), la membrane
plasmique et le réticulum endoplasmique sont les siéges principaux de libération d’ERO
(Barouki et al., 2001).

Les réductions mono-électroniques successives de I’oxygene donnent naissance a différentes
ERO : I’anion superoxyde, le peroxyde d’hydrogéne(H,O,) et le radical hydroxyle (OH)
(Carriere et al ., 2006). Dans cette chimie particuliere, les métaux de transition, comme le

Fe? et le Cu2+(Fenton), agissent comme catalyseurs dans la formation du radical hydroxyle

(Haleng et al., 2007).
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Figure03: Origine des différentes especes réactives de I’oxygene (Favier, 2003).

Tableau 04: Sources des radicaux libres (Haleng et al., 2007 ).

Endogéne

Exogene

* Mitochondries

* Phagocytoses

« Xanthine oxydase

» Métaux de transition

* Peroxysomes

* Exercice

* Inflammation

* Choc ischiémique/reperfusion

* Cigarette

» Radiation ionisantes

« Pollutions diverses

* Rayonnement UV

* Produits chimiques & Médicaments
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L appellation ROS inclut les radicaux libres de 1’oxygéne : anion superoxyde (O,°-), radical
hydroxyle (OH ¢) mais aussi certains dérivés oxygénés non radicalaires dont la toxicité est

importante tel que le peroxyde d’hydrogéne (H2O5,).

A c6té des ROS, il existe des ERN (espéces réactives nitrogénase) dont le représentant majeur
le monoxyde d’azote (NOs). Synthétisé par les NO synthases (NOS), Le NOe est un radical
peu réactif mais peut se lier aux radicaux libres oxygénés pour former des molécules plus

toxiques .C’est aussi un agent vasodilatateur (Hare, 2004).
Il.  2-3-Les principales espéces réactives de I’oxygene : (Racch, 2004).

-L’anion superoxyde (O,°-) formé par la réduction mono électrique de I’oxygene : adition

d’un seul électron, c’est le radicale le moins réactif mais le précurseur des autres ERO.

02+ lé — 02_

-Le peroxyde d’hydrogéne (H,O5) : produit a partir de I’anion superoxyde, réaction catalysé
par lasuperoxydedismutase, la majeure partie de la toxicité de I’eau oxygeénée provient de sa

capacité a généré le radicale hydroxyle (O°H)

02-+02' — HZOZ +02

-Radicale hydroxyle (OH™) : formé par la réaction de fenton a partir de H,O, en présence
des métaux de transition : I’ion ferreux réagit avec le peroxyde d’hydrogene. Le radicale
hydroxyle OH® est le radicale le plus avide d’électron et le plus dangereux pour I’organisme.
(Raccah, 2004).

HyOp + fe” e OH +fe** + OH"

Il.  2-4-Dommages oxydatives des radicaux libres :
Les phénomenes radicalaires de base sont utiles au bon fonctionnement de I’organisme.
L altération des composants cellulaires et des structures tissulaires intervient
Lorsquel’intensité de ces phénoménes augmente anormalement et dépasse la quantité

d’antioxydantsdisponibles. La conséquence de ce déséquilibre va entrainer une agression
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appelée « stressoxydatif » (Rahman, 2002). Tous les tissus et tous leurs composants peuvent

étre touchés :lipides, protéines, glucides et ADN (Aurausseau, 2002 ; Valkoet al., 2006).

Il.  2-5--La peroxydation lipidique :

La peroxydation des lipides résulte de I’attaque par des radicaux libres des acides gras
polyinsaturés (acide linoléique, linolénique, arachidonique). Cette reaction est a I’origine de
dommages tissulaires responsables de cancers, de maladies inflammatoires, du vieillissement

et de lésions vasculaires comme I’athérosclérose (Raccah, 2004).

Le radical hydroxyle capable d’arracher un hydrogéne sur les carbones situés entre deux
doubles liaisons, pour former un radical diéne conjugué, qui en présence d’oxygene va étre

oxyde en radical peroxyle, c’est I’étape d’initiation (Hennebelle et al., 2004).

Cette réaction appelée peroxydation lipidique forme une réaction en chaine, car le radical

peroxyle formé va s’attaquer a un acide gras voisin.

Une partie des hydroperoxydes formés vont étre reduit et neutraliser par le glutathion
peroxydases, Les hydroperoxydes non réduits vont se décomposer facilement en différents
produits, les plus étudiés sont les aldéhydes : malondialdéhyde (MDA), I’hydroxynonenal et

les isoprostanes(Therond, 2006).

Le MDA fait partie des aldéhydes réactifs issus de la décomposition des hydroperoxydes. Il
est le produit le plus étudié de la dégradation des hydroperoxydes(Flourie, 2006).1l est
considére comme ayant une implication dans I’initiation des cancers (Cadet, 1997).

Cette attaque des lipides peut concerner les lipoprotéines circulantes (oxydation des LDL) ou
les phospholipides membranaires et elle est tres dommageable pour les cellules tant au niveau
de leur fonction que sur les propriétés de leurs membranes: altération de la fluidité
membranaire, augmentation de leur perméabilité, diminution du potentiel de membrane, voire
rupture (Raccah, 2004).
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ROO®+RH ROOH + B (ROOH: hydroperoxyde)

TERMINAISOM :
RO + RO ————  prodnits de renminaison inactits, non radicalaines

Figure 04 : Mécanismes de la peroxydation lipidique (Favier, 2003).

Il.  3-Ladéfense anti-oxydante :

L'organisme subit également le phénomene d'oxydation, mais il est équipé pour lutter contre

ces altérations: un énorme systeme de défense est en permanence mis en place, avec des

systemes enzymatiques et/ou des systemes dégénératifs de complexe mettant en jeu par

exemple I'acide ascorbique (vitamine C) ou le glutathion.

Il.  3-1-Les antioxydants :

Les antioxydants sont définis par Helliwell, 2012 comme «toute substance qui en faible

concentration par rapport au substrat susceptible d'étre oxydé prévient ou ralentit I'oxydation

de ce substrat. Les antioxydants sont largement présents dans nos aliments, soit sous forme

naturelle, soit sous forme d'additifs utilisés dans I'industrie agroalimentaire (Tanguy, 2009).
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Figure 05 : Régulation de la production d'especes réactives de I'oxygene par les systemes

défenses antioxydantes (Milbury, 2008).
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Il.  3-2-Classification des antioxydants:

Il existe de tres nombreuses sources d'antioxydants (tant ceux fabriqués par l'organisme que
ceux qui sont fournis par les aliments). 1l est difficile de départager, par rapport a la quantité
totale d'antioxydants présents dans l'organisme, la proportion d'antioxydants attribuables a
l'alimentation (antioxydants exogeénes) et la proportion attribuable a la synthese par
I'organisme (antioxydants endogenes). Cela dit, on en sait beaucoup sur le rdle et I'importance

relative des sources d'antioxydants endogenes et exogenes (Benbrook, 2005).
Il.  3-2-1- Antioxydants endogenes :

Les antioxydants endogenes sont des enzymes ou protéines antioxydants
(Superoxydedismutase, Catalase, et Glutathion peroxydase) élaborés par notre organisme
avec l'aide de certains minéraux. Elles sont présents en permanence dans l'organisme mais

leur quantité diminue avec lI'age (Mika et al., 2004).

Il.  3-2-2-Antioxydants Exogenes :
Il. 3-2-2-1-L’alimentation :

Les fruits et Iégumes qui composent notre alimentation sont riches en antioxydants comme la
vitamine E et C, le B- caroténe et les composés phénoliques (Garait, 2006).
Il.  3-2-2-2-Les médicaments :

Ces agents thérapeutiques ont des propriétés anti-oxydantes comme les anti-hypertensifs, les
anti-inflammatoires non stéroidiens et les bétabloquants (Aouissa, 2002).

Le schéma suivant représente les différents antioxydants exogenes et endogénes.
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Figure 06 : Répartition des principales défenses anti-oxydantes dans la cellule (Garait,
2006).

16



Etat actuel de sujet

I1l.  1-Les Composés phénoliques :
1. 1-1-Définition :

Les poly-phénols ou composés phénoliques, sont des molécules spécifiques du regne végétal.

Plus de 8000 composés naturels appartiennent a cette famille et le nombre ne cessent de
croitre ils ont en commun un noyau benzénique portant au moins un groupement hydroxyle
(Ignat et al., 2011).

I1l. 1-2-Classification :

Selon leurs caractéristiques structurales, ils se répartissent en une dizaine de classes
chimiques, qui présentent toutes un point commun : la présence dans leur structure d’au
moins un cycle aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions
hydroxyles (OH) (Hennebelle et al., 2000). Ils comprennent essentiellement les phénols
simples, les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins, les lignanes et lignines et les
acides phénoliques, les flavonoides et les tannins, sont considérés comme les principaux

composés phénoliques (Harbone, 1993).

Tableau 05 : Quelques composées des poly-phénols (Macheix et al., 2006).

Squeleite Clusse Exemple Cirigine (caemple)
carbond
Oy Phiénnls .*-l:l'l:'ﬂl.‘\ Catéchol
CC Mcides hydroxybenzoiques | p-Hydroxybeneoigue Epices, fraisc
ol Mcrdes hydroxyomnamigues | Acwedes catésgue, fenhgque Pomme de lerme, pramme
Loumannes Scopue el e, esculéimne Lilrus
Ce=Cy MNaophioguinones Juglone Moix
C-Cy-C, Stillbsnes Resviératrol Vigne
C.-C-C, Flavonoides
* Flavonals Kaempférol. guercétine Fruits, l[égumes. flears
* Anthocvanes Cyanidine. pélargonidine Fleurs, fruits mouges
* Flavamols Cattchineg, Epicatéchine Poamime, raisin
* [Flavanones Maringénine Citrus
[=oflavonoides DCraidafine Soja, pois
(Tl Lignanes Pingsrissimial Fin
(IC,-Chn Lignines Buaois, novau des lnaits
(T, sIn Tannins Baisin mouge, kaki
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I, 1-3-Mécanismes antioxydants des systemes phénoliques :

Les principaux oxydants dans les milieux biologiques sont les radicaux libres et les métaux

detransition. Les poly-phénols désactivent les radicaux libres via trois mécanismes :
I, 1-3-1-Transfert d’atomed’hydrogene(HAT, hydrogen atom transfer):

L antioxydant phénolique agit avec le radical libre par transfert d’un atome d’hydrogéne viala

rupture homolytique de la liaison O-H.
ArOH+Re _—, ArOe+RH

Les produits de cette réaction sont la forme réduite (RH) du radical néfaste, et le radical
ArOe(Forme oxydée de I’antioxydant). Bien que cette réaction donne naissance a un autre

radical libre, celui-ci est moins réactif.
I1l.  1-3-2-Transfert mono-électronique d’électron (SET, single electrontransfer) :

Dans ce mécanisme, un électron est transféré au radical libre Re. L’anion R- et le cation

radical ArOH+e ainsi formés sont généralement des entités stables.
ArOH +Re __, ArOH+++R

Le potentiel d’ionisation est le facteur déterminant du pouvoir piégeur d’électrons.
Unpotentiel bas implique un arrachement facile d’électron et en conséquence une réaction

avecle radical libre (Leopoldini, 2011).
Il.  2-Les flavonoides :
I1l.  2-1-Définition et historique :

Le terme flavonoide est dérivé du mot « Flavus » en latin, qui signifie jaune (Prochazkova et
al., 2011).

Les flavonoides constituent le plus grand groupe de composeés phénoliques, avec plus de 6000
composés naturels. lls constituent des pigments responsables des colorations jaune, orange et

rouge de différents organes végétaux.
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Les flavonoides sont souvent rencontrés dans les 1égumes feuilles (salade, Chou, épinard, etc.)

ainsi que dans les téguments externes des fruits (Knezevié et al ., 2012).
1. 2-2-Structure :

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Ces molécules onttous le
méme squelette de base a quinze atomes de carbones qui sont arrangés a uneconfiguration C6-

C3-C6 de type phényl-2-benzopyrane ce qui est synonyme avec la structure

2-phényle chromane(Yao et al., 2004 ). Elles sont considérées comme des pigments quasi

universels des végétaux. Actuellement, environ de 4000 composés flavoniques sont connus

(Edenharder,Griinhage., 2003).

OH

Figure 07 : Structure de flavonoides (Terrier, 2010).

I1l.  2-3-Définition de citro-flavonoides :

Les citro-flavonoides sont des poly-phénols de la famille des flavonoides que I’on trouve
specifiquement dans I’écorce des agrumes (orange, citron, pamplemousse, mandarine, orange
amere). Ce sont des pigments neutralisant les radicaux libres. Ils sont antioxydants et
améliorent I’absorption de la vitamine C. Les citro-flavonoides de citrus sont riches en rutine,

hespéridine, érodyctol et naringénine(Jagetia et al., 2003).
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I1l. 2-4-Localisation:

Sur le plan cellulaire, les flavonoides sont synthétisés dans les chloroplastes puis migrent et se
dissolvent dans les vacuoles, la répartition de ces composés montre des accumulations tres
localisées, généralement en relation avec une fonction physiologique ou avec I’interaction de

la plante avec son environnement.

Ainsi, les flavonoides qui ont une localisation épidermique ont un réle d'écran vis-a-vis des
rayonnements solaires, tandis que ceux qui sont impliqués dans les mécanismes de défense

ont plutdt une localisation sous épidermique (Boudjellal, 2009).

I11.  2-5- Biosynthese :

Les flavonoides possédent tous le méme élément structural de base commun, car ils dérivent
d'une origine biosynthétiqgue commune. Le cycle A est formé a partir de trois molécules de

malonyl-coenzyme A (malonyl-CoA), issues du métabolisme du glucose (voie de la

glycolyse).

Les cycles B et C proviennent eux aussi du métabolisme du glucose, mais par la voie du
shikimate via la phénylalanine qui est convertie en p-coumarate puis en p-coumaroyl-CoA, le
p-coumaroyl-CoA et les 3 malonyl-CoA se condensent en une seule étape enzymatique pour
former une chalcone, la 4,2°.4’,6’-tétrahydroxychalcone (réaction catalysée par la chalcone

synthétase).

Le cycle C se forme par cyclisation de la chalcone, réaction catalysée par la chalcone-
isomérase qui induit une fermeture stéréospécifique du cycle conduisant & un seul énantio-
mére 2(S)-flavanone: la naringénine. Ce cycle s’hydrate ensuite pour former les différentes

classes de flavonoides (Maamri, 2008 ; Kanoun, 2011).

La chalcone (4,2'.4',6'-tétrahydroxychalcone) est métabolisée en différentes classes de

flavonoide : flavanone, aurone, flavanonol, flavone, anthocyane et flavonol.
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Métabolisme du gucose
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Figure 08 : Biosynthese des flavonoides illustrant les voies de I'acétyle CoA et de la

phénylalanine (Terrier, 2010).

21



Etat actuel de sujet

I1l. 3-Lavitamine C:
I1l.  3-1-Historique :

La vitamine C fOt constatée par Amiral James Lind 1716-1794 (1747) .1l I’utilisa du jus de
citron pour sauvé les marins du scorbut 40 ans apres sa découverte flt appliquée par la
marine.Ce n'est qu'en 1928 qu'un biochimiste hongrois, Albert SzentGyorgyi, isole une
substance cristalline du jus de citron qu'il dénomma « acide ascorbique » en référence a ses
effets bénéfiques sur le scorbut. L'acide ascorbique est appelé de maniere plus

courante« vitamine C »( SinghetErnst, 2011).
I1l.  3-2-Définition :

La vitamine C est le terme générique pour définir tous les composés ayant les propriétés de

I'acide ascorbique, elle est hydrosoluble, sensible a la chaleur, a I'eau et a la lumiere.

<> 1

= P
—a <> %’
Ho/ \OH

Figure 09 : Structure de lI'acide ascorbique

- L'acide ascorbique est formée de 6 atomes de Carbone, 8 atomes d'hydrogenes et 6 atomes
d'oxygeénes, sa forme oxydée est peu présente dans le plasma car rapidement réduit en acide

ascorbique par le glutathion notamment (Fain, 2004).

OH
HO O 1)
+ R® —
o) OH
AscH ~

Figure 10: Equation entre I’ Acide Ascorbique et Déshydroascorbique.
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Etat actuel de sujet

I1l.  3-3- Source de vitamine C :

Comme la vitamine C n’est pas synthétisée par I’homme, les végétaux constituent la
principale source, en particulier les Iégumes verts feuillus et les fruits comme ceux de la

famille des agrumes, les kiwis, la tomate...etc.
I1l.  3-4-L’apport journalier recommandé :
La quantité de vitamine C quotidienne recommandée pour un adulte est de 60 mg.

La concentration plasmatique en vitamine C, est un bon indicateur pour connaitre le statut
vitaminique. Chez le jeune adulte la concentration plasmatique optimale de vitamine C serait
de 60 umol/L selon I’étude SUVIMAX (Supplémentation en Vitamines et Minéraux
Antioxydants). C’est a cette concentration que le pouvoir antioxydant serait maximal,
assurant ainsi la protection de la population vis-a-vis des pathologies cardiovasculaires,

cancéreuses et la cataracte (Joas, 2009).
I1l.  3-5-Le métabolisme et I’élimination de I’acide ascorbique :

La plupart des animaux métabolisent I'AA a partir du glucose a laide d'enzymes
contrairement a I'homme et certains singes et oiseaux qui nécessitent sa présence dans
l'alimentation. L’absorption intestinale s'effectue au niveau de l'iléon selon un coefficient

d'absorption de 85 % qui diminue pour de larges doses (saturable au-dela de 180 mg/j).

La vitamine C circule dans le sang sous forme dacide ascorbique (80 a 95%) et d'acide

déshydroascorbique (5 a 20%).

La réserve de I'organisme est estimée a environ 1500 mg, le turnover quotidien est de 45 a 60

mg/j, et a une durée de vie de 10 a 20 jours (Hercberg et al., 2004).

L'AA est principalement éliminé par I'excrétion urinaire lorsque la concentration plasmatique
excéde 14 mg/L, elle augmente avec la prise alimentaire a partir d'une prise quotidienne de 60
a 70 mg/j (Hirschmann, 1999).

L'AA est le cofacteur d'un certain nombre d'enzymes impliqués dans la biosynthese du

collagene, de la carnitine et de neurotransmetteurs (Levine, 1996).
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I1l. 3-6-Réles :

Cette vitamine joue un r6le important contre le stress oxydatif provoqué par les Espéces
Réactives de I’Oxygéne (ERO).Dans ce cas, I’ascorbate participe aux mécanismes de défense

antioxydants qui vont réduire le niveau intracellulaire des ERO (Foyer et al., 1994).

La molécule d’acide ascorbique semble jouer un réle dans des mécanismes aussi diversifiés
qu’importants au niveau de la santé humaine : réactions immunitaires, oxydation cellulaire,

cancer, hypertension, risques cardiovasculaires et cataracte (Naidu, 2003).

L’ascorbate en tant qu’agent réducteur donneur d’électron est I’antioxydant hydrosoluble le
plus abondant dans le regne vivant. Cette propriété chimique est probablement la base de

toutes les fonctions connues de la vitamine C (Linster et Van Schaftingen, 2006).

Deux électrons arrachés a la double liaison entre le C2 et C3 de la molécule d’ascorbate

participent a la réaction d’oxydoréduction.

Le premier rble de I’ascorbate, est sa capacité a réagir avec les especes oxydantes pour les
transformer en molécules moins réactives et ainsi éviter I’accumulation de radicaux libres
dans la cellule. Les cibles de la vitamine C peuvent étre des espéces réactives a I’oxygene

comme I’ion superoxyde, les radicaux hydroxyl ou peroxyl ou a I’azote.

Les composés tels que I’acide hypochlorique, les nitrosamines ou I’ozone peuvent également
étre réduits ou engendrer la formation de molécules qui seront par la suite réduites par

I’ascorbate. Enfin, la vitamine C réagit avec les ions métalliques (Padayatty et al., 2003).

La vitamine C permettrait d'expliquer son role dans la prévention de certaines maladies, voire

de certains cancers (Le Muel et al ., 1998).
I11.  3-7-Lacarence en vitamine C :

La carence en vitamine C responsable de la pathologie doit étre profonde et durable, mais,
rappelons-le, ne touchera pas toutes les espéces animales: I'homme, le cobaye et le singe sont
en effet incapables de synthétiser la vitamine C en raison d'un déficit enzymatique particulier,
une oxydase appelée L gulonolactone-oxydase, qui va réaliser I'oxydation du glucose et sa
transformation en acide déhydroascorbique.
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Le scorbut résulte d'un déficit en vitamine C caractérisé par une valeur strictement inferieure a
1 a 2 umol/L (Johnston et al ., 1998) et des signes cliniques, incluant une fragilité capillaire,
un syndrome hémorragique, une asthénie, une anorexie, des cedemes ou des arthralgies, et un

signe biologique a type d'anémie (Hirschmann et al., 1999).
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Matériel et méthodes

Ce travail a été réalisé au sein du laboratoire de physiologie, physiopathologie et biochimie

de la nutrition (PPABIONUT), faculté des sciences de la nature et de la vie ; sciences de la

terre et de I’univers, Université de Tlemcen.

I.  Caractéristiques du citron étudié :

Dans ce travail nous avons choisi d’utilisé une espéce de citron « Citrus Limon » de la

famille de rutacées planté a Tlemcen.

Tableau 06: Caractéristiques du citron étudié

Caractéristiques

Moyenne * écart type

Poids du citron (Q) 217.37+ 3,10
Poids de la peau (g) 80,27 £ 8,91
Masse de la peau par rapport a la masse du fruit % 26,93 + 2,31

Il.  Préparation des échantillons :

Il. 1-Ecorce fraiche :

Dans un erlenmeyer, 5g d’écorce de citron mixés est mélangés avec 50 ml d'eau distillé

a

4°C et 50 ml d’eau distillé a 90°C puis 60ml de méthanol sont ajoutées. Le mélange est mis

en incubation a 4°C pendant trois jours.

Le mélange est ensuite filtré. Le filtrat obtenu est centrifugé a 1500 t/min pendant 10 minutes.

Le surnageant est réservé.

Il. 2-Ecorce séche :

Une partie de I’écorce de citron est coupée en petits morceaux puis séchée dans une étuve a

40°C pendant 3 jours. L’écorce séchée est ensuite mixée suivie par une extraction dont les

étapes sont les mémes que I’écorce fraiche.
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I11.  Dosage de poly-phénols :
I1l.  1-Principe :

Le Folinest réduit, lors de l'oxydation des phénols, en un mélange d'oxydes bleus de

tungstene et de molybdene.
L’intensité de la couleur est proportionnelle aux taux des composées phénoliques oxydés.

Le dosage des poly phénols a été effectué a I’aide d’un spectrophotometre a UV visible a
double faisceaux de type SHIMADZU UV -2401PC, la technique a double faisceaux a aidé a
éliminer I’absorbance du blanc et donner directement la densité optique de I’échantillon
(Boizot et Charpentier, 2006).

I1l.  2-Mode opératoire :

200 pl de chaque échantillon sont introduits dans un tube, 1ml de réactif de FolinCiocalteu
dilué 10 fois est ajouté. Aprés 4 minutes, 800 pl de solution de carbonate de sodium est

ajouté a chaque échantillon. L’absorbance est mesuré a 765nm aprées 2 h d’incubation.

IV. Le dosage indirect de la vitamine C :

IV.  Principe de dosage :

La totalité de la vitamine C réagit avec le d’iode en exces I’iode restant est dosé par une
solution de thiosulfate de sodium Na,S,03. Lorsqu’il n’y a plus de molécule de vitamine C,
les molécules d’iode vont s’accumuler dans la solution, cette accumulation indique la fin de
titrage et la mise en évidence par la formation d’un composé bleu de grande intensité, ce

composé est forme par I’iode et I’amidon

*couples oxydant / réducteur : CsgHgOg / CsHgOs ; 12/1-.

CeHgOb e CeHgOp + 2H++2e- oxydation de la vitamine C
(2426 2 1- réduction du d’iode
CeHgOp ey CgHgOg + 2H++2 I-

*couplesoxydant / réducteur: S4Og2- / S2032. ; 12/ 1-.
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I, +2e- — 2 1- réduction d’iode en exces
255,03,- — S404,- +2e-  oxidation de l'ion thiosulfate
25,030~ | em— S40¢2- +2 1-  réaction support du titrage.

IV. 2-Mode opératoire :

Dans un bécher sont introduit 10ml de chaque extrait et 20ml d’iode, le mélange est agité
puis incubé pendant 4 minutes.10 gouttes de d’empois d’amidon sont ajoutés. La titration est

realisée par une solution deNa»S,03 j’jusqu’a la disparition de la couleur.

V.  Mesure de I’activité anti-oxydante:
V. 1-Test de piégeage du radical DPPH :
V. 1-1-Objectif :

Le test de DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) permet d’étudier I’activité anti radicalaire de

molécules contenues dans les extraits préparés (Mighri et al., 2010).
V. 1-2-Principe :

Le changement de la coloration est proportionnel a I’activité anti-oxydante ce qui se traduit
par une diminution de I’absorbance (Moon et Shibamoto, 2009)

Le DPPH est un radical stable et il présente en solution une absorption caractéristique a 517
nm qui lui conférent une coloration violette. Cette couleur disparait rapidement lorsque le DPPH

est reduit par un capteur de radicaux libres.

+ Antioxvdant-OH + Antoxvdant-0

M el "
- )
DPPH (violket) DPPHH (jaunc)

Figure 11 : la réduction de DPPH (Congo, 2012).

28



Matériel et méthodes

V. 1-3-Mode opératoire :

Dans 4 tubes a essais sont introduits :

-Le 1* tube ( témoin) : contient 1ml de la solution méthanoique de DPPH et 1ml de méthanol
-les 3 tubes restants : contiennent 1 ml de la solution de DPPH préparée a 100 mM avec des
volumes croissants des extraits préparés (10l ; 30 pl ; 50 pl ; 70 pl).

Les solutions sont vortexées et I’absorbance est mesurée a 515 nm par un spectrophotomeétre

pendant 30 minutes.

V. 2-Test d’hémolyse :
V. 2-1-Principe :

-Ce test consiste a soumettre un échantillon de sang a une agression oxydante (production
contrblée des RL)

-La lyse des cellules sanguines est induite par un générateur des RL le TBHP, les
érythrocytes ainsi libérent tout leur équipement enzymatique et moléculaire pour résister a
cette agression jusqu’a ce que la membrane soit modifiée et que la cellule laisse échapper son
contenu (Lesgard, 2000).

V. 2-2-Mode opératoire :

Le sang prélevé est collecté dans des tubes héparinés puis centrifugés a 2000 t/min pendant
10 minutes. Le plasma est éliminé et le culot est réservé.Trois lavages successifs sont
effectués avec du tampon phosphate. Chaque lavage est suivi d’une centrifugation a 2000
t /min pendant 10 minutes. Le surnageant est éliminé et le culot contenant les érythrocytes
est dilué dans un tampon de phosphate pour obtenir un hématocrite de 2 %.

A la solution de globules rouges de 2 % est ajoutée 50 ul de I’extrait d’écorce et I’incuber
pendant 30 min a 37 C° sous agitation, puis 5 pl de TBHP (pro-oxydant) sont ajoutés. Une

deuxiéme incubation a 37°C pendant 2h sous agitation est réalisée.
V. 2-3-Taux d’hémolyse :

Dans un ependorf, 100 ul de chaque échantillons sont introduits puis 900 ul de PBS sont
ajoutés. Le mélange est ensuite agité puis centrifugé a 2000 t/ min pendant 10 min. Lire la

DO du surnageant a 545 nm contre le blanc (PBS).

29



Matériel et méthodes

V. 2-4-Hémolyse Total :

Dans les épendorfs sont introduits200 ul de chaque échantillon et 800 ul d’eau distillée
glacée a 4 °C, le mélange est agité puis incubé pendant 15 mina 4° C. Lire la DO du tube
PBS contre I’eau distillée. Des aliquotes de 360 pl de I’hémolyse totale sont réservés vue du
dosage des parameétres de stress oxydatif.

V1.  Mesure des margueurs de stress oxydatif:
VI. 1-Dosage du GSH :
VI.  1-1-Principe :

Le taux du glutathion réduit (GSH) est mesuré sur le plasma et le lysat érythrocytaire, le
dosage est réalisé par le réactif d’Ellman (DTNB) (Ellman,1959). La réaction consiste a
couper la molécule d’acide 5,5dithiodis-2-nitrobenzoique (DTNB) par le GSH, ce qui libere
I’acide thionitrobenzoique (TNB). Ce dernier a pH (8-9) alcalin présente une absorbance a

412 nm avec un coefficient d’extinction égal a 13,6 mM™.cm™,

VI.  2-Dosage du MDA :
VI.  2-1-Principe :

Le malondialdéhyde (MDA) plasmatique et érythrocytaire est mesuré selon la méthode
de Draper& Hadley, 1990. Il représente le marqueur le plus utilise en peroxydation lipidique,
notamment par la simplicité et la sensibilité de la méthode de dosage. Apres traitement par
I’acide a chaud, les aldéhydes réagissent avec I’acide thiobarbiturique (TBA) pour former un
produit de condensation chromogénique consistant en 2 molécules de TBA et une molécule de
MDA. L’absorption intense de ce chromogene se fait a une longueur d’onde de 532 nm. La
concentration du MDA est calculée en utilisant le coefficient d’extinction du complexe MDA-
TBA; £=1,56.10°M™. cm™a 532 nm.

VII.  7-Analyse statistique :

Les résultats sont présentes sous forme de moyenne =+ erreur stand. .Apres analyse, La
comparaison des moyennes entre les trois extrais de citron est effectuée par le test «t » de
Student. Tous les tests sont réalisés a I’aide du programme STATISTICA version 4.1
(STATSOFT, TULSA, OK).
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I.  Taux des polyphénols

Les résultats montrent que le taux des polyphénols dans I’écorce fraiche du citron est

significativement augmenté par rapport a I’écorc seche.
Il.  Taux de lavitamine C

Les résultats montrent que la concentration en vitamine C dans I’écorce seche (295.68g/kg)

diminue significativement par rapport a I’écorce fraiche (364.20g/kg).
I1l.  Mesure de I’activité anti-oxydante par le test de piégeage du radical DPPH

L’écorce séche a un pouvoir d’inhibition de radical libre DPPH qui atteint 100% a 10 pl et

diminue jusqu’a 50 % a un volume de 70ul de I’extrait de I’écorce seche (Figurel?2).
ECso de I’écorce séche est de 70ul.
IV.  Taux d’hémolyse en présence d’écorce fraiche de citron

Les résultats montrent que le taux d’hémolyse dans les tubes contenant les érythrocytes en
présence de I’écorce fraiche (26.79%) diminue significativement comparé au TBHP. Aussi, le
taux d’hémolyse en présence de I’écorce fraiche et du TBHP (35.37%) est diminue par
rapport au TBHP (Figure 13).

V.  Statut oxydant/antioxydant
1-Teneurs érythrocytaires en GSH en présence d’écorce fraiche de citron

Les teneurs érythrocytaires en GSH ne montrent aucune différence significative dans les tubes
contenant les érythrocytes en présence de TBHP et du TBHP en présence de I’écorce fraiche
par rapport au témoin. Par contre, la teneur en GSH augmente significativement en présence

de I’écorce fraiche (Figure 14).
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V. 2-Teneurs érythrocytaires en MDA en présence d’écorce fraiche de citron

Les résultats montrent que la teneur en MDA diminue significativement dans les tubes
contenant les érythrocytes en présence de I’écorce fraiche ainsi comparé au témoin (PBS) Par
ailleurs, la teneur en MDA est augmentée en présence du TBHP mais aussi en présence du
TBHP et I’écorce fraiche (Figure 15).

Tableau 07 :Taux de la vitamine C et de Polyphénols dans I’écorce fraiche et seche du citron

Ecorce fraiche Ecorce séche
Taux en vitamine C (g/kg) 364,20 + 28.35° 295,68 +10°
Taux en polyphénols EAG/m
POlYP (Mg 9 3210,15 + 212,63 a 5367,59 + 106,97b

Chaque valeur représente la moyenne xécart type de la concentration de la vitamine C et

polyphénols

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + écart type. La comparaison des
moyennes entre les trois extrais est effectuée par le test «t» de Student. Les différences

significatives entre les extraits sont marquées par les lettres différentes (a,b,c).
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Figure 12: Pouvoir d’inhibition du DPPH (%) par rapport aux volumes (uL) de I’écorce

fraiche du citron.

TBHP I Ecorce fraiche [ Ecorce fraiche + TBH —

% Hémolyse

TBHP Ecorce fraiche Ecorce friche+ TBHP

Figure 13: Taux d’hémolyse d’une solution de GR a 2% (V/V) en présence de I’écorce
fraiche de citron, de TBHP et de TBHP + écorce fraiche.

Les érythrocytes sont incubés en présence d’écorce fraiche, de TBHP et de TBHP + écorce
fraiche. Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne *écart type. La comparaison des

moyennes entre les trois tubes est effectuee par le test « t » de Student.
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Figure 14:Teneurs érythrocytaires en GSH d’une solution de GR a 2% (v/v) et en présence

Ecorce fraiche Ecorce fraiche +TBHP

de I’écorce fraiche de citron .
Les érythrocytes ont été incubés en présence de PBS, de jus ou écorce fraiche, de TBHP et de
TBHP + écorce fraiche.Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + écart type. Les

différences significatives sont marquées par les lettres différentes (a,b).
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Figure 15:Teneurs érythrocytaires en MDA d’une solution de GR a 2% (Vv/v) et en présence

de I’écorce fraiche de citron.

Les érythrocytes ont été incubés en présence de PBS, de jus ou écorce fraiche, de TBHP et de
TBHP + écorce fraiche.Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne + écart type. Les
différences significatives sont marquées par les lettres différentes (a,b).
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Discussion

Les citro-flavonoides sont des poly-phénols de la famille des flavonoides que I’on
trouve spécifiquement dans I’écorce des agrumes (orange, citron, pamplemousse, mandarine,
orange amére). Ce sont des pigments neutralisant les radicaux libres. 1ls sont des antioxydants

et améliorent I’absorption de la vitamine C (Jagetia et al., 2003).

Ce travail vise a doser et a mettre en évidence I’effet de deux antioxydants :les
composés phénoliques et la vitamine C sur le stress oxydatif in vitro. Au cours de ce travail,

nous avons aussi étudié la capacité de ces antioxydants a piéger les radicaux libres.

Concernant le dosage de la vitamine C, nos résultats ont révélé que les extraits des
écorces fraiches (364,20g/kg) contiennent plus de vitamine C que les extraits des écorces
séches (295,68g/kg). La vitamine C est trés sensible et s’oxyde facilement a la lumiére et a la
chaleur. Selon une étude, menée sur 2 cultivars , les conditions météorologiques avaient plus
d’influence sur la concentration en vitamine C et en flavonoides du fruit que le cultivar lui-
méme (Gonzales-Molina, 2008). Ces résultats suggerent que les peaux perdraient une
certaine quantité de vitamine C sous I’effet de la température. En effet selon les travaux
Higashi-Okai et ses collaborateurs la température élevées altérent la vitamine C (Higashietal.,
2002).Ce qui permet dans notre travail, d’expliquer la diminution du taux de la vitamine C

lorsque I’écorce est séché.

Les poly-phénols ont été longtemps considéres comme des agents chimio-prévenants
avec de fortes activités anti-oxydantes (Lee et al.,, 2003).Et forment les composés
antioxydants poly-phénoliques alimentaires qui peuvent avoir des avantages potentiels dans la
santé et la gestion des maladies. Les extraits d'agrumes et les flavonoides dagrumes
présentent une large gamme de propriétés biologiques prometteuses, y compris des activités
anti-oxydantes, anti-inflammatoires, anti-tumorales et anti-oxydantes et linhibition des
caillots de sang (Middleton et al., 1994). Des espéces d'agrumes de diverses origines ont été
évaluées pour leurs constituants phénoliques et leurs activités anti-oxydantes

(Anagnostopoulou et al., 2006).

Nos résultats ont révélé que I’écorce séche (5367,59 pg EAG/mg) est la plus riche en
polyphénols comparé avec I’extrait d’écorce fraiche (3210,15 ug EAG/mg). Ces résultats sont
en accord avec les travaux de Gorinsteina et ses collaborateurs 2001, qui ont démontré que
les polyphénols sont les composants majeurs de I’écorce séche de citrus limon.
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Concernant le test de DPPH, le radical libre DPPH permet I’estimation de [I’activité
anti-radicalaire de I’écorce séche. Les résultats de notre travail montrent que I’extrait d’écorce
séche possede un pouvoir d’inhibition de radical libre DPPH qui atteint 100% a 10 pl et
diminue jusqu’a 50 % a un volume de 70pul de I’extrait de I’écorce seche. Ces observations
suggerent que les poly-phénols de citron et particulierement les citroflavonoides
contribueraient en grande partie a I’activité anti-oxydante totale en raison de leur forte

abondance dans I’écorce séche.

Selon Turkmen et al., 2007, les polyphénols semblent étre des donateurs efficaces
d'hydrogene au radical DPPH, en raison de leur chimie structurale idéale. La vitamine C
posséde aussi une activité anti-radicalaire. En effet, la totalité de I’activité anti-radicalaire
serait due a la vitamine C dans le cas de réactions trés rapides, tandis que, dans les réactions a
cinétiques lentes, ce serait les poly-phénols qui contribueraient en grande partie a I’activité
antioxydante totale.

Ces résultats, sont en accord avec de nombreuses études issues de la littérature qui montrent la
forte potentialité industrielle du recyclage de déchets de citron en tant qu’antioxydants
(Higashi, 2002).L’écorce de citron contient des molécules qui sont considérées comme des
agents antioxydants de premiére classe et peuvent étre employées pour des applications
thérapeutiques, sachant que les antioxydants contribuent de maniere tres efficace a la

prévention des maladies telles que le cancer, et les maladies cardiovasculaires.

Concernant le test d’hémolyse I’incubation in vitro des érythrocytes isolés du sang
humain avec des concentrations variables des extraits a été réalisée a fin de d'évaluer
I'activité anti-hémolyse. Les érythrocytes constituent un modele cellulaire tres adéquat
pour I’étude du stress oxydant. En raison de leurs facilités d’isolement, leurs simplicites,
la richesse de leurs membranes en acides gras polyinsaturés et la concentration
cellulaire élevée en oxygene et en hémoglobine, ces cellules sont extrémement
susceptibles aux endommagements oxydatifs (Arbos et al., 2008).Quand les
antioxydants seront consommés, les radicaux libres agiront alors sur les parois des
érythrocytes entrainant alors leur éclatement. Si dans le milieu sont présents des
composés a activité anti-oxydante, I’hnémolyse sera logiquement retardée (Thomas,
2016).

De nombreuses études realisées sur les produits naturels ont prouvé que ce sont
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particulierement les composés phénoliques qui sont responsables de leur activité anti-
oxydante (Apostolidis et al ., 2007).

Dans les conditions de ce test, les radicaux libres sont généerés par le TBHP. Nos
résultats ont révélé une diminution de I’hémolyse en présence de I’écorce séche lorsque les

globules rouges sont soumisent a I’action pro-oxydante du TBHP.

L’extrait de I’écorce séchemontrent des activitésanti-hémolytiques de part la
presence des citroflavonoides et de la vitamine C. Ces résultats concordent avec ceux obtenus
par d’autres auteurs qui ont confirmé que les citroflavonoides sont capables de piéger les
radicaux libres en cédant I’hydrogéne de leurs groupements hydroxyles. Ils renforcent aussi

I'action de la vitamine C en empéchant son oxydation (Sandharet al.,2011).

Concernant les teneurs érythrocytaires du GSH, nos résultats révélent de fortes
teneurs en GSH en présence de I’écorce fraiche du citron. Ceci peut étre expliqué par la
capacité des cellules a réduire en masse le GSSG (glutathion oxydé) en GSH (glutathion
réduit) lorsque la vitamine C est présente en trés grande quantité (Jones,2002). Lorsque le
TBHP est ajouté a I’écorce séche du citron la teneur du GSH diminue. Ceci est d0 a forte
utilisation de la GSH au cours du stress oxydatif. En effet lors d’un stress oxydatif le GSH
régénére les autres antioxydants que sont les vitamines C et E et I’ubiquinone sous leur forme
initiale, aprés que ceux-ci aient réagi avec les radicaux libres (Jones,2002). Le glutathion
permet aussi la neutralisation les radicaux libres génerés par le TBHP empéchant ainsi
I’oxydation des acides gras (Jones et al ., 2002 ;Martin, 2003).

Il 'y a certaines études qui montrent que la supplémentation de I’alimentation ou
I’administration orale d’extraits végétaux riches en poly-phénols corrige également la chute
du taux de GSH (Mustafa et al.. 2006 ; Marquez et al., 2010).

Le taux élevé du MDA reflétent un stress oxydatif portant notamment sur I’oxydation
des lipides (Delattre et al., 2005). Les résultats de notre étude ont montré que les
concentrations en MDA érythrocytaires sont significativement augmentées dans les tubes
contenant les érythrocytes en présence de TBHP par rapport au contrdle. Ces résultats sont en
faveur de la présence d’un stress oxydant évident dd a la capacité de ce radical synthétique a
génerer des radicaux libres portant notamment sur I’oxydation des lipides ce qui augmente le

taux de MDA. Ces résultats sont en accord avec plusieurs études antérieures qui ont montré
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que la décomposition thermique du TBHP produit un radical libre qui attaque les lipides
polyinsaturés des membranes ce qui provoque la peroxydation lipidique (Dwight et Hendry,
1995).

Concernant a I’écorce seche complexée au TBHP montre une augmentation trés
significative du MDA, cette élévation peut étre expliqué par la capacité des antioxydants
(polyphénols et vitamine C : présentent dans I’écorce) a piéger les radicaux libres générés par
le TBHP au lieu de capter le MDA et leur effet pro oxydant .Ce paradoxe de poly-phénols et
vitamine C a été confirmé par (Fukumoto et Mazza, 2000).
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Le citron (Citrus limon) est une source de composés bioactifs : vitamines C et
flavonoides. Dans le but de valoriser I’écorce du citron, nous avons mesuré le taux de la
vitamine C, des polyphénols, I’activité anti-radicalaire, anti-hémolytique et les concentrations

en composés antioxydants.

Concernant le dosage de la vitamine C et des poly-phénols, I’écorce fraiche
(364.20g/kg).est la plus riche en vitamine C comparée a I’écorce séche du citron
(295.68g/kg). A I’inverse I’écorce seche (5367,59 pg EAG/mg) est plus riche en pophénols
par apport I’écorce fraiche (3210,15 pg EAG/mg).

L’ exposition des érythrocytes a des conditions oxydatives résulte en la formation des
radicaux libres qui conduisent finalement a la lyse cellulaire. Les antioxydants sont capables

de contrecarré la formation des radicaux libres et la lyse cellulaire.

En effet, nos résultats concernant le test hémolytique montrent une diminution du taux
d’hémolyse dans les tubes contenant les érythrocytes en présence d’écorce de citron de part

leurs richesses en poly-phénols et en vitamine C.

Pour I’étude du DPPHe, ce test révele que les extraits d’écorce de citron présentent une
activité anti-radicalaire qui atteint 100% a 10 pl et diminue jusqu’a 50 % a un volume de
70pl de I’extrait de I’écorce séche

En ce qui concerne I’évaluation de certains marqueurs du statut oxydant / antioxydant
au niveau du lysat érythrocytaire, il apparait que ces poly-phénols et la vitamine C présente
dans I’écorce de citron, diminuent la teneur en MDA et augmentent I’activité érythrocytaire
du GSH. Ceci suggere que ces composants du citron améliorent le statut redox en stimulant le

systeme de défenses antioxydants.

L’écorce de citron constitue donc une source intéressante d’antioxydants naturels qui

peuvent remplacer les antioxydants synthétiques nuisible a la santé.

Les perspectives :
Au terme de ce travail, afin de valoriser le jus et I’écorce de citron il faut prendre en
consideération ces bienfaits qui représentent une source d’anti-oxydants. Pour cela :

> Il faut investissez dans des projets pour le recyclage des écorces de citron.

» Utilisez le citron comme antioxydant naturel et évitez les antioxydants synthétiques.
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Encouragez la consommation quotidienne de citron par les autorités de santé publique.
Evaluation de I’effet antioxydantes des citroflavonoides sur d’autres parameétres du
stress oxydatif.

Mesure de la quantité des autres vitamines dans le jus et I’écorce de citron.

Faire des études sur d’autre espece de citron
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Résumé :
Dans ce travail nous avons choisi d’utilisé une espéce de citron « Citrus Limon planté a Tlemcen de
la famille de rutacée

Les composés antioxydants font I’objet de nombreux travaux car, en plus de leurs utilisations comme
des conservateurs dans les denrées alimentaires en remplagant les antioxydants de synthese, ils
interviennent dans le traitement de nombreuses maladies.
Ce travail a pour but d’évalué le taux des poly-phénols et de la vitamine C dans I’écorce fraiche, et
séche de citron ainsi que la détermination des propriétés chimiques par le test du DPPH et biologiques
in vitro (Activité antioxydante et hémolytique). Les résultats obtenus montrent la richesse de citrus
limon en poly-phénols dont la teneur varie entre 3210.15 & 55367.59 ug EAG/ mg. Les teneurs en
vitamine C dans le citrus limon sont comprises entre 295.68g/kg et 364g/kg.
Les méthodes de I’activité anti-oxydante montrent que les extraits de citron étudiées présentent des
propriétés anti-oxydantes, un fort piégeage du radical DPPH, une diminution de I’hémolyse, une
augmentation du GSH et la diminution du MDA.
Les résultats de la présente étude nous permettent de conclure que I’écorce du citron constitue une
bonne source en divers antioxydants et une bonne activité biologique antioxydante.
Mots clés : citrus limon ; polyphénols ; citroflavonoides ; vitamine C ; activité anti-oxydante
Abstract:
The antioxidant compounds are the subject of numerous studies because, in addition to their use as
preservatives in foods by replacing synthetic antioxidants, they are involved in the treatment of many
diseases.
The purpose of this work was to evaluate the levels of polyphenols and vitamin C in fresh, and dry
bark as well as the determination of chemical properties by the DPPH test and biological in vitro
Oxidative and hemolytic). The results obtained show the richness of citrus silt in polyphenols whose
content varies between 3210.15 and 55367.59 ug EAG / g. Vitamin C in citrus silt is between 295.68g
/ kg and 364g / kg.
The methods of antioxidant activity show that the lemon extracts studied have antioxidant properties, a
strong trapping of the DPPH radical, a decrease in hemolytic, an increase in GSH and a decrease in
MDA.
The results of this study allow us to conclude that lemon bark are a good source of various
antioxidants..And good antioxidant biological activity.
The Key words:polyphenols;citroflavonoids;vitaminC;lemon; antioxidant activity;
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