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Abstract

Natural plant extracts (which orange has long been regarded as a food and as a
medicinal plant) contain a variety of phenolic compounds to which antioxidant and

antimicrobial properties are attributed.

Phenolic extracts obtained by maceration using distilled water as solvent presented
extraction yields ranging from 4.75 to 13.87% and polyphenol content from 29.53 and 36.97
mg EAG / g MS better than using ethanol. Citrus sinensis peel extracts are richer in PPT
while Citrus aurantium peel extracts are the richest in flavonoids (320,8mg EQ / g MS for the
aqueous extract and 85.72 mg EQ / g MS for the ethanolic extract).

The objective of this study is to evaluate the antioxidant and antimicrobial activity of
different parts (peel and seed) of the two fruits (C.sinensis and C.aurantium).

The evaluation of antioxidant power using two methods: reduction of iron and
scavenging of the DPPH radical made it possible to classify the extracts as follows in
descending order with respect to their antioxidant powers: C.aurantium (peel), C.sinensis
(peel), C.aurantium (seed) and finally C.sinensis (seed). This may well provide that the peel
of both species can potentially be used as a source of easily accessible natural antioxidant.

Screening of the antimicrobial activity was carried out by the Agar diffusion technique
at a concentration of 2000 ug / ml. The aqueous extracts were tested for antibacterial activity
against various Gram-negative pathogenic species (E. coli of clinical origin, E.coli ATCC
25922, P. aeruginosa ATCC 27853 and K.pneumonia) and Gram-positive (S. aureus of food
origin, S. aureus MU50, E. faecalis ATCC 49452, and B.cereus ATCC 14579), and for
antifungal activity against A. niger and C.albicans, whose peel and seed extracts from two
orange species were generally effective against the majority of microorganisms with the best
activity (17mm inhibition zone) recorded by the aqueous peel extracts against S. aureus
MU50 (C. aurantium) and E. faecalis ATCC 49452 (C.sinensis). Therefore aqueous seed and
peel extracts can be used as effective antimicrobial agents against the above-mentioned
microorganisms.

Key words: Citrus sinensis (peel and seed), Citrus aurantium (peel and seed), aqueous
extracts, ethanolic extracts, polyphenol, flavonoids, antioxidant activity, antimicrobial
activity.



Résumé

L’orange est une plante médicinale importante de la famille des Rutaceae. Elle est
principalement utilisée par les industries de transformation des fruits, ou 1’écorce et les pépins
sont généralement jetés en grande quantité

Les extraits phénoliques obtenus par macération utilisant I'eau distillée comme solvant
ont présenté de bons rendements d'extraction par rapport a 1’éthanol. Les extraits d'écorce de
citrus sinensis sont plus riches en PPT tandis que les extraits d'écorce de Citrus aurantium
sont les plus riches en flavonoides (320,8mg EQ/g MS pour I'extrait aqueux et 85,72 mg EQ/g
MS pour l'extrait éthanolique). Les extraits étudiés ont présenté une activité antioxydante
appréciable suivant deux méthodes : réduction de fer et piégeage du radical DPPH.

Le dépistage de l'activité antimicrobienne a été effectué par la technique de diffusion sur
gélose a une concentration de 2000ug/ml .Les extraits aqueux ont été testés pour une
évaluation de I’activité antimicrobienne contre diverses especes pathogenes Gram négatif
(E.coli d'origine clinique, E.coli ATCC 25922, P.aeruginosa ATCC 27853 et K.pneumonia) et
Gram positif (S.aureus d'origine alimentaire, S.aureus MU50, E.faecalis ATCC 49452, et
B.cereus ATCC 14579) et contre A.niger et C.albicans. Les extraits d'écorce et de pépins de
deux especes d'orange étaient efficaces dans 1’ensemble contre la majorité des
microorganismes dont une activité plus intéressante (zone d'inhibition de 17mm) était
enregistrée par les extraits aqueux d'écorce des deux espéces contre S.aureus MU50 et
E.faecalis ATCC 49452.

Mots clés: Citrus sinensis, Citrus aurantium, extraction, polyphénols, activité

antioxydante, activité antimicrobienne.



Introduction

Introduction

L’orange est une plante médicinale importante de la famille des Rutaceae. Elle est
principalement utilisée par les industries de transformation des fruits, ou 1’écorce et les pépins
sont genéralement jetés en grande quantité.

Ces déchets sont trés périssables et constituent un probléme pour ces industries et les
organismes de surveillance de la pollution, par exemple au niveau de la wilaya de Tizi-Ouzou,
ces déchets sont déversés dans la riviere (Oued Sibaou) ou des changements d’écosystéme
sont constatés.

Les écorces et les pépins d’orange jetés sont riches en nutriments et contiennent de
nombreux produits photochimiques, bioactifs tels que les polyphénols qui constituent une
famille de molécules organiques largement présentes dans le regne végétal. Ils sont
caractérisés comme I’indique le nom, par la présence de plusieurs groupements phénoliques,
associés en structures plus en moins complexes.

Les polyphénols sont le produit de métabolisme secondaire des plantes. Ils sont dotés de
multiples propriétés thérapeutiques, ils jouent un réle trés important, principalement dans la
lutte contre les cancers, les maladies cardiovasculaires et la peroxydation lipidique attribué a
leur potentiel antioxydant.

L’une des contraintes majeures des industries pharmaceutiques est 1’augmentation de la
résistance des microorganismes aux médicaments, due a la capacité génétique des bactéries de
d'acquérir et de transmettre cette résistance.

Pour surmonter le probléme de toxicité des antioxydants synthétiques et de résistance
aux médicaments, I’intérét accordé aux antioxydants et aux substances antimicrobiennes
naturelles, a augmenté considérablement au cours de ces dernieres années.

En conséquence, des recherches scientifiques dans diverses spécialités ont été
développées pour I’extraction, 1’identification et la quantification de nouvelles molécules
telles que les polyphénols, a partir de plusieurs substances naturelles a savoir, les plantes
médicinales et les sous-produits agroalimentaires, parmi eux 1’écorce et les pépins d’orange.

Ces dechets (pepins et écorce) sont-ils réellement une source de substances bioactives
telles que les polyphénols qui seraient capables d’exercer une activité antioxydante et
antibactérienne efficace ?

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

organiques (éthanolique) d’écorce et des pépins de Citrus sinensis cultivé de la région de



Introduction

Chamlal et fournie par 1’unité de fabrication du concentré de jus « Fruit d’Or », et de Citrus
aurantium de la région Ouacif de la wilaya de Tizi-Ouzou.
Pour la réalisation de cette étude nous avons procéder comme suit :
- Extraction des polyphénols par deux solvants (eau et éthanol) ;
- Dosage des polyphénols et de flavonoides totaux et

- Révélation et évaluation des activités antioxydante et antibactérienne.
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Partie bibliographique Les polyphénols

Chapitre I : Les polyphénols

1. Généralités
Les polyphénols sont des micro-constituants végétaux abondants dans nos aliments et
font donc uns partie intégrante de I'alimentation humaine (ARABBI et al., 2004 ; DAI et
MUMPER, 2010). Ils sont abondants dans la majorité des fruits et Iégumes, olives, céréales,
chocolat, et boissons telles que la biére, le vin, le café et le thé (D’ARCHIVIO et al., 2007 ;
MOJZER et al., 2010 ; DAl et MUMPER, 2010 ; KEERTHI et al., 2014).

IIs sont un groupe important et diversifié de métabolites secondaires des plantes. lls se
révelent posséder une forte bioactivité qui se traduit au niveau de I’organisme par une large
gamme de propriétés biologiques (PAVITHRA et al., 2013 ; MORAND et MILENKOVIC,
2014 ; MRAIHI et al., 2015 ; HEGDE et al., 2016 ; L1 et al., 2016).

Les polyphénols alimentaires les plus courants sont les flavonoides et les acides
phénoliques (MOJZER et al., 2010 ; RENARD et al., 2014).

2. Structure et classification des polyphénols

Les polyphénols représentent un grand groupe d'au moins 10 000 composés différents,
qui sont caractérisés par la présence d’un ou plusieurs groupements phénol (cycle
aromatique), avec un ou plusieurs groupes hydroxyle qui leur sont attachés, allant de
molécules phénoliques simples a fortement polymérisées (BARBONI., 2006 ; AJILA et al.,
2010; DAl et MUMPER, 2010; POLINATI et al, 2010; SUN et al, 2011;
ALBUQUERQUE et al., 2013 ; KEERTHI et al., 2014). La structure du noyau phénolique est

représentée dans la figure suivante.

OH

Ou

A B

Figure 1: Structure du noyau phénolique (ALBUQUERQUE et al., 2013).

Les polyphénols sont classés sur la base du nombre de noyaux phénoliques qu'ils
contiennent et des éléments structuraux qui lient ces noyaux l'un a l'autre (KUMAR et al.,

2015). Cette classification est représentée dans la figure 2.
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Figure 2 : Diagramme de classification des polyphénols (MACHEIX et al., 2005 ; STALIKAS, 2007 ; KUMAR et al., 2015).




Partie bibliographique Les polyphénols

La plupart des composés phénoliques naturels sont présents plus souvent sous forme de
glycosides, qui sont des mono et des polysaccharides liés a un ou plusieurs groupes
phénoliques (cas des flavonoides), ou sous forme d’esters ou d’esters méthyliques (cas des
acides phenoliques), et rarement sous forme libre dite aglycone (AJILA et al., 2010;
MORAND et MILENKOVIC, 2014).

2.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des métabolites secondaires aromatiques, largement répartis
dans I'ensemble de la plante, mais qui sont particulierement abondants dans les fruits acides.
Ce sont les métabolites les plus abondants dans les aliments en plus des flavonoides. Le terme
acide phénolique désigne en général les phénols possédant une seule fonction carboxylique
acide (STALIKAS, 2007 ; AJILA et al., 2010 ; WISSAM et al., 2012 ; KUMAR et al., 2014).

Cependant, en ce qui concerne les métabolites végétaux, il s'agit d'un groupe distinct
d'acides organiques. Ces acides phénoliques naturels contiennent deux structures de carbone
représentatives et distinctives : les structures hydroxycinnamiques et hydroxybenzoiques.
Bien que le squelette de base reste le méme, les nombres et les positions des groupes
hydroxyle sur le cycle aromatique font la différence et établissent la variété des structures et
de composés (STALIKAS, 2007 ; AJILA et al., 2010 ; KUMAR et al., 2014).

Les acides phénolique sont rarement présents a 1’état libre, mais ils sont en général

combinés a d’autres molécules organiques (MACHEIX et al., 2005).

2.1.1. Les acides hydroxybenzoiques (C6-C1)

Les acides hydroxybenzoiques ont une structure courante de type (C6-C1), ils existent
fréquemment sous forme d’esters ou de glucosides. IIs sont particulierement bien représentés
chez les Gymnospermes et les Angiospermes (MACHEIX et al., 2005 ; DYKES et
RONNEY, 2006 ; DAI et MUMPER, 2010 ; MORAND et MILENKOVIC, 2014 ; KAUR
etal., 2014).

La structure de base de 1’acide hydroxybenzoique et les principaux composés derivés de

cette structure sont indiqués dans la figure 3 ci-apres.
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H Nom R1 R2 R3 R4
Acide benzoique H H H H
R, COOH || Acide p-hydroxybenzoique | H H OH H
Acide vanillique H |OCHs| OH H
Acide gallique H OH OH OH
Acide protocatéchique H OH OH H
Rg R, Acide syringique H |OCHs;| OH | OCHs
Acide gentisique OH H H OH
R Acide veratrique H |OCHs; | OCHs| H
2 Acide salicylique OH H H H

Figure 3 : Structure de I’acide hydroxybenzoique et quelques dérivés (MACHEIX et al.,
2005 ; DYKES et RONNEY, 2006 ; STALIKAS, 2007 ; CASTELLANO, 2012 ; KUMAR et

al., 2014).

2.1.2. Les acides hydroxycinnamiques (C6-C3)

Les acides hydroxycinnamiques sont des composés aromatiques avec une chaine latérale

a trois carbones (C6-C3). Le degré d’hydroxylation du cycle benzénique et son éventuelle
modification par des réactions secondaires (telle que la méthylation), sont un des éléments
importants de la réactivité chimique de ces molécules. Les acides caféique, ferulique, p-
coumarique et sinapique étant les plus courants (MACHEIX et al., 2005; DYKES et
RONNEY, 2006 ; STALIKAS, 2007 ; DAI et MUMPER, 2010 ; KAUR et al., 2014). La

figure 4 ci-apres, représente la structure de base de I’acide hydroxycinnamique et quelques

dérivés.

COOH Nom R1 R2 R3 R4

H Acide cinnamique H H H H

R Acide o-coumarique H OH H H

* Acide m-coumarique H OH H H

Acide p-coumarique H H OH H

Re R, Acide ferulique H | OCHs | OH H
Acide sinapique H | OCHs | OH | OCHs

Rz Acide caféique H OH OH H

Figure 4 : Structure de 1’acide hydroxycinnamique et quelques dérivés (MACHEIX et al.,
2005 ; DYKES et RONNEY, 2006 ; STALIKAS, 2007 ; CASTELLANO, 2012 ; MIGUEL et
al., 2014).
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2.2. Les flavonoides

Les flavonoides constituent un grand groupe de composés phénoliques bioactifs,
végétaux, les plus importants et les plus abondants des produits naturels diététiques. Ce sont
les pigments les plus fréquents a coté de la chlorophylle et des caroténoides (STALIKAS,
2007 ; PAVITHRA et al., 2013 ; SOUSA et al., 2013 ; ARRABI et al., 2004 ; TEH et al.,
2014 ; MRAIHI et al., 2015).

Les flavonoides sont la classe la plus importante de composés phenoliques (DALLAS et
al., 2008). lls sont tres répandus dans les légumes comme les herbes, les fruits, les céréales,
les graines et les aliments dérivés tels que les jus, vins, huiles et divers suppléments
diététiques (LIU et al., 2008 ; SOUSA et al., 2013).

IIs sont souvent plus concentrés dans les zones externes du fruit ou du légume. Ils sont
impliqués dans la couleur soit sous forme native (anthocyanes et flavonols), soit aprés
oxydation par le phénomene de brunissement enzymatique (AJILA et al., 2010 ; MORAND et
MILENKOVIC, 2014).

2.2.1. Structure des flavonoides

Les flavonoides sont des composés phénoliques de faible poids moléculaire (LIU et al.,
2008 ; AJILA et al., 2010), ayant une structure phényl benzopyrone (LIU et al., 2008 ;
RAFIQ et al., 2016).

La structure de base des flavonoides est le noyau flavane, qui comprend 15 atomes de
carbone disposés dans une configuration caractéristique C6-C3-C6 (PIETTA et al., 2000 ;
AJILA et al., 2010 ; DAI et MUMPER, 2010 ; PAVITHRA et al., 2013 ; ENGIDAA et al.,
2013 ; MRAIHI et al., 2015).

Cette structure est représentée par deux cycles benzéniques (C6), étiquetés A et B, unis
par une chaine linéaire a trois atomes de carbone (C3) sous forme d'un noyau hétérocyclique
oxygené (AJILA et al., 2010 ; WISSAM et al., 2012 ; TEH et al., 2014 ; KUMAR et al.,
2014 ; RAFIQ et al., 2016).

Le premier cycle benzénique (A) est condensé avec le sixieme carbone du troisieme
cycle (C), qui porte en position 2 un groupe phényle (B) en tant que substituant (NAKAJIMA
etal., 2014).

Les flavonoides sont hydroxylés en positions 3, 5, 7, 3', 4' et / ou 5'. Souvent, un ou
plusieurs de ces groupes hydroxyle sont methylés, acétylé ou sulfaté. Dans les plantes et a

I’exception des leucoanthocyanines, les flavonoides sont souvent présents sous forme de
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glycosides O ou C, ils sont dits des flavonoides glycosylés (LIU et al., 2008 ; MARUTI et al.,
2011 ; WISSAM et al., 2012 ; NAKAJIMA et al., 2014).

Les substituants glucidiques comprennent : le D-glucose, le L-rhamnose, le galactose et
I'arabinose. Lorsque le flavonoide est exempt de glucides, la structure s'appelle aglycone (LIU
et al., 2008 ; NAKAJIMA et al., 2014 ; MRAIHI et al., 2015). La figure 5 suivante représente

la structure de base des flavonoides.

Figure 5 : Structure de base des flavonoides (DAMIAN-RAYNA et al., 2016).

2.2.2. Les différentes classes de flavonoides

Selon la structure et 1’état d’oxydation du noyau central C, les flavonoides comprennent
les classes suivantes : les flavanones, les flavones, les flavanols (catéchines), les flavonols, les
flavanonols, les isoflavones, et les anthocyanines (ARRABI et al., 2004 ; DAI et PUMPER,
2010).

Les flavonoides sont divisés en différentes classes suivant la position des cycles B et C,
le degré de saturation, d'oxydation et d’hydroxylation du cycle C. Tandis que le type de
substitution sur les cycles A et B donnent naissance aux différents composés de la méme
classe de flavonoides (PIETTA, 2000 ; DALLAS et al., 2008 ; ATROUZ, 2009 ; AJILA et
al., 2010).

Le tableau | suivant résume les principales caractéristiques et les sources alimentaires des
différentes classes des flavonoides (ALBUQUERQUE et al., 2013 ; KUMAR et al., 2014).
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Tableau | : Les principales classes des flavonoides.

Structure chimique Caracteéristiques exemple Source principale Références
Les flavanones Absence de la double liaison entre C2 et C3, -Naringénine; Ecorce d’agrume PIETTA, 2000 ; ONO et al., 2006 ;
IIs sont glycosylés soit par du rutinose (6-O-a-L- | -Naringine; Agrumes, raisin PINCEMAIL et al, 2007;
rhamnosyl-D-glucose) ~ soit  par de  la | -Hesperitine; STALKAS, 2007 MORAND et
néohespéridose (2- O-a-L-rhamnosyl-D-glucose) -Hesperidine; MILENKOVIC, 2014: PEREZ-
liés en position 7 -Eriodictyol; CANO et al., 2014 ; YANG et al.,
2014; MARIN et al., 2015;
OMOBA et al., 2015.
Les plus répondus et les plus diversifiés | -Quercétine ; brocoli, thé, tomate, | PIETTA, 2000 ; AJILA et al.,
structurellement, se distinguent par la | -Kaempferol ; oignon, épinard, | 2010 ; SAEWAN et
présence d’un groupement OH en position C3 | _Galangine ; chou, brocoli, baies | JIMTAISONG, 2013 ; MORAND
fltsd ‘;?(fsiz‘iblzghi'sog flgtge ((31,2;;3’00“5 | ~Fisetine ; laitue, pomme, | et MILENKOVIC, 2014 ; PEREZ-
J -Myricetine ; raisin et peaux des | CANO etal., 2014 ;

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

-Sorhamnetine.

fruits.

TUSZYNSKA, 2014 : MARIN et
al., 2015 ; OMOBA et al., 2015 ;
TELESZKO et al., 2016.

Flavan 3 ols ou

Flavanols
”
2 4
8 1
N 5
7 % s
6
5 p OH

flavonoides les plus complexes, souvent
appelés catéchines. Leurs structures différent
de la plupart des flavonoides : il n'y a pas de
double liaison entre C2 et C3, et pas de
carbonyle C4 dans le cycle C de f
L'hydroxylation en C3 permet aux flavanols
d'avoir deux centres chiraux sur la molécule
(sur C2 et C3), donc quatre diastéréoisomeres
possibles.

-(+) Catéchine ;
-(—) Catéchine ;
-(+)

Epicatechine ;

-(—) Epicatechine.

Chocolat, thé vert,
vin rouge et fruits

TSAO, 2010 ; HAYTOWITS et al.,
2013 ; SAEWAN et
JIMTAISONG, 2013 ; MORAND
et MILENKOVIC, 2014 ; PEREZ-
CANOetal., 2014; MARIN et
al., 2015 ; MRAIHI et al., 2015 ;
TELESZKO et al., 2016).
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Tableau I : Les principales classes des flavonoides (suite).

Structure chimique Caractéristiques exemple Source principale Références
Flavones -Les plus répondus et les plus diversifiés | -Chrysine ; Graine de céréales, | PIETTA., 2000; STALKAS,,
structurellement _ -Apgenine, persil, thym, tisane, | 2007 ; AJILA et al, 2010;
-Grgtl_Jpespahenyl B commg substituant en | _jyteoline ; pommes, thé, cerise, | SAEWAN et JIMTAISONG.,
osition 3 du noyau pyrone . . . _ .
Pos! - -Chrysine ; céleri, raisins, | 2013 ; HAYTOWITS et al., 2013 ;
-Présence de double liaison entre C2 et C3 et o . .
une fonction oxo en C4. -Eupall_ne, harlcots, _brocolls, MORAND et MILENKOVIC,
-Balcalin. poireaux, oignons, et | 2014 ; PEREZ-CANO et al., 2014.
tomate.
encontrés sous forme d'aglycones ou de | -Genisteine; es égumes, vy Y ; Y
R tré f d'agl de | -Genistei I 1é PIETTA.,, 2000; REYNAUD
glycosides, la structure des isoflavones différe | -Genistine; compris le soja, les ; Y ;
lycosides, la structure des isofl diffé Genisti is | ja, les | 2005 TSAO 2010
des flavones en localisation du groupe | -Daidzeine; haricots verts et les | HAYTOWITS et al, 2013;
phényle (cycle B), car il est substitué a la | -Daidzine; pois chiches. Les | MORAND et MILENKOVIC,
position C3 du cycle pyrone (noyau C) -Ononine. germes de luzerne et | 2014 ; PEREZ-CANO et al., 2014 ;
de tréfle, les graines | MRAIHI et al., 2015.
de tournesol.
les  antioxydants  puissants,  structures | _cyanidine; Raisin rouge, | PIETTA., 1999 ; CONSTANTA et
caractérisée par le noyau flavone avec | _cyanine; pommes, grains | al., 2006 ; DYKES et al., 2006 ;
différentes substitutions dhydroxyle ou de | _peonidine: dorge baies  (fraise, | pINCEMAIL et al., 2007
méthoxyle, apparaissent principalement dans | _pelphinidine: \C/?ssﬁéi:e]sum& - ) | SAEWAN et JIMTAISONG.,
les fruits mais aussi dans les feuilles et les | _pejargonidine: | framboises. orunes | 3013 MORAND et
racines sous forme de glycosides, ce sont des | _nalvidine: rouges, et a,grumes MILENKOVIC, 2014; PEREZ-
pigments hydrosolubles présents uniquement | _pe|phinidine. ’ CANO et al,, 2014; MRAIHI et

dans le cytoplasme des plantes terrestres.

al., 2015.
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2.2.3. Les flavonoides d’agrumes

Les écorces d'agrumes et les graines sont tres riches en composés phénoliques, comme
les acides phénoliques et les flavonoides. La peau d’agrumes est plus riche en flavonoides que
les graines (MARUTI et al., 2011 : OMOBA et al., 2015 ; CASTRO-VAZQUEZ, 2016 ;
MOJZER et al., 2016).

Une grande partie des composés phénoliques des oranges et des jus d'orange sont les
acides hydroxycinnamiques (HCA) et les flavonoides, dont les flavanones, les flavones, les
flavonols, et les anthocyanines sont quantitativement les plus predominantes (BIBAO et al.,
2007 ; KLIMCZAK et al., 2007 ; POLINATI et al., 2010 ; HEGAZY et IBRAHIUM, 2012 ;
EVANS et al., 2012 ; CHANET et al., 2013 ; NAKAJIMA et al., 2014).

L'utilisation et la valorisation des écorces d'agrumes ont fait lI'objet de diverses
recherches, ce sont des sources potentielles d'antioxydants naturels. Elles sont riches en
composés phénoliques comme les flavanones, les glycosides de flavanones et les flavones
polymethoxylées (FPM), qui sont physiologiquement trés actifs. Ces FPM sont représentés
par la nobiletine, la tangerétine, la sinesetine, la 3,5,6,7,8,3',4'-heptamethoxyflavone et la
3,5,6,7,3'4'-hexamethoxyflavone. Les peaux d’agrumes sont aussi une source de
polyhydroxyl flavonoides (FPH) tels que I’hespéridine, la neohespéridine et la naringine qui
sont des glycosides de flavanones (EVANS et al., 2012 ; KARSHEVA et al., 2013 ; DONG et
al., 2014 ; GOSSLAU et al., 2014 ; NAKAJIMA, 2014 ; RAWSON et al., 2014 ; RAFIQ et
al., 2016).

Les FPM et les glycosides de flavanones se retrouvent exclusivement dans les peaux du
genre Citrus, en particulier dans les peaux d'oranges douces (Citrus sinensis) et les
mandarines, ils se produisent relativement rarement dans les autres plantes (EVANS et al.,
2012 ; KARSHEVA et al., 2013 ; CASTRO-VAZQUEZ, 2016 ; MAGWAZA et al., 2016).

Selon MORAND et MILENKOVIC (2014), les aglycones de flavanones varient selon
les types d’agrumes: I’hespérétine est majoritaire dans 1’orange et la clémentine, et la

naringénine dans le pamplemousse et 1’ériodictyol dans le citron.

2.3. Les tanins
Les tanins constituent le troisieme groupe important de composés phénoliques, ils ont
des poids moléculaire relativement élevé. Sur le plan structural, ils peuvent étre subdivisés

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

11
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Les tanins hydrolysables sont des esters d'acide gallique, ces substances sont facilement
hydrolysables par voie chimique ou enzymatique (MACHEIX et al., 2005).

Les tanins condensés ou les proanthocyanidines sont des polymeres de monomeres de
polyhydroxyflavan-3-ol, reliées par des liaisons entre les carbones C4 et C8 ou C4 et C6
(SCHOLFIELD et al., 2001 ; AJILA et al., 2010 ; ACHAT, 2014). La figure 6 ci-apres

représente la structure de base des tanins condenses.

Figure 6 : Structure de base des tanins condensés (SCHOLFIELD et al., 2001).

En raison de leur complexation avec les protéines salivaires, les tanins condensés sont
responsables de I'astringence caractéristique des fruits avant maturité (raisin, péche, pomme,
poire,...etc.) et de certaines boissons (vin, cidre, thé,...etc.) ainsi que de I'amertume du
chocolat (MACHEIX et al., 2005 ; ACHAT, 2014).

Une troisieme subdivision a savoir les phlorotannins, composés entierement de
phloroglucinol ont été isolés de plusieurs genres d'algues brunes (AJILA et al., 2010).

Selon (MACHEIX et al., 2005 ; AJILA et al., 2010), les tanins sont des polyphénols
qui se lient avec des protéines, des composés tels que les alcaloides ou des ions métalliques

lourds dans une solution, ce qui les rendent insolubles et provoquent des précipitations.

2.4. Les lignanes
Les lignanes sont un groupe de diphénols (deux unités de phenylpropane), relativement
simples, ayant une structure de 2,3-dibenzylbutane, qui est formée par la dimérisation de
deux résidus d'acide cinnamique (KEERTHI et al., 2014 ; KUMAR et al., 2014). Ce sont

des composes mineurs non nutritifs et non caloriques, associés aux fibres alimentaires et se

12
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sont révélés produire des effets physiologiques importants. Ils sont produits dans une grande
variété d'aliments végétaux, principalement dans les graines oléagineuses, les céréales, les
Iégumes, les fruits et des légumineuses. La graine de lin et de sésame, ainsi que le thé est une
source riche de lignanes.

Les lignanes végeétales se produisent généralement sous forme de glycosides (AJILA et
al., 2010 ; PETERSON et al., 2011 ; KEERTHI et al., 2014).

3. Biosynthése des polyphénols

Selon STALIKAS (2007), les composés phénoliques sont synthétisés au cours du
développement de la plante tels que les acides phénoliques qu’on retrouve au cours des
différents stades de la maturation. Les phénols insolubles se retrouvent au niveau des parois
cellulaire tandis que les phénols solubles sont localisés dans les vacuoles des cellules
vegétales.

Les polyphénols dans les plantes dérivent des voies de pentose phosphate, shikimate et
phénylpropanoide (AJILA et al., 2010; TEH et al., 2014 ; MRAIHI et al., 2015). La
biosynthese des flavonoides se produit généralement dans le cytoplasme ou sur la surface
cytoplasmique du réticulum endoplasmique (DONG et al., 2006).

La plupart des polyphénols dont les flavonoides, proviennent d'une origine
commune qui est le malonate et les acides aminés aromatiques : phénylalanine et la tyrosine.
Ces acides aminés sont désaminés en acides cinnamiques, qui pénetrent dans la voie du
phénylpropanoide (PIETTA, 2000 ; CASTELLANO, 2012 ; ENGIDAA et al., 2013). Une
étape importante dans cette voie biosynthétique est I'introduction d'un ou plusieurs groupes
hydroxyle dans le cycle phényle. D’aprées CASTELLANO (2012), la biosynthése produit une
grande variété de phénols végétaux tels que les acides cinnamiques (C6-C3) et les acides
benzoiques (C6-C1).

Selon TUSZYNSKA (2014), les polyphénols sont produits dans les plantes
principalement sous forme de glycosides conjugués de plusieurs types d'aglycones avec des

hydrates de carbone.

4. Role des polyphénols chez la plante
D’aprés STALIKAS (2007), les plantes vasculaires sont capables de synthétiser une
multitude de métabolites secondaires, ces métabolites sont impliqués dans plusieurs réles

durant la vie de la plante allant de la structure a la protection.
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Les polyphénols sont synthétisés en réponse a certaines conditions telles que 1’infection,
les blessures et les changements soudains de temperature (STALIKAS, 2007 ; DAI et
MUMPER, 2010 ; POLINATI et al., 2010).

Selon (STALIKAS, 2007 ; NAKAJIMA et al., 2014), les polyphénols exercent une
fonction de photoprotection des rayonnements UV, grace a leurs propriété absorbante de ces
rayons. D’aprées PUTHUR (2016), les plantes capables de synthétiser ces composés
phénoliques étaient plus tolérantes aux rayonnements UV. Ils sont aussi impliqués dans la
défense contre les microorganismes pathogénes, les insectes, les parasites et les prédateurs ou
une attaque herbivore, conférée par 1’astringence des catéchines et autres flavanols, et
permettent de protéger les plantes contre le stress oxydatif (PIETTA, 2000 ; NACZK et
SHAHIDI, 2003 ; STALIKAS, 2007 ; LIU et al., 2008 ; MEHINAGIC et al., 2011 ; FEJZIC
et CAVAR, 2014 ; MOJZER et al., 2016).

Par ailleurs, les polyphénols d’aprés DAl et MUMPER (2010), sont partiellement
responsables des propriétés organoleptiques globales des aliments végétaux (fruits et
légumes). Par exemple, les composés phénoliques contribuent a I'amertume et a I'astringence
des fruits et des jus de fruits, dues a l'interaction entre les phénoliques, principalement la
procyanidine et les glycoprotéines dans la salive.

Dans les agrumes et les boissons dériveées, les flavanones sont présentes sous forme de
glycosides, qui donnent un golt amer pour certains fruits comme la naringine du
pamplemousse, tandis que d’autres sont sans saveur (hespéridine, ériocitrine). Ces composés
étant abondants dans les parties solides et comestibles du fruit, leurs teneurs sont nettement
plus élevées dans les fruits (150-625 mg/100g) que dans les jus (40 a 60 mg/100ml), et cela
d’aprés MORAND et MILENKOVIC (2014).

De plus, les réles physiologiques des flavonoides dans I'écologie des plantes sont
divers ; en raison de leurs couleurs attrayantes, les flavones, les flavonols et les anthocyanines
peuvent servir de signaux visuels pour les insectes pollinisateurs (PIETTA, 2000 ; MOJZER
et al., 2016).

Les polyphénols et particulierement les flavonoides agissent comme catalyseurs de la
photosynthése et/ou en tant que régulateurs des canaux ioniques impliqués dans la
phosphorylation. lls fonctionnent également comme des protecteurs du stress oxydatif dans
les cellules végétales en éliminant les espéces réactives d'oxygeéne ERO et d’azote (PIETTA,
2000; MOJZER et al., 2016), produites par le systtme de transport d'électrons
photosynthétiques (PIETTA, 2000 ; STALIKAS, 2007).

14
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5. Les méthodes d’extraction des polyphénols

Les phénoliques peuvent étre extraits d'échantillons de plantes fraiches, congelées ou
séchees. L'extraction de composés phénoliques majeurs est importante pour le développement
de produits & valeur ajoutée, a partir de résidus de cultures agricoles qui sont des sous-
produits renouvelables (AARABI et al., 2016 ; MOJZER et al., 2016).

Avant l'extraction, le matériel vegétal est prétraité par broyage, séchage et
homogéneisation. Ensuite la procédure d'extraction appropriée doit étre considérée. La
décision sur la méthode d'extraction a employer est influencee par la nature chimique de la
substance, la taille des particules de I'échantillon et aussi par la présence de substances
interférentes (MOJZER et al., 2016).

5.1. La méthode conventionnelle

En dépit de plusieurs inconvénients, 1’extraction liquide-liquide et solide-liquide sont
encore des procédés d’extraction les plus couramment utilisés. De tels procédés impliquent
I’utilisation de solvant classique comme les alcools (méthanol, éthanol), 1’acétone, 1’éther
diethylique et I’acétate d’éthyle, souvent mélangés avec différentes proportions d’eau (AJILA
etal., 2010 ; MOJZER et al., 2016).

L'extraction classique est habituellement effectuee a des températures allant de 20°C a
50°C. Des températures supérieures a 70°C ne sont pas souhaitées et entrainent une
dégradation rapide des anthocyanines (MAGWAZA et al., 2016 ; MOJZER et al., 2016).

Les temps d'extraction prolongés et la nécessité de grande quantité de solvants sont des
inconvénients de I’extraction conventionnelle. Cette extraction est rendue encore difficile par

la complexité des composés phénoliques dans la matrice végétale (MOJZER et al., 2016).

5.2. Les techniques modernes
Au cours de ces derniéres années, de nouvelles méthodes d’extraction des polyphénols
sont développées, visant a surmonter les inconvénients de I’extraction conventionnelle
(MAGWAZA et al.,, 2016 ; MOJZER et al., 2016). Les différentes nouvelles techniques

d’extraction sont résumées dans le tableau Il suivant.
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Tableau Il : Les méthodes modernes d’extraction des polyphénols (FRANCO et al., 2008 ;
AJILA et al., 2010 ; DAl et MUMPER, 2010 ; MOJZER et al., 2016 ; AMMER et al., 2017).

Technique o _
Principe de la technique Avantage
d’extraction
Utilise des solvants organiques a des | - Consommer moins de solvant
Extraction températures et pressions supérieures a | lors de I'extraction ;
liquide sous | leurs  points  d'ébullition normale | -Temps d'extraction et de
pression et | pendant de courte durée (5-15mn). | manipulation de [I'échantillon

extraction au

solvant accéléré

Utilisée pour l'extraction rapide de

composés organiques thermiquement

stables.

réduit.

Extraction par

Basée sur le point critigue d'une
substance pure, qui est la température la
plus élevée et la pression a laquelle la

substance peut exister dans un équilibre

- Rapide et récupération facile
du fluide super critique a partir
des extraits ;

- Non toxicité, extraction de

fluide super
» vapeur-liquide. Au-dela de ce point | substances thermolabiles et
A critique, se forme le liquide super | thermostables ;
critique. L’addition de co-solvant | - Grande qualité d’extraction.
améliore I’extraction.
Baseée sur le phénomene de cavitation - Capacité d’extraction
Extraction acoustique, qui est la formation, la améliorée ;

assistée par

ultrasons

croissance et I'effondrement des micro-
-bulles a I'intérieur d'une phase liquide

soumise a la cavitation ultrasonore.

- Temps d’extraction raccourci ;
- Simplification des conditions
de traitement ;

- Sure et écologique ;

- Employer pour les substances

thermolabiles.

L'ultrafiltration

Elle dépend principalement de la taille
des particules des composés dans le
mélange. L’entrainement des particules
a travers les membranes est di a la
entre  les

pression  différentielle

membranes

-Méthode rapide et faciles pour

séparer et concentrer les
polyphénols ;
- Une sélectivité d'extraction

élevée.
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Tableau Il : Les méthodes modernes d’extraction des polyphénols (suite).

Technique
Principe de la technique Avantages
d’extraction
Repose sur l'effet direct des micro-ondes | - Méthode rapide et capacité
Extraction sur les molécules par conduction ionique | d’extraction haute
assistee par | et rotation du dipble. Les molécules | performance ;
micro-ondes polaires comme les polyphénols et les | -Réduction de consommation
solutions ioniques, absorbent fortement | en solvant ;
I'énergie des micro-ondes (présence d’un | - Un taux d'extraction plus
moment dipolaire permanent) entrainant | éleve, avec  possibilité
une élévation rapide de la température et | d'agitation pendant
I'achevement rapide de la réaction. La | I'extraction, ce qui améliore
température  élevée  augmente  la | le transfert de masse et
pénétration du solvant dans la matrice et | permet d’extraire des traces
les constituants sont libérés dans le | de constituants.
solvant chaud environnant.
Extraction Désintégration des parois cellulaires | -Méthode rapide et facile
assistee par | végétales par des enzymes hydrolysant les | pour séparer et concentrer les
enzymes hydrates de carbone telles que les | polyphénols.
pectinases, la cellulase, I’hémicellulose.

5.3. Les facteurs influencant I’extraction des polyphénols

L'extraction des composés polyphénoliques dépend principalement des techniques
analytiques, du temps d'extraction, de la température, du nombre d'extractions répétées de
I'échantillon, la présence de substances interférentes ainsi que du choix des solvants
d'extraction, qui sont les parameétres cruciaux qui affectent le rendement d'extraction (AJILA
et al.,, 2010 ; DAI et MUMPER, 2010 ; KOFFI et al., 2010 ; ANDRADE et al., 2015;
MOJZER et al., 2016).

> La température et le temps d’extraction

Le temps d'extraction et la température influencent la solubilité des polyphénols ; une
température plus élevée augmente simultanément les vitesses de solubilité et de transfert de
masse et diminue la viscosite et la tension superficielle des solvants, contribuant a un taux
d'extraction plus élevé (MOJZER et al., 2016).
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Un temps d’extraction long et une haute température augmentent le risque d’oxydation
des polypheénols, ce qui diminue par conséquent leur rendement total (AJILA et al., 2010 ;
WISSAM et al., 2012).

» La nature du solvant

Le rendement et le taux d'extraction phénoligue sont liés aux caractéristiques du solvant.
Diverses études montrent que le méthanol est plus efficace dans I'extraction de polyphénols
de poids moléculaire inférieur, tandis que I'acétone aqueux est un solvant approprié pour
I'extraction des flavanols a poids moléculaire plus élevé (AJILA et al., 2010 ; MOJZER et al.,
2016).

» La polarité

L’efficacité d’extraction des polyphénols est tributaire de la polarité des solvants ainsi
que de celle des composeés phénoliques. Par conséquent, la combinaison de solvant de
différente polarité est recommandée pour une extraction plus efficace des molécules
bioactives (AJILA et al., 2010 ; ANDRADE et al., 2015).
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Chapitre 11 : Les propriétes physiologiques des polyphénols

1. Généralités

Les activités biologiques et biochimiques des polyphénols et de leurs métabolites
dépendent de leur structure chimique, qui peut varier avec la nature et la position des
substituants, et le nombre de groupes hydroxyle (RAHMAN, 2007 ; NAKAJIMA et al.,
2014). Ces facteurs déterminent également si un polyphénol agit comme antioxydant ou
comme modulateur de l'activité enzymatique, et s'il posséde des propriétés antimutagenes ou
cytotoxiques (RAHMAN, 2007 ; ALBUQUERQUE et al., 2013).

Les flavonoides d’agrumes ont un large spectre d’activités biologiques incluant les
activités antibactérienne, antifongique, antivirale, anticancéreuse et antidiabétique. Les
flavonoides sont des antioxydants directes et ont la capacit¢é de moduler I’activité
enzymatique (MARUTI et al., 2011 ; CASTRO-VAZQUEZ, 2016).

2. Activité antioxydante des polyphénols

Les propriétés antioxydantes des plantes sont attribuées aux polyphénols et partiellement
a leur capacité de piéger les radicaux libres (POPOVICI et al., 2009 ; EDZIRI et al., 2012 ;
PAVITHRA et al., 2013). L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité de
résister a I’oxydation (POPOVICI et al., 2009).

L’oxydation est un phénoméne largement répandu aussi bien dans le domaine
alimentaire (oxydation des lipides), que physiologique (stress oxydant). L’ingestion de
polyphénols par I’intermédiaire des fruits et des légumes, pourrait permettre a notre
organisme de renforcer ses moyens de défense contre les processus d’oxydation, qui menacent

quotidiennement nos cellules (GBOHAIDA et al., 2015).

2.1. Les espéces réactives d’oxygéne (ERO)

Chez les plantes, les espéces réactives d’oxygeéne (ERO) sont produites au niveau de
plusieurs organites cellulaires : chloroplaste, mitochondrie, membrane plasmique,
peroxysomes, réticulum endoplasmique,...etc. (SHARMA et al., 2012 ; PUTHUR, 2016).

Les ERO indiquées dans le tableau Il suivant, sont générées par le métabolisme de
I'oxygéne, et ont un seul électron non apparié dans leur orbite externe qui devient trés réactif.
Elles sont produites dans tous les organismes aérobies pour effectuer des métabolismes
cellulaires (NOORI, 2012).
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Tableau Il : Les espéces réactives majeures d’oxygene (YOSHIKAWA et NAITO, 2000 ;
KAMEL et al., 2015).

ERO Dénomination ERO Dénomination

02" Radical superoxyde LOO’ Radical alkylperoxyl
H20: Peroxyde d'hydrogéne LO* Radical alkoxyl

HO Radical hydroxyle CIO lon hypochlorite
10, Oxygene singulet Fe*'O lon ferryl

HOO" Radical hydroperoxyle Fe>*O lon periferryl
LOOH Alkylhydroperoxide NO L'oxyde nitrique

D’aprés YOSHIKAWA et NAITO (2000), seules les espéces réactives d'oxygéne ayant
un électron non apparié, indiquées avec un point au-dessus et a droite de la formule chimique
dans le tableau, sont des radicaux libres.

Les ERO peuvent étre formés par des processus enzymatiques ou non enzymatiques
selon NOORI (2012). Les différents processus de formation de ces ERO sont schématisés

dans la figure 8 ci-apres.

Lumigre UV Oxydases

10, | < 0, » | H,0,

Oxygene singulet Oxygene Peroxyde d’hydrogenes
Arginine Cvele redox Superoxyde
NADPH oxvdase dismutase Myéloperoxydase
mitochondrie
. . HOC1
NO (O]}
Monoxvde d’azote Anion superoxyde
i Fe*
v v
ONOO OH'
Peroxvnitrite Radical hydroxyle

Activation de la \ \

Nitration des Oxydation des Peroxydation

protéines cascade des kinases Oxydation de

protéines lipidique 'ADN

Figure 7 : Les voies de formation des ERO (FAVIER, 2003).

Selon (SHARMA et al., 2012), les EAO se forment lors des quatre étapes de réduction

de I’oxygene moléculaire en eau. Les ERO comprennent les radicaux libres tels que I'anion
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superoxyde (O2¢), le radical hydroxyle (OHe), ainsi que les molécules non radicalaires
comme le peroxyde d'hydrogéne (H202) et I'oxygéne singulet (*O2) (VAMECQ et al., 2004 ;
SHARMA et al., 2012).

La figure 8 ci-dessous illustre les étapes de la réduction de 1’oxygene moléculaire et les ERO

génerés.
0O, — 0, —5 H,0, — 20H* — H,0
Oxygéne Anion Peroxyde Hydroxyle Eau
moléculaire superoxyde d'hydrogéne (radical)
radical) (eau oxygénée)

Figure 8 : Les étapes de la réduction de I’oxygéne moléculaire et les ERO générés (GARDES-
ALBERT et al., 2003 ; VAMECQ et al., 2004).

Le corps humain posséde de nombreux mécanismes de défense utilisant des enzymes
antioxydantes et des composés non enzymatiques contre ces contraintes oxydatives. Mais
lorsque ces radicaux libres sont hors du contrble, l'organisme devient incapable de récupérer
tous les ERO qui peuvent entrainer des maladies chroniques, telles que le cancer,
l'artériosclérose, la néphrite, le diabéte, lésion hépatique, rhumatisme, ischémie, troubles
cardiovasculaires et neurodégénératifs comme la maladie d'Alzheimer et la maladie de
Parkinson (RAHMAN, 2007 ; RAHMAN et al., 2012 ; KAMEL et al., 2015).

2.1.1. Les radicaux libres

Un radical libre est un atome ou une molécule qui a un électron non apparié dans
I’orbitale externe (YOSHIKAWA et NAITO, 2000; GARDES-ALBERT et al.,, 2003;
PAVITHRA et al.,, 2013; BARHE et TCHOUYA, 2016). Les radicaux libres sont
habituellement instables et trés réactifs, car les électrons non appariés ont tendance a former
des paires avec d'autres électrons (YOSHIKAWA et NAITO, 2000 ; DORCAS et al., 2016).
Ces radicaux libres sont produits continuellement dans le corps humain (DORCAS et al.,
2016).

2.1.2. Origines des ERO
La production des ERO pendant les processus métaboliques est un processus normal et
nécessaire qui assure des fonctions physiologiques importantes (PAVITHRA et al., 2013).

Dans les cellules mammiferes, la production des ERO est essentiellement d’origine
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enzymatique ; la NADPH oxydase membranaire et le complexe enzymatique mitochondrial
de la chaine respiratoire en sont les principales sources (BEAUDEUX et al., 2006).

Cependant, lorsqu'un desequilibre entre la production des ERO et les défenses
antioxydantes se produit, il entraine un stress oxydatif qui est impliqué dans plus d'une
centaine de pathologies humaines (PAVITHRA et al., 2013 ; KAMEL et al., 2015).

Les radicaux libres peuvent aussi étre formés en réaction a des agressions de notre
environnement, ainsi que par ces réactions initiées par des rayonnements ionisants (la lumiére
ultraviolette). Ils sont également générés par d’autres sources externes telles que la fumée de
cigarette, les polluants environnementaux, certains médicaments, les pesticides, I'0zone, les
anesthésiques et les solvants industriels (GARDES-ALBERT et al., 2003 ; TEH et al., 2014 ;
KAMEL et al., 2015 ; GBOHAIDA et al., 2015).

Les différentes origines de formation des ERO (en particulier les radicaux libres) sont

illustrées dans la figure suivante.

Inflammation Facteurs environnementaux

Cytokines & Métaux .
Facteurs de croissance Fe, Cu, Zn Radiations

\ Pathogénes

Xénobiotiques

Récepteur

Monooxygénase &
Phagocytes

<+— Métabolisme

Lipooxygénase
Cyclooxygenase 7

'.- Y -
Mitochondrie : tv:!":"'--":---. e

Physiologie/Pathologie

Peroxysome

Membrane
cytoplasmique

Figure 9 : Origines extra- et intracellulaires des radicaux libres oxygénés (ACHAT, 2014).
XO : xanthine oxydase, P-450 : cytochrome P-450, RLO : radicaux libres oxygénes.

2.2. Le stress oxydatif

Selon NEGDAL et SERRES (2011), les ERO sont présentes dans la cellule a des doses

raisonnables, leur concentration est régulée par 1’équilibre entre leur taux de production et
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leur taux d’¢limination par les systémes antioxydants. Ainsi, a I’état quiescent, on dit que la
balance antioxydants/pro-oxydants (balance redox) est en équilibre.

Cependant cette homéostasie redox peut étre rompue, c'est-a-dire que I'oxydation
dépasse les systemes antioxydants (figure 10), soit par une production excessive d’ERO (cas
du vieillissement ou 1’athérosclérose), soit par une diminution des capacités antioxydantes
(cas des personnes souffrant d’obésité¢ et les fumeurs). On parle alors de stress oxydatif

(YOSHIKAWA et NAITO, 2000 ; NEGDAL et SERRES, 2011 ; RAHMAN et al., 2012 ;

BARHE et TCHOUYA, 2016).
//‘wtiﬂ‘\'}dants
Enz)‘nmﬁque}s Non enzymatiques

Sources d’ERO Superoxyde Glutathion ;

dismutase : Ubiquinol ;

Endogénes Exogénes Glutathion Vitamines (E, C) :
peroxydase: Caroténoides ;

NADPH oxydase ; Polluants ; Catalase. Polyphénols

Chaine respiratoire = Radiations (X, UV) ; alimentaires.

mitochondriale ; Xénobiotiques

Peroxysome ; pro-oxydants ;

Cycloxygénase ; Cytokines pro-

Lipoxygénase ; inflammatoires.

Xanthine oxydase :
Cytochrome P-450.

Figure 10 : Déséquilibre de la balance entre pro-oxydants et antioxydants (RAHMAN et al.,
2012).

Une surproduction d’ERO et/ou un déficit en systéme antioxydant sont impliqués dans
de nombreux mécanismes physiopathologiques (BEAUDEUX et al., 2006).

En effet, les especes réactives d'oxygeéne et les radicaux libres peuvent attaquer des
molécules dans les membranes biologiques et les tissus, induisant ainsi diverses maladies
(YOSHIKAWA et NAITO, 2000).

Le stress oxydatif provoque des maladies chroniques comme le cancer, la maladie de
Parkinson, la maladie d’Alzheimer, les maladies cardiaques, l'arthrite (PAVITHRA et al.,
2013 ; EVERETTE et al., 2012; KAMEL et al., 2015), la cataracte, l'athérosclérose,
I'nypertension, le diabéte sucré et le vieillissement (TEH et al., 2014). L'apport d'une quantité
suffisante d’antioxydants tels que les polyphénols et les caroténoides présents dans les fruits
et légumes neutralisent les radicaux libres, et préviennent des maladies dégénératives
(PAVITHRA et al., 2013 ; EVERETTE et al., 2014).
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2.3. Effet des radicaux libres sur les molécules biologiques

Les radicaux libres entrainent des dommages de toutes les macromolécules cellulaires, y
compris les protéines, les hydrates de carbone, les lipides et les acides nucléiques (I'ADN et
I'ARN), ce qui est a ’origine des maladies chroniques et dégénératives (YOSHIKAWA et
NAITO, 2000 ; RAHMAN, 2007 ; SHARMA et al., 2012 ; TEH et al., 2014 ; KAMEL et al.,
2015 ; DORCAS et al., 2016).

Les EOR interagissent avec des acides aminés spécifiques des chaines peptidiques. Ceci
entraine des modifications structurelles dues a la fragmentation de la chaine peptidique et a
I’altération de la charge électrique, par conséquent, une inactivation des protéines se produit
(NOORI, 2012 ; SHARMA et al., 2012).

L’abstraction d’un atome d’hydrogéne a partir des acides gras polyinsaturés des
phospholipides membranaires, initie le processus de peroxydation lipidique qui favorise la
propagation des réactions des radicaux libres (EDZIRI et al., 2012 ; NOORI, 2012 ;
SHARMA et al., 2012).

Les EOR brisent les brins d’ADN et provoquent la dégradation et 1’oxydation des sucres
et des bases azotées, qui se traduisent par des mutations génétiques (NOORI, 2012 ;
SHARMA et al., 2012).

Les différents dommages engendrés par ces radicaux libres sur les macromolécules

biologiques sont résumés dans la figure 11 suivante.
/ Peroxydatio |||| idique

»\Itérution des membranes
OX}'C.EJ'JDI' de I'ADN

) Production élevee et chronique =
3
x STRESS OXYDANT 3 ' Mutations...

Oxydation massive irréversible

des p oteine
\’ Perte de fonctions...
A

Production aigué et transitoire
_______________ === EAD : SECONDS MESSAGERS —— Modification réversible de I'activité
des protéines

Concentration en EAD

. Facteurs de transcriptions (NFKB, APL...)

. Protéines kinase (MAPK...)

. Protéines phosphatase (PP1...)

Figure 11 : Consequences des ROS sur les molécules biologiques (CARRIERE et al., 2017).
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2.4. Défense de I’organisme contre le stress oxydatif
La formation de radicaux libres se produit constamment dans les cellules & la suite de
réactions enzymatiques et non enzymatiques (TEH et al., 2014). Cette formation incessante

peut étre contrélée par des antioxydants naturels ou synthétiques (KAMEL et al., 2015).

2.4.1. Les antioxydants
Les antioxydants sont des composes qui peuvent retarder les processus d'oxydation ou
inhiber le stade de propagation des réactions radicalaires, afin de protéger les cellules du corps
de l'oxydation. Ils possédent des capacites telles que le piégeage des radicaux libres, la
réduction de l'activité enzymatique (pro-oxydante), la chélation des métaux pro-oxydants,
I'inhibition de la peroxydation lipidique et I'extinction de I'oxygéne singulet (TEH et al.,
2014 ; OMOBA et al., 2015).

2.4.1.1. Les antioxydants synthétiques

Plusieurs antioxydants synthétiques existent, ce sont des composés avec des structures
phénoliques de divers degrés de substitution d'alkyle. L'hydroxyanisole butylé (BHA) et
I'nydroxytoluene butylé (BHT) sont les plus couramment utilisés (EDZIRI et al., 2012 ;
SHALABY et al., 2013 ; KAMEL et al., 2015 ; OMOBA et al., 2015).

Ces antioxydants synthétiques peuvent étre inappropriés pour la consommation humaine
chronique, car les publications récentes ont mentionné leurs effets toxiques possibles sur la
santé humaine et I'environnement (ATROUZ, 2009 ; EDZIRI et al., 2012). Le BHT et le
BHA ont été prétendus responsables des dommages au niveau du foie et de la carcinogeneése,
ce qui augmente l'intérét pour les antioxydants naturels (KAROUI et MARZOUK, 2013 ;
OMOBA et al., 2015).

2.4.1.2. Les antioxydants naturels
2.4.1.2.1. Les antioxydantes enzymatiques
Les antioxydants enzymatiques s’agissent principalement des trois enzymes :

v La superoxyde dismutase (SOD) qui se retrouve chez I’homme sous trois isoformes
différents par leurs composition en acides aminés et la nature du cofacteur a savoir Cu,
Zn-SOD, Mn-SOD mitochondriale, et SOD extra cellulaire (GARDES-ALBERT et al.,
2003 ; RAHMAN, 2007 ; RAHMAN et al., 2012 ; PUTHUR, 2016).

v’ La catalase (CAT) catalyse la dismutation du peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygene
moléculaire (VAMECQ et al., 2004 ; SHARMA et al., 2012).
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v La glutathion peroxydase dont il y a deux formes:

sélénium dépendante (GPx) et

sélénium-indépendante GST ou glutathionne-S-transférase (RAHMAN, 2007 ; PUTHUR,

2016).

Ces enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du O

et du H>O2, conduisant finalement a la formation de 1’eau et de I’oxygéne moléculaire, elles

permettent 1’élimination des radicaux superoxyde, peroxyde d’hydrogene et le radical

hydroxyle (RAHMAN et al., 2012 ; SHALABY et al., 2013 ; PUTHUR, 2016).

Le mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants et de leurs cofacteurs

métalliques est indiqué dans la figure ci-dessous.
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Figure 12 : Le mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants et de leurs

cofacteurs métalliques (FAVIER, 2003).
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2.4.1.2.2. Les antioxydants non enzymatiques

Les antioxydants les plus connus sont le B-caroténe (provitamine A), I’acide ascorbique
(vitamine C), le tocophérol (vitamine E), les composés phénoliques tels que les flavonoides et
les acides phénoliques, et les composés azotés comme les alcaloides, les dérivés de la
chlorophylle, les acides aminés et les amines (POPOVICI et al., 2009 ; OMOBA et al., 2015).

e Lavitamine C

La vitamine C est considérée comme [I'antioxydant naturel le plus puissant
(KLIMCZAK et al., 2007 ; ATROUZ, 2009 ; FAVELA-HERNANDEZ et al., 2016). C’est la
vitamine hydrosoluble la plus abondante et la plus importante, qui est produite dans tous les
tissus vegétaux d’apres (KLIMCZAK et al., 2007).

Elle protege les composés dans les espaces extracellulaires et intracellulaires dans la
plupart des systéemes biologiques, et réduit les radicaux tocophérol a leur forme active sur les
membranes cellulaires (VAMECQ et al., 2004 ; KLIMCZAK et al., 2007). Elle fournit aussi
selon PUTHUR (2016), une protection en eéliminant les radicaux libres superoxydes,
I'oxygene singulet, le peroxyde d'hydrogéne et le radical hydroxyle.

La dose journaliere recommandée en vitamine C est de 100-120 mg / jour pour obtenir
une saturation cellulaire et une réduction optimale du risque des maladies chroniques. La
teneur en vitamine C dans les jus d'orange varie de 150 a 450 mg/Il. Un verre de jus d'orange
(200 ml) peut fournir environ 30 a 80% de I'apport quotidien recommandé en vitamine C
(KLIMCZAK et al., 2007).

La vitamine C est l'inhibiteur le plus efficace du brunissement enzymatique, grace a

I'inhibition des enzymes oxydatives présentes dans les fruits (POLINATI et al., 2010).

e Le Glutathion (GSH)

Sous sa forme réduite, le Glutathion est un tripeptide naturel synthétisé par les cellules,
et doté d’un groupement réducteur représenté par la fonction thiol de la cystéine (RAHMAN
et al., 2012; VAMECQ et al., 2004). Il est localis¢ dans le cytosol, le réticulum
endoplasmique, les vacuoles, les mitochondries, les chloroplastes,...etc. C’est un piégeur
potentiel de 02, H20, et OH - et régénére également un autre antioxydant soluble dans I'eau
qui est I'ascorbate (PUTHUR, 2016).
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e Laproline

Selon PUTHUR (2016), la proline est un potentiel antioxydant et un inhibiteur de la
mort cellulaire programmée. C'est un osmo-protecteur, un stabilisant de protéines, un
inhibiteur de la peroxydation lipidique et éliminateur de radicaux OH ~ et O,". L'accumulation
accrue de la proline améliore la tolérance des plantes contre différents contraintes, en

particulier la salinité et la secheresse.

e ¢-Tocophérol (Vitamine E)

C’est un antioxydant lipidique soluble, localisé dans la membrane des tilacoides et du
chloroplaste. Parmi les quatre isomeéres (a, B, v, 6), l'a-tocophérol a la plus haute activité
antioxydante, elle aide a éliminer le radical O>" et permet de protéger les lipides de
I’oxydation (VAMECQ et al., 2004 ; RAHMAN, 2007 ; PUTHUR, 2016).

e Les caroténoides

RAHMAN (2007) indique que les caroténoides sont des pigments importants des
plantes qui contiennent des doubles liaisons conjuguées. Leur activité antioxydante est due a
la capacité de ces doubles liaisons a delocaliser les électrons non-appariés, a éliminer

I’oxygene singulet et & réagir avec les radicaux libres.

e Les polyphénols

Les polyphénols sont les antioxydants les plus répandus dans notre alimentation
(POLINATI et al., 2010 ; PAVITHRA et al., 2013 ; GBOHAIDA et al., 2015). Certains
polyphénols exercent une action antioxydante encore plus élevée que la vitamine C et une
activité équivalente a celle de a-tocophérol in vitro (SHARMA et al., 2012 ; KAROUI et
MARZOUK, 2013 ; MOJZER et al., 2016).

D’aprées RAHMAN (2007), l'activité la plus signalée des flavonoides est leur protection
contre le stress oxydatif. Ils agissent sur les ERO et empéchent les dommages aux protéines,
I’ADN et aux lipides membranaires (PAVITHRA et al., 2013).

Les anthocyanines ont des propriétés antioxydantes exceptionnelles; elles peuvent
éliminer les radicaux libres et protéger les cellules contre les dommages membranaires, par
inhibition de la peroxydation lipidique, les protégeant ainsi du stress oxydatif, ce qui

contribue a la prophylaxie cardiovasculaire (ZHIRKOVAA et al., 2016).
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La forte activité antioxydante des flavonoides est associée a leur aptitude a éliminer les
radicaux libres, due a leur grande capacité de don d’électron ou d’atomes d’hydrogéne, a
briser les réactions radicalaires en chaine, a chélater les ions métalliques catalytiques et a
I’élimination de 1’oxygéne singulet. 1l peuvent prévenir diverses maladies associées au stress
oxydatif, telles que les cancers, les maladies cardiovasculaires et I'inflammation (ATROUZ,
2009 ; PAVITHRA et al., 2010 ; POLINATI et al., 2010).

2.4.2. Modes d’action des polyphénols dans la défense antioxydative

Les propriétés antioxydantes des polyphénols, en particulier les flavonoides et les acides
phénoliques, (KLIMCZAK et al., 2007 ; ATROUZ, 2009 ; SIMONE et al., 2016) sont
principalement attribuables a leurs propriétés redox. Ce qui leur permet d'agir comme agents
réducteurs par don d’électron ou d'hydrogéne et inhibiteurs d'oxygéne singulet, ou due a la
complexation avec des especes oxydantes, notamment le peroxyde; en rompant et
neutralisant sa chaine de formation, permettant ainsi d’empécher 1’oxydation des LDL
(AJILA et al., 2010 ; FEJZIC et CAVAR, 2014 ; KAMEL et al., 2015 ; ALAM et al., 2016).
Ceci permet de stimuler le mécanisme de défense de I’homme contre le stress oxydatif
(ATROUZ, 2009 ; ALAM et al., 2016). Les composés phénoliques exercent une activité

antioxydante via plusieurs mécanismes a savoir :

2.4.2.1. Le piégeage direct des ERO
Les flavonoides sont oxydés par des radicaux, ce qui entraine un radical plus stable et
moins réactif (OMOBA et al., 2015).En effet, les polyphénols dont les flavonoides peuvent
éliminer directement les radicaux libres par don d'hydrogene a partir de groupes hydroxyle
phénoliques. Le radical phénoxy résultant tend a étre peu réactif en raison de la délocalisation
d'électrons dans le cycle aromatique, et par conséquent, le radical réactif est remplacé par un
radical d'activité limitée (HEGAZY et IBRAHIUM, 2012 ; ENGIDAA et al., 2013 ; FEJZIC
et CAVAR, 2014 ; MIGUEL et al., 2014 ; GBOHAIDA et al., 2015 ; DORCAS et al., 2016 ;

PUTHUR, 2016 ; RAFIQ et al., 2016).

La figure 14 ci-dessous, indique le mécanisme de piégeage des EOR.

oH :{'

on @ Uﬁjm

Figure 13 : Piégeage des ERO (X+) par un noyau catéchol (ACHAT, 2014).
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2.4.2.2. La chélation des ions métalliques

La chélation des ions métalliques de transitions, responsables de la production des ERO,
empéche la formation catalysée (par des métaux) de radicaux libres (ATROUZ, 2009 ; AJILA
etal., 2010 ; RAFIQ et al., 2016).

Les polyphénols sont des chélateurs de nombreux cations, dont Fe** qui est un
catalyseur d’oxydation. La quercétine en particulier est connue pour ses propriétés de
chélation et de stabilisation du fer, cette propriété expliquerait leurs effets antioxydants et
éliminant ainsi un facteur de formation des radicaux libres (AMIOT-CARLIN, 2014 ;
OMOBA et al., 2015).

2.4.2.3. L’inhibition de I’activité enzymatique pro-oxydante
L’activité antioxydante est également assurée via I’inhibition des activités enzymatiques
pro-oxydantes génératrices d’ERO et par la modulation des voies de signalisation
intracellulaires contrdlant I’expression des enzymes antioxydantes par 1’induction de leurs
biosynthese (KYSELOVA, 2011 ; ACHAT, 2014 ; MORAND et MILENKOVIC, 2014).

2.5. Evaluation de I’activité antioxydante in vitro

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, ’activité antioxydante
par piégeage des radicaux libres tels que les peroxydes ROO- par les méthodes ORAC
(Oxygen Radical Absorbance Capacity) et TRAP (Total Radical-Trapping Antioxidant
Parameter), réduction des ions ferriques par la méthode FRAP (Ferric ion Reducing
Antioxidant Parameter), ainsi que la méthode utilisant le radical libre DPPHe (DiPhenyl-
PicrylHydrazyle (POPOVICI et al., 2009).

Le test au radical libre DPPHe est recommandé pour des composés contenant des
groupes SH, NH et OH. 11 s’effectue a température ambiante, ce qui permet d’éliminer tout

risque de dégradation thermique des molécules thermolabiles (POPOVICI et al., 2009).

3. Activités thérapeutiques des polyphénols

Contrairement aux composés pharmacologiques qui agissent spécifiguement via un
récepteur ou une voie de signalisation, les polyphénols ont des modes d’action multi-cibles.
De nombreuses études in vitro montrent que les flavonoides pourraient affecter leurs cibles
biologiques en modulant certaines activités enzymatiques, 1’expression de génes ou bien la
signalisation cellulaire, en interagissant avec des récepteurs membranaires ou cellulaires, ou
via des régulations épigénetiques et ce d’apres MORAND et MILENKOVIC (2014).
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Les polyphénols sont reconnus pour leurs activité antimutagéne, insecticide,
ostrogénique,  Kératolytique,  anti-inflammatoire,  antioxydante,  anticancérogéne,
antinéoplasique, antimicrobienne (effet bactéricide et bactériostatique), antivirale, anti-
thrombotique, antiallergique, cardioprotecteur due a leurs effets vasodilatateurs (DONG et al.,
2014; RENARD et al., 2014 ; TEH et al., 2014 ; TUSZYNSKA, 2014 ; GBOHAIDA et al.,
2015; MRAIHI et al.,, 2015; SIMONE et al., 2016; CASTRO-AVAQUEZ, 2016;
RAWSON et al., 2016).

En outre, certains polyphénols exercent des actions hormonales, des effets inhibiteurs
sur la résorption osseuse et contribuent a établir le systeme immunitaire du corps en inhibant
I'angiogenese nécessaire a la croissance tumorale (MOJZER et al., 2016). Plusieurs
flavonoides tels que la catéchine, I'apigenine, la quercétine, la naringénine et la rutine sont
signalés pour leurs activités hépatoprotectives (OMOBA et al., 2015 ; SALAMA et al., 2016).

Les flavonoides d’agrumes, en particulier I'hespéridine et I’hesperitine, ont montré une
large gamme de propriétés thérapeutiques telles que les activités anti-tumorales anti-
inflammatoires, antihypertenseurs, diurétiques, analgésiques, hypolipidémiques et
antioxydants (KLIMCZAK et al., 2007 ; YANG, 2014).

3.1. Activité anticancéreuse

Parmi la large gamme de propriétés biochimiques et pharmacologiques des flavonoides,
leur prévention du cancer est l'une de leurs activités les plus étudiées. Les flavonoides
alimentaires peuvent inhiber la formation de tumeur et la prolifération de cellules cancéreuses
a travers divers mécanismes biologiques (SOUSA et al., 2013).

Les flavonoides exercent des fonctions chimiothérapeutiques par leurs interactions avec
les enzymes de la famille CYP, notamment avec les résidus d’acides aminés des sites actifs de
CYP2C9 et CYP1AZ2, et en subissant un métabolisme oxydatif par le cytochrome P450 a des
produits de conversion, qui inhibent la croissance de cellules tumorales (SOUSA et al., 2013 ;
RAWSON et al., 2014).

Les flavonoides d'agrumes (FPH et FPM) pourraient étre des agents anticancéreux
efficaces, en particulier contre le cancer de la peau, du colon, de la prostate, des poumons et
du foie (RAWSON et al., 2014). Les PMF ont démontré l'inhibition de la croissance des
lignées de cellules leucémiques humaines (HL-60). les PMF dont la tangerétine ont joué un
réle inhibiteur important dans la phase de prolifération et de métastase des cellules
cancéreuses, en inhibant lI'adhésion et I'invasion cellulaire, et par I’arrét du cycle cellulaire a la

phase G1, par I’inhibition de la cycline kinase dépendante et le facteur IGF-1, réduisant ainsi
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le potentiel métastasique des tumeurs (KUMAR et al.,, 2014 ; RAWSON et al., 2014 ;
MOJZER et al., 2016).

Les polyphénols peuvent également supprimer les effets secondaires de certaines
thérapies, déja utilisées dans le traitement du cancer comme la chimiothérapie et la

radiothérapie, et améliorer leurs actions (MOJZER et al., 2016).

3.2. Activité anti-inflammatoire

La peau d'orange est riche en flavonoides, y compris les dérivés méthylés tels que les
polymethoxyflavones (FPM) qui présentent de forts effets anti-inflammatoires ; a la fois au
niveau de I'expression des genes et de l'activité enzymatique. En outre, l'induction de
I'apoptose par la signalisation calcique via les PMF, peut atténuer I'inflammation (RAWSON
etal., 2014).

Les FPM telles que la tangerétine et la nobiletine, se sont révélés d’avoir des effets anti-
inflammatoires élevés ; par l'inhibition de la phospholipase PLA2, la cyclooxygénase COX-2,
le facteur de nécrose tumorale TNF-a, la lipoxygénase 15-LOX et les interleukines IL-1p et
IL6 dans différents modeles cellulaires (GOSSLAU et al., 2014). Ainsi que la régulation
négative des genes inflammatoires par PMF qui correspond a la suppression de NFB (nuclear
factor — kappa B), et des facteurs de transcription AP-1 et CREB (GOSSLAU et al., 2014).

D’aprés HIGAZY et IBRAHIUM (2012), les flavonoides sont des anti-inflammatoires

par leur effet d’anti-peroxydation des lipides.
3.3. Activité antidiabétique

Plusieurs mécanismes sont attribués aux flavonoides pour l'activité antidiabétique. Les
flavonoides empéchent le diabete par leur effet antioxydant (TEH et al., 2014 ; KASALI et
al., 2016).

Le tableau IV qui suit, résume les principales activités thérapeutiques des polyphénols et

leurs mécanismes d’action.
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Tableau IV : Quelques activités thérapeutiques des polyphénols et modes d’action.

Activité Composes Mode d’action Références
- L’inhibition de la formation AKROUM et al.,
des biofilms ; 2009 ; NAKAJIMA
Activité querceétine-3-O- - La réduction des ligands et al., 2014 ; ALAM
antimicrobienne | glycoside d’adhésion a I’hote et et al., 2016 ; RAFIQ
- La neutralisation des toxines | et al., 2016.
bactériennes.
- Inhibition de la formation de
tumeurs, la prolifération de
cellules cancéreuses.
-Induction de l'apoptose des KOFFI et al., 2010 ;
cellules cancéreuses par : KYSELOVA,,
FPH et FPM, o
o v Inhibition du NF-k Bet | 2011; SOUSA et
L quercétine, _
Activité o v" Interaction avec les al., 2013;
i ; catéchine,
anticancereuse | récepteurs d’cestrogénes et les | GOSSLAU et al
isoflavones, ) _
] enzymes métabolisant ces 2014 ; RAWSON et
lignanes,
cestrogenes (enzymes de la al., 2014 ; MOJZER
flavanones )
famille CYP). etal., 2016.
- Inhibition de I'adhésion
cellulaire et I'invasion et
- inhibition des IGF-1 et la Cdk
(arrét du cycle cellulaire).
hesperitine, - Effet antioxydant ;
. T . EVANS et al.,
Activité naringénine - Diminution des dép6ts de
o N o 2012 ; KASALI et
antidiabétique | tangerétine glucose péripherique et
o ) ) al., 2016.
nobiletine - Régulation de I’expression
des transporteurs de glucose.
o ) ) KOFFI et al., 2010 ;
Activité cardio- - Effet vasodilatateur et
_ les flavonoides ) NAKAJIMA et al.,
protectrice - Effet antioxydant des LDL. 2014

NF-x B: nuclear factor-kappa B, IGF-1: insulin-like growth factor-1,

LDL:

CYP: cytochrome p,
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Tableau IV : Quelques activités thérapeutiques des polyphénols et modes d’action (suite).

dégénérative

-Supprimer la
neuroinflammation et
-Potentiel de la promotion de

la mémaoire.

Activité Composes Mode d’action Références
- Effet sur I'expression des KOFFl et al.,
genes (régulation négative des | 2010 ; EVANS et
génes inflammatoires) al., 2012 ;
- Effet sur I'activité HIGAZY et
.. | PMF (tangerétine | enzymatique ; IBRAHIUM,
Activité anti- o ] o
_ | etlanobiletine), - Apoptose par la signalisation | 2012 ; GOSSLAU
inflammatoire - )
hesperitine et calcique ; etal., 2014 ;
naringénine - Inhibition de PLA2, RAWSON et al.,
cyclooxygénase COX-2, 2014 ; ALAM et
INOS, TNF-a, 15-LOX, IL-1B, | al., 2016.
IL-6 par PMF et
- Effet antioxydant.
- Apoptose des adipocytes ;
) - Interférer dans le contrdle de
Effet anti- les _ o NAKAJIMA et al.,
o faim et de satiéte et
obésite flavonoides (PMF) o o 2014.
- Réduction de différentiation
des adipocytes.
- Effet antioxydant ;
-Modulation de I’activité
) neuronale ;
Protection KEERTHI et al.,
- Protéger les neurones contre
contre les o 2014 ;
les blessures induites par les
troubles les flavonoides _ NAKAJIMA et al.,
neurotoxines ;
neuro- 2014 ; CASTRO-

VAZQUEZ, 2016.

4. Activité antimicrobienne et antivirale

Avec la résistance croissante des bactéries aux antibiotiques suite a une mauvaise
utilisation et d'une prescription excessive, il est nécessaire de développer de nouveaux

antibiotiques pour surmonter ce probléme de résistance. Les plantes ont été utilisees pendant
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des siecles pour traiter les maladies infectieuses et présentent une source évidente de
nouveaux composés antimicrobiens (ELLOF et al., 2005 ; SAYARI et al., 2016).

Les antimicrobiens d'origine vegétale sont efficaces pour traiter les maladies
infectieuses, tout en atténuant simultanément plusieurs effets secondaires, souvent associés
aux antimicrobiens synthétiques (ABOSHORA et al., 2014).

Les polyphénols sont dotés d’activité antimicrobienne et antivirale (ALAM et al., 2016 ;
RAFIQ et al., 2016). Les flavonoides de la Mentha langifolia ont permis I’inhibition de
certains microorganismes responsables des infections urinaires, intestinales et respiratoires
chez I’homme. Parmi les flavonoides identifiés, la quercétine-3-O-glycoside a montré une
bonne activité antibactérienne (AKROUM et al., 2009 ; EDZIRI et al., 2012).

L’étude réalisée par (EDZIRI et al., 2012) a montré que les extraits polyphénoliques de
la plante Marrubium deserti, exercent une activité antivirale contre le virus Coxsackie B3. Les
extraits de la plante du romarin et des herbes de Provence ont une activité antivirale contre le
HIV-1. En outre, certaines fractions de flavonoides et proanthocyanidines, obtenus a partir de
la plante Crataegus sinatia, posseédent une activité antivirale vis-a-vis du virus HSV-1.

L’étude menée par (BOBIS et al., 2015) a révélé I’effet antibactérien des extraits
phénoliques de différentes plantes médicinales contre des bactéries Gram positif
(Staphylococcus aureus et Bacillus cereus), et partiellement contre des bactéries Gram négatif
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Salmonella typhimurium).

D’aprés (ANITHA et al., 2016), les extraits de jus d’orange douce peuvent étre utilisés
comme agent antibactérien efficace contre les bactéries résistantes aux médicaments telles
que : Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Acinetobacter
baumannii et Staphylococcus aureus.

L'activité antimicrobienne des polyphénols peut impliquer des mécanismes complexes,
tels que l'inhibition de la synthese de la paroi cellulaire, la membrane cellulaire, des protéines,
ainsi que l'inhibition du métabolisme des acides nucléiques (ABOSHORA et al., 2014). Les
flavan-3-ols, flavonols, et les tannins sont capables de supprimer les facteurs de virulence par
I’inhibition de la formation du biofilm, la réduction des récepteurs de ligands d’adhésion a
1I’hote et la neutralisation des toxines bactériennes (DAGLIA, 2012 ; ALBUQUERQUE et al.,
2013).

Selon DAGLIA (2012), les flavonols ont une activité antibactérienne contre plusieurs
bactéries Gram positif. Certains flavonoides ont une activité antibactérienne supérieure a celle
de la tétracycline ou de la vancomycine, a des concentrations équivalentes. Par ailleurs, les

polyphénols exercent un effet synergique avec les antibiotiqgues (ALBUQUERQUE et al.,
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2013). Les activités antimicrobiennes de certains polyphénols sont résumees dans le tableau

suivant.

Tableau V: Quelques activités antimicrobiennes des polyphénols (DAGLIA, 2012;
ALBUQUERQUE et al., 2013).

Cl q vohenol Activité
asse des polyphenols Antibacterienne Antifongique | Antivirale
V.cholerae, S.mutans, C.jejuni, |C.albicans, /Adenovirus
E.coli, B.cereus, C.perfringens,  |M. gypseum, Enterovirus
H.pylori, S.aureus, L.acidophilus, |T.mentagrophytes,[Flavivirus
Les flavonoids P.gengivalis, A.naeslundii, T.rubrum HIV
P.melaninagem, P.oralis,
F.nucleatum, C.pneumonia.
S.aureus, L.brevis, L.fermentum, |C.albicans, HIV
L.monocytogenes, E. coli, C.krusei,
Les acides phénoliques |P.aeruginosa, B.cereus, C.parapsilosis,
B.megaterium, B. subtilis, C.tropicalis
M.tuberculosis.
Les coumarines S.mutans, S.aureus. C.albicans
Les lignanes P.acnes, S. aureus, E.faecalis, HIV
E.coli, M.tuberculosis.
_ ) Influenza A,
condenses S.mutans, E.coli, S.aureus. C.albicans Herpes
) simplex (type
Tannins 1), HIV
Salmonella, Staphylococcus, C.parapsilosis Epstein-Barr
hydrolysables |Helicobacter, E.coli, Bacillus, virus, Herpes
Clostridium, Campylobacter, virus HIV 1
Listeria. et2
S. aureus, P. aeruginosa, A niger,
P. syringae, B. subtilis. B.cinerea,
Les stilbénes C.herbarum,c
M.aucupariae.

5. Intérét des polyphénols dans I’industrie agroalimentaire

Les principales causes de la détérioration des aliments, en particulier les produits a base

de viande, sont I'oxydation des lipides et I'auto-oxydation. Des antioxydants synthétiques ont
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été utilisés depuis des années pour éviter cette oxydation lipidique, qui peut modifier les
paramétres de la qualité de la viande tels que la couleur, la saveur, I'odeur et la texture et
méme de la valeur nutritionnelle (RAFIQ et al., 2016).

Pour surmonter les inconvénients de l'utilisation d'antioxydants synthétiques dans les
produits a base de viande, les extraits de poudres d'agrumes peuvent étre utilisés comme
alternative plus sdre que les produits synthétiques (RAFIQ et al., 2016). D’autre part, les
extraits polyphénoliques de feuilles d’olives seraient des agents de conservation de viandes
fraiches, suite a 1’effet antibactérien de ces extraits manifestés contre certaines bactéries

incriminées dans ’altération de ces viandes.

6. Industrie pharmaceutique

Les anthocyanines sont utilisées dans I'industrie pharmaceutique, pour produire divers
suppléments alimentaires a forte valeur ajoutée, biologiquement actifs, et qui sont
principalement utilisés en ophtalmologie. Les anthocyanines sont facilement accumulées dans
les tissus de la rétine, tout en renforcant les vaisseaux sanguins et en réduisant la perméabilité
capillaire et la fragilité dans la rétine (SIMONE et al., 2016 ; ZHIRKOVA et al., 2016).
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Chapitre 111 : L’orange

1. Généralités

L'orange est le fruit savoureux et juteux avec un petit arbre a feuilles persistantes,
botaniquement connu sous le nom de Citrus sinensis et appartenant a la famille des Rutaceae.
Elle est originaire du sud de la Chine, ou elle a été cultivée pendant des millénaires (ETEBU
et NWAUSOMA, 2014 ; OMOBA et al., 2015 ; DORCAS et al., 2016 ; RAFIQ et al., 2016
; SHETTY et al., 2016).

Les agrumes sont maintenant cultivées dans le monde entier, ce sont I'une des cultures
fruitiéres mondiales les plus importante et populaires notamment Citrus sinensis L. Elles sont
appréciées pour leurs jus et leurs bienfaits multiples sur la santé humaine. (ESCARTIN,
2011 ; HIRRI et al., 2015 ; PALOU et al., 2015 ; SHETTY et al., 2016).

La production mondiale d'agrumes a significativement augmenté au cours des dernieres
années, elle est estimée a plus de 123 millions de tonnes en 2013, dont les oranges sont
commercialement les agrumes les plus importants (PALOU et al., 2015 ; LOUAILECHE et
al., 2015 ; OMOBA et al., 2015 ; RAFIQ et al., 2016).

Les pays les plus grands producteurs sont le Brésil, la Chine, les Etats-Unis, I'Inde, le
Mexique, le Pakistan, le Japon et I'Espagne (PALOU et al., 2015 ; TAWANDA et al., 2015;
SIMONE et al., 2016).

2. Systématique de ’orange

Selon MILIND et DEV (2012), la classification botanique de 1’orange douce est la

suivante :

- Regne: Plantes

- Division : Magnoliophyta
- Classe : Dicotylédones

- Sousclasse: Sapindales

- Ordre: Rosidae

- Famille: Rutaceae

- Sous-famille : Aurantioideae
- Genre: Citrus

- Sous-genre : Papeda

- Espece: Sinensis
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L’oranger est un arbre au port harmonieux et de croissance rapide, de 7,5 m de hauteur
et dans certains cas jusqu'a 15 m. Son aspect est plutdt arrondi ou parfois en colonne. Les
branches portent des feuilles vert sombre, ovales, coriaces et finement denticulées, le pétiole
est légerement ailé. Les fleurs sont trés odorantes, a cing pétales blancs recourbés vers
I’arriere (ESCARTIN, 2011 ; ETEBU et NWAUSOMA, 2014).

3. Anatomie et description des fruits d’agrumes (I’orange)

D’aprées ESCARTIN (2011), le fruit est une baie généralement ronde, sa couleur et sa
grosseur varient sensiblement selon la variété.
Le fruit est composé de peau, de pulpe, de graines et de jus. L’écorce représente entre 50

et 65 % du poids total du fruit (HEGAZY et IBRAHIUM, 2012 ; OMOBA et al., 2015;

RAFIQ et al., 2016).

Les fruits d’agrumes dont 1’orange fait partie (figure 14), sont composés des éléments

suivants :
» L’écorce est la couche externe du fruit qui est constituée de :

e Epiderme de cire épicuticulaire avec de nombreuses petites glandes d’huiles
aromatiques, qui donnent l'odeur particuliere des agrumes (ETEBU et NWAUSOMA,
2014 ; FAVELA-HERNANDEZ et al., 2016) ;

e Péricarpe qui se compose selon (ETEBU et NWAUSOMA, 2014 ; FAVELA-
HERNANDEZ et al., 2016 ; RAFIQ et al., 2016) de :

- Epicarpe externe ou flavedo, qui est la surface périphérique colorée, trés fine et
tres fragile, constitué en grande partie de cellules parenchymateuses et de la
cuticule ;

- Meésocarpe ou albédo, qui correspond a la couche douce et blanche au milieu,
située sous le flavedo, trés riche en flavonoides, il se compose de cellules
tubulaires semblables réunies pour constituer la masse tissulaire comprimée dans
la zone intercellulaire.

» L'endocarpe ou la pulpe avec sac de jus, généralement formée de 10 a 14 segments de jus
remplis de saveur allant d’aigre & douce. Le fruit contient habituellement une pate douce
et quelques a de nombreuses graines a l'intérieur (ETEBU et NWAUSOMA, 2014 ;
FAVELA-HERNANDEZ et al., 2016 ; OULDYEROU et al., 2016).

» Les graines sont pales, blanchatres ou verdatres, aplaties et angulaires. Elles sont
généralement polyembryonies, ce qui signifie qu'elles ont des embryons multiples qui
peuvent germer d’aprés MILIND et DEV (2012).
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Cuticule

Flavedo (épicarpe)
Albedo (mésocarpe)

Sac a jus

Glandes a huile

Placenta (Columelle septa)
Pépin

Carpelle (Segment)

Membrane Carpellaire

Figure 14 : Anatomie du fruit d’orange (OULDYEROU et al., 2016 ; RAFIQ et al., 2016).

4. Valeur nutritionnelle et thérapeutique des agrumes

Il est bien connu que la composition chimique du jus d'agrumes varie avec les cultivars.
La composition chimique des agrumes est le résultat de I'influence combinée des mécanismes
génétiques et des facteurs chimiques, biologiques et environnementaux (HIRRI et al., 2015).

Les agrumes contiennent des substances phytochimiques actives qui peuvent protéger la
santé. Ce sont une source importante de vitamine A et C, d’acide folique, de fibre alimentaire,
de potassium, de pectine et de composés polyphénoliques comme les flavonoides, les
coumarines, les limonoides et les caroténoides (KLIMCZAK et al., 2007 ; POLINATI et al.,
2010 ; HEGAZY et IBRAHIUM, 2012 ; NAKAJIMA et al., 2014 ; HIRRI et al., 2015 ;
RAFIQ et al., 2016).

La composition nutritionnelle des fruits d’orange est indiquée dans le tableau ci-apres.
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Tableau VI : Composition nutritionnelle de Citrus sinensis (ETEBU et NWAUSOMA, 2013).

Composition quantite Composition guantité
Energie 197 kJ (47 kcal) | Vitamine C 3,2 mg (64%)
Sucres 9,359 Vitamine E 0,18 mg (1%)
Protéines 0,94g¢ Choline 8,4 mg (2%)
Lipides 0,12 g Folate (vit. B9) | 30 ug (8%)
Eau 86,759 Calcium 40 mg (4%)
Fibres diététiques 2,49 Magnésium 10 mg (3%)
Riboflavine (vit. B2) 0,04 mg (3%) Phosphore 14 mg (2%)
Acide pantothénique (vit B5) | 0,25 mg (5%) Zinc 0,07 mg (1%)
Vitamine A. 11 pg (1%) fer 0,1 mg (1%)
Thiamine (vit. B1) 0,087 mg (8%) Manganése 0,025 mg (1%)
Niacine (vit. B3) 0,282 mg (2%) Potassium 181 mg (4%)
Vitamine B6 0,060 mg (5%) / /

5. L’espece Citrus aurantium (orange amere)

Citrus aurantium (orange amere) est une plante appartenant a la famille des Rutaceae la
plus importante. Les constituants biologiquement actifs des fruits de C. aurantium sont la
vitamine C, les caroténoides, les flavonoides, les limonoides, les huiles essentielles, les
minéraux et le complexe de vitamine B qui
pharmacologique de la plante (SURYAWANSHI, 2011 ; DORCAS et al., 2016).

Citrus aurantium différe de Citrus sinensis par sa pulpe acide et son albédo qui est plus

seront responsables des propriétés

amere. Le golt acide et trés amer de son jus le rend impropre a la consommation
(ESCARTIN, 2011 ; DORCAS et al., 2016).

Description de la plante
Selon GHEDIRA et GOETZ (2015), le Citrus aurantium ou le bigaradier (figure 15) est
un arbuste atteignant 5 m a 8 de hauteur, a tronc ramifié, a feuillage toujours vert brillant et a
floraison abondante. Les feuilles sont entieres, elliptiques et persistantes. Les fleurs
actinomorphes d’un blanc trés pur, d’odeur agréable sont groupées par 2 a 3 a ’aisselle des
feuilles et possédent 5 a 8 petales charnus ponctués de poches secrétrices a huile essentielle.
De nombreuses étamines présentent un filet fusionnant en larges faisceaux dans la partie

basale. La récolte des fleurs a lieu de Mars a fin Avril. Le fruit est multiloculaire récolté de
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Janvier a Mars, posséde une partie blanche ou mésocarpe plus épaisse que celle de I’oranger

doux. La récolte des feuilles et des rameaux se fait de Mai a Juin.

Figure 15 : Fleurs, feuilles et fruit de Citrus aurantium (GHEDIRA et GOETZ, 2015).

6. Utilisation des agrumes
Les extraits de différentes parties végétales d'agrumes ont montré des propriétés
antimicrobiennes, et en tant que tels présentent une application pénétrante dans les industries

alimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques (MEHRA et al., 2015).

6.1. Industrie alimentaire et utilisation culinaire domestique

Les agrumes sont trés consommés dans le monde entier, soit frais ou comme jus en
raison de leur valeur nutritionnelle et de leur saveur particuliere (ADNAN et al., 2014 ;
OULDYEROU et al., 2016 ; RAFIQ et al., 2016). Une grande partie de la production est
orientée vers 1’industrie de 1’extraction de jus (HEGAZY et IBRAHIUM, 2012 ; OMOBA et
al., 2015 ; PALOU et al., 2015 ; RAFIQ et al., 2016). Environ 34% des fruits sont utilisés
pour la production de jus (RAFIQ et al., 2016), ce qui provoque environ 44% des peaux en
tant que sous-produits (OMOBA et al., 2015 ; RAFIQ et al., 2016).

Les huiles essentielles de 1’écorce d’orange sont utilisées en industrie agroalimentaire,
pour donner de la saveur aux aliments (ESCARTIN, 2011 ; KAROUI et MARZOUK, 2013 ;
DJENANE, 2015 ; AL-SNAFI, 2016). Selon MILIND et DEV (2012), le zest de 1’écorce
d’orange est encore utilisé dans des préparations culinaires telles que les plats cuisinés, la

patisserie, salades et confitures.

6.2. Industrie pharmaceutique
De nombreuses propriétés thérapeutiques ont éte attribuees aux agrumes, telles que les

activites antivirales, anticancéreuses et anti-inflammatoires (HIRRI et al., 2015).
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Les quantités élevées de composeés bioactifs disponibles dans les agrumes, comme les
flavonoides, les caroténoides, les vitamines, les limonoides, les huiles essentielles et les
minéraux sont considérés comme responsables des nombreux avantages pour la santé
(ADNAN et al., 2014 ; LOUAILECHE et al., 2015; HIRRI et al., 2015 ; RAFIQ et al.,
2016).

Des études ont montré que les extraits d’écorce de C. sinensis et C. limon sont aussi
efficaces que les antibiotiques synthétiques, la pénicilline et la méthicilline (MEHRA et al.,
2015).

D’aprés (FRANCO et al., 2008 ; SURYAWANSHI., 2011 ; MILIND et DEV, 2012 ;
FAVELA-HERNANDEZ et al., 2016; SHETTY et al., 2016), les flavonoides, les
caroténoides, la vitamine C et les huiles essentielles (lemonine, linalol et myrcéne) conférent a
I’orange une activité antioxydante, antifongique, antimicrobienne, anticancérogene,
antidiabétique, hypo-cholestérolémique et permettent une protection cardiovasculaire.

Les huiles essentielles des agrumes, d’aprés KAROUI et MARZOUK (2013), sont aussi
employées dans I’industrie pharmaceutique pour masquer le golt désagréable de certains

médicaments.

6.3. Industrie cosmétique
Les huiles essentielles des oranges (douces et améres), les extraits d’écorces d’orange
(Citrus Aurantium) ainsi que les graines sont employés pour la fabrication des savons,
parfums, produits de soins et exfoliants (ESCARTIN, 2011 ; SURYAWANSHI, 2011;
DJENANE, 2015 ; AL-SNAFI, 2016).

7. Valorisation des sous-produits d’orange

L'écorce et les graines entrainent une quantité considérable de sous-produits (OMOBA
et al., 2015 ; OULDYEROU et al., 2016). L’écorce d’orange est plus riche en polyphénols
que la partie comestible du fruit (TEH et al., 2014), ce qui lui conférent une activité
antioxydante et des effets thérapeutiques importants par rapport a d'autres parties du fruit
(RAFIQ et al., 2016 ; OULDYEROU et al., 2016). Mais plus souvent, elle est éliminée
comme déchets contenant une grande variété de composants secondaires et d’huile
essentielles.

Les sous-produits d’agrumes pourraient étre utilises, en industries alimentaire, comme
ingrédients bioactifs dans la production d'aliments fonctionnels, car ils sont de bonnes sources

de fibres alimentaires et de composés bioactifs. L’écorce d’orange est une bonne source de

43



Partie bibliographique

L orange
composés phénoliques susceptibles d'étre utilisés dans des formulations alimentaires ou

lorsqu'ils sont extraits, peuvent étre utilisés comme antioxydants naturels pour empécher
l'oxydation d’aliments sélectionnés (OMOBA et al., 2015).
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Matériel et méthodes

Ce travail a été effectué au niveau des laboratoires communs | et Il d’analyses physico-

chimiques, le laboratoire pédagogique de microbiologie et le laboratoire d’analyses
biochimiques et biotechnologiques (LABAB) de I’universit¢t MOULOUD MAMMERI de Tizi

Ouzou, durant la période allant du mois de Février au mois de Juillet de I’année 2017.

1. Matériel
1.1. Matériel biologique

Notre étude est réalisée sur les pépins et les écorces de deux espéces d’orange : Citrus

aurantium ou I’orange ameére présentée (figure 16) et Citrus sinensis ou I’orange douce (figure

17) dont les données sont résumées dans le tableau VII.

Tableau VI : Date et lieu de collecte des fruits étudiés.

Espeéce d’orange Date de collecte Lieu de collecte
Citrus aurantium Mars et Avril Région « Ouacif »
Citrus sinensis Février et Mars Région « Chamlal »

Figure 16 : Citrus aurantium. Figure 17 : Citrus sinensis.

(Originale) (Originale)

1.2. Matériel du laboratoire

La réalisation de la présente étude a nécessitée 1’emploi des produits résumés dans le tableau

VIII ci-apres.
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Tableau VIII : Produits utilisés dans 1’étude.

Source Utilisation

Solvants

Diméthylsulfoxyde Sigma Aldrich Diffusion des extraits dans le

(DMSO) (Allemagne) milieu Mueller-Hinton

Eau distillée / Extraction des polyphénols

Ethanol Sigma Aldrich Extraction des polyphénols
(Allemagne)

Methanol Sigma Aldrich Solubilisation et conservation
(Allemagne) des extraits

Réactifs

Folin- Ciocalteu Sigma Life Science Dosage des polyphénols totaux
(Allemagne)

Carbonate de sodium BiochemChemopharma  Dosage des polyphénols totaux
(Québec)

Acide gallique BiochemChemopharma  Polyphénol standard
(Québec)

Nitrite de sodium BiochemChemopharma  Dosage des flavonoides totaux
(Québec)

Chlorure d’aluminium  BiochemChemopharma  Dosage des flavonoides totaux
(Québec)

Hydroxyde de sodium  Riedel-de Haén Dosage des flavonoides totaux
(Allemagne)

Quercétine Sigma Aldrich Flavonoide standard
(Allemagne)

Tampon phosphate / Activité antioxydante

Ferricyanure de
potassium

Prolabo (France)

Activité antioxydante

Acide trichloracétique  / Activité antioxydante

Chlorure ferrique Sigma Aldrich Activité antioxydante
(Allemagne)

1-1-diphenyl-2- Sigma Aldrich Activité antioxydante

picrylnydrazyl (DPPH)  (Allemagne)

Acide ascorbique

Sels
Chlorure de sodium

BiochemChemopharma
(France)

BiochemChemopharma
(France)

Antioxydant standard

Préparation de 1’eau physiologique

L’utilisation des milieux de culture indiqués dans le tableau IX ci-aprés est necessaire pour la

réalisation de I’étude microbiologique.
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Tableau IX : Milieux de culture employés.

Milieu

Source Emploi

Bouillon Cceur-Cervelle (BHIB)*

Gélose Nutritive (GN)*

Gélose Bile Esculine Agar (BEA)

Mueller Hinton (MH)*
Sabouraud*

Himedea (Inde)

Himedea (Inde)
Himedea (Inde)

Enrichissement des micro-

organismes

Himedea (Inde) Repiquage des  souches

bactériennes

Himedea (Inde) Isolement et repiquage

d’Enterocoques
Aromatogramme

Repiquage des  souches
fongiques

* . La composition et la préparation des milieux de culture sont détaillées dans I’annexe 01.

1.3. Appareillage

La liste d’appareillage utilis¢ dans ce travail est détaillée dans le tableau X ci-dessous.

Tableau X : Appareillage utilisé.

Appareil

Source

Agitateur a barreau magnétique non

chauffant

Agitateur a barreau magnétique chauffant

Autoclave

Bain Marie

Balance de précision
Broyeur électrique
Centrifugeuse

Etuve

Four Pasteur

Hote chimique
Microscope optique

pH meétre

Refrigérateur

Rotavapeur
Spectrophotometre Visible

Spectrophotometre UV-Visible
Vortex

GERHARDT (Allemagne)

RAYPA (Allemagne)

WEBECO (Allemagne)

MEMMERT (Allemagne)

SARTORIUS BP121S (Allemagne)

KRUPS 75 (Allemagne)

HETTICH UNIVERSAL / K2S (Allemagne)
MEMMERT a 37°C (Allemagne)

BINDER a 28°C (Allemagne)

BINDER (Allemagne)

KOTTERMANN (Allemagne)

MOTIC (Allemagne)

HANNA Hi210 (Allemagne)

ENIEM (Algérie)

STUART (UK)

Vis-7220G Biotech Engineering. Management
CO.LTD (UK)

UV- Vis Medline (UK)

HEIDOLPH (Allemagne)
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1.4. Souches microbiennes utilisées

Le tableau XI résume les différentes souches microbiennes utilisées pour 1’étude de 1’activité

antimicrobienne des extraits aqueux des sous-produits (écorce et pépins) de C.sinensis et

C.aurantium.
Tableau XI : Les souches microbiennes utilisées.
. » Souches non
Gram  Souches référenciées o »
référenciées
§ Gram Staphylococcus aureus MU 50 Staphylococcus aureus
= :
g positif Enterrococcus faecalis ATCC 49452
2 Bacillus cereus ATCC14579
3
§ Escherichia coli ATCC 25922 Escherichia coli
=) Gram . . :
) Pseudomonas aeroginosa Klebsiella pneumoniae
» Négatif
ATCC 27853
» @ Levure / Candida albicans
= =
c g
> (@] .. . .
8 § Moisissure / Aspergillus niger

a) Les souches bactériennes utilisées sont des espéces Gram négatif ou Gram positif, de type:

Souches référenciées de I’ American type culture collection (ATCC), gracieusement
fournies par le laboratoire d’analyses biochimiques et biotechnologiques de I’Université
Mouloud Maameri.

Souches d’origine hospitaliéres fournies par les responsables de laboratoire de
Microbiologie du centre hospitalier universitaire (CHU Nadir Mohamed), a I’exception de
S.aureus d’origine alimentaire ; de laboratoire d’analyses biochimiques et

biotechnologiques (LABAB) de 1’Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.

b) Les souches fongiques (d’origine alimentaire) sont fournies par le laboratoire pédagogique

de microbiologie de 1I’Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.

Toutes les souches ont été identifiées soigneusement dans les laboratoires sources et

conservées a 4 °C dans des tubes a essais contenant de la gélose inclinée convenable. Pour une

confirmation, une observation a 1’état frais (les especes fongiques) et une coloration de Gram

(espéces bactériennes) ont été réalisées.
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1.5. Antibiotiques et antifongique utilisées
Le tableau XII porte quelques informations sur les antibiotiques utilises.

Tableau XII : Antibiotiques et antifongique utilisées pour le test de I’activité antimicrobienne.

Code Dose Compagnie

Antibiotique
Amoxycilline AM 25 pg/disque
Chloramphénicol C 30 pg/disque Himedia
Imipénéme I 10 pg/disque (Inde)
Néomycine N 30 pg/disque
Céfazoline Cz 30 pg/disque
Colistine CS 50 pg/disque

o _ Biorad (France)
Pénicilline P 06 pg/disque
Rifampicine RA 05 pg/disque
Céfotaxime CTX 30 pg/disque
Cefoxitine FOX 30 pg/disque Bioanalyse
Trimethoprim / SxT 1,25 pg/disque / (Inde)
Sulfamethoxazole 23,75ug/disque
Antifongique
Amphotéricine B Haupt Pharma

_ / 10%

(Fungizone®) (Allemagne)

2. Extraction des polyphénols
2.1. Pré-traitement
Les pépins et 1’écorce de chaque fruit sont rincés a 1’eau de robinet, afin d’éliminer les
impuretés, égouttés puis séchés a température ambiante et a 1’abri de la lumiére pendant dix

jours pour préserver au maximum I’intégrité des molécules.

Apres séchage, ils sont réduits séparément en une poudre fine préte a I’emploi dans un
moulin électrique. La poudre obtenue est conservée dans des flacons ombrés en verre a 4°C,

afin de faire I’objet d’une extraction des polyphénols totaux (PPT).
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2.2. Préparation des extraits aqueux et organiques par maceration
La méthode d'extraction doit permettre I'extraction des composés d'intérét et doit éviter
leur modification chimique, dont I’eau et 1'éthanol sont généralement les solvants d’extraction
les plus utilisés (TURKMEN et al., 2007).
Les polyphénols selon BOIZOT et CHARPENTIER (2006), sont extraits par maceration
a 4°C pour empécher I’action de polyphénoloxydases qui dégraderaient les composés

phénoliques.

Principe

11 s’agit d’une extraction solide-liquide. Le principe consiste a ce que le solvant doit
franchir la barriére de I’interface solide-liquide, dissoudre le principe actif a I’intérieur du
solide et I'entrainer a I'extérieur (figure 18). D’aprés RIBEREAU (1968), I’entrée du solvant
se fait par un mécanisme osmotique et la sortie du soluté par dialyse ou par diffusion.

Diffusion interne

/

Solvant
\

Diffusion
externe

Particule
solide T/

Solubilisation de
principes actifs

Principe /

actif

Figure 18 : Illustration du principe d’extraction solide-liquide (MURTO et al., 2004).

Mode opératoire

Pour I’extraction par macération (figure 19), nous avons opté pour le protocole décrit par
(MAHMOUDI et al., 2013), en y apportant quelques modifications : 20 g de la poudre fine
d’échantillon sont macérés a température ambiante (25 °C), pendant 24 h dans 100 ml d’eau
distillée et d’éthanol 95 % (V/V) séparément. Aprés filtration sur un tissu mousseline, les
filtrats sont centrifugés pendant 20 min a 4000 t/min, puis une deuxieme filtration sur papier
filtre N°1, et enfin le solvant d’extraction est éliminé en utilisant soit le rotavapeur (figure 20)

ou I’héte chimique ou simplement par 1’évaporation a I’air libre.
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A
20g de poudre d’écorce/pépins

—

100ml d’eau distillée 100ml d’éthanol

i e——

Filtration sur tissu mousseline

A

Centrifugation du filtrat a 4000
rpm pendant 20 min

_

Filtration du surnagent sur papier
filtre N°1

A,
Evaporation des solvants et
conservation a 4°C

Figure 19 : Schéma du protocole de la préparation des extraits phénoliques.
(MAHMOUDI et al., 2013)

Figure 20 : L’¢élimination de 1’éthanol des extraits organiques par le rotavapeur.
(Originale)
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2.3.Rendement d’extraction
Le rendement désigne la masse de I’extrait déterminée apres évaporation du solvant, il
est calculé suivant la formule décrite par (MAHMOUDI et al., 2013). Il est exprimé en

pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante soumise a 1’extraction.

R (%) = (Mext /Mécn) % 100

R : le rendement en % ;
Mext : 1a masse de 1’extrait apres évaporation du solvant en mg et
Mech : la masse de la matiére seche végétale en mg.
3. Dosages biochimiques
3.1. Dosage des polyphénols Totaux
Le dosage des polyphénols pour les quatre échantillons est effectué selon la méthode
décrite par (TALBI et al., 2015).

Principe

Le réactif de Folin-Cioecalteu est constitué par un mélange d’acide phosphotunguistique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (Hs3PM012040). 11 est réduit, lors de I’oxydation
des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne (SINGLETON et
ROSSI, 1965 ; SINGLETON et al., 1999 ; BOIZOT et CHARPENTIER, 2006).

La coloration produite, dont 1’absorption est mesurée a 760 nm est proportionnelle a la
quantité de polyphénols présents dans I’extrait végétal (STANKOVIC, 2011 ; BONNAILLIE
etal., 2012).

Mode opératoire

Selon (TALBI et al., 2015), 1ml de réactif de Folin (10 fois dilué) est ajouté a 200 pl
d’échantillon ou de standard (préparés dans le méthanol) avec des dilutions convenables. Apres
4 min, 800 pul d’une solution de carbonate de sodium (75 mg/ml) sont additionnés au milieu
réactionnel. L’absorbance est mesurée & 760 nm apres 2 h d’incubation a température ambiante.

Le protocole est élucidé dans la figure 21 qui suit.
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1 ml du réactif Folin- Cioecalteu + 200 pl de I’extrait / standard dilué

\\ Y /Incubation pendant 4 min

800 pil de carbonate de sodium

l Incubation pendant 45 min

Lecture des absorbances
a 760 nm

4
Figure 21 : Schéma du protocole du dosage des polyphénols totaux.

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression
de la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique. Elle est exprimée en mg équivalent

d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g d’extrait) selon 1’équation suivante :

T=C.VI/M

T : Teneur en composés phénoliques (mg EAG / g d’extrait sec de la plante) ;

C : Concentration de I’extrait équivalente a I’acide gallique, obtenue a partir de la courbe
d'étalonnage (mg/ml) ;

V : Volume de I’extrait organique ou aqueux (ml) ;

M : Poids de la matiere végétale seche (g).

3.2. Dosage des flavonoides
L’estimation de la teneur en flavonoides totaux (FT) contenus dans les extraits est

réalisée par la méthode décrite par (KIM et al., 2003) avec quelques modifications.

Principe

Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre en position 5, qui est
susceptible de donner par son groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure
d’aluminium (RIBEREAU GAYON et al., 1972 ; BOULEKBACHE, 2005).

D’aprés RIBEREAU (1968), les flavonoides forment des complexes jaunatres par

chélation des métaux (fer et aluminium). Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux
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¢lectrons pour s’unir a deux atomes d'oxygene de la molécule phénolique agissant comme

donneur d’électrons.

Mode opératoire

Un millilitre de I’extrait convenablement dilué ou de la solution du compose étalon (la
quercétine) de concentration de 20, 40, 60, 80 et 100 mg/l, est introduit dans une fiole jaugee
de 10 ml contenant au préalable 4 ml d’cau distillée.

e A I’instant (t =0 mn) : 0,3 ml de NaNO2 a 5 % (P/V) sont introduits ;

e A (t=5mn):0,3mlde AICI3 a 10% sont ajoutes ;

e Six minutes apres, 2 ml de NaOH 1M sont ajoutés au mélange et immédiatement 2,4 ml
d’eau bidistillée sont additionnés sous une agitation vigoureuse.

L’absorbance est déterminée a 510 nm contre un blanc a I’aide d’un spectrophotomeétre
UV-Visible. La teneur en flavonoides est déduite a partir d’'une gamme d’étalonnage établie
avec la quercétine et exprimée en milligramme équivalent de quercétine par gramme d’extrait
(mg EQ/g d’extrait).

La figure 22 représente les différentes étapes du protocole suivi pour ce dosage.
A A
1 ml de I’extrait/ standard dilué . 4 ml d’eau distillée N 0,3 ml de NaNO2 a 5% (p/v)

\_ %
> t="5 min > Y
Ajouter 0,3 ml d’AlCl3a 10%

> t=11 min > l

Ajouter 2 ml de NaOHa 1M

> Dans I’immédiat > l
A

Ajouter 2,4 ml d’eau

l

Lecture des absorbances
2510 nm

Figure 22 : Schéma du protocole du dosage des flavonoides totaux.
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3.3. Etude de P’activité antioxydante in vitro
3.3.1. Test du pouvoir antioxydant par réduction du fer (FRAP)

Principe

Le pouvoir réducteur d’un extrait végétal est associé a son pouvoir antioxydant, I’activité
réductrice du fer est déterminée selon la méthode décrite par (OYAIZU, 1986 ; YILDIRIM et
al., 2001), basée sur la réaction de réduction de fer ferrique (Fe3*), présent dans le complexe
KsFe(CN)s en fer ferreux (Fe?*) par un antioxydant (DE SANTO et al., 2013). Un mécanisme
similaire est représenté dans la figure 23 en remplacant le ferrocyanure de potassium par le

tripyridyl triazine.

w N4 p q
=N N-{ N N= _N N— K
{—y_(ﬂ;d-— N~ Fe(lll) ) N_b?_@ + AH - ke (ll) +

7N AR f"f i

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

Figure 23 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe tripyridyl
triazine ferrique Fe(ll1)- TPTZ et un antioxydant AH (DJAHRA, 2014).

La réaction est révélée par le virement de la couleur jaune du fer ferrique (Fe**) en couleur
bleu-vert du fer ferreux (Fe?"). L’intensité de cette coloration mesurée par spectrophotométrie
a 700 nm, est proportionnelle au pouvoir réducteur des extraits testés (PRAKASH et al., 2001 ;
KAROUI et MARZOUK, 2013).

Mode opératoire

Le mélange réactionnel est constitué tripyridyl triazine de 400 pl de I’extrait de dilutions
allant de 25 a 500 pg/ml, 400 pl de tampon phosphate (0,2 M et pH 6,6) et de 400 pl de
ferricyanure de potassium KsFe(CN)s a 1% (p/v).

Une fois incubé pendant 20 minutes a 50°C, ce dernier est additionné de 400 pl d'acide
trichloracétique a 10% pour stopper la réaction, puis une centrifugation pendant 10 minutes a
3000 rpm est effectuée. Ensuite, 400 ul du surnageant sont récupérés et complétés de 400 pl
d’eau distillée et de 80 pl de chlorure ferrique (FeCls, 6H20) a 0,1% (p/v).

La lecture de I’absorbance se fait a 700 nm. L’acide ascorbique est utilis¢ comme
référence dans les mémes conditions opératoires et la méme gamme de concentrations
(YILDIRIM et al., 2001 ; KAROUI et MARZOUK, 2013).
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Le protocole expérimental employé est illustré dans la figure 24 qui suit.

AR
400 pl du tampon phosphate 400 pl de I’extrait/ 400 pl du ferricyanure
a0,2MetpH 6.6 standard dilué de potassium a 1%

N /

Incubation pendant 20 min a 50°C
A

+ 400 pl d’acide
trichloracétique a 10%

l

400 pl du surnagent
+ 400 pl d’eau distillée
+ 80 ul de chlorure ferrique a 0.1%

l

Lecture des absorbances
a 700 nm
N 4

Figure 24 : Schéma du protocole du test de réduction du Fer (FRAP).

3.3.2. Test de piégeage du radical (DPPH)

L’activité antiradicalaire des extraits par la méthode au DPPH a été déterminée en se
référant a celle de 1’acide ascorbique qui est un antioxydant standard (VIRGINIE et al., 2015).

Du point de vue méthodologique, le test du radical libre DPPH est recommandé pour des
composés contenant les groupes SH, NH et OH (SALAH et al., 1995). 1l s’effectue a
température ambiante, ceci permet d’éliminer tout risque de dégradation thermique des
molécules thermolabiles. Le test est largement utilisé pour les extraits hydrophiles trés riches
en composés phénoliques (Y1-ZHONG et al., 2006, HATZIDIMITRIOU et al., 2007).

La méthode de piégeage du radical libre (DPPH) a été retenue pour évaluer 1’activité
antioxydante des extraits des plantes, car elle est reconnue comme étant simple, rapide et
efficace en raison de la grande stabilité de ce radical (BOZIN et al., 2008).

Principe
D’apres (ALAM et al., 2013), le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle fut

I’un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydante

56



Partie pratique Matériels et Méthodes

des composés phénoliques. (BRAND-WILLIAMS et al., 1995). Il possede un électron non
apparié sur un atome du pont d’azote. De ce fait les molécules du radical ne forment pas des
dimeéres (figure 25).

N
—_—
Q.N\@,NQ, -+ RH Q’H\@,HDB - | = 3

Ny NO,

Radical libre (DPPH) DPPH-H sous forme réduite
(Violet) (Jaune)

Figure 25 : Structure de DPPH et sa réduction par I’antioxydant RH (ROHMAN et al., 2010).

Selon MOLYNEUX (2004), la mesure de I’efficacit¢é d’un antioxydant se fait en
mesurant la diminution de la coloration bleue et le virage vers le jaune, due a une
recombinaison des radicaux DPPH, par spectrophotométrie a une longueur d’onde variant entre
515-518 nm.

L’inconvénient de cette méthode est sa sensibilité vers la lumiére. Pour cette raison, la

réaction doit se faire a 1’obscurité (KARSHEVA et al., 2013).

Mode opératoire
Deux millilitres de la solution méthanolique de DPPH (0,1 mM) sont ajoutés a 50 pl de
la solution d’extraits et du standard, le mélange est vigoureusement agité selon MOLYNEUX
(2004), puis les tubes sont incubés a température ambiante et a I’obscurité pendant 30 minutes
(figure 26).
A A
2 ml de la solution de DPPH 0,1 mM 50 ul de I’extrait / standard dilué

K / Incubation 30min

\

Lecture des absorbances
a517 nm
4

Figure 26 : Schéma du protocole du test de piégeage du radical DPPH.

Le blanc est représenté par le méthanol, le témoin négatif est composé de 2 ml de la

solution méthanolique de DPPH. Le témoin positif est représenté par une solution
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méthanolique d'un antioxydant standard « I’acide ascorbique ». Les lectures sont effectuées a
517 nm.

L activité antioxydante est définie par I’indice de réduction de ’activité antiradicalaire
exprimé en pourcentage % du RSA (Radical Scavenger Activity), ou I’absorbance du mélange
réactionnel qui contient le radical libre et 1’échantillon de I’antioxydant est reliée avec
I’absorbance du mélange exempt d’antioxydant (solution témoin ou contrdle) a un temps t,
selon I’équation décrite par (TALBI et al., 2015).

% RSA = (Abs controle — AbS gchantillon) / AbS controle) * 100

Ou : « Abs » est I’absorbance des échantillons a 517 nm.
Les résultats sont la moyenne de deux mesures séparées * écart type.

Etant donné que I’indice de réduction relative (% RSA) indique seulement la capacité de
I’échantillon a une concentration fixée de réduire ou non les radicaux, la réactivité est estimée
par I’'IC 50 (Concentration inhibitrice 50), appelée également EC 50 (Efficient concentration
50), qui correspond a la concentration de 1’échantillon testé, nécessaire pour réduire 50 % du
radical DPPH (SAMARATH et al., 2008).

Les IC 50 sont calculées graphiquement par des pourcentages d’inhibition en fonction de

différentes concentrations des extraits testés et du standard (TORRES et al., 2006).

4. Evaluation de Pactivité antimicrobienne

Principe

Le principe d’évaluation de I’activité antimicrobienne des polyphénols consiste a réaliser
une culture microbienne sur milieu solide, en présence de disques imbibés de polyphénols. Si
les polyphénols ont une activité antimicrobienne, on observera une zone d’inhibition autour du
disque. Le diamétre de cette zone d’inhibition est proportionnel a I’efficacité de ’activité

antimicrobienne de 1’échantillon (FATTOUCH et al., 2006).

Mode opératoire
L’activité antimicrobienne des extraits est déterminée par la méthode de diffusion sur
gélose décrite par (OUELHADJ et al., 2014). Des boites de Pétri contenant 15 ml du milieu

gélosé Mueller-Hinton en surfusion sont laissées solidifiées et séchées a une température de 25
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°C pendant 30 min. 100 pl de la solution standardisée d’inoculum (10°% & 10" UFC/ml) est
inoculé dans chaque boite puis uniformément répartie avec un écouvillon. Les boites sont
laissées seéchées pendant cing minutes. Des disques stériles en papier Wattman (5 mm)
préalablement imbibés de 15 pl de chaque extrait sont déposés au milieu de la gélose.

a. Revivification des souches

Etant donné que les bactéries testées sont conservées a -20°C et que I’activité
antibactérienne doit étre réalisée sur une culture jeune, une revivification des souches en
bouillon BHIB est effectuée pendant 24h a 37C°.

b. Repiquage des espéces bactériennes

Les différentes especes bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries, puis
incubées a 37 °C, afin d'obtenir des colonies isolées qui vont servir a la préparation de
I’inoculum. Les souches fongiques sont repiquées de la méme maniére, I’incubation est faite a
28 °C.

c. Préparation des dilutions d’extraits
Les extraits sont dissous dans le diméthylsulfoxyde (DMSQ) pour préparer les différentes
concentrations de 500, 1000, 1500 et 2000 pg/ml.

d. Préparation de I’inoculum et standardisation

Les souches bactériennes a tester sont ensemencées dans la gélose nutritive et incubées a
37°C pendant 24 h, pour optimiser leur croissance. Ensuite, on racle a 1’aide d’une anse de
platine quelques colonies bien isolées et identiques de chacune des souches bactériennes a
tester. L’anse est déchargée dans 10 ml d’eau distillée stérile, La suspension bactérienne est
bien homogénéisée, son opacité doit étre équivalente a une DO de 0,08 a 0,10 a 620 nm.
L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est faiblement chargé, ou bien de

I’eau physiologique stérile s’il est trop chargé (DIB et al., 2013).

e. L’aromatogramme
L’aromatogramme est I’équivalent d’antibiogramme (technique utilisée en bactériologie
médicale) ou les antibiotiques sont remplacés par les extraits, réalisé par la méthode de

diffusion en milieu gélosé également appelée méthode des disques. Cet aromatogramme sert a
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tester la sensibilité d’une souche bactérienne vis-a-vis d’un ou de plusieurs antibiotiques
(HAMMOUDI, 2009 ; BORDJIBA et al., 2011).

D’aprés HAMMOUDI (2009), cette méthode a 1’avantage d’avoir une grande souplesse
dans le choix des antibiotiques testés, par 1’application d’un grand nombre d’espéces
bactériennes, et d’avoir été largement évaluée par 50 ans d’utilisation mondiale.

L’action d’un antibiotique ou d’un extrait sur une souche bactérienne aboutit d’apres
BOULAHBAL (1993) a deux états possibles :

e [’arrét de I’augmentation de la population c’est I’effet bactériostatique ou ;

e La destruction des bactéries : c’est I’effet bactéricide qui aboutit a la lyse bactérienne.

» Ensemencement

L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur boites de Pétri, 1’écouvillon est
trempé dans la suspension bactérienne, puis essoré en pressant fermement sur la paroi interne
du tube. Il est frotté contre la totalité de la surface gélosée en stries serrées.

L’opération est répétée deux fois en tournant la boite de 60° a chaque fois.
L’ensemencement est terminé en passant 1’écouvillon une derniére fois sur toute la surface

gélosée.

> Dépot des disques

Les disques imprégnés d’extraits sont déposés délicatement sur la surface de la gélose
inoculée a I’aide d’une pince stérile. D’autre part, les antibiogrammes réalisés avec des disques
contenants des antibiotiques (témoin positif) appropriés, préts a I’emploi, sont utilisés pour la
comparaison avec les résultats des extraits testés et des disques imprégnés de DMSO (témoin
négatif). Finalement, les boites de Pétri sont maintenues pendant 2 h a 4 °C pour une meilleure

diffusion des substances bioactives, puis incubées a 37 °C pendant 24 heures.

f. Lecture des résultats

L’activité antimicrobienne est appréciée par la mesure des diametres des zones claires
(en millimétres) qui se forment autour des disques ; le diamétre de ces zones d’inhibition inclus
celui du disque, permet de distinguer les bactéries sensibles des bactéries résistantes.

On considére une bactérie sensible si le diamétre d’inhibition est supérieur a 8 mm

(MOREIRA et al., 2005).
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Activite antifongique

La méme technique est entreprise pour Candida albicans et Aspergillus niger avec
I’utilisation du milieu Sabouraud. La standardisation de 1’inoculum fongique est effectuée en
utilisant une cellule de comptage (cellule de Mallassez) et I’incubation est faite a 28 °C pendant

24 a 48 h pour Candida et 72 h pour Aspergillus.

5. Analyse statistique

Les résultats sont représentés par la moyenne suivie de 1’écart-type (n = 3) pour chaque
extrait par le logiciel Statistica version 7.2, en utilisant le test de I’analyse de la variance
(ANOVA) a un facteur, dont le niveau de signification est de 5 %.

Ce test nous permet de vérifier si les échantillons sont issus de la méme population ou
présentant des différences significatives. D une autre maniére, savoir si les différents facteurs
(partie du fruit, espéce d’orange et le type de solvant) influencent significativement les

différents parametres d’étude.
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Résultats et discussion

Citrus sinensis et Citrus aurantium sont deux orangers appartenant a la famille
des Rutaceae. En raison de leurs nombreuses vertus ; de multiples études phytochimiques ont
été réalisées, qui ont révélé la présence des polyphénols en particulier les flavonoides dans ces

deux espéces, ce qui leurs conférent de nombreuses propriétés biologiques.

1. Caractéristiques générales de la matiére végétale
Tableau XIII : Caractéristiques générales de Citrus sinensis et Citrus aurantium (n = 20).

Paramétre Citrus sinensis Citrus aurantium
Diametre du fruit (cm) 8,86 + 0,55 7,54 +0,81
Poids du fruit entier (g) 110,62 + 20,91 72,51 £ 15,47
Nombre de pépin /unité 3+2 30+6
Poids du pépin (g) 0,09 £0,01 0,16 £ 0,03
Epaisseur de I'écorce (cm) 0,38 £ 0,08 1,02 + 0,18
pH du jus 551+0,31 2,74+ 0,16

D’apres le tableau XI11, on peut distinguer entre les deux espéces d’orange par le poids
du fruit pour lequel on a noté des valeurs plus élevées pour C.sinensis par rapport a C.aurantium
qui contient un nombre de pépins élevé et une écorce d’épaisseur plus importante.

Concernant le concentré du jus, C.aurantium montre une acidité plus élevée par un pH

de 2,74 £ 0,16 par rapport a celui de C.sinensis.

2. Rendement d’extraction des polyphénols

Le rendement d’extraction est le rapport entre la quantité de substances naturelles
extraites par I’action extractive d’un solvant et la quantité de ces substances contenues dans la
matiére végétale. Il dépond de plusieurs paramétres tels que : le solvant, le pH, la température,
le temps d’extraction et la composition de I’échantillon (DO et al., 2014).

Les differents rendements d’extraction (moyenne + Standard Errors « SD ») obtenus en

pourcentage (%), sont indiqués dans le tableau XIV ci-apres.
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Tableau X1V : Le rendement d’extraction des PPT des différents extraits de C.sinensis et
C.aurantium exprimé en % (n = 3).

Espéce Partie Rendement en polyphénols totaux (%)
d’orange du fruit Extrait aqueux Extrait éthanoliques

Citrus Pépins 8,86 + 0,63 6,67 +£0,76
sinensis

Ecorce 13,87 £ 1,60 11,67 £1,53
SIS Pépins 4,75+ 0,46 2,03+0,58
aurantium

Ecorce 6,77 £0,91 530 +0,16

Les mémes résultats sont représentés dans la figure ci-dessous.

16
| Extrait aqueux
14 q
< 12 | Extrait éthanolique
T 10
g g
&
S 6
c
[5]
x 4
2
0
Pépins C.sinensis  Ecorce C.sinensis Pépins C.aurantium Ecorce C.
aurantium
Echantillon

Figure 27 : Représentation graphique du rendement d’extraction des PPT des extraits de
C.sinensis et C.aurantium.

Les résultats du tableau montrent la présence des composés phénoliques dans les deux
especes d’agrume avec des proportions variables selon 1’espéce, la partie du fruit et le solvant
d’extraction utilisé(e).

Il ressort a travers 1’observation des rendements d’extraction de la figure 26, que I’ecau
distillée donne un bon rendement d’extraction par rapport a 1’éthanol, quelle que soit ’espece
et la partie étudiée (écorces et pépins), et cela par opposition aux résultats obtenues par (LI et
al., 2006).

Le rendement d’extraction éthanolique des polyphénols d’écorce de Citrus sinensis
(11,67 + 1,53 %) que nous avons trouveé, est supérieur a celui obtenu par KROYER (2009) qui
est de 8 %. Cependant, (HEGAZY et IBRAHIUM, 2012 ; SINGH et IMMANUEL, 2014) ont
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obtenu des rendements d’extraction des écorces d’orange supérieurs, qui sont de 23,91 % et
27,96 % respectivement, sous 1’action du méme solvant.

Le rendement d’extraction éthanolique des polyphénols d’écorce de Citrus aurantium
(5,30 £ 0,16 %) que nous avons obtenu, est inférieur a celui obtenu par (V1JI et al., 2015) qui
est de 16,14 + 0,91 %.

Les rendements d’extraction aqueuse des polyphénols d’écorce de Citrus sinensis (13,87
+ 1,60 %) et de Citrus aurantium (6,77 = 0,91 %) que nous avons trouvé, sont supérieurs au
rendement obtenu par ARORA et KAUR (2013), qui est de 2,6 % pour les écorces d’oranges
de I’Inde. Toutefois (MADHURI et al., 2014) ont obtenu un rendement d’extraction
méthanolique des PPT d’écorce de C.aurantium (12,35 %) supérieur a celui de 1’écorce de
C.sinensis (8%).

Le test de I’analyse de la variance (ANOVA) indique que le type de solvant d’extraction
influence d’une maniére significative le rendement d’extraction en donnant une p-value < 0,001
(figure 1 de I’annexe 3).

Le rendement d’extraction des polyphénols des écorces est plus €levé que celui des pépins
pour les deux espéces quel que soit le type de solvant. Ce résultat concorde avec celui trouvé
par EGBUONU et OSUJI (2016) pour C.sinensis, contrairement 8 KROYER (2009) qui a
obtenu un rendement d’extraction éthanolique des PPT de 1’écorce (8 %) inférieur a celui des
pépins (23 %) pour 1’espece Citrus sinensis.

Les rendements d’extraction en polyphénols de I’espéce Citrus sinensis sont plus élevés
que ceux de I’espece Citrus aurantium (écorce et pépins) pour les deux types d’extraction.

En comparaison a d’autres especes d’agrumes, le rendement de I’extraction éthanolique
d’écorce d’orange est inférieur a celui du limon (25,8 %) trouvé par SINGH et IMMANUEL
(2014).

Le test de I’analyse de ’ANOVA a donné une p-value < 0,05, ce qui indique que I’espéce
influence significativement le rendement d’extraction (figure 2 de I’annexe 3).

Selon (SAFDAR et al., 2017), le rendement d’extraction serait associé a la polarité des
solvants, la solubilité, ainsi qu’autres parametres tels que la concentration du solvant, la

température et le temps d’extraction et la méthode d’extraction.

3. Dosages biochimiques
3.1. Teneur en polyphénols totaux des extraits de C.sinensis et C.aurantium
Le dosage des PPT est effectué par la méthode spectrophotométrique utilisant le réactif

de Folin-Ciocalteu.
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La teneur en composes phénoliques dans les différents extraits (aqueux et éthanolique),
exprimée en milligrammes équivalent d’acide gallique par gramme de matiere séche (mg
EAG/g MS). Elle est estimée grace a une courbe d’étalonnage (figure 28), réalisée avec un
standard de référence « I’acide gallique » & des concentrations variantes de 20 a 200 pg/ml
suivant (WONG et al., 2007).
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Concentration de I'Acide gallique (ng/ml)
Figure 28 : Courbe d’étalonnage a 1’acide gallique.

Les résultats (moyenne + SD) de deux répétitions obtenus pour le dosage des PPT, en
utilisant 1’équation de la courbe d’étalonnage (y = 0,0107 Xx) sont rapportés dans le tableau XV
et figure 29 ci-apres.

Tableau XV : Teneurs en polyphénols totaux des différents extraits de C.sinensis et

C.aurantium exprimées en mg EAG/g MS (n = 2).

Teneurs en polyphénols totaux (mg EAG/g MS)

Espéce Partie
d’orange du fruit Extrait aqueux Extrait éthanolique
) Pépins 32,06 £ 0,02 9,32+ 0,05
Citrus
SINEMSIS — Ecorce 36,97 £ 0,14 26,77 +0,02
: Pépins 29,53 £ 0,00 6,75+ 0,35
Citrus
aurantium ¢ corce 36,18 + 0,11 20,74 0,00
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Figure 29 : Représentation graphique de la teneur en PPT des extraits étudiés.

Les resultats représentés, révelent que les polyphénols sont présents dans 1’écorce et les
pépins des deux espéces d’orange, avec des teneurs variables.

La teneur en polyphénols dans tous les extraits aqueux, est plus elevée que celle contenue
dans les extraits éthanoliques, bien que (MOLAN et al., 2016) ont obtenu une teneur en PPT
plus élevée dans les extraits éthanoliques (25,90 + 1,70 mg EAG/g MS) que dans les extraits
aqueux (15,10 £ 1,70 mg EAG/g) pour I’écorce de C.sinensis.

Les teneurs en polyphénols que nous avons obtenus a partir des extraits aqueux (29,53 +
0,00 mg EAG/g MS) et éthanoliques (6,75 + 0,35 mg EAG/g MS) des pépins de Citrus
aurantium, excédent la teneur en PPT des extraits acétoniques (2,17 £ 0,02 mg EAG/g MS)
des pépins de Citrus aurantium du Nord-Ouest algérien obtenue par (GORMAT et al., 2015).

Le test de ’TANOVA a donné une p-value < 0,05, ce qui révéle une différence
significative entre les teneurs en PPT des extraits aqueux et éthanoliques ; autrement dit la
teneur en polyphénols totaux dépend du type de solvant utilisé (figure 3 de 1’annexe 3).

La teneur en PPT des extraits éthanoliques de 1’écorce de C.aurantium (36,97 + 0,14 mg
EAG/g MS) indiquée dans le tableau XV est supérieure a la teneur en PTT retrouvée par
(BEJAR et al., 2011) qui est de 5,22 mg EAG/g MS.

Les résultats d’étude menée par (MOLAN et al., 2016) indiquent que la teneur en PPT
d’écorce de C.sinensis dans les extraits aqueux (15,10 + 1,70 mg EAG/Q) est inférieur a notre
résultat (36,97 £ 0,14 mg EAG/g MS). Par ailleurs, (SELMI et al., 2017) ont trouvé une teneur
en PPT (169,94 + 2,13 mg EAG/g MS) supérieure a la celle trouvée dans notre étude.
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Les extraits éthanoliques de 1’écorce de C.sinensis de (MOLAN et al., 2016) présentent
une teneur en PPT (25,9 + 1,7 mg EAG/g MS), inférieure a celle que nous avons trouve (26,77
+ 0,02 mg EAG/g MS) pour le méme type d’extrait (écorce de C.sinensis).

La teneur en PPT des extraits aqueux des pépins de C.sinensis est de 32,06 £ 0,02 mg
EAG/g MS). Ce résultat est supérieur a celui trouvé par (MOLAN et al., 2016), qui est de
(10,90 * 1,10 mg EAG/g MS). Par ailleurs, nos résultats révelent une teneur en polyphénols
des extraits éthanoliques des pépins de C.sinensis (9,32 + 0,05 mg EAG/g MS), inférieure a
celle retrouvee dans la méme étude (18,6 £ 1,10 mg EAG/g MS).

Les teneurs en polyphénols des extraits éthanoliques des pépins de Citrus sinensis (9,32
+ 0,05 mg EAG/g MS) et de Citrus aurantium (6,75 = 0,35 mg EAG/g MS), sont trés inférieurs
a celles obtenues par AL-ANBARI et HASAN (2015) pour les extraits éthanoliques des pépins
de Citrus sinensis (350 mg EAG/g MS) et de Citrus aurantium (262,7 mg EAG/g MS).

On constate également que I’écorce est plus riche en polyphénols que les pépins dans les
deux especes. Ce résultat concorde avec celui obtenu par DUDA-CHODAK et TARKO (2007),
qui ont obtenu une teneur en polyphénols d’écorce (849,3 + 21,8 mg EAC/g MS) supérieure a
celle des pépins (212,0 + 8,4 mg EAC/g MS), pour 1’orange de la Pologne.

Comparativement a d’autres espéces d’agrumes, 1’écorce de C.sinensis et C.aurantium
sont moins riches en polyphénols que celle du C.limon, dont les teneurs en PPT sont de 420
mg EAG/g MS et 966,20 + 16,50 mg EAG/g MS d’apreés les travaux de (LI et al., 2006 ;
DUDA-CHODAK et TARKO, 2007) respectivement. Concernant les pépins, les deux espéces
présentent des teneurs en PPT inférieures a celle des pépins du C.paradisi (373,2 mg EAG/g
MS) selon AL- ANBARI et HASAN (2015).

Cette différence de teneurs en polyphénols totaux serait due a la complication de
I’extraction des polyphénols, qui sont susceptibles de subir une dégradation, une oxydation, ou
une hydrolyse. De plus d’autre parametres peuvent influencer la quantification de ces PPT tel
que la variété, le mode de conservation des extraits, les conditions environnementales, le degré
de maturité du fruit et les facteurs génétiques (LAGHA-BENAMROUCHE et MADANI,
2013). Ainsi que les parametres liés a I’extraction notamment la nature et la concentration du
solvant, la relation solvant-solide, la température et le temps d’extraction (LI et al., 2006 ;
LAGHA- BENAMROUCHE et MADANI, 2013 ; ABOSHORA et al., 2014 ; AL-ANBARI et
HASAN, 2015 ; Ll et al., 2016).

Selon AL-ANBARI et HASAN (2015), la teneur en polyphénols est également

influencée par le tissu analysé et I’origine géographique de la plante.
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3.2. Teneur en flavonoides totaux
La teneur en flavonoides des différents extraits (aqueux et éthanolique), exprimée en

milligrammes équivalent de quercétine par gramme de matiére seche (mg EAG/g MS) est
estimée grace a une courbe d’étalonnage, réalisée avec un standard de référence « la

quercétine» a des concentrations variantes de 20 a 100 pg/ml (figure 30).
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Figure 30 : Courbe d’étalonnage a la quercétine.

Les résultats (moyenne + SD) de deux répétitions obtenus pour le dosage des FT en
utilisant I’équation de la courbe d’étalonnage (y = 0,0021x) sont rapportés dans le tableau XVI

et représentés dans la figure 31 ci- apres.
Tableau XVI : Teneurs en flavonoides totaux des différents extraits de C.sinensis et

C.aurantium exprimées en mg EQ/g MS (n=2).

Espece Partie Teneur en flavonoides totaux (mg EQ/g MS)
d’orange du fruit Extrait aqueux Extrait éthanolique
Pépins 52,6 £0,28 36,99 + 0,69
Citrus sinensis
Ecorce 75,8 £ 0,28 45,56 + 0,62
_ Pépins 71+£0,70 44,29 + 0,30
Citrus
aurantium
Ecorce 320,8 £0,77 85,715 + 0,26
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Figure 31 : Représentation graphique de la teneur en FT des extraits de C.sinensis

et C.aurantium.

Les résultats ci-dessus indiquent la présence des FT dans tous les extraits quelle que soit
I’espece, la partie du fruit analysée et le type de solvant d’extraction. Ainsi que les extraits
aqueux sont plus riches en flavonoides que les extraits éthanoliques.

Le test de ’ANOVA décele une différence significative (p-value < 0,05) ; c’est a dire
que la teneur en flavonoides totaux varie de maniére significative selon le solvant utilisé (figure
4 de I’annexe 3).

La teneur en flavonoides des extraits aqueux d’ecorce de Citrus sinensis (75,8 £ 0,28 mg
EQ/g MS) est supérieure a celle trouvée par (OMOBA et al., 2015) qui est de 3,30 + 0,30 mg
EQ/g MS, et elle est inférieure a celle trouvée par (SALMI et al., 2017).

Les extraits éthanoliques d’ecorce de Citrus sinensis contiennent 45,56 + 0,62 mg EQ/g
MS de flavonoides. Ce résultat est supérieur au résultat de SINGH et IMMANUEL (2014) qui
ont trouvé une teneur de 0,3 mg EQ/g MS.

La teneur en flavonoides pour les extraits aqueux d’écorce de Citrus aurantium (52,6
0,28 mg EQ/g MS) est tres elevée par rapport a celle obtenue par (ESSADIK et al., 2015), qui
est de 1,43 + 0,201 mg EQ/g MS.

Les extraits éthanoliques d’ecorce de Citrus aurantium contiennent 45,56 + 0,62 mg
EQ/g MS de flavonoides. Ce résultat est supérieur a celui de (DORCAS et al., 2016), qui ont
obtenu une teneur de 0,32 mg EQ/g MS.

La teneur en flavonoides des extraits éthanoliques des pépins de Citrus aurantium (71 £
0,70 mg EQ/g MS) est plus élevée que celle des pépins de Citrus sinensis (52,6 £ 0,28 mg EQ/g
MS). Ces résultats sont compatibles avec ceux obtenus par AL-ANBARI et HASAN (2015),
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qui sont de (3,71 mg EQ/g MS) et (1,51 mg EQ/g MS) respectivement. Cependant, en termes
de valeur, les teneurs en flavonoides des pépins des deux especes que nous avons obtenus sont
tres supérieures a celles trouvées par ces auteurs.

Les résultats montrent que les extraits d’écorce sont plus riches en flavonoides que les
extraits de pépins quelle que soit I’espéce et le solvant utilisé(e). Selon (OMOBA et al., 2015),
les écorces d’agrume sont plus riches en flavonoides que les pépins.

Le test de ’ANOVA décéle une différence tres significative (p-value < 0,001) ; ¢’est a
dire que la teneur en flavonoides totaux varie de maniére significative selon la partie du fruit
étudiée a savoir pepins ou écorce (figure 6 de 1’annexe 3).

En comparaison avec d’autres espéeces du genre Citrus, les pépins des oranges d’aprés
AL-ANBARI et HASAN (2015), sont plus riches en flavonoides que les pépins de
pamplemousse (Citrus paradisi), qui contiennent 3,71 mg EQ/g MS.

D’apres les mémes auteurs, la composition en flavonoides dépend du temps de la récolte,
des différentes parties de la plante et des différences génétiques entre les especes végétales. La
présence ou 1’absence de flavonoides dans les pépins peut étre affectée par le développement
du fruit.

AL-ANBARI et HASAN (2015) démontrent que la différence des teneurs trouvées en
polyphénols et en flavonoides est due a la complexité des mélanges naturels des composés

phénoliques et & la méthode de dosage de ces composes.

3.3. Mise en évidence de ’activité antioxydante
L’activité antioxydante est mise en évidence utilisant deux méthodes : la réduction du fer

ou FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) et le piégeage du radical libre DPPHe.

3.3.1. Pouvoir réducteur
La mesure de la réduction directe de Fe*3 CN(6) en Fe*?> CN(6), décrite par (KHOLKHAL
et al., 2013 ; PAVITHRA et al., 2013), est employée dans le but d’évaluation du pouvoir

réducteur des extraits d’écorces et de pépins des deux espéces d’orange.
3.3.1.1. Réduction du fer des extraits aqueux

Les pourcentages de réduction du fer par 1’acide ascorbique et les extraits aqueux de

C.sinensis et C.aurantium sont notés dans le tableau XV1I ci-aprés.
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Tableau XVII : Pourcentages de réduction du fer par I’acide ascorbique et les différents extraits

aqueux de C.sinensis et C.aurantium (n =3).

Concentration

1562 31,25 625 125 250 500
(ug/ml)
Acide ascorbique S8 % 45785 5805% 7072+ 8094+ 99,98+
021% 050% 038% 016% 002% 0,90 %
pépins 756+ 1228+ 1756+ 2128+ 2611+ 51,22
Citrus 011% 003% 019 % 000% 000% 0,12%
sinensis Eooce | 20LE 30 3780% 4483: 5280% 67
020% 032% 017% 005% 002% 0,00%
Pépins 73+ 1289+ 3128+ 3355% 44,22+ 5444+
Citrus 011% 013% 006% 006% 012% 0,02%
aurantium - 4022% 4030% 4967+ 6189+ 8244% 9822%
002% 005% 010% 014% 000% 0,00%

3.3.1.2. Réduction du fer des extraits éthanoliques

Les pourcentages de réduction du fer par I’acide ascorbique et les extraits éthanoliques

de C.sinensis et C.aurantium sont notés dans le tableau XV1I ci-apres.

Tableau XVIII : Pourcentages de réduction du fer par 1’acide ascorbique et les différents

extraits éthanoliques de C.sinensis et de C.aurantium (n=3).

Concentration

1562 3125 625 125 250 500
(kg/ml)
Acide 37,78+ 4578+ 5805+ 70,72+ 80,94+ 9998+
ascorbique 021% 050% 038% 0,16% 0,02% 0,90%
N 16+004 227+ 2714+ 2045+ 3278+ 41,66+
Citrus epins %  004% 011% 020% 0,10% 0,09%
sinensis 1372+ 275+ 355+ 4051+ 4444+ 5733+
eoree 012% 014% 006% 000% 0,02% 0,12%
N 744+ 2211+ 2567+ 2838+ 3111+ 4066+
Citrus Al 010% 011 % 012% 008% 006% 0,00%
aurantium 989+ 1244+ 3044+ 4611+ 5433+ 80,67+
eoree 002% 016% 003% 0,35% 014% 0,11%
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Les résultats des tableaux XVII et XVIII, indiquent que le pouvoir réducteur presente
une augmentation proportionnelle a la concentration de 1’extrait quelle que soit la nature du
solvant utilisé (eau ou éthanol).

Pour mieux distinguer le pouvoir réducteur de chaque extrait a réduire le fer, les résultats
sont exprimés en 1C50 dans le tableau XIX.

Tableau XIX : Valeurs d’IC50 des extraits de C.sinensis et C.aurantium et du standard pour le
test FRAP.

Extrait aqueux (g /ml) Extrait éthanolique (pg/ml)
Pépins C.sinensis 497.36 659.61
Ecorce C.sinensis 249.76 354.3
Pépins C.aurantium 389.87 647.23
Ecorce C. aurantium 66.12 243.76
Acide ascorbique 31.91

D’aprés le tableau XI1X, les extraits aqueux révelent une bonne activité réductrice par
rapport aux extraits éthanoliques et cela en opposition aux résultats de (PARASHAR et al.,

2006). Le pouvoir d’extraction d’un solvant est le facteur le plus important qui affecte le

pouvoir antioxydant selon (ABOSHORA et al., 2014).

3.3.2. Piégeage du radical libre (DPPH)
Le Pourcentage de piégeage du radical DPPH par 1’acide ascorbique et les extraits de
C.sinensis et C.aurantium est indiqué dans le tableau XX.
Tableau XX : Pourcentage de piégeage du radical DPPH par 1’acide ascorbique et les extraits
de C.sinensis et C.aurantium (n = 2).

concentration

80 100 120 140 160 180 200
(Hg/ml)
Acide 47,80 + 525+ 56,00+ 5990+ 70,20+ 8580+ 90,10+
Ascorbique (%) 0,16 0,04 0,20 0,15 0,02 0,12 0,27
Pépins 4798+ 49,72+ 50,15+ 50,77+ 52,93+ 54,17+ 60,06+
C.sinensis (%) 0,02 0,15 0,06 0,24 0,11 0,18 0,11
Ecorce 4452+ 4753+ 5365+ 60,33+ 64,93+ 6539+ 66,47+
C.sinensis (%) 0,14 0,11 0,04 0,16 0,21 0,06 0,10
Pépins 41,09+ 50,33+ 57,52+ 63,12+ 64,26+ 6645+ 71,95+
C.aurantium (%) 0,00 0,21 0,13 0,27 0,18 0,04 0,20
Ecorce 42,04+ 50,73+ 5517+ 63,43+ 70,69+ 7194+ 7227+
C.aurantium (%) 0,31 0,06 0,00 0,08 0,08 0,15 0,13
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L’activité antiradicalaire des différents extraits augmente avec I’augmentation de la
concentration (GHASMI et al., 2009).

L’activité antioxydante de I’acide ascorbique est maximale (90,10 £ 0,27 %), suivie des
différentes parties du fruit des deux espéces d’oranges avec des proportions assez proches allant
de (60,06 £ 0,11 %) a (72,27 £ 0,13 %).

Ainsi la différence de I’activité antiradicalaire est mise en évidence dans le tableau XXI
utilisant le parameétre « 1C 50 » qui est inversement proportionnel au potentiel antiradicalaire
d’un antioxydant, une valeur d’IC 50 faible correspond a une activité antioxydante élevée.

Tableau XXI : Valeurs d’IC50 des extraits de C.sinensis et C.aurantium et du standard pour

’activité radicalaire.

Partie du fruit IC50 (pg/ml)
Pépins C.sinensis 113,62
Ecorce C.sinensis 102,57
Pépins C.aurantium 100,66
Ecorce C.aurantium 98,95
Acide ascorbique 96,74

Les extraits d’écorce de C.aurantium de notre étude manifestent une forte activité
antioxydante (1C50 = 98,95 pg/ml), tres proche du celle du standard utilisé (acide ascorbique),
qui a donné une 1C50 = 96,74 ug/ml. Cette activité antiradicalaire révélée est supérieure a celle
déterminée par (ESSADIK et al., 2015) qui est d’un IC50 = 4439 pg/ml par rapport a une IC50
de I’acide ascorbique IC50 =97 pg /ml.

Les extraits d’écorce de C.aurantium ayant une 1C50 = 98,95 pg/ml, ont un pouvoir
antioxydant Iégérement puissant que les extraits des pépins (IC50 = 100,66 pg/ml) du méme
fruit, ce qui est compatible aux résultats de (DIVYA et al., 2016).

Il ressort de nos résultats que le Bigardier (C.aurantium), quelle que soit la partie étudiée,
présente la plus grande activité radicalaire par rapport a I’orange douce (C.sinensis) et cela est
similaire aux résultats de la recherche effectuée par LAGHA-BENAMROUCHE et MADANI
(2013).

Les extraits d’écorce de C.sinensis présentent une activité antiradicalaire (IC50 = 102,57
pg/ml) supeérieure a celle trouvée par (SYAKIRAH-ZULKIFLI et al., 2012) qui est de 564
pg/ml par rapport celle de 1’acide ascorbique (IC50 = 0,046 pg/ml).
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L’activité antioxydante des extraits des écorces et pépins de C.sinensis et Citrus
aurantium peut étre attribuée a la présence des composés phénoliques
(ANAGNOSTOPOULOU et al., 2006 ; PAVITHRA et al., 2013 ; GORMAT et al., 2015).

Les études ont montré que les pépins et les écorces de genre Citrus sont tres riches en
composés phenoliques, tels que les acides phénoliques et les flavonoides en particulier, qui
sont reconnues pour leur forte activité antioxydante (GORMAT et al., 2015).

Le test au DPPH n’est pas quantitatif, il permet de comparer différents extraits entre eux
selon leur capacité a piéger ce radical et ainsi d’apprécier les variations qualitatives des
composés phénoliques. L’évaluation de 1’activité antiradicalaire doit étre interpréter avec
précaution du fait que I’absorbance du DPPH a 517 nm diminue sous I’action de la lumiére, en
fonction du pH du milieu et le type du solvant additionné a I’antioxydant.

Les résultats d’évaluation du pouvoir antioxydant des extraits révelent 1’absence d’une
corrélation positive entre cette activité antioxydante et les teneurs en polyphénols. Ceci pourrait
étre attribué a la non spécificité du réactif Folin-Ciocalteu aux polyphénols, qui réagit aussi
avec d’autres molécules notamment les acides aminés : tyrosine et tryptophane, les protéines,
les sucres réducteurs comme le glucose et le fructose, 1’acide ascorbique et les sulfites

(BOIZOT et CHARPENTIER, 2006 ; BA et al., 2009).

4. Mise en évidence de ’activité antimicrobienne

La présence ou I’absence d’une activité antimicrobienne est recherchée seulement pour
les extraits aqueux d’écorce et de pépins de Citrus sinensis et de Citrus aurantium.

La mise en évidence de I’activité antimicrobienne de ces extraits a la concentration de
2000 pg/ml a été exploitée, en comparant a celle des antibiotiques standards utilises, ce qui
permet de savoir quelle espéce d’orange a une bonne activité, selon la partie du fruit (pépins
ou écorce).

Cette activité est mise en évidence en utilisant la méthode de diffusion sur milieu gélosé
(milieu MH), décrite par (OUELHAD)J et al., 2014), en utilisant le DMSO comme témoin
négatif (figure 32) et une gamme d’antibiotiques servant de témoin positif (figure 33).

Les extraits utilisés pour tester I’activité antimicrobienne sont traités délicatement pour
éviter leur contamination possible avant 1’analyse.

Le tableau XXII ci- aprés, indique la réponse des especes microbiennes vis-a-vis des

antibiotiques et antifongique testes.
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Tableau XXII : Antibiogramme des germes étudiés en présence des différents antibiotiques

(diameétre de la zone d’inhibition en mm) pour n = 2.

Souche Diametre de la zone inhibition (mm)
microbienne
Staphylococcus
60 | 54 27 | 40
aureus NT NT - - NT | NT -
+2 | +2 +2 | +3
(MU 50)
Staphylococcus | 34 | 49 16 | 25
NT NT - - NT | NT -
aureus +2 |2 +2 | +3
Escherichia
38 | 22 | 14
coli NT | - - NT - NT - NT
+3 | +2 | +1
(ATCC 25922)
Escherichia 40 | 20 | 14 10
_ NT | - NT - NT - NT
coli +1(+x2 |2 +2
Pseudomonas
) 35| 18 | 14
aeroginosa NT | - - NT - NT - NT
+2 |10
(ATCC 27853)
Bacillus cereus | 40 | 20 17
NT - |NT - - NT | NT -
(ATCC 14579) | +£2 | £0 +2
Klebsiella 40 | 20 23 10
) - | NT NT NT | NT | NT -
pneumoniae +3 | %2 +3 +1
Enterococcus -
faecalis NT | NT | NT | NT | NT | NT | NT | NT , NT | NT
+
(ATCC 14579)
Antifongique (Amphotéricine B)
Candida
_ 10+1
albicans
Aspergillus
_ perg 10+ 2
niger

- : résistant (< 8 mm) ; NT : non testé
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Escherichia coli
ATCC 25922

Bacillus cereus
ATCC 14579

Klebsiella pneumoniae

Enterococcus faecalis
ATCC 49452

/

Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853

Staphylococcus aureus
MU 50

Aspergillus niger

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Candida albicans

Figure 32 : Témoins négatifs réalisés avec le DMSO sur les especes bactériennes testées.
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Escherichia coli Enterococcus faecalis
ATCC 25922 ATCC 49452

Bacillus cereus Pseudomonas aeruginosa
ATCC 14579 ATCC 27853

Klebsiella pneumonia Candida albicans

Aspergillus niger

Figure 33 : L’antibiogramme des différentes souches microbiennes employées.
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Le solvant utilisé pour la reconstitution des différents extraits est le DMSO, ce dernier
n’a présenté aucune zone d’inhibition (figure 32), vis-a-vis des microorganismes testés. Il est
considéré comme témoin négatif.

Un microorganisme (bactérie, levure, champignon) est considéré sensible aux
antibiotiques et aux extraits si le diamétre de la zone d’inhibition est supérieur a 8§ mm
(DURAFFOURD et LAPRAZ, 2002 ; MOREIRA et al., 2005).

Le test de I’activité antimicrobienne des différents extraits aqueux d’écorce et de pépins
de C.sinensis et de C.aurantium, & la concentration de 2000 pg/ml, a permis d’obtenir

différentes zones d’inhibition (en mm) des souches microbiennes testées (voir tableau XXIII).

Tableau XXIII : Les différentes zones d’inhibition des souches microbiennes testées a une
concentration de 2000 pg/ml pour les différents extraits.

Souche microbienne Diamétre de la zone d’inhibition (mm)
Pépins Ecorce Pépins Ecorce
C.sinensis C.sinensis C.aurantium C.aurantium

Escherichia coli 12+2 13+3 13+1 8+2
Escherichia coli

14+3 12+4 10+2 10+0
ATCC 25922
S.aureus 14+2 14+1 13+2 14 +2
Staphylococcus aureus

12+ 3 12+ 2 14 +2 17+4
MU 50
Pseudomonas aeruginosa 1249 12 + 7 12492 12492
ATCC 27853
Bacillus cereus 15 + 2 12 +3 1240 14 +0
ATCC 14579
Klebsiella pneumoniae 10+2 14+1 160 15+1
Enterococcus faecalis 16 + 2 14 +92 17 +2 10 +0
ATCC 49452
Candida albicans 12+4 8+0 8+0 8+0
Aspergillus niger 14+ 2 12+2 12+3 10+1
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Il ressort a travers 1’observation des zones d’inhibition répertoriées dans le tableau
précédent, que pour une concentration de 2000 pg/ml des différents extraits aqueux d’écorce
et de pépins de C. sinensis et C.aurantium, que toutes les souches bactériennes testées
manifestent des zones d’inhibition dont le diamétre varie de 10 a 17 mm, a I’exception de E.
coli qui se révéle résistante a 1I’extrait aqueux d’écorce de C.aurantium.

Une bonne activité antibactérienne est notée pour les bactéries Gram positif plus
précisément : S.aureus MU 50 et E.faecalis ATCC 49452 avec une zone d’inhibition de 17 mm.
C.albicans s’est montrée résistante a tous les extraits sauf celui des pépins de C.aurantium. A

I’opposé, Aspergillus niger s’est révéle sensible a tous les extraits aqueux étudiés.
Les résultats que nous avons trouvés pour la bactérie E.coli (figure 34), indiquent d’une

part, qu’elle est sensible a I’extrait aqueux d’écorce de C.sinensis, qui se traduit par

I’apparition d’une zone d’inhibition de 13 mm.

NO

Extrait aqueux des pépins Extrait aqueux d’écorce

C.sinensis C.sinensis

Extrait aqueux des pépins Extrait aqueux d’écorce

C.aurantium C.aurantium

Figure 34 : Effet des extraits aqueux a 2000 pg/ml sur Escherichia coli.
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Ce résultat est en agrement avec les résultats obtenus par (SANTHOSH et al., 2015 ; ALI
etal., 2016 ; EGBUONU et OSUJI, 2016), qui ont révélé des zones d’inhibition de 15,33 mm,
21 mm et de 11,33 mm respectivement. Par ailleurs, (NISHA et al., 2013 ; SUJA et al., 2017)
ont révélé la résistance de cette bactérie au méme type d’extrait.

D’autre part, cette bactérie exhibe une résistance vis-a-vis de I’extrait aqueux d’écorce
de C.aurantium. Ces résultats sont compatibles avec les résultats de (DORCAS et al., 2016 ;
YATHIENDER, 2017). Bien que (SANTHOSH et al., 2015) ont décelé une zone d’inhibition
de 16,67 mm. Ceci indique la sensibilité de cette bactérie aux extraits aqueux de C.aurantium.

L’absence d’activité antibactérienne dans les extraits aqueux d’écorce de C.aurantium
ne signifie pas que I’écorce de cette espece n’a pas d’activité antibactérienne. Ceci peut bien
étre en rapport avec beaucoup de parameétres influencgant cette activité antibactérienne, comme
la concentration de I’extrait qui pourrait donner une activité s’il est suffisamment concentré, et
le choix du solvant car les extraits éthanoliques, méthanoliques et acétoniques, testés par
(TUMANE et al., 2014 ; DORCAS et al., 2016), ont manifesté une activité antibactérienne vis-
a-vis de la méme souche, dont les zones d’inhibition varient de 10 a 18 mm.

Les extraits aqueux des pépins de C.sinensis ont un effet antibactérien contre Escherichia
coli (zone d’inhibition de 12 mm). Un résultat similaire est obtenu par EGBUONU et OSUJI
(2016) qui ont révélé une zone d’inhibition de 9,67 mm.

E.coli s’est révélée sensible aux extraits aqueux des pépins de C.aurantium. Ceci se
traduit par d’une zone d’inhibition de 13 mm, contrairement au résultat de YATHIENDER
(2017), qui n’ont pas montré d’activité antibactérienne de ces extraits phénoliques contre
E.coli.

Les extraits aqueux d’écorce de Citrus limon et de Citrus limetta, testés sur E.coli par
HINDI et CHABUCK (2013), ont révélé la résistance de cette bactérie a ces extraits. Ce résultat
est similaire a celui qu’on a trouvé pour I’extrait phénolique d’écorce de C.aurantium pour
E.coli.

D’aprés la méme étude, E.coli est une souche multi-résistante qui résiste aux
médicaments et aux extraits de plantes, ce qui pourrait expliquer la résistance de cette bactérie

a I’extrait d’écorce de C.aurantium pour E.coli.
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Les résultats de I’aromatogramme (figure 35), nous montrent que les extraits aqueux

d’écorce et de pépins de C.sinensis et C.aurantium, ont relativement les mémes effets sur E.coli

ATCC 25922 que ceux manifestes vis-a-vis d’E.coli d’origine hospitaliére.

E.coli ATCC 25922

Extrait aqueux des pépins

C.sinensis

E.coli ATCC 25922

E.coli ATCC 25922

Extrait aqueux d’écorce
C.sinensis

E.coli ATCC 25922 %

2

Extrait aqueux des pépins

Extrait aqueux d’écorce

C.aurantium C.aurantium

Figure 35 : Effet des extraits aqueux a 2000 pg/ml sur Escherichia coli ATCC 25922.

Les extraits aqueux des écorces de C.sinensis et de C.aurantium testés sont efficaces
contre S.aureus (figure 36), ceci est indiqué par 1’apparition des zones d’inhibition de 13 et 14
mm, révélant ainsi la sensibilité de cette bactérie & ces extraits. Des resultats similaires sont
obtenus par (SANTHOSH et al., 2015) avec des zones d’inhibition de 10,33 mm et 12,67 mm
pour S.aureus, en testant les mémes extraits aqueux.

De plus, EGBUONU et OSUJI (2016) ont obtenu une zone d’inhibition de 14 mm pour
I’écorce de C.sinensis alors qu’une résistance de S.aureus est notée par YATHIENDER (2017),

our les extraits aqueux d’ecorce de C.aurantium.
q
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Staphylococcus aureus X Staphylococcus aureus

Extrait aqueux des pépins Extrait aqueux d’écorce

C.sinensis C.sinensis

2o

: '{Staphylococcus aureus

N

Staphylococcus aureus ; %

Extrait aqueux des pépins Extrait aqueux d’écorce

C.aurantium C.aurantium

Figure 36 : Effet des extraits aqueux a 2000ug/ml sur Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus est également sensible aux extraits aqueux des pépins de
C.sinensis et de C.aurantium, pour lesquels nous avons constaté des zones d’inhibition de 14
mm et 13 mm respectivement. Les travaux réalisés par EGBUONU et OSUJI (2016) ont révélé
la sensibilité de S.aureus aux extraits des pépins C.sinensis. Par contre, YATHIENDER (2017)
a montré la résistance de cette bactérie aux extraits aqueux des pépins de C.aurantium.

En 2013, HINDI et CHABUCK ont testé 1’effet antimicrobien des différents extraits
aqueux d’écorce de Citrus limon et Citrus limetta, sur des bactéries Gram positif (S.aureus, E.
faecalis, ...etc.). Ces tests ont révélé que S.aureus est tres sensible aux extraits aqueux d’écorce
de Citrus limon et de Citrus limetta (zones d’inhibition de 20 a 30 mm). Nos résultats en permis
aussi de déceler la sensibilité de ces souches bactériennes aux extraits aqueux des écorces de

C.sinensis et de C.aurantium.
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Par ailleurs, une zone d’inhibition de 11 mm est également constatée par (ESSADIK et
al., 2015) pour S.aureus, sous I’effet antibactérien des extraits méthanoliques de I’écorce de
Citrus aurantium.

D’autres études réalisées par (NGELE et al., 2014 ; TUMANE et al., 2014 ; EGBUONU
et OSUJI, 2016 ; SINGH et al., 2016 ; YATHIENDER, 2017), ont mis en évidence la sensibilité
de S.aureus vis-a-vis des extraits éthanoliques, méthanoliques et acétoniques des écorces et

pépins de C.sinensis et de C.aurantium.

Une activité antimicrobienne remarquable des extraits aqueux d’écorce et des pépins des
deux espéces d’orange sur la souche S.aureus MUS0 (figure 37) est détectée, notamment pour
les extraits d’écorce de C.aurantium avec une zone d’inhibition de 17 mm. Cette activité est

plus puissante que celle exercée sur S.aureus d’origine alimentaire.

S.aureus MU50

Extrait aqueux des pépins Extrait aqueux d’écorce

C.sinensis C.sinensis

S.aureus MU50 \ S.aureus MU50

Extrait aqueux des pépins Extrait aqueux d’écorce

C.aurantium C.aurantium

Figure 37 : Effet des extraits aqueux a 2000 pg/ml sur Staphylococcus aureus MUSO0.

83



Partie pratique Résultat et discussion

La souche P.aeruginosa ATCC 27853 (figure 38), qu’on a testé a exhibé des zones
d’inhibition de 10 et 12 mm pour tous les extraits aqueux. La souche est alors sensible aux
extraits aqueux d’écorces et de pépins de C.sinensis et de C.aurantium. Toutefois, HINDI et
CHABUCK (2013) ont révélé la résistance de cette souche aux extraits aqueux d’écorce de
Citrus limon.

Les extraits éthanoliques des pépins et pulpe de Citrus paradisi, testés par CVETNIC et
VLADIMIR-KNEZEVIC (2004), sur dix souches Gram négatif dont P.aeruginosa ATCC

27853, n’ont pas montré d’effet antibactérien vis-a-vis de cette souche.

-

Extrait aqueux des pépins Extrait aqueux d’écorce

C.sinensis C.sinensis

-
&

P.aeruginosa ATCC 27853:* P.aeruginosa ATCC 27853

Extrait aqueux des pépins Extrait aqueux d’écorce
C.aurantium C.aurantium

Figure 38 : Effet des extraits aqueux a 2000 pg/ml sur Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Des zones d’inhibition de 15 mm, 13 mm et 16 mm sont apparues pour les bactéries
P.aeruginosa, S.aureus et E.coli respectivement, traitées avec des extraits aqueux d’écorce de
Citrus limetta, par (MISHRA et al., 2012). Ces résultats concordent partiellement avec les
notres, pour les mémes espéces bactériennes traitées avec les extraits aqueux d’écorce de
C.sinensis et C.aurantium, pour lesquels nous avons décelé la résistance d’E.coli vis-a-vis de

I’extrait aqueux d’écorce de C.aurantium.
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D’autre part, (MISHRA et al., 2012) ont montré que I’extrait aqueux des pépins de Citrus
limetta n’a aucune activité antibactériennes sur les bactéries : P.aeruginosa, S.aureus et E.coli.
L’effet inverse est constaté lorsque nous avons testé les extraits aqueux des pépins de C.sinensis
et C.aurantium sur ces bactéries. Cela signifie que P.aeruginosa, S.aureus et E.coli sont
sensibles aux extrais aqueux des pépins de C.sinensis et C.aurantium, et résistantes a celui de

Citrus limetta.

Les résultats obtenus pour Bacillus cereus ATCC 14579 (figure 39) semblent étre
similaires avec les résultats d’étude réalisée par CVETNIC et VLADIMIR-KNEZEVIC
(2004), réalisée sur des extraits éthanoliques des pépins et de pulpe de Citrus paradisi testés
sur dix bactéries Gram positif, parmi elles des souches référenciées de Bacillus cereus et de
Staphylococcus aureus. Toutes ces souches se sont révélées sensibles a ces extraits

éthanoliques des pépins et de pulpe de Citrus paradisi.

B.cereus ATCC 14579

Extrait aqueux des pépins Extrait aqueux d’écorce

C.sinensis C.sinensis

/o B.cereus ATCC 14579

Extrait aqueux des pépins Extrait aqueux d’écorce

C.aurantium C.aurantium

Figure 39 : Effet des extraits aqueux a 2000 pg/ml sur Bacillus cereus ATCC 14579.
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Il ressort a travers nos résultats, que la bactérie K.pneumoniae est sensible aux extraits
aqueux des écorces de C.sinensis et de C.aurantium (figure 40). Cette sensibilité est révélée
par I’apparition des zones d’inhibition allant de 10 mm a 16 mm, cela signifie que ces extraits
aqueux ont une activité antimicrobienne contre cette bactérie suivant les deux especes
d’orange.

Ce résultat est confirmé par les résultats de (SANTHOSH et al., 2015), qui montrent la
sensibilité de K.pneumoniae aux mémes extraits aqueux testés, et ce par 1’obtention de zones
d’inhibition de 13,33 mm et 14 mm pour C.sinensis et C.aurantium respectivement. A I’inverse
de (NISHA etal., 2013 ; SUJA et al., 2017 ; YATHIENDER, 2017) qui ont décelé la résistance

de cette bactérie aux extraits aqueux des écorces de C.sinensis et de C.aurantium.

K.pneumoniae , K.pneumoniae

Extrait aqueux des pépins Extrait aqueux d’écorce

C.sinensis C.sinensis

K.pneumoniae

Extrait aqueux des pépins Extrait aqueux d’écorce

C.aurantium C.aurantium

Figure 40 : Effet des extraits aqueux a 2000 pg/ml sur Klebsiella pneumoniae.

Les extraits aqueux des pépins de C.sinensis et de C.aurantium ont une activité

antibactérienne sur K.pneumoniae, les zones d’inhibition apparues sont de 10 mm et 16 mm

86



Partie pratique

Résultat et discussion

pour les deux extraits respectivement, contrairement aux résultats de YATHIENDER (2017)

qui ont indiqué la résistance de cette bactérie aux extraits aqueux des pépins de C.aurantium.

Les résultats de notre étude, indiquent que les extraits d’écorces de C.sinensis et de

C.aurantium, exercent une activité antimicrobienne sur la bactérie K.pneumoniae (zone
d’inhibition de 14 mm et 15 mm). Un résultat similaire est rapporté par HINDI et CHABUCK

(2013), qui ont noté que I’extrait de I’écorce de Citrus limon a une tres bonne activité

antimicrobienne sur K.pneumoniae avec une zone d’inhibition de 20 mm.

La souche bactérienne E.faecalis ATCC 49452 est trés sensible aux extraits aqueux

(figure 41) d’écorce et de pépins des deux especes exprimant des zones d’inhibition de 10 a 17

mm.

£

Extrait aqueux des pépins Extrait aqueux d’écorce

C.sinensis C.sinensis

Extrait aqueux des pépins Extrait aqueux d’écorce

C.aurantium C.aurantium

Figure 41 :

Effet des extraits aqueux a 2000 pg/ml sur Enterococcus faecalis ATCC 49452,

Selon HINDI et CHABUCK (2013), I’effet antimicrobien des différents extraits aqueux

d’écorce de Citrus limon et Citrus limetta sur E. faecalis est bien marqué en révélant des zones
d’inhibition de 20 a 30 mm.
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Il est rapporté par (CASQUETE et al., 2015), que les extraits d’écorces d’orange inhibent
en général des bactéries Gram positif et des bactéries Gram négatif a partir d’une concentration
de 1,5 mg/ml. En effet, (SANTHOSH et al., 2015) indiquent que le diamétre de la zone
d’inhibition différe d’une bactérie a une autre et d’un extrait a un autre selon le degré de
diffusion de I’agent antibactérien et du taux de croissance des microorganismes.

Selon (HINDI et CHABUCK 2013 ; SAFDAR et al., 2017), la différence de sensibilité
entre les bactéries Gram positif et les bactéries Gram négatif est due a la différence de structure
de la paroi bactérienne de ces deux groupes bactériens ; les bactéries Gram (+) sont
géneralement plus sensibles aux extraits que les bactéries Gram (-). Ceci pourrait étre expliqué
par la différence importante de la couche externe des Gram (+).

La perméabilité de la paroi bactérienne des Gram (-) est généralement moins efficace que
celle des Gram (+) ; ceci est due probablement a la présence d’un taux ¢levé de phospholipides
dans la paroi des Gram (-) par rapport a celle des Gram (+). De plus, les Gram (-) possedent
une membrane externe imperméable aux composes lipophiles (dont les polyphénols font partie)
et un espace périplasmique qu’on ne retrouve pas chez les Gram (+) selon (DJENNANE et al.,
2012 ; IGNAT et al., 2013).

La résistance des bactéries Gram (-) a des substances antibactériennes est lié a la surface
hydrophile de leurs membrane externe, qui est riche en molécules polysaccharidiques
constituant une barriére a la pénétration de nombreuse molécules antibiotiques et aussi aux
enzymes de 1’espace périplasmique capables de dégrader les molécules introduites de

I’extérieur (KONATE et al., 2012).

D’aprés (KONATE et al., 2012 ; SHARIFI-RAD et al., 2015), I’activité antimicrobienne
des polyphénols est due a leur habilité a se complexer avec les protéines solubles

extracellulaires et avec la paroi bactérienne.

Selon (SHETTY et al., 2016), les tannins isolés des extraits d’écorce de C.sinensis,
forment des complexes irréversibles avec une protéine riche en proline ce qui entraine

I’inhibition de la synthese des protéines cellulaires.

Le mécanisme de toxicité des PPT contre les microorganismes serait reli¢ a 1’inhibition
des enzymes hydrolytiques (protéases) et autres interactions qui inhibent I’adhésion
microbienne et des protéines de transport de 1’enveloppe cellulaire ainsi qu’aux interactions
non spécifiques avec les hydrates de carbone (KAROU et al., 2005 ; ABOSHORA et al., 2014 ;
SU et al., 2015).
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La souche fongique Aspergillus niger se révéle sensible a tous les extraits aqueux testes
(figure 42), les zones d’inhibition obtenues varient de 10 a 14 mm, cela signifie que tous les
extraits de C sinensis et C.aurantium ont un effet antifongique sur A.niger. Ce résultat est
similaire a celui trouvé par (ALI et al., 2016) pour les écorces des mémes espéces d’orange.
Alors que (DARCAS et al., 2016) ont montré que les extraits aqueux de C.aurantium n’ont

aucun effet antimicrobien sur A.niger.

Extrait aqueux des pépins Extrait aqueux d’écorce

C.sinensis C.sinensis

Aspergillus niger

3 0

v

Extrait aqueux des pépins Extrait aqueux d’écorce

C.aurantium C.aurantium

Figure 42 : Effet des extraits aqueux a 2000 pg/ml sur Aspergillus niger.

Les composés phénoliques ont une structure qui leurs permet de se diffuser a travers la
membrane microbienne et pénétrer dans la cellule, ou ils peuvent pénétrer dans les voies
métaboliques en interférant avec la synthése de 1’ergostérol, le glucane, la chitine, les protéines
et les glucosamines chez les champignons (ANSARI et al., 2013).

Les polyphénols peuvent également se lier directement avec les protéines, ce qui altére

la structure tertiaire de ces dernieres (ANSARI et al., 2014).

89



Partie pratique Résultat et discussion

La levure Candida albicans (figure 43) se montre sensible uniquement a 1’extrait des
pépins de C.sinensis, pour lequel la zone d’inhibition manifestée est de 12 mm.

Les extraits d’écorces de C.sinensis et C.aurantium ne sont pas efficaces contre
C.albicans. Ce résultat est compatible avec celui obtenu par (HINDI et CHABUCK, 2013 ;
SAFDAR et al., 2017) pour la méme espéce de levure, traité avec les extraits d’écorces de

Citrus limon et de Citrus limetta.

Candida albicans -

Extrait aqueux des pépins Extrait aqueux d’écorce

C.sinensis C.sinensis

Candida albicans

Extrait aqueux des pépins Extrait aqueux d’écorce

C.aurantium C.aurantium

Figure 43 : Effet des extraits aqueux a 2000 pug/ml sur Candida albicans.

La variation de I’activité antimicrobienne des extraits explique les variations de leurs
compositions chimiques (HAYOUNI et al., 2007). Cette variation est encore affectée par
d’autres facteurs tels que : le temps de la récolte, le stockage et le climat qui peuvent affecter
le taux des constituants actifs comme les flavonoides, les tanins,...etc. (CASQUETE et al.,
2015).

D’aprés (ANSARI et al., 2013), les polyphénols agissent également en augmentant les
niveaux d'espéces réactives d'oxygene (ROS) qui inhibent la formation d'hyphes et diminuent

par la suite la formation de biofilm, induisant une apoptose précoce.
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Un autre type de compose phenolique fongicide est le bisbibenzyle qui est un nouveau
type d'agent antifongique qui inhibe la croissance de C. albicans en inhibant le changement
morphogénétique par la production de farnesol et en inhibant la formation de biofilm en raison
de la régulation du gene DPP3. Ce dernier est connu pour jouer un réle important dans la

synthese de farnesol car il code pour enzyme qui convertit le pyésphosphate de farnesyle en
farnesol (ANSARI et al., 2014).
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Conclusion

Les résultats de cette etude montrent que les écorces et les pépins de Citrus sinensis et
de Citrus aurantium contiennent des polyphénols y compris les flavonoides. L’espéce Citrus
sinensis est plus riche en polyphénols tandis que Citrus aurantium est plus riche en
flavonoides suivant les deux types d’extraction aqueuse et éthanolique.

Les extraits phénoliques révélent une activité antioxydante intéressante en comparaison
a celle de I’acide ascorbique considéré comme antioxydant de référence. Par conséquent,
Citrus aurantium et Citrus sinensis pourraient étre utilisé comme antioxydants naturels
alternatifs si I’on désire se méfier des antioxydants synthétiques.

L’activité antibactérienne est mise en évidence pour les extraits aqueux sur huit souches
bactériennes. Les résultats indiquent que tous les extraits phénoliques (pépins et écorce) des
deux espéces possédent une bonne activité antibactérienne sauf 1’écorce de C.aurantium qui
parait sans effet sur E.coli d’origine clinique a la concentration de 2000ug/ml. L’activité
antifongique est déterminée sur deux souches fongiques (Candida albicans et Aspergillus
niger qui s’avérent sensibles aux extraits, sauf C.albicans, qui se déclare sensible pour les
extraits aqueux de pépins de C.sinensis.

Les résultats de cette étude révelent que les sous-produits d’orange, généralement
jetables, renferment des quantités importantes de composés phénoliques susceptibles d’étre
exploités a plusieurs échelles (pharmaceutique, alimentaire, cosmétique,... etc.).

A partir de ces résultats, d’autres études plus élargies et approfondies s’aveérent
nécessaires qui s’imposent en perspectives notamment :

- L’utilisation d’autres solvants d’extraction en chaine afin d’avoir une meilleur

solubilité des composés actifs et donc un meilleur rendement d’extraction ;

- La caractérisation des composés actifs dans les différentes parties du fruit (étude

qualitative et quantitative) par 1’emploi de technique plus performantes, en vue

d’identification des différentes molécules responsables des différentes activités
biologiques ;

- Réalisation d’étude toxicologique pour identification d’éventuels effets toxiques de

ces composés sur la santé humaine - Etendre I'éventail des tests antioxydants et

antimicrobiens,...etc.

- Elargir le spectre d’étude en étudiant les mémes especes d’autres régions a des fins

comparatives ;
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L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premiére étape dans la
recherche de substances d'origine naturelle, biologiquement actives. Une étude in vivo est
souhaitable, pour avoir une vue plus approfondie sur les activités antioxydante et
antimicrobienne des extraits phénoliques des sous-produits de Citrus aurantium et Citrus
sinensis (pépins et écorces).

L’extraction des polyphénols a partir des sous-produits d’orange permettrait la
valorisation de ces déchets, et donc I’obtention de substances bioactives d’intérét
thérapeutique et d’application industrielle. Cette extraction de polyphenols au moyen d’eau
constitue un avantage économique, suite a I’isolement substances antioxydantes et
antimicrobiennes a moindre cout d’une part, et la résolution du probleme de pollution d’autre

part.
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ANNEXE 01 : Composition des milieux de culture utilisés

> Milieux liquides

° Eau physiologique stérile (Composition en g/l)
Chlorure de sodium (NaCl)........................... 9g
Eau distillée.............coooiiiiiiie, 1000ml
pH=7

Préparation : 99 par litre d’eau distillée. Stérilisation a 1’autoclave a 121°C pendant 15 mn.

° Bouillon Ceeur-Cervelle (Composition en g/l)
Infusion de cerveau de veau........................ 200g
Infusion de cceur de vache.......................... 2509
Peptone pancréatique de gélatine................... 10g
NaCl 50
Phosphate disodique................coooeviiinn. 2,5¢
DEXIIOSE. ..o, 2,50
Ph=7,4+0.2

Préparation : 37g par litre d’eau distillée. Stérilisation a 1’autoclave a 121°C pendant 15 mn.

> Milieux solides

° Muller Hinton (Composition en g/l)
Hydrolysat acide de caséine...................... 17,59
Infusionde viande.................cooooiiiinnnl. 3009
Amidonsoluble........cooiii . 1,59
Agar bactériologique................coooiiiiiiinnn, 179
pH=7,3+£0.1

Préparation : 38g par litre d’eau distillée. Stérilisation a 1’autoclave a 121°C pendant 15 mn.

° Gélose Nutritive (Composition en g/l)
Extraitde viande..........ooovoeiiiiiiiiii. 1,5¢
Extraitdelevure ..............oooiiiiiiiiiiin.. 1,59
Digestion peptique du tissu animale................ 59
NaClLeoeiii S5g
AGAT oo 159
pH=7,4+0.2

Préparation : 28g par litre d’eau distillée. Stérilisation a 1’autoclave a 121°C pendant 15 mn.

o Sabouraud Dextrose Agar (Composition en g/l)
Dextrose ......cooeviiiiiiiii 40g
Peptone .....ccoooveiiiiiiiii 10g

N . 15¢
pH=56+0.2

Préparation : 36.5g par litre d’eau distillée. Stérilisation a I’autoclave a 121°C pendant 15 mn.
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ANNEXE 02 : Courbes de régression de I’activité antioxydante qui ont servi au calcul de
I’'IC 50
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Figure 1 : Activité antioxydante (FRAP) du standard (I’acide ascorbique)
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Figure 2 : Activité antioxydante (FRAP) de I’extrait aqueux de C.aurantium (écorce)
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Figure 3 : Activité antioxydante (FRAP) de I’extrait aqueux de C.sinensis (écorce)
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Figure 4 : Activité antioxydante (FRAP) a de I’extrait aqueux de C.aurantium (pépins)
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. Activité antioxydante (FRAP) de I’extrait aqueux de C.sinensis (pépins)

50

45 y =0.0438x + 21.109
40 R2 =0.8567
35
30
25
20
15 | ¢
10

0 100 200 300 400 500 600
Concentration (pg/ml)

Figure 6 : Activité antioxydante (FRAP) de I’extrait éthanolique de C.sinensis (pépins)



Annexes

70 y = 0.071x + 24.845
60 R2=0.7782

50
40
30

20

Pouvoir réducteur (%)

10

0 100 200 300 400 500 600
Concentration (ug/ml)

Figure 7 : Activité antioxydante (FRAP) de I’extrait éthanolique de C.sinensis (écorce)
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Figure 8 : Activité antioxydante (FRAP) de I’extrait éthanolique de C.aurantium (écorce)
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Figure 9 : Activité antioxydante (DPPH) du standard (I’acide ascorbique)
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Figure 10 : Activité antioxydante (DPPH) de I’extrait aqueux de C.sinensis (pépins)
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Figure 11 : Activité antioxydante (DPPH) de I’extrait aqueux de C.sinensis (écorce)
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Figure 12 : Activité antioxydante (DPPH) de I’extrait aqueux de C.aurantium (pépins)
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Figure 13 : Activité antioxydante (DPPH) de I’extrait aqueux de C.aurantium (écorce)
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ANNEXE 03 : Résultats des tests statistiques

Tests Univariés de Significativité pour Rendement en PPT (Feuille sta)
Paramétrisation sigma-restreints
Décompcsition efficace de 'hypothése
5C Degr. de MC F p
Effet Liberts
ord. origineg | 911 5371 1 911 5871 1297.598 0.000000
solvant 220.2793 7/ 314685 44 794 0.000009
Erreur 5.62M & 07025
Figure 1 : Table de ’ANOVA pour les résultats du rendement d’extraction des polyphénols
(le type de solvant est la variable qualitative).
Tests Univariés de Significativité pour Rendement en PPT (Feuille_sta)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de 'hypothése
sC Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine 911.5871 1 911.5871| 7524364 0.000001
Espéce du fruit 56.2875 1 56.2875 464605 0.049015
Erreur 169.6119 14 121151

Figure 2 : Table de ’ANOVA pour les résultats du rendement d’extraction des polyphénols

(I’espece du fruit est la variable qualitative).

Tests Univariés de Significativité pour Teneur en PPT (mgEAG / giMS) (Feuille sta)
Paramétrisation sigma-restreinte

Décomposition efficace de 'hypothése

SC Deqgr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 9834.193 1 9834.193 406897.0) 0.000000
solvant 1877.979 7 268.283 11100.4 0.000000
Erreur 0.193 3 0.024
Figure 3 : Table de ’ANOVA pour les résultats de la teneur en polyphénols totaux
(le type de solvant est la variable qualitative).
Tests Univariés de Significativité pour Teneur en FT (mgEQ / gMS) (Feuille sta)
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'hypothése
5C Degr. de MC F p
Effet Liberté
ord. origine | 1342123 11342123 471996.9 0.00
solvant 124160.2 7\ 177372 62377.9 0.00
Erreur 2.3 8 0.3
Figure 1 : Table de ’ANOVA pour les résultats de la teneur en flavonoides totaux

(le type de solvant est la variable qualitative).




