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Résumé

L’objectif de notre travail consiste a évaluer ’activité antioxydante et anti inflammatoire in
vitro des différents extraits bruts (pépins, écorces et feuilles) du Citrus aurantium appartenant
a la famille des Rutacées issue de la région d’Ain Témouchent. La premiere partie de cette
étude consiste a faire I’extraction des polyphénols totaux du Citrus aurantium et la deuxiéme
partie consiste a 1’évaluer son activité antioxydante et anti-inflammatoire par les méthodes de
I’inhibition de la dénaturation protéique et celle de la protection contre I'hnémolyse.

Tout d’abord, Les extrait bruts de 1’orange ameére ; les pépins, feuilles et écorces, obtenus par
macération dans le méthanol ont donné différents pourcentages de rendement estimés a 7,5% ;
16% et 28% respectivement.

Ensuite, I'évaluation du pouvoir antioxydant par les méthodes de piégeage des radicaux libres
(DPPH) et le pouvoir réducteur (FRAP), ont révélé que I’extrait des feuilles du C.aurantium a
enregistré la meilleure activité dans les deux méthodes. Cependant, il reste moins actif que
I'acide ascorbique. De méme, l'extrait des feuilles est doué d’activité anti-inflammatoire
puisqu’il a présenté les pourcentages les plus élevés allant jusqu’a 80% par rapport aux autres
extraits et méme par rapport a 1’acide salicylique dans les deux tests utilisés.

On peut dire que les trois extraits du C. aurantium sont des sources importantes pour lutter

contre I’oxydation et I’inflammation, et peuvent étre transformés en produits nutraceutiques.

Mots clés : Citrus aurantium, antioxydante, anti inflammatoire, DPPH, FRAP.



Abstract

The objective of our work is to evaluate the in vitro antioxidant and anti-inflammatory
activity of the various crude extracts (seeds, peels and leaves) of Citrus aurantium belonging
to the Rutaceae family from the Ain Témouchent region. The first part of this study consists
in extracting total polyphenols from Citrus aurantium and the second part consists in
evaluating its antioxidant and anti-inflammatory activity by the methods of inhibition of
protein denaturation and that of protection against hemolysis.

First of all, the raw extracts of bitter orange; the seeds, leaves and peels, obtained by
maceration in methanol gave different yield percentages estimated at 7,5%; 16% and 28%
respectively.

Then, the evaluation of the antioxidant power by the methods of scavenging free radicals
(DPPH) and the reducing power (FRAP), revealed that the extract of the leaves of Citrus
aurantium recorded the best activity in the two methods. However, it remains less active than
ascorbic acid. Likewise, the extract of the leaves is endowed with anti-inflammatory activity
since it presented the highest percentages of up to 80% compared to other extracts and even
compared to salicylic acid in both tests used.

It can be said that the three extracts of Citrus aurantium are important sources to fight against

oxidation and inflammation, and can be transformed into nutraceutical products.

Keywords: Citrus aurantium, antioxidant, anti-inflammatory, DPPH, FRAP.
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Les plantes médicinales sont des ressources précieuses de composés naturels pour
prévenir et combattre différentes maladies, notamment les dommages cellulaires,
I'inflammation, le cancer, etc. Il y a une augmentation de l'utilisation des plantes par les
populations comme ressources d'antioxydants naturels et anti-inflammatoires (Thanh et al.,
2017).

Dans toutes les régions du monde, I’histoire des peuples montre que ces plantes ont
toujours occupé une place importante en médecine traditionnelle, grace a leurs activités
biologiques et leurs métabolites secondaires utilisés comme principes actifs ou modeéles
chimiques. Selon 1’organisation mondiale de la santé (OMS), pres de 80% des populations
dépendent de la médecine traditionnelle pour les soins de santé primaire (Bouzouita et al.,
2008 ; Ventrella et Marinho, 2008 ; Ladohetal., 2014).

Les agrumes sont l'une des cultures fruitieres les plus importantes au monde et sont
principalement consommeés frais ou sous forme de jus en raison de leur valeur nutritionnelle et
de leur saveur particuliere (Ghfar et al., 2010). Cependant, de grandes quantités de sous-
produits (les déchets) sont produites (55% du poids des produits). lls sont constitués
d'écorces, des pépins restant apres l'extraction du jus et constituent un sérieux probléme
environnemental pour leur élimination (Moulehi et al., 2012).

Parmi ces plantes, on a le genre Citrus (Citrus aurantium) fait partie des espéces qui ont
été utilisées a des fins médicinales en raison des divers composés bioactifs (les composés
phénoliques, les huiles essentielles et les vitamines). Les parties les plus utilisées a des fins
médicinales sont I'écorce du fruit, les fleurs et les feuilles (Sarrou, 2013).

En outre, Les fruits immatures sont parfois marinés ou utilisés comme condiment, tandis
que la peau du Citrus aurantium contient du limonéne, principal constituant de I'huile
essentielle, des polyphénols tels que: des flavonoides, des hespéridines et des
néohespéridines (Sarrou, 2013).

A cet égard, Les polyphénols sont des agents réducteurs associés a d'autres agents
réducteurs alimentaires tels que la vitamine C, la vitamine E et les caroténoides, ils protegent
les tissus de l'organisme contre le stress oxydatif, ils sont communément appelés
antioxydants(Scalbert et al. 2000).

Dans cette perspective, de la valorisation des sous-produits agricoles et leur intérét dans
le plusieurs domaines. En raison, de leur composition eu produits bioactifs que s’inseére
I’objectif de notre théme de mémoire de master dont le but d’évaluer in vitro leur activité
antioxydante et anti-inflammatoire des différentes parties étudiées du Citrus aurantium :

écorces, feuilles et pépins d’Ain témouchent. Ce travail porte sur :
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Extraction des composés bruts d’écorces, feuilles et pépins.

Evaluation in vitro de I’activité antioxydante (effet scavenger vis-a-vis du DPPH et
le pouvoir réducteur).

Evaluation in vitro de I’activité anti inflammatoire (Inhibition de la dénaturation

protéique et la stabilisation de la membrane des globules rouges humaines).
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I. Généralités sur les agrumes

Le mot agrume vient de latin (acrumen= saveur) acre, qui désignait autrefois un arbre aux
feuilles acides (Faucon, 2015), dites hespéridés, regroupant les fruits de la famille des
Rutacées (Jardin Musée Balaguier, 2015).

Les agrumes sont des petits arbres ou arbustes, leur taille peut varier de 2 a 10 meétres de
haut suivant les espéces. Leur frondaison est généralement compacte et leurs feuilles sont
persistantes, a 1’exception des Poncirus. Leurs fruits, sous forme quartiers remplis de petites
vésicules tres juteuses, constituent leur principale originalité (Bénédicte et Michel, 2011).

Les agrumes, originaire d’Asie tropicale et subtropicale ont ét¢ disséminés au cours des
siecles dans différentes régions du monde (Aubert et al., 1997).

L’histoire des agrumes, selon Weber et al., (1967), datant de 4000 ans avant J-C. La
culture des agrumes a commencé en Chine. Le Citron a été le premier agrume introduit en
Europe par Théophraste en 310 avant J-C. Les Romains importaient des oranges et des citrons
de leurs provinces comme produits de luxe couteux pour leurs banquets (Bousbia, 2011).

La diffusion des agrumes dans le reste du monde a été lente, en particulier en Europe du
Sudet en Afrique du Nord (Liu et al., 2012). Le dernier agrume a avoir atteint I’Europe fut le
citronnier au début du 19e siécle. Depuis, il est devenu I’un des agrumes les plus appréciés et
n’a cessé de croitre (Bousbia, 2011).

L‘Algérie est un pays riche en agrumes dont 1‘exploitation est d‘un grand intérét pour une
utilisation dans différents domaines tels que la thérapie (Chentouhetal., 2018). En effet,
la production d'agrumesa atteint plus de 14 millions de quintaux (Mq) en 2018, dont plus de
11 Mq d’oranges et enfin prés de 2,5 Mq de clémentine (Kaidi ,2019).

Les agrumes sont les espéces de 3 genres principaux du groupe citrinae: Citrus (la
majorité des agrumes), Fortunella (les kumquats) et Poncirus (Bénédicte et Michel, 2011).

Le genre Citrus tres complexe, est sujet a controverse et varie en fonction des botanistes
(Béneédicte et Michel, 2011), qui contient 130 genres avec plusieurs variétés importantes
(Sidana et al., 2013), tels que Citrus sinensis (Orange), Citrus paradisi (Pamplemousse),
Citrus limon (Citron), Citrus reticulata (mandarine), Citrus grandis (shaddock), Citrus
aurantium (orange ameére), Citrus medica (Citron) et Citrus aurantifolia (citron vert) (Kamal
etal.,2011).

w
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D’apres Guignard (2001), la classification des agrumes est comme suit :

e Reégne : Végétal.

Embranchement : Spermaphyte.

e Sous-embranchement : Angiosperme.
e Classe : Eudicotyledon.

e Ordre : Rutele.

e Famille : Rutaceae.

e Sous famille : Aurantoideae.

e Genre : Poncirus, Fortunella et Citrus.

I1. Pespéce étudiée : Citrus aurantium

11.1. Description botanique

Le bigaradier (orange amer) est un arbrisseau épineux trés décoratif de 4 4 5 m de hauteur
(Hadrich et al., 2009), avec des fleurs blanches parfumées (figure 1) (Fugh-Berman et
Myers, 2004).

L’oranger amer appartient a la famille des Rutaceae, genre Citrus, il est aussi appelé

oranger de Séville, il pousse sous un climat subtropical (Deterre, 2012).

Figure 1 : Fleurs, feuilles et fruit du Citrus aurantium (Ghédira et Goetz, 2015).

e Les feuille du bigaradier sont vert vif, coriaces, persistantes, simples, alternes (une
feuille par nceud) (Giraud, 1993). Elles ont une faible odeur et un goQt amer, elles sont de
forme ovales, subacuminées au sommet, avec des pétioles articulés et plus ou moins ailé, et

les feuilles mesurent environ 8 cm de long et 4 cm de largeur (Escartin, 2011).

N
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e Les fleurs mesurent jusqu’a 25 mm, blanches et trés parfumées (Escartin, 2011). Elles
se composent de 4 a 5 pétales qui se chevauchent et sont souvent recourbées vers 1’arriére
(Polese, 2008).

e Le fruit mesure environ 7 cm de diameétre, avec une peau (écorce) dure et une pulpe
acide. Il est trés résistant au froid, a I'excés d’eau et a certaines maladies (Deterre, 2012).

e Les graines (pépins) sont blanches a vert péle, plates et anguleuses, et sont
polyembryonnées (Polese, 2008).

La position systématique de la bigarade, d’apres (Sidana et al., 2012) est comme suite :

e Reégne : Plantae

e Embranchement :Magnoliophyta
e Classe :Magnoliopsida

e Sous classe : Rosidae

e Ordre :Sapindales

e Famille :Rutaceae

e Genre : Citrus

e Espeéce : Citrus aurantium

11.2. Description morphologique

Le fruit est composé de deux parties : la peau (écorce) également appelée péricarpe et la
pulpe appelée endocarpe (Ladaniya, 2008). Les écorces de citrus sont subdivisées en
épicarpe ou flavédo (surface périphérique colorée) et mésocarpe ou albédo (Rafig et al.,
2016) (figure 2).

e Epicarpe ou flavédo: est la partie la plus externe de I’écorce, colorée en jaune orangé
ou en rouge (Tenscher et al., 2005). Il contient de nombreuses glandes sécrétrices d’essences
aromatiques qui sont réparties de fagon irréguliére (M'Hiri, 2015).

e Mésocarpe ou albédo : représenté la couche intermediaire douce et blanche de la peau
(Ramful et al., 2010). Il forme avec I'épicarpe (Bousbia, 2011).Le péricarpe est constitué
d’un exocarpe correspondant au flavédo et d’un mésocarpe correspondant a 1’albédo
(Ladanyia, 2008).

e Endocarpe ou pulpe : c’est la partie comestible du fruit (Kimball, 1999).Divisé en

segments ou carpelles avec des vésicules juteuses (Guimaraes et al., 2010).

o
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Cuticule

Flavedo (épicarpe)
Albedo (mésocarpe)

Sac a jus

0(7 Glandes a huile

Placenta (Columelle septa)

Pépin

Carpelle (Segment)
Membrane Carpellaire

Figure 2 : Coupe équatoriale d’une orange amere (Hendrix et Redd, 1995).

11.3. Composition chimique

La peau d'orange (I’écorce) est principalement composée de la cellulose, d'hémicellulose,
substances pectiques, des pigments de chlorophylle (flavonoides, anthocyanines et
caroténoides), des huiles essentielles et d'autres composés de faible poids moléculaire comme
le limonene (Lu et al., 2009). Le limonéne est considéré comme le principal composé de
I'écorce et de I’huile essentielle d'orange amére (Marzouk, 2013). L’écorce contient d’autres
composés tels que, les glucides, les minéraux, des protéines et peu de lipides (Lu et al.,
2009).

Les feuilles sont riches en chlorophylle, qui est responsable de la pigmentation verte
(Bejar et al., 2012). Des nutriments (glucides, lipides et protéines), des acides aminés, des
composés aromatiques complexes (Anoop, 2012). C'est également une source importante de
composés bioactifs, y compris des antioxydants tels que I'acide ascorbique, les flavonoides et
les compositions phénoliques (Aruoma, 1997 ; Kamran, 2009).

Quant aux graines (pépins), elles sont riches en acides gras insaturés (Bocco et al., 1998).
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Tableau 1 : Composition et valeur nutritive de la bigarade (Souci et al., 1994).

Composant (g) La bigarade
Eau (%0) 85,70
Glucides (g/100g) 8,25
Fibres alimentaires (g/100g)) 1,6
Acides organiques (g /100g) 1,13
Protides (g /1009) 1,00
Lipides (g /1009) 0,2
Vitamines C (mg /100g) 49,35
Carotene (ug) 19,83
Vitamine B1 (thiamine) (ug) 79
Vitamine B2 (riboflavine) (ug) 42
Vitamine B3 (nicootinammide) (1g) 300
Vitamine B9 (Ac.folique) (ug) 42
Vitamine E (tocophérol) (ug) 320

11.4. Utilisation et effet thérapeutique

L'orange amere contient de nombreux composés bénéfiques pour la santé, notamment des
polyphénols, de l'acide ascorbique, des caroténoides et des tocophérols (Ercan et al., 2011).

Les Citrus aurantium ont été utilisés en médecine traditionnelle pour leurs activités
biologiques, par exemples: les soins de la peau, les effets sédatifs, gastriques, anti-
inflammatoires et antirhumatismaux (EL-Akhal, 2014 ; Hadjiakhoondi et Baligh, 2005 ;
Fleming, 2001 ; Zargari, 1997).

La fleur d'oranger amer est utilisée pour traiter les troubles neurologiques tels que
I'nystérie et la neurasthénie (Akhlaghi et al., 2011).

En phytothérapie, ce fruit est utilisé pour faciliter la digestion et réduire les gaz
(Escardine, 2011). Il posséde également des propriétés antiallergiques en raison de sa
richesse en quercétine, hespéridine et diosmine, qui sont des inhibiteurs de I'histamine, un
neurotransmetteur impliqué dans les réponses allergiques et inflammatoires (Gonzalez
Molina et al., 2010).

N
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En infusion, la consommation d'agrumes frais ou de leurs jus semble étre associée a des
profils lipidiques améliorés, a la survie des personnes agées, a un risque de cancer plus faible,
a une tension artérielle plus basse et a un risque d'accident plus faible. Accident vasculaire

cérébral, maladie coronarienne, traitement de I'obésité (Ramful et al., 2011).
I11. Activités biologiques
I11.1. Activité antioxydante

I11.1.1. Définition des antioxydants

Les agrumes sont populaires dans le monde entier en raison de leur saveur agréable et de
leur bienfaits nutritionnels, et sont des sources potentielles d'antioxydants naturels (Deng et
al,.2022). Les principaux antioxydants sont soit des (pro-)vitamines ou des minéraux, tels que
la vitamine C (acide ascorbique), le B-caroténe (précurseur de la vitamine A), la vitamine E
(dont I’a-tocophérol est le plus actif), soit des familles de molécules comme les caroténoides
(dont le lycopéne), ou les polyphénols et flavonoides (Latino-Martel et Bachman, 2012). De
facon générale, Les antioxydants sont des composes qui peuvent retarder, inhiber ou
empécher I'oxydation des matiéres oxydables en éliminant les radicaux libres et en diminuant
le stress oxydatif (Kim et Lee, 2004).

I11.1.2. Les radicaux libres et les espéces réactives d’oxygene

Les radicaux libres sont des molécules ou des atomes qui possédent un ou plusieurs
électrons non apparient (électron célibataire) sur leur couche extréme (figured) (Carange,
2010).

Electrons apparies
——

Electron
non-apparié

-

Electron

Figure 3 : Neutralisation d'un radical libre par un antioxydant (Carange, 2010).

Ce sont des especes chimiques, instables, trés réactives, et possédent un temps de demi-

vie, d’existence indépendante, qui peuvent étre formées par la perte ou le gain d’électrons a
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partir d’'un compose non radical. Ils peuvent aussi apparaitre au moment de la rupture
symétrique d’une liaison covalente aprés laquelle chaque atome conserve un électron et

devient un radical libre (Tessier et Marconnet, 1995).

Les ERO radicalaires sont O%, OH’, 1O2 et non radicalaire est H202 (figure 4) (Seifried,
2007).

'O- -

Oxygéne singulet / Oxygane

Cycles redox
NADPH ox
mitochondrie

Arginine

I O-° ‘

> = Fe3+
Monoxyde d'azote Anion superoxyde

ONOO ] i i {OH" }

peroxynitrite Radical hydroxyle

N ] TS

Nitration des Activation Oxydation Peroxydation Oxydation de
protéines des cascades des protéines lipidigue 1I"ADN
de kinases

Figure 4: Origine des différents radicaux libres oxygénés réactives de 1’oxygene

(Favier, 2003).

Les ERO sont principalement formés lors de I’oxydation des lipides par le cycle de Krebs
et lors de la chaine de transport mitochondriale d’€lectrons qui a pour but de produire de
I’énergie. Les radicaux libres sont formés suite a 1’oxydation des glucides, la glycation non
enzymatique des protéines et leur subséquente dégradation. La présence d’une faible
concentration de ERO est importante pour le maintien d’un statut redox cellulaire normal ;
par contre, une production excessive de ERO endommage les lipides (peroxydation des
lipides), les protéines et I’ADN compromettant les fonctions cellulaires (Hocine et Gorine,
2017).

111.1.3. Le stress oxydatif et ses conséquences :

Le stress oxydant résulte d’un déséquilibre entre la production d’espéces réactives de
I’oxygeéne (ERO) (Baudin, 2020), et leur neutralisation par des antioxydants (Fraipont et
Preiser, 2017).

Normalement, la production des radicaux libres est permanente mais faible (sous la forme

de médiateurs tissulaires ou de résidus des réactions énergétiques ou de défense). Une telle
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production physiologique est parfaitement maitrisée par des systemes de défense, lesquels
sont adaptatifs par rapport au niveau des radicaux présents. Dans ces circonstances normales,
on dit que la balance antioxydants/pro oxydants est en équilibre. Si tel n’est pas le cas, que ce

soit par déficit en antioxydants ou par suite d’une surproduction énorme de radicaux (figure 5)
(Favier, 2006).
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Figure 5 : la balance d’équilibre entre les systémes pro et antioxydants (Favier, 2006).

Les radicaux libres excessive provoquent des lésions directes de molécules biologiques
(oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides, des glucides), mais aussi des lésions
secondaires dues au caractere cytotoxigue et mutagéne des métabolites libérés notamment lors
de l'oxydation des lipides (Favier, 2003).

111.1.4. Lesdifférents types d’antioxydants

Les cellules sont capables de se défendre contre les effets néfastes des radicaux oxygéenés
dans des conditions physiologiques normales grace a leurs propres mécanismes antioxydants,
notamment les systémes enzymatiques, les vitamines, les éléments et certaines molécules
antioxydants (tableau 2) (Parihar et al., 2008).
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Tableau 2 : Les systemes de défense antioxydant.

Systéme enzymatique

Supéroxyde
dismutase
(SOD)

Catalase

Glutathion
Peroxydase
(GPX)

-C'est I'un des antioxydants
intracellulaires les plus efficaces.
-Sont capables d’éliminer 1’anion superoxyde par une
réaction de dismutation, formant avec deux
superoxydes une molécule d'oxygene et une molécule
de peroxyde d'hydrogene.

2H + + 202" — H202 + O2

enzymatiques

-Est une enzyme tétramérique composée de quatre
sous-unités identiques, qui contient un seul groupe
ferriprotoporphyrine.

-Une molécule de catalase peut convertir environ 6
millions de molécules de peroxyde d'hydrogéne en eau
et en oxygene chaque minute.

2 H202— 2H20 + O

-Les principales enzymes capables de détruire le
peroxyde d'hydrogéne sont les catalases & cofacteur
fer, présentes dans les hématies et les peroxysomes
hépatiques, et les glutathions peroxydases a cofacteur
sélénium

2GSH + H202— GSSG+ 2H:20

Systéme non enzymatique

Polyphénoles

Oligoéléments

Les
caroténoides

Vitamine C
(acide
ascorbique)

Vitamine E
(Le
tocophérol)

-Sont des métabolites secondaires largement répandues
dans le regne végétal.

-Le zinc (Zn), le manganese (Mn), le sélénium (Se) et
le fer (Fe) sont des métaux essentiels dans la défense
contre le stress oxydant.

-Les caroténoides sont des antioxydants qui piegent les
radicaux libres en agissant comme
immunomodulateurs, Certains caroténoides ont aussi le
potentiel d’agir comme précurseurs de la vitamine A.

-1l sagit d'un antioxydant hydrosoluble important,
avant tout, un excellent piégeur des EOA (HO® ou O2"
). Elle inhibe également la peroxydation lipidique.

-Un antioxydant de caractere ils jouent un réle
protecteur en réagissant avec les radicaux peroxyles
(ROQO") pour former un radical tocophéryle, empéchant
ainsi la propagation de la peroxydation lipidique.
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111.1.5. Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante in vitro :
¢ La méthode ’inhibition 2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl (DPPH)

Le DPPH est une poudre de couleur foncée de molécules stables de radicaux libres,
soluble dans le méthanol ou I’éthanol (Wollinger et al., 2016). Il absorbe dans une longueur
d'ondecomprise entre 512 et 517 nm (Sanchez-Moreno, 2002), en raison de la présence d'un
électron non apparié. Au fur et & mesure que cet électron s'apparie en présence d'un
antioxydant (donneur d'hydrogéne). La force d'absorption qui diminue peut étre utilisé pour
déterminer I'activité antioxydante des composés (Wollinger et al., 2016).

¢ La méthode de la capacité de réduction antioxydante du fer (FRAP)
La capacité réductrice d'un composé peut servir d'indicateur significatif de son activité
antioxydante potentielle. L'existence de réductones est la clé du pouvoir réducteur, ces
derniers présentent leurs activités antioxydants par l'action de casser la chaine des radicaux
libres en donnant un atome dhydrogene. Dans le dosage, la présence de réducteurs dans
I'échantillon provoque la réduction du Fe**/complexe de ferricyanure au Fe?*/formferreuse, de
sorte que le pouvoir réducteur de I'échantillon pourrait étre surveillé en mesurant la formation
de bleu de Prusse de Perl & 700 nm (Pan et al., 2008).

e Test de blanchiment de -caroténe

Cette technique de spectrophotométrie UV consiste a mesurer la B-carotene a 470 nm
résultant deb-oxydation du caroténe par les produits de dégradation de I'acide linoléique.
L’oxydation de l'acide linoléique est catalysée de maniére non spécifique par la chaleur
(50°C) (Laguerre et al., 2007).

e Piégeage du radical hydroxyle
Il existe plusieurs facons de déterminer la capacité a former des radicaux hydroxyles. Cette
méthode comprend un mélange de chlorure ferrique (FeCls) et I'acide éthyléne diamine tétra
acétique (EDTA), qui en présence d'acide ascorbique forme Fe?*-EDTA, forme oxydée de
I'acide ascorbique. Aprés addition de peroxyde d'hydrogéne (H20;), Fe**— EDTA et HO™ sont
formés. C'est la réaction de Fenton, qui génére le radical hydroxyle hautement réactif.
(Fe?* + H,02 — Fe3* + OH + HOY) (Miguel, 2010).

e Piégeage du radical superoxyde (O2")
La xanthine oxydase est une enzyme deshydrogenase qui transféere des électrons au
nicotinamide adénine dinucléotide (NAD™), le réduisant en NADH, et oxyde la xanthine ou

I'hypoxanthine en acide urique. L’activité de piégeage vis-a-vis de l'anion superoxyde des

S
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antioxydants est mesurée en termes d'inhibition de la génération d'anion superoxyde, et donc

avec une réduction de la production de formazan (Miguel, 2010).

I11.1.6. Activité antioxydante des Citrus

Depuis longtemps, les produits naturels notamment ceux d'origine végétale ont toujours
été une source importante d'agents thérapeutiques (Djamil, 2020), en raison de leur forte
activité antioxydante (Barattoet al., 2003; Katalinic et al., 2006). Les fruits couramment
consommés, tels que les Citrus (Djamil, 2020). Ces dernies composés de trois familles de
molécules, ’acide ascorbique (vitamine), la cryptoxanthine (caroténoides) et les flavanones
(polyphénols) (Rock et Fard et, 2014) dont la plupart se trouvent au niveau de leurs feuilles
et écorces (Zhang et al., 2018), qui jouent un réle important dans le systeme de défense
contre les radicaux libres (Tripoli et al,.2007). Chacun des composés possédant aussi des

activités biologiques indépendantes de leur propriété antioxydante (Rock et Fardet, 2014).
I11.2. Activité anti-inflammatoire

I11.2.1. Rappel sur ’inflammation

L’inflammation est un mécanisme de défense de l’organisme contre les agressions
d’origine physique, chimique, biologique ou infectieuse, indispensable & son integrité (John
et Shcherazade, 2021).

L'inflammation se caractérise par des manifestations clé : la rougeur, la chaleur, I'enflure
et la douleur. Elle est reconnue comme un type de réponse immunitaire non spécifique (Ouali
et Sadouni, 2017). Cette réponse immunitaire protectrice peut étre parfois néfaste du fait de
I’agressivité de l'agent pathogéne, de sa persistance, des anomalies de régulation et de
production des cellules intervenant dans I'inflammation(John et Shcherazade, 2021).

L’inflammation et ses pathologies associées constituent de plus en plus un probléme
majeur de santé. Leur traitement est souvent basé sur ’apport des anti-inflammatoires, non
stéroidiens (AINS) et des glucocorticoides (John et Shcherazade, 2021).

1I1.2.2. Mécanismes cellulaires et moléculaires de I’inflammation

Une réaction inflammatoire est I'un des modes de réponse les plus fréquents de
I’organisme, provoquée par différents pathogenes d’origine infectieuse (bactéries, virus ou
parasites), immunologiques, traumatismes physiques ou chimique (intervention chirurgicale,
microcristaux) et nécrose tissulaire, elle peut manifester de maniére aigue ou chronique
(Aiteur et Amrani, 2017).

=
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¢ Inflammation aigue
L'inflammation aigué est un processus a court terme caractérisé par les signes classiques
de d’inflammation : gonflement, rougeur, douleur, chaleur et perte de fonction. Elle survient
tant que le stimulus néfaste est présent et cesse une fois que le stimulus est éliminé. Le
processus d'inflammation aigué est initié par les vaisseaux sanguins locaux du tissu 1ésé, sous
I’effet des médiateurs chimiques libérés par les cellules résidentes et immunitaires ;
I'expression des molécules d'adhésion sur les cellules endothéliales et la libération des facteurs
chimiotactiques du site enflammé (Ferdjioui, 2020).
¢ Inflammation chronique
L’inflammation chronique est une réponse ubiquiste de ’organisme face a un agent
persistant, le passage a la chronicité représente 1’'une des évolutions de la réaction
inflammatoire (Cavaillon, 1993). L'inflammation chronique n'est pas caractérisée par les
signes classiques de I’inflammation aigu€. Cependant, les tissus enflammés de fagon
chronique sont caractérisés par linfiltration de cellules immunitaires mononucléaires

(monocytes, macrophages, lymphocytes et plasmocytes) (Ferdjioui, 2020).

111.2.3. Les Cellules de ’inflammation

La réaction inflammatoire résulte d'un réseau d'interactions complexes entre les cellules
(Molet, 1996). lIs jouent un rdle primordial (tableau 3) dans le déclenchement et le maintien

des réponses immunitaires (Séguier, 2000).

Tableau 3 : Les cellules de I’inflammation (Ferdjioui, 2020).

Type Fonction

Neutrophiles Sont les premieres cellules immunitaires qui s’infiltrent aux tissus blessés,
elles arrivent en grand nombre en réponse aux chimiokines libérés par les
cellules blessées et nécrotiques, détruisent les microbes envahisseurs.

Macrophages Résidentes dans les tissus ou infiltrées, jouent un réle essentiel dans
I'immunité innée, le développement normal des tissus, I’homéostasie des
organismes et la réparation des tissus endommagés.

Lymphocytes Les lymphocytes jouent un role fondamental dans le systéme immunitaire,
ils participent a la réponse immunitaire spécifiqgue contre les
microorganismes et les substances étrangéres, les cellules tumorales et le

rejet de greffe. Ils se retrouvent dans le sang, la lymphe, les organes et les

R
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tissus lymphoides (thymus, ganglions lymphatiques, rate et appendice...).

Cellules Ont diverses fonctions biologiques, notamment la reconnaissance et la
tueuses destruction des cellules infectées par les virus et les cellules néoplasiques,
naturelles ont également un réle immunorégulateur car elles sécrétent plusieurs
(NK) cytokines, comme l'interféron (IFN) y.

111.2.4.Les médiateurs inflammatoires

Une variété de médiateurs chimiques du systeme circulatoire, des cellules inflammatoires
et des tissus lésés contribue activement a ajuster lI'inflammation. Les médiateurs chimiques
libérés comprennent les amines vasoactives comme I'histamine et la sérotonine, le peptide
(par exemple, la bradykinine), et les eicosanoides (par exemple, thromboxanes, leucotriénes et
prostaglandines) (Abdulkhaleq et al., 2018).

111.2.5.Les anti-inflammatoires

La prise des anti-inflammatoires présente souvent des risques gastro-intestinaux (ulcére
gastroduodénaux, perforation, sténose), des risques rénaux tels que 1’insuffisance rénale aigué
et parfois des complications cardiaques (John et Shcherazade, 2021).La thérapeutique anti-
inflammatoire est généralement menée par des molécules de synthése du type anti-
inflammatoire (tableau 4) non stéroidien ou stéroidien (corticoides) (Moffouk, 2019).

Tableau 4 : Les types anti-inflammatoire (Moffouk, 2019).

Type Fonction
Anti-inflammatoires -ont été utilisés avec succes pour le soulagement de la
non stéroidiens(AINS) douleur, la fievre et I’inflammation.

-Ce sont des medicaments a propriétés anti-inflammatoires,
antipyrétiques et analgesiques
Anti-inflammatoires stéroidiens | -ou les glucocorticoides constituent une vaste famille de
(AIS) médicaments dérivés du cortisol.
-lls représentent le traitement le plus efficace utilise pour
les maladies inflammatoires chroniques tels que 1’asthme,

Parthrite  rhumatoide, les maladies inflammatoires de

=
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P’intestin et les maladies auto-immunes

Anti-inflammatoires d’origine -sont de nature chimique variée (polyphénols, flavonoides,
vegetale saponines, alcaloides).
-La plupart de ces métabolites agissent en bloquant les
voies de la cyclooxygénase et la lipoxygénase ainsi que par

d'autres mécanismes.

111.2.6. Méthodes d’évaluation de ’activité anti-inflammatoire in vitro

¢ Inhibition de la dénaturation protéique (albumine humaine)
La dénaturation des protéines conduit a une perte de structure tertiaire et de structure
secondaire d'une protéine. Les protéines perdent leur fonction biologique lorsqu'elles sont
dénaturées. C'est une des principales causes de I’inflammation (Thanh et al., 2017).

Pour cette raison, L'albumine est une protéine globulaire bien connue qui a tendance a
s'agréger dans des assemblages macromoléculaires sa structure tridimensionnelle, dans le
processus global d'agrégation de la solution aqueuse d’albumine humaine, un réle tout aussi
important est également joué par les changements conformationnels de la protéine (Militello
et al., 2003).

e Evaluation de la protection contre I’hémolyse (stabilisation membranaire)

L'inflammation est la réponse tissulaire a une blessure et implique un processus complexe
de réactions enzymatiques. La vitalité des cellules dépend de I'intégrité de leur membrane. Si
les globules rouges (RBC) sont exposés a des substances nocives telles que le milieu
hypotonique, la lyse de sa membrane se produira accompagnée d'une hémolyse et d'une
oxydation de I'hémoglobine (Habibur Rahman et al., 2015).

L'effet hémolytique de la solution hypotonique est lié a une accumulation excessive de
liquide dans la cellule entrainant la rupture de sa membrane. Une lésion de la membrane des
globules rouges rendra la cellule plus sensible aux dommages secondaires par peroxydation

lipidique induite par les radicaux libres (Labuet al., 2015).

111.2.7.Citrus et activité anti-inflammatoire

L'inflammation joue un réle central dans plusieurs maladies, notamment les réponses

cardiovasculaires, cancéreuses, neurodéegenératives et allergiques. Les Citrus riches en
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flavonoides ont été utilisés en medecine traditionnelle pour leurs propriétés anti-
inflammatoires, la plupart des études ont clairement démontré que I'hespéridine est capable de
diminuer significativement les médiateurs inflammatoires tels que les cytokines, les enzymes
et les molécules d'adhésion (Tejada et al., 2018).

De maniére significative, une grande partie de l'activité des flavonoides des agrumes
semble avoir un impact sur les cellules endothéliales sanguines et microvasculaires, et il n'est
pas surprenant que les deux principaux domaines de recherche sur les actions biologiques des

flavonoides des agrumes aient été I'inflammation et le cancer (Benavente et Castillo, 2008).
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Ce travail repose sur le protocole expérimental suivant :

e L’extraction des polyphénols d’espéce végétale étudiée Citrus aurantium.

e Evaluation de I’activité antioxydante et anti-inflammatoire de I’oranger ameére.
Notre travail était effectué au niveau dulaboratoire du département de biologie, faculté des
sciences et technologie Universitaire BELHADJ BOUCHAIB de Ain Témouchent.

. Matériel

I.1.Matiére végétale

Comme cite précédemment, le matériel végétal est constitué de 1’orange amer ou
bigarade (Citrus aurantium). La récolte a été faite manuellement dans la région d’Ain-

Témouchent, située dans le Nord-Ouest Algérien, durant le mois de décembre 2021.

1.2. Préparation des échantillons :

Les oranges améres récoltées ont subi un nettoyage et lavage a 1’eau du robinet, afin de
les débarrasser de la poussiére puis séchés a I’air libre(figure 6).

Les oranges ont été épluchées afin de récupérer les écorces, ensuite ils ont été coupés
pour faciliter I’extraction des pépins, qui ont étaient lavés abondamment avec I’eau du

robinet.

Feuilles | i | Ecorces |

Figure 6 : Les échantillons du Citrus aurantium aprés le séchage (Photo originale, 2022).

Les écorces, les pépins ainsi que les feuilles ont été mis au séchage a 1’air libre pendant
deux semaines puis dans I’étuve a 40°C pendant 48 heures (figure 7).

Une fois séchés, ces derniers ont été broyées finement a I’aide d’un mixeur électrique afin
d’obtenir des poudres fines. IlIs sont placés par la suite dans des bocaux en verre et stockées a

I’abri de la lumiére pour les prochaines utilisations.
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Figure 7 : Séchage des échantillons dans 1’étuve a 40°C (Photo originale, 2022).
1. Méthodes
11.1. Extraction des poly phénols totaux

11.1.1.Préparation des différents extraits

Afin d’évaluer I’activité antioxydante et anti-inflammatoire des différentes parties du
Citrus aurantium des extraits bruts (pépins, écorces, feuilles) ont été préparés :

e Mode opératoire

L’extraction par macération a froid (température ambiante) au méthanol (70%), car c’est
le solvant le plus recommandé pour extraire le maximum de composés phénoliques, possede
I’avantage d’étre éliminé facilement (Ribérau-Gayon, 1972).

Une prise d'essai de 10 g de poudre végétale (écorce, feuilles et graines) a été mise en
contact avec 100 ml de solvant (70 ml méthanol, 30 ml d’eau distillé¢). Sous agitation douce
pendant 24h pour extraire le maximum de molécules, et protéger de la lumiere. Les particules
sont agitées dans le solvant pour maintenir la suspension et I'nomogénéité du milieu. De plus,
I'extraction s'effectue par pénétration de solvant dans les cellules végétales, phénomene qui
provoque leur gonflement et la rupture des liaisons moléculaires de basse énergie. Les
extractibles se dissolvent alors et diffusent progressivement des cellules vers le solvant
(Royer et al., 2010).

De chague matiere végétale, nous avons préparé 2 essais avec renouvellement du solvant

dans un volume 100ml (70ml de méthanol 30ml de I’eau distillée).
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Les deux solutions sont réunies et filtrées sur papier filtre Wattman IDL @ 240mm(figure
8), puis évaporées a sec sous pression réduite dans un rotavapor rotatif & une température de
40°C pour éliminer le méthanol (figure 9), puis séché dans 1’étuve a 45°C.

Les résidus obtenus sont pesés et récuperés sous forme solide dans des flacons en verre

hermétiquement fermés, bien étiquetés a I’abri de la lumiere et conserver au réfrigérateur.

(a) (b) (©)

Figure 8: Les différents extraits d’écorces, feuilles et pépins (photo originale, 2022).

(a) : Extrait de feuilles;(b) :extrait de pépins ;(c):extrait d’écorces.
e Calcul du rendement :
Nous avons déterminé le rendement en extrait sec des trois parties de Citrus aurantium, et

calculé le rapport selon la formule suivante :

Rat (%) = [(P1-P2)/P3] =100

Rdt : Rendement (en %).
P1: poids du ballon aprés évaporation.
P2: poids du ballon avant évaporation.

P3: poids de la matiére végétale initiale.
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Figure 9 : Evaporateur rotatif sous vide (Photo originale, 2022).
V. Evaluation des activités biologiques des extraits phénoliques de plante étudiée

V.1. Evaluation de ’activité antioxydant des différents extraits

Nous avons utilisé deux méthodes pour évaluer le potentiel antioxydant in vitro de nos
extraits bruts, préparés a partir des pépins, écorces et les feuilles du Citrus aurantium ainsi
que celui dustandard (I’acide ascorbique). Les activités étudiées dans le présent travail sont le
pouvoir antiradicalaire de DPPH et le pouvoir réducteur de fer (FRAP).

V.1.1. Test de piégeage du radical libre DPPH

» Principe
Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le radical
DPPHe. Les antioxydants réduit le DPPHe (2,2-Diphenyl-1-1picrylhydrazyl) de la couleur
violette en 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazine de couleur jaune (annexe 1) en acceptant un atome
d’hydrogéne (Brand-Williams et al., 1995) selon la réaction (figure 10).

s¥e QL C

N N
N NH
+ RH ——— + R®
OzN\r)\\T/NOZ O:N Oz
\-\\T,'f
NG, NO;

Figure 10 : Réaction du DPPH avec un antioxydant (ObameEngonga, 2009).
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» Le protocole d’expérience
Le protocole expérimental suivi dans cette étude est effectué selon la méthode décrite par
Bougandoura et Bendimerad, (2013), avec quelques modifications (figure 11).
La solution DPPH est préparée par la solubilisation de 2,5 mg de DPPH dans 100 ml de

méthanol.

50ul de chaque solution méthanolique des extraits a différentes concentrations (de 0,075
a 10mg/ml) sont ajoutés a 1950uL de la solution méthanolique du DPPH. Parallélement, un
controle négatif est préparé¢ en mélangeant 50ul de méthanol avec 1950ulL de la solution
méthanolique de DPPH. La lecture de 1’absorbance est faite contre un blanc préparé pour
chaque concentration a 515nm aprés 30 min d’incubation a I’obscurité et a la température
ambiante. Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydante standard ;
I’acide ascorbique dont I’absorbance a ¢été mesuré dans les mémes conditions que les
échantillons et pour chaque concentration le test est répété 2 fois(Bougandoura et
Bendimerad, 2013).

Les résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition (1%).

1% = [(Abs0 - Abs1)). (Abs0]) = 100

AbsQ:absorbance du contréle.
Absl: absorbance de 1’échantillon test.

Les valeurs d’IC50 de chaque extrait a été¢ déterminé a partir de 1’équation des courbes

tracées.

1930pl dela solution 30 pl de 'extrait /
meéthanolique du DPFH standard

\ )
Y

Lecture dez absorbances a
515mm

Figure 11 : schéma du protocole de piégeage du radical DPPH (Bougandoura et

Bendimerad, 2013).
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V.1.2. Test de la réduction du fer « FRAP »
» Principe

Cette méthode est utilisée pour évaluer la capacité des extraits a réduire le fer ferrique du
complexe ferricyanide —Fe3* en fer ferreux —Fe?*(Mouffouk, 2019).

Le Fe?* qui résultepeut-étre évaluer en mesurant I’augmentation de la densité¢ de la
couleur bleu cyanée dans lemilieu réactionnel a 700 nm. En effet, le systeme FeCls/KsFe(CN)
6 confere & la methode lasensibilité pour la détermination «semi quantitative» des
concentrations des antioxydants,qui participent a la réaction redox (Mouffouk, 2019).

» Le protocole d’expérience

Le pouvoir réducteur du fer (Fe**) dans les extraits est déterminé selon la méthode décrite
par Karagozler et al., (2008).

Un millilitre de ’extrait a différentes concentrations (de 0,075 a 10 mg/ml) dilué dans
I’eau distillée est mélangé avec 2,5ml d’une solution tampon phosphate 0,2 M ; pH 6,6 et
2,5ml d’une solution de ferricyanure de potassium KaFe(CN) ¢ a 1%. L’ensemble est incubé
au bain-marie a 50°C pendant 20 min. Ensuite, nous ajoutons 2.5ml d’acide trichloroacétique
(TCA) a 10% pour stopper la réaction et les tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10
minutes. Un aliquote (2,5ml) de surnageant est combinée avec 2,5ml d’eau distillée et 500 pL
d’une solution de chlorure de fer (FeCls, 6 H20) a 0.1% fraichement préparée. La lecture de
I’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm contre un blanc semblablement préparé,
en remplagant 1’extrait par de 1’eau distillée. Le contrdle positif est représenté par une solution
d’un antioxydant standard ; I’acide ascorbique dont I’absorbance a ét¢ mesuré dans les mémes
conditions que les échantillons. Une augmentation de 1’absorbance correspond a une

augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés(Bougandoura et Bendimerad, 2013).
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lml de I'extrait / 2.5 ml tampon 23ml EsFe(CN) 53 1%
standard phosphate 0 2 M (pH=66)

\I/ Incubation a 50 ¢/ 20 min

2.5ml(TCA) al0%

l Centrifugation a 3000 rpm /10 min

2.3 ml dusumageant
2.5 ml d’eau distillée
0.5mlFeClza0,1%

}

Lecture a 700 nm

Figure 12 : Protocole du pouvoir réducteur FRAP (Bougandoura et Bendimerad, 2013).

V.2. Evaluation de P’activité anti inflammatoire des différents extraits

L’activité anti-inflammatoire in vitro des extraits méthanoliques de la plante étudiée a été
évaluée selon deux méthodes sont I’inhibition de la dénaturation des protéines et la

stabilisation de la membrane des globules rouges humaines.

V.2.1. Inhibition de la dénaturation protéique (albumine humaine)

L’effet inhibiteur in vitro des extraits bruts de Citrus aurantium a été déterminé en
utilisantune méthode de dénaturation protéique décrite par Kaletal., (2012), avec quelques
modifications.

Cette méthode consiste la préparation de quatre solutions :

» La solution test (0,5 ml) composé de 450 pL de la solution aqueuse d’albumine
humaine (solution aqueuse a 5 % P/V) et 500 uL des extraits de la plante avec des
concentrations variees (100, 300,500 pg/ml).

» La solution standard (0,5 ml)compose de 450 pL de la solution aqueuse d’albumine
(solution aqueuse a 5 % P/V) et 500 pL de la solution standard ; I’acide salicylique avec des
différentes concentrations (100, 300,500 pg/ml).

> La solution contr6le test (0,5 ml) composé de 450 pL de la solution aqueuse
d’albumine (solution aqueuse a 5 % P/V) et 500 pL d’eau distillé.
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» La solution contr6le produit (0,5 ml) composé de 450 uL. d’eau distillé et 450 pL

des extraits de la plante avec des concentrations variées (100, 300, 500 pg/ml).

Les échantillons ont été incubés a 37°C pendant 20 min, ensuite la température a été
augmentée pour maintenir les échantillons a 57°C pendant 3 minutes. Aprés refroidissement,
nous avons ajouté 2,5 ml de la solution phosphate saline (PH=6,3) aux solutions ci-dessus
(Habibur Rahman et al., 2015).

L'absorbance a été mesurée a l'aide d'un spectrophotomeétre UV-Visible a 255 nm. Le
témoin représente 100 % de dénaturation des protéines. Le pourcentage d'inhibition de la

dénaturation des protéines été calculée comme suit :

1% = [100-(DO de la solution test - DO de controle produit /DO de
contrile test)] > 100

500 pl de I"extrait ou standard
450 pl albumine humaine

Incubationa 37°C / 20 min

l

Incubation 2 57°C / 3 min

¥

2_5 ml tampon phosphate (PH=6.3)

|

Lecture 3 255 nm

Figure 13 : Protocole d’inhibition de la dénaturation de 1’albumine

(Habibur Rahman et al., 2015).
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V.2.2. Evaluation de la protection contre I’hémolyse (stabilisation membranaire)

» Preéparation de la suspension d*érythrocytes
Cing millilitres de sang recueillis auprés d’un volontaire humaine en bonne santé, qui n’a
pas pris de médicament anti-inflammatoire pendant 15 jours avant le prélévement de sang
frais récupérer a été mis dans des tubes héparines. Le sang a été centrifugé a 3000 tr pendant
10 min et les cellules emballées ont été séparées et lavées avec une solution d'iso-saline(figure
14). Une suspension de globules rouges humaines a 10% v/v a été préparée avec de l'iso-
saline (Mouffouk, 2019 ;Kar et al., 2012).

Figure 14 : Préléevement et préparation de la suspension érythrocytaire (Mouffouk, 2019).

e Reéalisation des tests
L'activité hémolytique in vitrodes extraits du Citrus aurantium a été réalisée par la
méthode de Kar et al., (2012), avec quelques modifications.

Cette méthode consiste a préparation de trois solutions :

> La solution d’essai : composé de 1 ml du tampon phosphate (PH=7,4), 2 ml solution
saline hypotonique, 1 ml d'extrait végétal de concentration variée (100, 300 et 500 pg / ml) et
0,5 ml des globules rouge humains a 10%v/v de la suspension érythrocytaires.

> Le test de contréle : composé de 1 ml tampon phosphate (PH=7,4), 2 ml solution
saline hypotonique, 1 ml d’eau distillé et 0,5 ml (les globules rouge humains) a 10%v/v de la
suspension érythrocytaires.

» La solution standard : composé de 1 ml de tampon phosphate (PH=7,4), 2 ml de
solution salée hypotonique, 1 ml d’acide salicylique de concentration variée (100, 300 et 500

ug / ml) et 0,5 ml (les globules rouge humains) a 10% v/v de la suspension érythrocytaires.

Tous les mélanges ont été incubés a 37 ° C pendant 30 min, puis centrifugé a 3000 tr
pendant 20 min. L'hémoglobine libre dans le surnageant a été mesurée au spectrophotometre
UV-Vis a 560 nm(Kumar et al., 2011).

Le pourcentage de stabilisation a été calculé selon la formule suivante :
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% stabilisation = [(Densité optique de conmtrole - Densité
optique de I'échantillon)/Densité optique de contrale] x 100

0.3 ml globules rouges

2ml de solution hypotonigue

1ml de I'extrait / standard dilue

1 ml de tampon phosphate (PH=7.4)

Incubationa 37°C /10 min

¥
Centrifugation a 3000 rpm pendarnt 10 min

v
Lecture a 560 nm

Figure 15 : Protocole de stabilisation membranaire (Kar et al., 2012 ; Kumar et al 2011).
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|. Les rendements en extrait sec :

Les extractions des composés phénoliques des différentes parties du Citrus aurantium,
nous ont permis de calculer le rendement de chaque extrait c¢’est-a-dire : écorces, feuilles et
pépins.

Les rendements des extraits bruts a partir de 10 g de poudre du Citrus aurantium,

exprimeés en pourcentage qui sont représentées dans la figure 16.

30 7

25 1
= 20 W écorces
-
5 W feuilles
g 15 A -
T.é pepins
o 10 1

5 -

I:l T T 1

ECorces feuilles pépins

Figurel6 : Rendement des extraits secs d’écorces, feuilles et pépins du Citrus aurantium.

D’aprés les résultats, les pourcentages enregistrés sont compris entre 7,5 et 28 %, le plus
¢levé a été enregistré dans ’extrait d’écorce (28 %), suivi par les feuilles (16 %) et les pépins
(7,5%) respectivement.

Concernant le taux de rendement de I’extrait d’écorce obtenu dans la présente étude est
différent de celui rapporté par Ziaur (2006), qui ont testé 1’effet de plusieurs solvants
d’extraction sur 1’écorce de la bigarade et ont montré que la quantité maximale d'extrait
d'écorce estimée a 19,87 % a été repérée dans I’extrait méthanolique et 15% dans ’acétone,
ce qui est largement inférieur a nos résultats.

En revanche, notre resultat est proche de celui obtenu par Muthiah et al., (2012),dans la
région de Maduraie en Inde. Ces derniers ont utilisé 1’éthanol comme solvant d’extraction ; ils
ont enregistré un pourcentage de 22,12%.

Cependant, le taux de rendement d’extraction de 1’extrait des feuilles obtenu par Meziani

et Saidoune, (2017), réalisé par le méthanol estimé a 30,3% est largement supérieur a celui

obtenu dans notre travail (16%).
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De méme, Le taux de rendement de 1’extrait des pépins obtenu dans notre travail (7,5%)
est largement inférieur a celui obtenu par Brixi Gormat et al, (2015),estimé a 38.21 % dans
la région de Tlemcen.

Cette différence dans les rendements peut s'expliquer par ’influence de plusieurs facteurs
tels que: les méthodes d'extraction et les solvants utilisés, ainsi que par des facteurs
génétiques, climatiques et pédologiques dans la région de récolte (Lagha-benamrouche et
al., 2017). Par exemple, Le séchage affecte le rendement d'extraction, ce processus est
recommandé avant I'étape d'extraction car il inhibe les enzymes et permet également de
conserver la poudre pendant une longue période sans modification significative (Owen et
Johns, 1999).

I1. Evaluation de I’activité antioxydante

Le potentiel antioxydant des différents extraits végétaux peut étre mesuré a l'aide de
nombreux tests in vitro. Nous avons utilisé deux méthodes : la capacité de piéger les radicaux
libres (DPPH) et le pouvoir réducteur (FRAP) (Bozin et al., 2008).

» Test de piégeage du radical libre DPPH

Le test au 2,2-diphényle-2-picryl-hydrazyle (DPPH') est l'un des substrats les plus
couramment utilisés pour I'évaluation rapide de I'activité antioxydante en raison de sa stabilité
et la simplicité du dosage (Bozin et al., 2008).

L’activité anti-radicalaire des extraits du Citrus aurantium (écorces, pépins et feuilles)
vis-a-vis de ce radical a été évaluée par spectrophotomeétre a 515 nm. L’acide ascorbique est
utilisé comme contr6le positif (antioxydant standard).

Les résultats obtenus ont permis de tracer des courbes qui expriment le pourcentage
d’inhibitiondu radical libre DPPH en fonction des concentrations de nos extraitset de 1’acide

ascorbique et qui sont représentées dans la figure 17.
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Figure 17 : Pourcentages d’inhibition du DPPH par les extraits du Citrus aurantium et de
I’acide ascorbique (A : écorces, B : feuilles, C : pépins, D : acide ascorbique).

D’apres les résultats obtenus, le pourcentage d’inhibition augmente avec 1’augmentation
des concentrations des extraits et de I’acide ascorbique dans le milieu réactionnel. Il apparait
que l'activité du radical libre DPPH est dépendante de la concentration de I'extrait, plus
I'extrait est concentré, plus l'activité est élevée (Safdar et al., 2017 ; Li et Sun, 2017). A
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partir de la, nos extraits (pépins, écorces et feuilles) possédent une activité antiradicalaire a
dose dépendant(IC50 (mg/ml)), déduite graphiquement a partir de la courbe d’inhibition
(figure 17).

Tout d’abord, nous remarquons que 1'activité inhibitrice du radical libre DPPH par I'acide
ascorbique a été la plus élevée estimée a 93% et a cette méme concentration (10 mg/ml), les
feuilles du Citrus aurantium ont indiqué un pourcentage d’inhibition égal a 87 %, suivi par
I’extrait des écorces avec un pourcentage d’inhibition de 80%, ensuite les pépins 61%. Par
rapport au standard (l'acide ascorbique), I’extrait des feuilles possédent une bonne capacité de
neutralisation du radical libre DPPH.

Les etudes menées par Lagha-Benamrouche et Madani, (2013) sur les extraits du
Citrus aurantium ont montré que les pourcentages d’inhibition des extraits d’écorce et des
feuilles estimeés a 88% et 99,5% respectivement restent relativement supérieurs a nos résultats.

En comparant les résultats des extraits des feuilles obtenus dans notre étude (87 %) a
ceux réalisés par d’autres especes du Citrustels que le Citrus limettioides (Limbanimbu)
(59,85 %) Janoti et ses collaborateurs, (2014), on voit bien qu’ils sont différents et méme
largement supérieurs.

Par ailleurs, 1’étude d’Al-Juhaimi, (2014) réalisée sur les extraits des écorces des
différents agrumes, présentait un potentiel antioxydant modéré a savoir 46,98% ; 67,58% ;
68,57% pour le citron, oranges, mandarines respectivement.

Cependant, le pourcentage d’inhibition des extraits des pépins obtenu par Meziani et
Saidoune, (2017) estimé a 24,36% est largement inférieur a celui trouvé dans la présente
étude (61%).

Nous avons ensuite déterminé pour chaque extrait la concentration nécessaire pour
réduire 50 % du radical libre DPPH (la valeur 1C50) (Mezouar et al., 2014). En fait, la
capacité antioxydante d'un composé est d'autant plus élevée que son IC50 est petite (Lagha-
Benamrouche, 2018).

A partir des équations des régressions linéaires des graphes représentés dans Figures 17,
nous avons calculé les IC50 des extraits du Citrus aurantium (feuilles, pépins et écorces, qui

sont représentées dans la figure 18.
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Figure 18: les valeurs d’IC50 des différents extraits et de 1’acide ascorbique.

Selon les résultats enregistrés, les trois extraits ; écorces, pepins et feuilles sont dotés
d’un pouvoir antioxydant, leur 1C50 respective est de 0,50 mg/ml ; 1,54 mg/ml et 15,58
mg/ml. Elle reste cependant, relativement faible que celle de 1’acide ascorbique dont la valeur
est de ’ordre de 0,07 mg/ml.

En comparant nos résultats a d’autres, nous avons remarqué que 1’extrait d’écorce (0,50
mg/ml) présente un meilleur effet scavenger que celui obtenu dans 1’étude réalisée par
Ghasemiet ses collaborateurs, (2009) sur I’écorce du Citrus aurantium avec une valeur
d’IC50 estimé a 1,9 mg/ml.

D’un autre c6té, I’étude de Khettal et al., (2017)réalisée sur I’extrait des feuilles du C.
aurantium ont rapporté une valeur d’IC50 plus faible (0,068 mg/ml) que celle enregistré par la
notre (15,58 mg/ml).

Quant a la valeur d’IC50 enregistrée dans notre extrait de pépins (1,54 mg/ml), enla
comparant avec celui du Citrus sinensis issu de la région Bénin de Nigéria (0,18 mg/ml)
Oikeh et al., (2013), elle est plus élevée et donc moins active.

On peut dire que, la cinétique de la réaction entre 1’antioxydant et le DPPH dépend de la
concentration et de la conformation structurale du compose (Li et Sun, 2019). Pour chaque
composé testé, le pourcentage de la reduction de la DPPH augmentait en fonction de la dose a
une plage de concentration donnée.

En outre, Il a été prouvé que les composés phénoliques y compris les acides phénoliques

et les flavonoides, sont largement distribués dans les plantes en tant que responsables de
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I’effet scavenger des radicaux libres et de protection contre les stress biotiques et
abiotiques(Zhang et Tsao, 2016).

De méme, il a été démontré que les molécules antioxydantes telles que 1’acide ascorbique
le tocophérol et les flavonoides réduisent et décolorent le DPPH en raison de leur capacité a
céder I’hydrogéne. En effet, les polyphénols contenus dans les extraits du Citrus aurantium
sont probablement responsables de 1’activité antioxydante de ces extraits (Bougandoura et
Bendimerad, 2013).

Cependant, les résultats de I’activité antiradicalaire obtenus par nos extraits (pépins,
écorces et feuilles) sont différents que ceux repérés dans d'autres études, ce qui peutétre
expliquer par les différentes substances chimiques contenues dans la composition des especes
d'agrumes qui se trouvent dans différentes régions (Teneva et al., 2019).

En plus, la variation dans les résultats pourrait s'expliquer par la différence de réactivité
des extraits due a leur complexité chimique, la variation des polarités des extraits étroitement
liées aux différentes procédures adoptées pour I’extraction du matériel végétal, les conditions
expérimentales et le protocole expérimental utilisé ainsi que les facteurs liés a la croissance de
I’espece végétale elle-méme (région de récolte, climat et stade de maturité) (Moffouk, 2019)
ou biologiques tels que: la lumiere, les précipitations, la saison, type de sols, le patrimoine
génétique (El-Haoud et al., 2018).

» Test de la réduction du fer « FRAP »

Le test du pouvoir réducteur met en évidence la capacité d’une molécule a réduire un
oxydant (le fer ferrique Fe**) en lui cédant un électron pour former le fer ferreux Fe?*, c’est
une technique rapide, simple, facile et reproductible, considérée comme un indicateur
significatif de I'activité antioxydante potentielle des composés végétaux (Moffouk, 2019).

Nous avons testé le pouvoir réducteur des extraits bruts du Citrus aurantium et de I’acide
ascorbique spectrophotometriquement a 700 nm. Cependant, 1’augmentation de 1’absorbance
signifie une augmentation de pouvoir réducteur(FRAP).

Les résultats obtenus (annexe 5) ont permis de tracer des courbes qui expriment le
pouvoir réducteur de tous les échantillons testés (extraits et standard) en fonction des

concentrations représentées dans la figure 19.
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Figure 19 : Le pouvoir réducteur des différents extraits du Citrus aurantium et de I’acide
ascorbique.

En comparant le pouvoir réducteur de nos extraits (feuilles, écorces et pépins) par rapport
a celui de I’acide ascorbique a la concentration de 0,62 mg/ml. Nous remarquons que l'extrait
des feuilles a montré la meilleure activité réductrice du fer estimé a 0,45 suivi par I'extraitdes
pépins (0,18) et enfin I'extrait des écorces (0,15). Cependant ce pouvoir réducteur reste
inférieur a celui de ’acide ascorbique avec un absorbance estimée a 2,42.

A la méme concentration, le pouvoir réducteur des écorces issues de notre région reste
inférieur & celui rapporté par Lagha-Benamrouche et Madani, (2013) sur le Citrus
aurantium de la région de Boumerdés (0,25). D’aprés ces mémes auteurs, les résultats obtenus
pour I’extrait des feuilles (0,251) sont inférieurs par rapport & celui obtenu dans notre travail
(0,45).

Cependant, les travaux d’El Oikeh, (2014), réalisés sur I’extrait des pépins du Citrus
sinensis de la région de Benin (Nigéria) ont montré un effet antioxydant par la méthode du
FRAP (0,19) similaire a celui obtenu pour notre extrait (0,18).

On peut dire que les extraits étudiés du C. aurantium exercent une activité antioxydante
differente qui peut étre liée a leur composition phénolique et dépend fortement de leurs
structures (Brixi Gormat, 2017).

Les composés phénoliques sont largement répandus dans le regne végétal. Ces composés
servent d'antioxydants importants en raison de leurs propriétés redox, qui présentent une
fonction importante dans la neutralisation des radicaux libres. Ainsi, ils empéchent

I'oxydation de diverses molécules biologiques (Brixi Gormat et al., 2015).
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I11. Activité anti inflammatoire

Afin évaluer I’activité anti-inflammatoire in vitro des différents extraits végétaux du
Citrus aurantium, nous avons utilisé deux tests : inhibition de la dénaturation protéique et

¢valuation de la protection contre I’hémolyse érythrocytaire.

111.1. Inhibition de la dénaturation protéique (albumine humaine)

Afin d’évaluer le potentiel anti-inflammatoire des substances bioactives des extraits
étudiés, un test d’inhibition de la dénaturation d’albumine a été suivi. En effet, la
conformationd'une protéine est liée a la structure secondaire et tertiaire, elle est réalisée par
I'intermédiairede liaisons de faible énergie. La dénaturation résulte d'une modification des
structuresquaternaire, tertiaire et secondaire sans fragmentation de la chaine peptidique sous
I’effet dedivers agents chimiques (acide, base) ou physiques (chaleur, pH) (Karthiketal.,
2013).

Nous avons évalué Iactivité anti-inflammatoire des différents extraits du Citrus
aurantium (les écorces, les feuilles, les pépins) spectrophotometriquement a 255 nm. L’acide
salicylique est utilisé commestandard.

Les résultats de I’effet protecteur de nos extraits (annexe 6) contre la dénaturation

protéique (albumine humaine) sont représentés dans la figure 20.
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Figure 20:Pourcentages d’inhibition de la dénaturation protéique des différents extraits et de
I’acide salicylique.

A partir des résultats obtenus des pourcentages d’inhibition de la dénaturation protéique a
différentes concentrations d’extraits méthanoliques d’écorces, feuilles et pépins du Citrus

aurantium, on constate que le pourcentage d’inhibition augmente avec I’augmentation des

N
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concentrations pour les extraits et pour I’acide salicylique. En effet, aux mémes
concentrations (100 pg/ml, 300 pug/ml), les écorces présentent le meilleur effet inhibiteur de la
dénaturation de 1’albumine (76,95% et 74,64%) que 1’acide salicylique (70,03% et 70,08%)
respectivement. Cependant, a la concentration de 500ug/ml, 1’extrait des feuilles dépasse celui
de I’écorce avec un pourcentage d’inhibition estimé a 80,26%, presque similaire a celui
del’acide salicylique (81,12%). De méme, celui des pépins reste inférieur (76,95%) acelui
del’acide salicylique.

L’étude de Kashfia et al., (2021)réalisée sur les oranges douces(Citrus sinensis) estime
des valeurs plus important (88,29%)que celles enregistrées par notre extrait des pépins.

La stabilisation des protéines par nos extraits metprobablement en jeu des polyphénols et
leurs métabolites qui, selon Sangita et al., (2012) agissent comme des modulateurs des voies

de signalisation de I’inflammation.

I11.2. Evaluation de la protection contre I’hémolyse (stabilisation membranaire)

La méthode de stabilisation membranaire des globules rouges a été utilisée pour étudier
l'activité anti-inflammatoire in vitro car la membrane érythrocytaire est analogue a la
membrane lysosomale (Marliyah et Ananthi, 2015).

L’effet hémolytique de la solution hypotonique est li¢ a une accumulation excessive de
liquide dans la cellule entrainant la rupture de sa membrane. Un tel type de Iésion de la
membrane érythrocytaire causera des dommages secondaires par peroxydation lipidique
induite par les radicaux libres. On s'attend donc a ce que les composés ayant des propriétés de
stabilisation de la membrane offrent une protection significative de la membrane cellulaire
contre les substances nocives (Rahman et al., 2015).Ces derniers peuvent limiter la réponse
inflammatoire en inhibant la libération des constituants lysosomiques des neutrophiles activés
tels que les enzymes bactéricides et les protéases (Kumari et al., 2015).

Nous  avons  évalu¢  lDactivit¢  anti-inflammatoire  de  nos  extraits
spectrophotometriquement a 560 nm. Le standard utilisé était 1’acide salicylique. Selon nos
résultats, nous avons noté que le pourcentage de stabilisation érythrocytaire augmente avec
I’augmentation des concentrations des extraits et de I’acide salicylique dans le milieu

réactionnel avec des pourcentages différents (figure 21 ; annexe 7).
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Figure 21: Pourcentage de la stabilisation de la membrane des globules rouges du Citrus
aurantium et de I’acide salicylique.

Pour des concentrations allant de 100 a 500 pg/ml, les trois extraits ont montré une
activité anti-hémolytique avec un pourcentage de stabilisation allant jusqu'a 78,96%
représenté par 1’extrait des feuilles et méme supérieur a celui de 1’acide salicylique entre 100
et 300 pg/ml.

L’extrait des écorces a donné un pourcentage de stabilisation maximale estimé & 68,78%
a la concentration de 500 pg/ml. Cependant, a la concentration de 300 pg/ml, 1’extrait des
pépins quant a lui a enregistré un pourcentage de stabilisation érythrocytaire élevée estimée a
78,96%.

Récemment une étude réalisée par Anjali et ses collaborateurs (2021) sur I’écorce du
Citrus nobilis dans la région de I’Inde, a enregistré, a la concentration de 100 pg/ml, un
pourcentage de stabilisation estimé a 60% légérement supérieure a nos résultats (58,82%).

Selon Malleshappa et ses collaborateurs, (2018) tous les extraits des agrumes : 1’orange
(Citrus aurantium);pomelo (Citrus grandis) et citron (Citrus medica), ont montré une
stabilisation significative vis-a-vis de la lyse de la membrane HRBC induite par I'hypotonicité
a différentes concentrations.

Differentes études menées sur les effets bénefiques des polyphénols tels que les
flavonoides qui possedent une activité anti-inflammatoire remarquable. Ce sont l'un des
polyphénols les plus courants et un grand nombre de ces composés ont été évalués sur la santé
humaine, a I'état libre ou sous forme de glycosides (Lenoir, 2011 ; Karthik et al.,2013 ;
Tejada et al.,2018).

N
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Selon Serafini et ses collaborateurs (2010), les actions anti-inflammatoires des
flavonoides in vitro ou dans des modeles cellulaires impliquent I'inhibition de la synthése et
des activités de différents médiateurs pro-inflammatoires tels que les eicosanoides, les
cytokines, les molécules d'adhésion et la protéine C-réactive. Les activités moléculaires des
flavonoides comprennent l'inhibition des facteurs de transcription tels que NF-kB et
I'activation de la protéine-1 (AP-1), ainsi que l'activation du facteur 2 lié au facteur nucléaire-
érythroide 2 (Nrf2).

En plus, les cytokines inflammatoires produites et régulées au niveau de la transcription
peuvent soit améliorer, soit inhiber le processus inflammatoire. 1l a été observé que plusieurs
flavonoides sont capables de diminuer I'expression de différentes cytokines/chimiokines pro
inflammatoires, notamment le TNFa, I'lL-1b, I'IL-6, I'IL-8 et la protéine 1 chimiotactiquedes
monocytes, dans différents types cellulaires tels que les macrophages, lymphocytes T et

cellules mononucléaires du sang (Serafini et al., 2010).

I
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Récemment, nous avons assisté a une augmentation de [l'utilisation des plantes
médicinales, en raison de leurs propriétés thérapeutiques pour I'nomme. Certaines études ont
montré que ces plantes contiennent des composés qui agissent comme anti-inflammatoires et
antioxydants.

Dans le but de découvrir une des plantes aromatiques médicinale de la famille de
Rutacées, issue de la région d’Ain Témouchent, en 1’occurrence Citrus aurantium. Nous
avons contribué a I’exploration de I'activité anti-oxydante et anti-inflammatoire des extraits
bruts.

Tout d’abord, le rendement des extraits bruts du Citrus aurantium a montré que ’extrait
d’écorce présente le pourcentage la plus élevée (28%) par rapport aux autres extraits ; feuilles
et pépins estimés a 16% et 7,5% respectivement.

D’aprées les résultats de 1’évaluation de 1’activité antioxydante par les deux méthodes
DPPH et FRAP, nous avons constaté que 1’extrait des feuilles présente le meilleur pouvoir
antioxydant par rapport aux autres extraits, il reste cependant inférieur a celui de 1’acide
ascorbique considére comme un puissant antioxydant.

Enfin, I’évaluation de I’activité anti-inflammatoire ¢tudiée par la méthode d’inhibition de
la dénaturation protéique (alboumine humaine) et la stabilisation membranaire des globules
rouges du C .aurantium, a révélé que les trois parties (feuilles, pépins et écorces) possedent
des capacités anti-inflammatoires importantes atteignant 79% pour la méthode de stabilité
érythrocytaire et un pourcentage d’inhibition de la dénaturation protéique allant jusqu'a 80%
pour I’extrait des feuilles.

Des essais préliminaires et complémentaires seront nécessaires a différents niveaux tels
que :

e Tester ces sous-produits de I’orange ameére sur d’autres pathologies comme la
COVID-19, le diabete et le cancer.

e Détermination des mécanismes moléculaires et cellulaires des composés actifs
présents dans les extraits du Citrus aurantium.

e Détermination des autres activités biologiques, a savoir les propriétés antifongique,

antitumorale, anti-infectieuse...etc.
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Les Annexes

Annexe 1: Test de piégeage du DPPH par I'acide ascorbique et des extraits du Citrus

aurantium.

Annexe 2 :Test de FRAP des différents extraits du Citrus aurantium.
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Les Annexes

Annexe 3 :Test d’Inhibition de la dénaturation protéique (albumine humaine) des différents

extraits du Citrus aurantium.

Annexe 4 : Testde la protection contre 1’hémolyse (stabilisation membranaire).
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Les Annexes

Annexe 5 :Le pouvoir réducteur des differents extraits du Citrus aurantium et de 1’acide

ascorbique
Concentration Acide Ecorces | Feuilles Pépins
(mg/ml) ascorbique

0,075 0,67 0,02 0,349 0,0315
0,15 1,207 0,037 0,383 0,075

0,31 2,34 0,0425 = 0,407 0,106

0,62 2,42 0,152 | 0,4455 0,1765

1,25 2,55 0,32 0,8465 0,208

2,5 2,58 0,555 | 1,1225 0,341

5 2,59 0,8795 = 1,583 0,665

10 2,8 1,45 2,9695 1,1345

Annexe 6 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation protéique des différents extraits et de

I’acide salicylique.

Concentration Pourcentage d’inhibition de la dénaturation (%)
(ng/ml)
Ac. Ecorces Pépins Feuilles
Salicylique
100 70,03 76,95 52,02 35,73
300 76,08 74,64 73,63 71,47
500 81,12 79,97 77,09 80,26

Annexe 7: Pourcentage de la stabilisation de la membrane des globules rouges du Citrus

aurantium et de I’acide salicylique.

Concentration Pourcentage d’inhibition (%)
(Hg/ml)
Ac. Ecorces Pépins Feuilles
Salicylique
100 67,65 58,82 35,29 76,02
300 72,85 63,12 41,86 78,96

500 74,66 64,93 68,78 68,10



