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Résumé

Les extraits d'agrumes, comme d'autres plantes, ont recu beaucoup d'attention en tant que source
potentielle de molécules naturellement bioactives. Dans cette optique, notre travail s’est fondé
sur la valorisation des extraits bruts (écorces, feuilles, pépins) du Citrus reticulata de la région
d’Ain Temouchent par 1’étude de son activité antioxydante et anti-inflammatoire in vitro qui
ont été évalué par différentes méthodes (DPPH, pouvoir réducteur, stabilisation des globules
rouges humaines et celle de la dénaturation de 1’albumine humaine). L’extraction des extraits
bruts des écorces, feuilles et pépins ont noté une rentabilité de 38%, 13% et 9% respectivement.
En plus, a différentes concentrations (100, 300, 500ug/ml), I’extrait des écorces a enregistré le
plus important pouvoir anti-inflammatoire par rapport aux autres extraits. En revanche, c’est
I’extrait des feuilles qui possédait la meilleure activité antioxydante dans les deux tests utilises.
On peut dire, que les différentes parties du Citrus reticulata présentent un potentiel anti-

oxydatif et anti-inflammatoire, proportionnel avec leur composition.

Mots clés : Citrus reticulata, sous-produits, extraits bruts, activité antioxydante, activité anti-

inflammatoire.



Abstract

Extracts of citrus fruits, like other plants, are beginning to be of great attention as a potential
source of natural bioactive molecules. In this perspective, our work was based on the
valorization of crude extracts (peels, leaves, seeds) of Citrus reticulata from the region of Ain
Temouchent by the study of its antioxidant and anti-inflammatory activity in vitro which were
evaluated by different methods (DPPH, reducing power, stabilization of human red blood cells
and that of the denaturation of the human albumin). The extraction of the crude extracts of
peels, leaves and seeds showed a profitability of 38%, 13% and 9% respectively. In addition, at
different concentrations (100, 300, 500ug/ml), the peel extract recorded the highest anti-
inflammatory power compared to the other extracts. On the other hand, the leaf extract had the
best antioxidant activity in both tests used. It can be said that the different parts of Citrus
reticulata have an antioxidant and anti-inflammatory potential, proportional to their

composition.

Keywords: Citrus reticulata, by-products, crude extracts, antioxidant activity, anti-

inflammatory activity.
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Introduction

Les agrumes, une composante de l'alimentation Méditerranéenne (Rock et Fardet,
2014), sont tres consommeés dans le monde entier comme produits frais, jus, ou confiture...
(Pallavi et al., 2018). En outre, les agrumes jouent un rdle important dans I'industrie
agroalimentaire et la santé humaine (Doukani et al., 2017), et présentent des propriétés
pharmacologiques comme anti cancéreux, antioxydant et anti-diabétique, etc... (kim et al.,
2010).

En Algérie, environ 6,8 % de la superficie totale est occupé par I'arboriculture fruitiere,
avec une production de 571000 tonnes d’agrumes au cours des années 2010- 2011 (FAO, 2012).
Plus de 89 millions de tonnes ont été produits dans le monde durant I’année 2014 et le tiers de
cette production est transformé industriellement en jus (M'hiri, 2015 ; USDA, 2014).

Au cours de ce processus de transformation des agrumes, de grandes quantités de

déchets (sous-produits) sont produites. Ces derniers, rejetés par 1’industrie posent un sérieux
probléme pour leur élimination. Ainsi, de nouveaux aspects concernant leur utilisation comme
additifs alimentaires ou comme suppléments a haute valeur nutritionnelle ont suscité un grand
intérét (BrixiGormat, 2017).
En effet, il a été établi que les sous-produits d'agrumes sont une source de composés
biologiquement actifs, tels que les vitamines, les fibres alimentaires, la pectine, les polyphénols
et les huiles essentielles ; qui sont doués d’effets antioxydants, antimicrobiens, anticancéreux,
anti-inflammatoires et antidiabétiques, pouvant étre utilisés comme compléments de santé ou
comme aliments fonctionnels/nutraceutiques (Papoutsis et al., 2018).

Le stress oxydatif, qui est considéré comme un déséquilibre entre la production
d'especes réactives de I'oxygene (ROS) et leur élimination par mécanismes de protection, peut
aussi entrainer une inflammation chronique en activant une variété de facteurs de transcription,
qui conduisent a I'expression différentielle de certains genes impliqués dans les voies
inflammatoires. L'inflammation déclenchée par le stress est la cause de nombreuses maladies
chroniques (Hussain et al., 2016).

De plus, lI'inflammation accélere la production des radicaux libres, qui peuvent submerger les
défenses antioxydantes et provoquer des réactions en chaine modifiant ainsi les tissus sains
(Desmier, 2016).

Par ailleurs, des études ont montré que les agrumes peuvent étre considérés comme alternative
potentielle pour gérer les dommages oxydatifs et inflammatoires (Haidari et al., 2019), De par
leur richesse en polyphénols qui inhibent les voies de signalisation moléculaire activées par le
stress oxydatif, ainsi que leurs rdles dans les troubles chroniques médiés par l'inflammation
(Hussain et al., 2016).



Introduction

Le potentiel de valorisation des sous-produits d'agrumes a permis non seulement
d’alléger I’impact écologique en minimisant la pollution mais aussi a conduit a la transition
vers une économie circulaire durable en développant un nouveau paradigme connu sous le nom
de concept de « bioraffinerie », qui repose sur « 1’utilisation ou le recyclage » des sous-produits
d’agrumes (Nayak et Bhushan, 2019).

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressées a 1’étude des extraits bruts des écorces, feuilles
et pépins de I’espece Citrus reticulata (mandarine), dans le but de déterminer leur intérét
biologique.
De ce fait, notre travail comportera trois parties :
» Préparation des trois extraits bruts des écorces, feuilles et pépins du fruit de mandarine.
» Evaluation in vitro de I’activité antioxydante par les deux tests du DPPH et FRAP.
» Evaluation in vitro de I’activité anti inflammatoire en utilisant les deux méthodes, celle

de I’inhibition de la dénaturation des protéines (albumine) et un test d’hémolyse.
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I. Généralités sur Citrus reticulata

La mandarine (Citrus reticulata) originaire de Chine, fut rapidement diffusée dans
I’ensemble du bassin méditerranéen. Elle est trés parfumée, de couleur jaune or, facile a
éplucher, avec de nombreux pépins (voir figure 1). Récoltée en janvier et février, et peut étre
étalée de Novembre a Mars (Jacgemond et al., 2009). Cultivée premiérement en Chine pendant
des années avant d’étre introduite en Europe. En 1805 les mandarines s’implantérent en

provence ensuite en Algérie en 1850 (Brebion et al., 1999).

Figure 1 : Arbre du mandarinier (Le bellec et al., 2004).

I.1. Description morphologique et physiologique
D’aprés Khan et al., (2010), la classification botanique des agrumes est comme suite :

o Reégne : Végétal.

o Embranchement : Spermaphyte.

o Division : Angiosperme.

o Classe : Monocotylédoneae

o Sous classe : Archichalmydeae

o Ordre : Rosidae

o Sous-ordre : Germiineae

o Famille : Rutaceae.

o Tribu : Citreae.

o Genre : Poncirus, Fortunella, et Citrus
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C'est un arbre de taille variable, mais caractéristique par son port érigé. Les fleurs sont
petites et blanches, en bouquet. Le fruit est une baie globuleuse et aplatie sur ses deux péles
(figure 2) (Soheyb et Houcem, 2017). Sa peau fine d’abord verte qui devient orangeée. La peau
s’épluche aisément a la main et n’adhére pas a la pulpe orangée. Juteuse, sucrée et tres
parfumée. (Le bellec et al, 2004). La clémentine est parfois confondue avec la mandarine, c’est
un hybride entre cette derniere et d’orange. Origine de I'Asie du Sud-Est (Soheyb et Houcem,
2017).

Figure 2 : Fruit et fleur du mandarinier (Le bellec et al., 2004).

Tous les fruits des agrumes ont la méme structure. Seuls la dimension et la forme
changent d’une espéce a une autre. Il s’agit d’un point de vue biologique d’une baie charnue
(Figure3). Le fruit est composé de deux parties : la peau également appelée péricarpe et la
pulpe appelée endocarpe (figure 3) (Ladaniya, 2008).

Le péricarpe : composé d’un épicarpe qui correspond au flavédo et d’un mésocarpe qui
correspond a I’albédo (Ladaniya, 2008). Le flavédo représente la partie externe colorée (vert,
jaune, orange...) contenant les glandes a huiles essentielles. Le mésocarpe est la couche
intérieure blanchatre, de structure spongieuse (M’hiri, 2015), plus ou moins épaisse par rapport
a la taille du fruit, elle peut constituer 12 a 30% du fruit. (Huet, 1991 ; Albagnac, 2002 ;
Bennici et al., 2004 ; Ramful et al., 2010 ; Bensalem et Horchi, 2021).
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Figure 3 : Coupes transversale (A) et longitudinale (B) schématiques d’une mandarine

(Khefifi, 2015).

1.2. Identification botanique

Le mandarinier est un petit arbuste au port arrondi d’un parfum exotique a cause de ses
fleurs, d’une taille variable qui peut atteindre 3-5 m de hauteur et largeur avec de nombreux
rameaux epineux (Lime, 2012), produisant le fruit qui peut se distinguer des autres agrumes

par sa couleur rougedtre attrayante et sa peau lisse facile a pelée (Ladaniya, 2008). Le tableau

1 qui suit montre I’identification botanique du mandarinier.

Tableau 1 : Identification botanique du Citrus reticulata (Lime, 2012 ; Ladaniya, 2008).

Fruit Le fruit est sous-globuleux, oblat ou pyriforme lIégérement aplatie, sa taille est
estimée entre 5-9 cm de diameétre, crolte verte virant au jaune brillant au
moment de la récolte et d’une couleur, orange rougeatre pendant la
maturation.

Feuilles  Les feuilles sont unifoliolées, de 6-8cm, ovales, elliptiques-lancéolées, marge
crénelée, base largement cunéiforme, et pétiole a ailes étroites persistante,
lisse d’une couleur vert foncé.

Fleurs Les fleurs sont blanches parfumées, bisexuées, d’un calice

irrégulier 3-5 lobes, pétales blancs, fleurit deux fois par an en
hiver et au printemps.

Ecorces  L’écorce est mince ou épaisse, facilement séparable du sarcocarpe, d’une
surface relativement lisse parfois caillouteuse qui enferme des glandes
oléiferes remplies d’huiles essentielles.

Pepins La mandarine renferme une quantité assez importante de pépins, 3-7 pépins.
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1.3. Composition chimique

Le tableau 2 résume la composition chimique en métabolites primaires et secondaires de la

mandarine (Oumbiche et Hachamoui, 2013).

Tableau 2 : La composition chimique de la mandarine.

Composants

Les sucres : Fructose, Glucose,

Saccharose

Protéines et les fibres

Sels minéraux : Calcium, Fer,
Mg, Phosphore, sodium, Zinc,
Cuivre, Mn, Se.

Les vitamines : Thiamine (B1),
Riboflavine (B2), B3, Pyridoxine
(B6), Acide ascorbique (C),
Vitamine A, Vitamine E.

Acides aminés : Tryptophane,
Isoleucine, Leucine, Lysine,
Meéthionine, Cystine,
Phénylalanine, Tyrosine, Valine,
Arginine, Histamine, Alanine,
Acide Aspartique, Acide
Glutamique, Glycine, Proline et
Serine.

Les métabolites Secondaires :
Acide Phénoliques, Flavonoides
(Flavanone, Flavone,Flavonol,
Hespéridine), Huiles essentielles,
limonoides incluant : obacumone
17 beta D- glucopyranoside, acide
momilinique 17 beta-D
glucopyranoside, limonemi,
monilline.

Localisation

Fruits, feuilles, écorces

Fruits, écorces, feuilles

Fruits, feuilles, écorces

Fruits, feuilles

Fruits

Fruits, feuilles, écorces

Références

Tripoli et al., 2007
Diankov et al., 2001
Ma et al., 2008
Rashidet al., 2013
Rapisarda et al., 2009
Boudries et al., 2012
Vinson et al., 2002
Rincon et al., 2005
Tumbas et al., 2010
Mukhtar et al., 2005
Lim, 2012

Menichini et al., 2011

Bilbao et al., 2007
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1.4. Propriétés thérapeutiques des fruits du genre Citrus reticulata

De nombreuses études ont montré que les especes du genre Citrus sont riches en
principes actifs tels que les composés phénoliques et les flavonoides, utilisés a des fins
thérapeutiques ou dans les domaines cosmétiques ou alimentaires (Shohaib et al., 2011 ;
Kéahkonen et al., 1999).

Parmi les propriétés thérapeutiques de ces principes actifs, citons :
v’ Effet veinotonique, facilitant la circulation sanguine (flavonoides).
Effet antispasmodique (extrait d’écorce).
Effet antibactérien (surtout 1’huile essentielle).

Effet antiviral (flavonoides).

v
v
v
v Traitement des insomnies et de la nervosité (feuilles et fleurs).
v Stimulation de I’appétit (zestes) (Santos et al., 2011 ; Karimi et al., 2012).

v Effet antioxydant et antiradicalaire (flavonoides).

v’ Effet antiallergique (flavonoides).

v Effet antidépresseur (polyphénols) (Li et al., 2006 ; Khizar et al., 2010 ; Boudries et

al., 2012 ; Oumbiche et Hachamoui, 2013).

I1. Activité antioxydante
11.1. Généralités sur le stress oxydatif

Dans I’organisme, mais aussi sous I’action d’éléments environnementaux (tableau3),
plusieurs mécanismes biochimiques peuvent s’activer en produisant de maniére excessive des
ROS (espéce réactive d’oxygene), qui vont, des lors, submerger tres rapidement toutes nos
défenses antioxydantes. Il y a donc apparition d’un stress oxydant qui se définit comme un
désequilibre profond de la balance entre les pro-oxydants (ROS) et les antioxydants en faveur

des premiers, ce qui conduit & des dégats cellulaires souvent irréversibles (figure 4).

Le stress oxydant est impliqué dans le developpement de plus de 200 pathologies
(maladies cardiovasculaires, dégenératives et inflammatoires, cancer, diabete, sida, etc.)
(Pincemail et al., 2001).
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Figure 4 : La balance d’équilibre entre les systémes pro et anti oxydant (Favier, 2006).

Tableau 3 : Sources de stress oxydant endogeéne et exogéne (Haleng et al., 2007).

Mode de vie Environnement
- Tabagisme - Pollution
- Faible consommation en fruits et légumes | - Ozone
- Alcool - Amiante
- Médicaments - Radiations
- Exposition en soleil - Contact avec des substances
- Exercice intense/mal géré cancérogenes

11.2. Définition et classification des antioxydants

Les antioxydants peuvent étre définis comme des composés qui agissent dans les

cellules en tant que couples redox pour piéger les ROS et maintenir les cellules dans un état

redox plus réduit (Henriksen, 2019). On distingue :

11.2.1. Les antioxydants naturels

IIs incluent des especes chimiques différentes (composés phénoliques, vitamines...etc)

qui sont d’origine végétale pour la plupart (Berger, 2005) (voir tableau 4).
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Tableau 4 : Les différents antioxydants naturels (Zou et al., 2016).

Nom du

composée Structure Activité antioxydante

Vitamines | A -Reéagir avec les radicaux
| libres notamment O,.

C -Piégeage d’une variété
d’especes de ROS.
-Elimine 'O,

-Retenir les radicaux libres.
-Effet synergique avec le
sélénium pour protéger les
mitochondries contre les
dommages causée par les
radicaux libres et leurs
membranes contre les
dommages dus a la
peroxydation.

Composé Flavonoides | naringine -Diminuer la qualité de la
phénoligue . formation de peroxyde in

HOS S gy \%J VIVO.

naringénine -Anti-oxydation lipidique
. @”" in vitro.
m -Elimine directement les
ROS.

hesperdine
quarcétine
Rutine
® ey

11
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Acide
phénolique

-L’effet de la substitution
en ortho sur le cycle
benzene.

Coumarine

-Elles diminuent
directement la production
cellulaire de radicaux libre
par I’inhibition du XO.

terpenoide

limonoide

-Induisent I’apoptose et les
radicaux libres.

-Les différents limonoides
ont une capacité
antioxydante variable.

Caroténoide

-Neutralisation du O,.

Elément
minéral

Sélénium

Zinc

Cuivre

Cu

Fer

Fe

-Effet synergique avec le
Ve pour protéger les
mitochondries contre les
dommages causée par
peroxydation.

Pectine

-Elimination des radicaux
libres.

11.2.2. Les antioxydants synthétiques

Ce sont des composés synthétisés chimiquement car ils n’existent pas dans la nature.

Ajoutés aux aliments en tant que conservateurs afin de prévenir 1’oxydation des lipides, et

stabilisent les graisses et les huiles. Parmi les antioxydants synthetiques les plus connus et les
plus couramment utilisés sont : BHT, BHA, TBHQ (figure 5).

12
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Le BHT peut étre prometteur de tumeurs lorsqu’il est consommé a des niveaux éleves, alors

que le BHA peut étre un inhibiteur important de la carcinogenése (Atta et al., 2017).

oM 0 OH

- s o S iy
i |II [ “ J
I- u "? S -'::::J T .a'::-..

] I:[:IH OH

Butylated Butylatex [ertiary
hydroxyloluene  hydroxyanisole outylhydroxyguinone

Figure 5 : Structure de quelque antioxydants synthétiques (BHT) (BHA) (TBHK)
(Atta et al., 2017).

11.3. Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante in vitro

De nos jours, la capacité antioxydante des végétaux a été comme indicateur de leurs effets
bénéfiques sur la santé humaine (Wu et al., 2013). Il existe une grande variété de méthodes
d'évaluation de I'activité antioxydante pour les plantes qui ont été rapportés dans la littérature
(Zou et al., 2016).

o Meéthode du parametre antioxydant de piégeage des radicaux totaux (TRAP)

Cette méthode est basée sur la protection apportée par les antioxydants sur la dégradation
de la fluorescence de la R-phycoérythrine R-PE lors d’une réaction de peroxydation contrélé
Ja fluorescence de la R-phycoérythrine (R-PE) lors d’une réaction de la peroxydation contrélée.
La fluorescence de la R-phycoérythrine est désactivée par I’ABAP (chlorhydrate de 2,2-azo-
bis(2-amidino-propane) en tant que générateur de radicaux (Alam et al., 2013).

o Dosage du pouvoir réducteur-antioxydant ferrique (FRAP)

Cette méthode est basée sur le principe de I’augmentation de 1’absorbance des mélanges
réactionnels. Une augmentation de l'absorbance indique une augmentation de l'activité
antioxydante. Dans cette méthode, la présence des réducteurs dans les extraits des plantes
provoque la réduction de Fe3+/ complexe ferricyanide a la forme ferreuse qui est mesure a
700nm (Alam et al., 2013 ; Bougandoura et al., 2013).

13
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o Activité de récupération DPPH

La réduction du radical libre DPPH (2,2 -diphényl-1-picrylhydrazyl) par les antioxydants
est réalisée par spectrométrie UV-Vis en mesurant la diminution d'absorbance a 517 nm
provoquée par les antioxydants (Madjdoudja, 2012). En présence des piégeurs de radicaux
libres, le DPPH. (2.2 Diphenyle 1 picryl-hydrazyl) de couleur violette se réduit en 2.2
Diphényle 1 picryl-hydrazine de couleur jaune (Barbarie, 2006).

11.4. Activité antioxydante des citrus

Les régimes alimentaires riches en fruits et Ilegumes protégent contre diverses maladies,

en particulier les maladies cardiovasculaires et certains cancers.

Les agrumes (citrus) sont de riches sources de vitamine C (acide ascorbique), un
nutriment essentiel aux propriétés antioxydantes bien connues. Cependant, d’autres études ont
démontré que les agrumes contiennent d'autres composés bioactifs, notamment des flavonoides,

des coumarines, des caroténoides et des limonoides (Yu et al., 2005).
I11. Activité anti-inflammatoire
I11.1. Généralités sur I’inflammation

L'inflammation fait partie de la réponse immunitaire et peut prévenir l'infection par la
production et la synthese de médiateurs chimiques pro-inflammatoires en réponse a la présence
de facteurs endogenes ou exogenes (Benrouibah et kadja, 2021). Ce processus de production
et de synthese est bénéfique dans la mesure ou il permet de maintenir I’intégrité de 1’organisme

(Okombe et Mavungu, 2019).

Trois séquences d’événements complexes et intriquées composent la réponse inflammatoire :
La phase d’initiation qui fait suite & un signal de danger d’origine exogéne ou endogene et qui
met en jour des effecteurs primaires, La phase d’amplification avec la mobilisation et
I’activation des effecteurs secondaires. La phase de résolution et de réparation : restaurer

I’intégrité du tissu agresse (Zerbato, 2010).

14
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I111.2. Facteurs déclenchant ’inflammation

L’inflammation peut étre causée par des agressions exogénes ou endogénes comme le montre

le schéma ci-dessous (figure 6) (Lacavé-Lapalun et Rakoninindrina, 2013).

Exogénes Endogénes

] la conséquence d"une infection due &
Physique:

Chimique:
o lechaud e . s . o
le froid o composés acides / basiques o la présence dans 1’organisme vivant des
o lefro - - . L0
los radiations ionisante 0 des toxines bactériennes pathogénes (bactéries, virus, parasites ou
o les radiations ionisantes : :
o les venins champignons).

0 le traumatisme o La présence de corps étrangers( les nécroses )

Figure 6 : Facteurs déclenchant I’inflammation (Lacavé-Lapalun et Rakoninindrina,

2013).

111.3. Mécanisme de I’inflammation

Le processus inflammatoire s'évolue en trois phases successives (kernouf, 2019) (figure 7).

o Phase vasculaire : Elle commence par une vasoconstriction de courte durée causée par

’action du systeme sympathique, et est trés rapidement ressentie puisque douloureuse.
L’excitabilit¢ des terminaisons nerveuses en est la conséquence et va conforter le
processus douloureux (Bony, 2010 ; Haioun et Hamoudi, 2015). La vasoconstriction
est suivie d’une vasodilatation des vaisseaux, facilitant ainsi I’afflux des cellules dans
le foyer inflammatoire. La diapédése s’ensuit, aprés 1’adhérence des cellules a la paroi
endothéliale des vaisseaux sanguins (Hajjaj, 2017).

La phase cellulaire : Correspond a I’arrivée au foyer inflammatoire des leucocytes. La
libération d’enzymes hydrolytiques des polynucl€aires et le pouvoir phagocytaire des
macrophages permettent la destruction de 1’agent pathogéne (Hajjaj, 2017).

La phase de résolution : C’est la phase de I’¢limination du pathogene, des neutrophiles
morts et des produits de la dégradation tissulaire, donc du retour a ’homéostasie. La
phase de cicatrisation et de régénération tissulaire douloureuses est médiée par les

médiateurs de fibroblastes et macrophages (Carip, 2010 ; Mebirouk, 2017).
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Figure 7 : Les principales étapes de la réaction inflammatoire (Benrouibah et Kadja, 2021).
I11.4. Exemples des cellules et médiateurs inflammatoire

La réaction inflammatoire fait intervenir plusieurs types cellulaires représenté dans la figure

suivante (figure 8).

Figure 8 : Les différentes cellules impliquées dans la réaction de 1’inflammation (Immune

cells, s.d.).

Le processus inflammatoire implique une diversité de molécules appelée médiateurs
inflammatoires (Diallo, 2019). Les changements locaux qui surviennent au niveau du site
inflammatoire sont le résultat de la formation et/ou la libération séquentielle de médiateurs pro
et anti-inflammatoires de nature divers (Meziti, 2018). Parmi elles, on peut citer : amine

(histamine et sérotonine), médiateurs lipidiques (prostaglandines et leucotrienes), et des
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cytokines de nature peptidique, protéique ou glycoprotéique, 1’oxyde nitrique, et méme des

radicaux libres oxygénés (Botting et Botting, 2000 ; Diallo, 2019).
I11.5. Types d’anti-inflammatoires

Les anti-inflammatoires sont définis comme étant des substances qui agissent sur la
douleur et le gonflement qui apparaissent suite a une agression d’un agent pathogéne, en
bloguant la sécrétion ou I’action de certains médiateurs chimiques de I’inflammation (comme
les prostaglandines) et donc diminuent la sensation de douleur mais aussi 1’inflammation
(Hajjaj, 2017 ; Orliaguet et al., 2013).Les anti-inflammatoires sont utilisées aussi lorsque la
réaction inflammatoire se prolonge de fagon anormale (inflammation chronique) et entraine des
dommages aux tissus. Ces molécules sont classees en anti-inflammatoires stéroidiens (cortisone
et dérives), anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) et anti-inflammatoires naturels (Diallo,
2019).

111.5.1. Les anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AlS) constituent une vaste famille de médicaments
dérivés du cortisol, principal glucocorticoide surrénalien (Dahmani, 2019). En bref, les
glucocorticoides se fixent sur le promoteur des génes des médiateurs pro-inflammatoires et
bloquent leur action (Roquilly et Asehnoune, 2019 ; Diallo, 2019). Il est a noter que
I’utilisation de ces corticostéroides a des inconvénients. Ils sont bien connus pour provoquer
I'nyperglycémie, une sensibilité accrue aux infections et des troubles psychiatriques (Capet et
al., 2001 ; Mebirouk, 2017 ; Diallo, 2019).

111.5.2. Les anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens constituent une classe thérapeutique de
médicaments couramment utilisées dans le monde en raison de leurs propriétés anti-
inflammatoires, antipyrétiques et antalgiques et anti-agrégants plaquettaires pour certains
(Dahmani, 2019 ; Annick, 2018). C’est une catégoriec de médicaments renfermant des
nombreuses molécules telles que le diclofénac, I’ibuproféne, 1’aspirine et I’indométacine (Acer
et al., 2019 ; Hassan et al., 2019 ; Katsinelos et al., 2019). Leur mode d’action repose en
grande partie sur I’inhibition compétitive, réversible ou non, de la cyclooxygénase 1 et/ou 2,
enzyme qui permet la production de prostaglandine a partir de 1’acide arachidonique. Cette
propriété commune a tous les AINS conduit a une diminution de la production des

prostaglandines (notamment la PGE2 et la PGI2), des prostacylines et des thromboxanes,
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importants médiateurs de 1’inflammation (Grandin, 2013 ; Katsinelos et al., 2019).
Malheureusement, ils sont également associés a de nombreux effets déléteres car leur utilisation
prolongée provoque des troubles gastro-intestinaux (comme les saignements intestinaux) et le
dysfonctionnement plaquettaire (Mebirouk, 2017 ; Capet et al., 2001 ; Orliaguet et al., 2013).
D’autres effets secondaires comme 1’hypertension associée au dysfonctionnement rénal ont été

également mentionnés (Diallo, 2019).
111.5.3. Les anti-inflammatoires d’origine végétal

Les composés phytochimiques issus du regne vegetal et fongique sont diversifiés et
possedent un large éventail d'activités biologiques grace a la teneur en métabolites secondaires
(Dhingra et al., 2018). Certains parmi eux, possedent une activité anti-inflammatoire et ont
pour cibles particulieres la COX-1 et -2, les lipoxygénases (LOX), le NO, la phospholipase A2
(PLA2), etc. Ces molécules présentent un intérét grandissant car elles offrent des avantages par
rapport aux anti-inflammatoires classiques, avec moins d’effets secondaires (Maroon et al.,
2010 ; Mebirouk, 2017 ; Dhingra et al., 2018). Quelques exemples de plantes douées

d’activités anti-inflammatoires sont présentés dans le tableau ci-dessous (tableau 5).

Tableau 5 : Exemples de plantes douées de I’activité anti-inflammatoire (Mansour, 2015 ;
Erdemoglu et al., 2003 ; Setty et Sigal, 2005 ; Heymonet, 2013).

Nom scientifique Famille Partie Nom Utilisation
utilisée commun
Zingiber officinale Zingiberaceae | Rhizome Gingembre | Arthrose, migraine,
douleurs

rhumatismales

Helleborus orientalis Ranunculaceae | Racines Lenten-rose | Oedemes, douleurs
rhumatismales

Laurocerasus Rosaceae Feuilles Laurier Fievre, pharyngite,
officinalis R. douleurs d’estomac,
hémorroides

Curcuma longa Zingiberaceae | Rhizome Curcuma Douleurs
rhumatismales, lupus
systémique, psoriasis,
infections rénales

Harpagophytum Pédaliacées Tubercule Griffe du Arthrose, lombalgie,
procumbens diable neuvralgie, maux de
téte, fievre

18



Synthese bibliographique

Juglansregia L. Juglandaceae Feuilles, fruits | Noyer Douleurs
commun rhumatismales,
fievre,
Eczéma, Malaria
Maytenus senegalensis | Celastraceae Feuilles, Maytenus Analgésique et anti-
I’écorce et les inflammatoire
racines
Zygophyllum gaetulum | Zygophyllaceae | La partie La Anti-inflammatoire,
aérienne zygophylle | antidiabétique,
antispasmodique
et anti- diarrhéique

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

L’activité anti-inflammatoire in vitro peut étre évaluée en utilisant plusieurs méthodes :
I’inhibition de la dénaturation des protéines et la stabilisation de la membrane des érythrocytes
sont les tests les plus couramment utilisés, ils restent des tests de bon choix (Benbalia et al.,
2020).

111.7. Activité anti-inflammatoire des Citrus

Sur le marché, la plupart des médicaments anti inflammatoires sont chimiquement
fabriqués, bien que ces médicaments soient assez puissants, lI'administration a long terme
entraine des effets secondaires comme l'intolérance gastrique (Ndoye Foe et al., 2016). C'est
dans cette lumiére que les remedes naturels a partir des végétaux, tel que le genre citrus qui
ont un effet anti inflammatoire similaire a celui des médicaments de syntheses avec tres peu
d'effets secondaires (Ouali et Saadouni, 2016), c’est leurs teneurs en flavonoides qui a un
impact sur les cellules endothéliales sanguines et microvasculaires (Mendes Feitosa et al.,
2017). L’efficacité et la sécurité prouvées sont recherchées comme substituts pour les
traitements chimiques (Ouali et Saadouni, 2016). Par exemple en médecine traditionnelle
chinoise et en Corée, I'écorce séchée des Citrus a été largement utilisé pendant des siecles
comme reméde pour traiter lI'indigestion et lutter contre les syndromes inflammatoires des

voies respiratoires tels que lI'asthme et la bronchite (Su-Chen et Chih-Cheng, 2008).
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Matériel et méthodes

I. Matériel végétal
1.1. Collecte et préparation des échantillons

La mandarine a été récolté d’une maniére aléatoire a partir d’une exploitation
agrumicole au niveau de la wilaya d’Ain Temouchent durant le mois de décembre 2021.les
fruits récoltés sont murs et sains, les parties vegetales utilisées pour cette étude sont: les

écorces, les feuilles et les pépins.

L’identification des especes végétales a été faite par Dr Amara M, maitre de conférences

classes A, a ’'université Belhadj Bouchaib d’Ain Témouchent.

Les fruits sont bien lavés a I’ecau du robinet afin d’éliminer les traces de poussiéres puis
séchées a I’air libre et coupés ensuite pour séparer les parties des fruits. Les feuilles, les pépins
et les écorces ont été mis au séchage a I’ombre dans un endroit sec ensuite dans 1’étuve a 40°C
pendant 3 jours. Les parties séchées ont été broyées finement a ’aide d’un mixeur électrique
afin d’obtenir des poudres fines, puis stockées a 1’abri de la lumiére et de la chaleur jusqu’a leur

utilisation (Figure 9).

Figure9 : Les échantillons pépins, feuilles et écorces du Citrus reticulata apres séchage
(Photo originale, 2022).

1. Méthodes
11.1. Préparation des extraits bruts

L’extrait méthanolique de notre échantillon a été obtenu par macération. Ce type

d’extraction est un simple contact entre le support solide et le solvant.
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10 g de poudre de chaque partie végétale sont ajoutes séparément dans un erlenmeyer contenant
100 ml de méthanol/eau 70% (70 ml méthanol, 30ml eau distillée), le mélange a été maintenu
sous agitation pendant 24 h a température ambiante (figure 10). Le mélange a été filtré a travers
du papier Wattman (opération répétée 2 fois afin d’obtenir plus de 95% de la teneur en composés
phénoliques) (voir figure 11 et 12). Le méthanol ensuite est éliminé du filtrat par évaporation
a 45-50°C en utilisant un évaporateur sous vide a 40-50°C (voir figure 13) puis séché a 40°C
dans I’¢tuve. Enfin I’extrait sec a été récupéré (figure 14), pese et conservé a 4°C jusqu’a son

utilisation.

Figure 11 : Solutions apres 1ere filtration (feuilles, pepins, écorces) (Photo original,
2022).
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Figure 13 : (feuilles, pépins, écorces) apres séchage dans 1’étuve (Photo original, 2022).
I1.2. Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction est défini comme étant le rapport entre le poids d’extraction
obtenue apres I’extraction et le poids de la poudre utilisé.

Il est calculé par la formule suivante :

Rdt (%) = (m/m0) x100 ]

> Rdt : Rendement (en %).
» m : Quantité d’extrait obtenue apres 1’évaporation (g).

> mO0 : Masse de la poudre végétale utilisée (g).
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11.3. Méthodes d’évaluation de I’activité anti-inflammatoire in vitro

L’activité anti-inflammatoire in vitro peut étre évaluée en utilisant plusieurs méthodes :
I’inhibition de la dénaturation des protéines et la stabilisation de la membrane des érythrocytes
sont les tests les plus couramment utilisés, ils restent des tests de bon choix (Benbalia et al.,
2020).

11.3.1. Test d’inhibition de la dénaturation des protéines (albumine)

L’activité anti-inflammatoire in vitro des extraits aqueux hydro-méthanolique de la
plante étudiée a été évaluée aussi selon la méthode d’inhibition de la dénaturation des protéines

décrite par Kar et al., (2012), avec quelques modifications.
La méthode consiste a préparé quatre solutions :

e La solution d’essai est composée de 450pl de la solution aqueuse d’albumine humaine
a 5% et 500ul des extraits de la plante avec différentes concentrations (100,300,
500ug/ml).

e La solution controle test est composée de 450ul de la solution aqueuse de 1’albumine
humaine 5% et 500ul ml d’eau distillé.

e La solution contrdle produit composé de 450ul d’ecau distillé et 500 ul ml des
différents extraits de la plante avec des concentrations variées (100, 300, 500 pg/ml).

e La solution standard est composée de 450ul de la solution aqueuse de I’albumine
humaine 5%et 500l ml de la solution standard avec des concentrations variés (100,
300,500ug/ml).

Les échantillons sont incubés a 37°C pendant 20 min, ensuite la température a été augmentée
jusqu’a 57 °C pendant 3 min. Apres refroidissement des tubes ; 2,5 ml de la solution buffer
phosphate saline (pH 6,3) a été ajouté aux solutions (kar et al., 2012).

L’absorbance a mesurée par spectrophotométre UV-visible & 255 nm et le pourcentage

d'inhibition de la dénaturation des protéines été calculée comme suit :

% d’inhibition= 100- ((Abs Solution test- Abs contréle produit) / (Abs contréle test)) x100
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11.3.2. Test d’hémolyse ou de stabilité membranaire

La capacité des extraits du Citrus reticulata a protéger la membrane des érythrocytes
humains contre 1’hémolyse induite par le milieu hypotonique est évaluée selon Habibur
Rahman et ses collaborateurs (2015) avec quelque modification.

» Préparation de la suspension érythrocytaire

e Le sang a été recueillic auprés d’un volontaire qui n’avait pas pris des anti-
inflammatoires pendant deux semaines avant le prélévement.

e Les échantillons de sang frais (environ 6 ml) ont été récupérés dans des tubes héparines
et centrifugés a 3000 rpm, pendant 10 min. Le surnageant a été éliminé par la suite, et
le culot de globules rouges a été lavé trois fois avec de 1’eau physiologique, jusqu’a
I’obtention d’un surnagent clair, en centrifugeant a chaque fois a la vitesse de 3000 rpm,
pendant 5 min. Le volume des globules rouges a été mesuré afin de préparer une

suspension de 10% (v/v) de globules rouges humains, avec de la solution tampon (PBS).

» Préparation des extraits végétaux
Différentes concentrations d’extraits végétaux (100pg/ml, 300pg/ml, 500 pg/ml,) ont été

solubilisées dans de 1’eau physiologique.

> Evaluation de D’effet des extraits de Citrus reticulata sur la stabilisation de la
membrane des globules rouges

Dans des tubes a hémolyse, 1 ml de chaque extrait des différentes parties du Citrus
reticulata, 1 ml du tampon phosphate (pH 7,4) et 2 ml de la solution hyposaline (NaCl a 0,36%)
ont été mélangeés et incubés a 37°C pendant 20 min. Par la suite, un volume de 0,5 ml de la
suspension des érythrocytes (10 %) a été rajouté dans chaque tube (figure 13), enchainé d’une
incubation, a 37°C pendant 30 min, ensuite centrifugés a 3000 rpm pendant 20 min (voir figure
14). La lecture d’absorbance du surnageant est faite a 560 nm, a I’aide d’un spectrophotométre.
Le contrble consiste en un mélange de 2 ml de la solution hyposaline, 2 ml du tampon PBS, 0,5
ml de la suspension de globules rouges et 1 ml d’eau distillé.
L’acide salicylique est utilis¢é comme molécule de référence (anti-inflammatoire), utilisé dans

les mémes concentrations que 1’extrait.

% d’inhibition de I’hémolyse = [(Ac —At) / Ac] * 100
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Ac: absorbance de contréle
At : absorbance de I’échantillon (test)

Figure 15 : Echantillons centrifugés (photo original, 2022).

11.4. Evaluation de I’activité antioxydante in vitro
11.4.1. Réduction du fer : FRAP (Ferric reducing antioxidant power)
» Principe

Ce test est basé sur la transformation du Fe* en Fe?*, en présence d’un antioxydant
(Pextrait de la plante) qui a le pouvoir de céder des électrons. Cette réaction se manifeste par
I’apparition d’une couleur bleu mesurable a 700 nm. Une augmentation de 1’absorbance

correspond a une augmentation du pouvoir réducteur du composé testé (Benbrinis, 2012).
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Mode opératoire

Un millilitre de I'extrait a différentes concentrations (de 0,075a 10mg/ml) est melangé
avec 2,5ml d'une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5ml d'une solution de
ferricyanure de potassium K3Fe (CN)6 a 1%. L'ensemble est incubé au bain-marie a
50°C pendant 20 min ensuite, 2.5ml d'acide trichloracétique a 10% sont ajoutés pour
stopper la réaction.

Les tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10min. Un aliquote (2,5ml) de
surnageant est combinée avec 2,5ml d'eau distillée et 500ul d'une solution aqueuse de
FeClI3 (Chlorure ferrique) a 0,1%.

La lecture de I'absorbance du milieu réactionnel se fait & 700 nm contre un blanc
semblablement préparé, en remplacant I'extrait par de l'eau distillée qui permet de
calibrer I'appareil (spectrophotometre UV-VIS) (Voir figure 15 et 16).

Le contrdle positif est représenté par un standard d'un antioxydant ; I'acide ascorbique
dont l'absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons.
L'augmentation de I'absorbance correspond a l'augmentation du pouvoir réducteur de
I'extrait testé (Singleton et Rossi, 1965).

Figure 17 : Spectrophotometre en lecture (photo original, 2022).
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11.4.2. Evaluation de I’activité antioxydante par I’effet scavenger du radical DPPH
» Principe
Le DPPH (diphényl-picryl-hydrayl) est un radical libre stable de couleur violette qui se
réduit en 2,2 diphényle-1-picryl hydrazine (DPPH2), faiblement coloré en jaune par captation
d’un hydrogéne de I’antioxydant (voir figure 18). Les changements de couleurs sont
proportionnels a I’activité antioxydante et a la diminution de I’absorbance (Moon et
Shibamoto, 2009).
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Figure 18 : Réduction du radical DPPH (Moon et Shibamoto, 2009).

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants piéger le radical

DPPH (Amarowicz et al., 2004), par la procédure suivante :

e Un volume de 50pl de différentes concentrations de chaque extrait est ajoute a 1950 pl
de la solution méthanolique du DPPH (0.02g/1) fraichement préparée.

e Ence qui concerne le contrble négatif, ce dernier est préparé en parallele en mélangeant
50ul du méthanol avec 1950 pl d’une solution méthanolique de DPPH a la méme
concentration utilisée.

e Apres incubation a I’obscurité pendant 30 min et a la température ambiante la lecture
des absorbances est effectuée 515 nm a 1’aide d’un spectrophotométre.

e Des standards de référence (acide ascorbique) ont également été analyses en respectant

la méme procédure.
Expression des résultats

Le pourcentage d’inhibition (% I) du radical DPPH par les extraits a été calculé comme suit :

Le pourcentage d’inhibition est donné selon la formule suivante : (Harris et al., 2009).

Activité anti radicalaire % = ((A0-Al) /A0) x100
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AC : absorbance en absence de I’inhibiteur (contrdle négatif).

AE : absorbance en présence de I’inhibiteur (échantillon).

Les résultats de 1’activité anti-radicalaire sont exprimés en fonction de la concentration
inhibitrice 50 (CI50) qui permet la réduction de 50% du radical DPPH (Amezouar et al., 2013).
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Résultats et discussion

. Rendement des extraits de Citrus reticulata

Les extraits bruts d’écorces, pépins et feuilles ont été extraites par une macération
conventionnelle en utilisant comme solvant le méthanol a 70%.

Les résultats de cette extraction ont permis d’obtenir respectivement des taux
d’extraction de 38%, 13% et 9% pour les écorces, feuilles et pépins (figure 19).

40 38
35
30
25
20

15 13

Rendement %

écorces feuilles pépins

figure 19: Rendement des extraits sec d'écorces,feuilles
et pépins du Citrus reticulata

L'examen organoleptique des extraits bruts des différentes parties du Citrus reticulata,
a donné les résultats suivants, (tableau 6). La couleur et I’aspect change d’un extrait a un autre.

Tableau 6 : Les caractéres organoleptiques des extraits du Citrus reticulata

Les caractéres

organoleptiques des Couleur Aspect
extraits
Ecorces Orange clair Pateux
Feuilles Vert foncé Cristallin
Pépins Vert clair jaunatre Pateux

D’aprés les resultats obtenus (figure 6), I’extrait brut des écorces représente le
rendement le plus élevé estime a 38%, suivi par I’extrait des feuilles et des pépins 13% et 9%
respectivement.

Le taux de rendement de I’extrait des écorces obtenu dans notre travail est largement supérieur

a celui obtenu par Madhuri et ses collaborateurs (2014) qui ont enregistré des valeurs de
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12,35% pour le Citrus aurantium et 8% pour Citrus sinensis. Ces auteurs ont aussi utilisé le

méthanol comme solvant d’extraction.

De méme, nos résultats concernant 1’écorce du C. reticulata reste supérieurs par rapport a ceux
rapportés par Hegazy et Ibrahim, (2012) sur les écorces du Citrus sinensis utilisant aussi le

méthanol dans leur extraction estimé a 28,32%.

Le taux de rendement des feuilles de notre plante (13%) est supérieur a celui du Citrus reticulata
blanco situé en Indonésie (6,3%) rapporté dans 1’étude de Fadlillah et al., (2019) qui ont utilisé

1’éthanol pour extraire les polyphénols.

D’apres Oikeh et al., (2020) le rendement des pépins du Citrus sinensis obtenu par extraction

éthanolique correspond a 2,64%. Ce taux reste relativement inférieur a celui de notre étude.

En fait, il existe plusieurs parameétres influengant le rendement d’extraction, a savoir la méthode
d’extraction choisie (Boulilla et al., 2015 ; Marzouki et al., 2009), des facteurs géographiques,
physicochimiques ou biologiques, les types de sols, les facteurs génétiques (El-Haoud et al.,

2018), ainsi que le type de solvant utilisé, sa nature, et son volume (Telli et al., 2010).

D’autres études ont montré que non seulement chaque plante différe de I’autre par sa
composition chimique, mais aussi que la composition des organes de la méme plante sont
différents, et que chaque composé chimique est extractible par un solvant approprié (Yousfi et
al., 2008).

I1. Activité anti-inflammatoire
I1.1. Inhibition de la dénaturation protéique (albumine humaine)

La dénaturation protéique est un phénomeéne durant lequel les protéines perdent leur
structure tridimensionnelle ou secondaire, suite a leur exposition a la chaleur, a un agent
infectieux ou chimique (Adarsh Vermaetal., 2011). Selon Rathisre et al., (2013), la méthode
de la dénaturation protéique est trés efficace pour 1’évaluation in vitro de I’activité anti-

inflammatoire des extraits.

La figure 20 et le tableau 1 en annexe représentent les résultats de 1’activité anti-
inflammatoire in vitro des écorces, des feuilles et des pépins du Citrus reticulata qui consiste a

évaluer les pourcentages d’inhibition de la dénaturation de la protéine 1’albumine humaine.
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Nos résultats ont montré qu’a la concentration de 100 pg/ml, I’extrait des écorces a
enregistré le meilleur pourcentage d’inhibition de la dénaturation de la protéine estimé a 69,88
% presque similaire a celui de I’anti inflammatoire de référence (1’acide salicylique) (70,03%).
Celui de I’extrait des feuilles enregistre le pourcentage le plus bas (18,16%) a cette méme

concentration.

De méme, a la concentration de 300 pg/ml, I’extrait des écorces a enregistré le pourcentage
d’inhibition le plus important (76,22%) dépassant 1égérement celui de I’acide salicylique
(76,08%) ; suivi par I’extrait des pépins (68,01%) et enfin 1’extrait des feuilles (29,68%). Le
méme résultat a été observé a la concentration de 500 pg/ml.

On constate donc, qu’a différentes concentrations (100, 300, 500 pg/ml), le plus puissant effet
inhibiteur de la dénaturation de I’albumine a été obtenu avec I’extrait d’écorce ensuite les pépins
et en dernier I’extrait des feuilles, On peut dire alors que les sous-produits de cette plante sont

doués d’activité anti-inflammatoire

L1 Ac. Salicyligue EEcorcesCR  LIPépins CR HFeuilles CR
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Figure 20 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines en fonction des
différentes concentrations d’extraits (écorces, pépins, feuilles) de Citrus reticulata et de
I’acide salicylique.

La dénaturation des protéines tissulaires est bien connue comme étant l'une des
conséquences des maladies inflammatoires et arthritiques, aboutissant a la production d’auto-

antigenes (Williams et al., 2008). Le mécanisme possible de la dénaturation consiste a
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I’altération des liaisons électrostatiques, hydrogeéne, hydrophobe et disulfure qui maintien la

structure tridimensionnelle des protéines (Manvaret Desai, 2014).

L’activité anti-dénaturante de ’extrait pourrait étre due a I’interaction de certains
composants avec deux sites (présents au niveau de certaines protéines ex : albumine) de liaisons

riches en Tyrosine, Thréonine et Lysine (Williams et al., 2002).

Lu et ses collaborateurs ont rapportés que les composants des plantes médicinales utilisées en
médecine traditionnelle, exercent leurs effets pharmaceutiques grace a leur capacité de
s’associer aux protéines plasmatiques (Lu et al., 2008). En effet selon 1I’étude effectuée par
Dufour et Dangles (2005) sur I’interaction des flavonoides avec 1’albumine, cette ci possede
une forte affinité pour la quercétine, ce qui pourrait expliquer 1’activité protectrice des
polyphénols contre la dénaturation thermique de 1I’albumine. D’autant plus, que plusieurs études

ont montré la teneur des Citrus en flavonoides (Bouterfase et al., 2016 ; Rafiq et al., 2016).

Il est prouvé que les anti-inflammatoires non stéroidiens comme la phénylbutazone et
I’indométacine n’inhibent pas seulement la synthése des prostaglandines pro-inflammatoires,
mais inhibent aussi la dénaturation des protéines (Sangeetha et al., 2011). Plusieurs anti-
inflammatoires empéchent la dénaturation d'albumine induite thermiquement traitée par la
chaleur a pH physiologique (pH : 6.2 a 6.5) (Deattu et al., 2012).

D’aprés nos résultats, on peut dire que ’extrait des écorces de Citrus reticulata pourrait
controler la production d’auto-antigéne par I’inhibition de la dénaturation des protéines.
L’activité inhibitrice de la dénaturation de 1’albumine est peut-étre attribuée a la présence de
différents composés bioactifs (métabolites secondaires) possédants plusieurs propriétés
biologiques notables qui sont peut-étre a 1’origine de 1’effet anti-inflammatoire de 1’extrait, tels
que les polyphénols, flavonoides et les tannins dans 1’extrait trouvés lors des criblages

phytochimiques réalisés auparavant.

Selon Williams et al., (2008), les composés inhibant la dénaturation des protéines avec
un pourcentage supérieure a 20% sont considérés comme ayant des propriétés anti-
inflammatoires. Dans la présente étude, les trois extraits du Citrus reticulata empéchent la

dénaturation thermique des protéines, ce qui confirme leur activité anti-inflammatoire.

On peut conclure que Citrus reticulata possede un effet anti-inflammatoire marqué et tres

puissant in vitro contre la dénaturation des proteines, et que d'autres recherches approfondies
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sont nécessaires pour déterminer les mécanismes et les valeurs médicinales de cette plante en

plus de ses actions anti-inflammatoires.

I1.2. Evaluation de la protection contre I’hémolyse (stabilisation membranaire)

L’activité anti-inflammatoire in vitro a été réalise aussi en utilisant une deuxiéme
méthode de stabilité de la membrane HRBC par hypotonicité induite la lyse membranaire
(Desai et al., 2017). Nous avons utilisé l'acide salicylique comme un anti-inflammatoire de
référence. Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau et la figure ci-dessous (figure 21)
(tableau2 en annexe).

Pour des concentrations allant de 100 a 500 pg/ml les extraits (feuilles, pépins, écorces)
possedent une activité anti-inflammatoire, puisque nous avons noté que le pourcentage de

stabilisation érythrocytaire se situe entre 30 % et plus de 60%. Celui de 1’acide salicylique

atteint les 75%

Plus précisément, a la concentration de 500ug/ml, nous remarquons que l'acide
salicylique présente un pourcentage de stabilisation de la membrane des globules rouges plus
élevé (74,66%) suivi par l'extrait des écorces (60,86%) ensuite I'extrait de pépins (55,88%)

tandis que le pourcentage le plus faible estimé a 36,88 %est observée dans I'extrait des feuilles.

80 -
70 +
60 - B Ac. Salicylique
50 - i Ecorces CR
H Pépins CR
 Feuilles CR

= N w
o o o
1 1 1

Pourcentage de stabilisation (%)
D
o

o
|

100 300 500
Concentration (pg/ml)

Figure 21 : Pourcentage de stabilisation de membrane des globules rouges en fonctions des
différentes concentrations d’extraits (écorces, pépins, feuilles) de Citrus reticulata et de
I’acide salicylique.
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L'étude réalisée par Malik et al., (2021) sur I'extrait méthanolique d'écorces des citrus,
ou ils ont utilisé I’indométacine comme solution standard a une concentration de 200mg/ml, le

pourcentage de stabilisation de ’HRBC estimé a 89,67 reste supérieur a nos résultats.

Cependant, une autre étude (Pallavi et al., 2018) réalisée en Inde, sur des extraits
éthanoliques d'écorces du citrus a la concentration de 25mg/ml, le pourcentage de protection
pour I’orange ameére (54,43%), lime (53,08%) et pamplemoussier (45,77%) sont inférieurs a
nos résultats.

Les différences de résultats peuvent étre dus a des variations géographiques ou en raison
de la méthodologie suivie au cours de I'expérience in vitro (Bhutia, 2020).

Selon Roy et al., (2010), les composés phénoliques présents dans les plantes possédent de
puissante activité anti-inflammatoire, ces composés phénoliques tels que les flavonoides
présents dans les extraits des agrumes agissent par inhibition des médiateurs et jouent
probablement un rdle clé dans la prévention de l'inflammation parce que les cytokines
inflammatoires induisent la synthése de la cyclooxygénase -2 et de la prostaglandine E2 qui ont

role critique dans la pathogénese des maladies inflammatoires (Pallavi et al., 2018).

I11. Activité antioxydante
I11.1. Méthode de FRAP (ferric reducing antioxidant power)

L’activité antioxydante de 1’extrait du Citrus reticulata a été évaluée en utilisant la
méthode de FRAP ; c’est une méthode simple, rapide et reproductible. Elle est universelle et
peut étre appliquée aussi bien chez les plantes que chez les extraits organiques et aqueux (L.i et
al., 2006). Cette méthode est assistée sur la capacité des polyphénols a réduire le fer ferrique

Fe3* en fer ferreux Fe?*(Karagozler et al., 2008).

Nous avons testé les différents extraits d’orange (Citrus reticulata) par cette méthode et
les valeurs obtenues (figure 22 et tableau 3 en annexe) ont permis de tracer des courbes pour
chaque extrait (pépins, feuilles, écorces) ainsi que celui de ’acide ascorbique, pris comme

antioxydant de référence.

De nombreux auteurs consideérent la capacité réductrice d’un compos€¢ comme un
indicateur significatif de son activité antioxydante (Rahman et al., 2013). Selon plusieurs
auteurs (Balasundrum et al., 2006 ; Huda-Faujan et al., 2007), une augmentation de

I'absorbance indique un pouvoir réducteur élevé.
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Compte tenu de la courbe ci-dessus, nous classons le pouvoir réducteur du standard et de
l'extrait des feuilles, écorces, pépins selon 1’ordre suivant : 1’acide ascorbique >1’extrait des

feuilles >I’extrait des écorces>I’extrait des pépins.
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Figure 22 : L’absorbance de membrane du globule rouge en fonction des différentes
concentrations d’extraits du Citrus reticulata (feuilles, écorces, pépins) et de 1’acide
ascorbique.

Les résultats obtenus ont montré que I’augmentation de la réduction du fer a 700 nm,
est proportionnelle avec I’augmentation de la concentration de 1’acide ascorbique et des trois
extraits des oranges. En comparant nos extraits a la concentration de 0,62mg/ml (concentration
médiane), I'extrait des feuilles a enregistré le meilleur pouvoir réducteur (absorbance estimée a
0,37). Tandis que I’extrait d’écorce (0,17) et celui des pépins (0,13) ont enregistré un degré
moindre a réduire le fer. A cette méme concentration, le pouvoir réducteur de I’acide ascorbique

reste plus important (2,42).

Les travaux d’Oikeh et ses collaborateurs (2014) ont aussi montré un meilleur
potentiel réducteur pour I’extrait hydro-éthanolique des écorces par rapport aux pépins du

citrus.

D’autres études (Lagha-Benamroucheet al., 2013), ont indique la présence d'une forte
corrélation entre le pouvoir réducteur et les phénols totaux, ils ont aussi noté que le pouvoir
réducteur de I’extrait des feuilles de bigarade était plus élevé que celui de I’écorce. Ces mémes
auteurs, ont suggéré que ces composes phénoliques semblent contribuer de maniére trés
importante a réduire la puissance des extraits de la bigarade. En effet, il existe une relation

étroite entre les composés phénoliques et les activités antioxydantes (Bourkhiss et al., 2010).
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111.2. Evaluation de pouvoir anti radicalaire par le DPPH

Le test du DPPH (diphényl-picryl-hydrayl) a été largement utilisé, c’est une technique
populaire d'évaluation de l'activité de piégeage des radicaux libres des différents extraits de
plantes. Le DPPH est un radical libre stable qui se dissout dans les deux solvants I'éthanol et le
méthanol.

La réduction du radical libre est déterminée par la diminution de son absorption a 515
nm lorsque la couleur de la solution d'essai de DPPH change du violet au jaune clair. Le
potentiel antioxydant de piégeage des extraits de plantes correspond au degré du changement
de couleur (Safdar et al., 2017).

Nous avons évalué I’activité antioxydante des différentes parties du Citrus reticulata a
savoir les écorces, les feuilles et les pépins par cette méthode de DPPH afin de déterminer
I’extrait ou la partie de I’orange la plus active en la comparant avec 1’acide ascorbique, utilisé
comme molécule de référence.

Les valeurs obtenues (figure 23,24,25,26) ont permis de tracer des courbes ayant une
allure exponentielle avec présence d’une phase stationnaire qui signifie la réduction presque
totale du DPPH dans sa forme non radicalaire. D’aprées ces courbes, nous pouvons déterminer
les pourcentages d’inhibition obtenus en fonction des concentrations utilisées ainsi que la valeur
d’IC50 de chaque extrait.

Nous remarquons que 1’extrait des feuilles présente le pourcentage d’inhibition le plus
¢levé estimé a 73%%, suivi par I’extrait des pépins, avec un pourcentage d’inhibition de 65%,
ensuite I’écorce 45%, alors que 1’acide ascorbique a montré une grande capacité a inhiber le

radical DPPH égale a 94%.
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Figure 23 : Pourcentage d’inhibition de I’extrait brute de 1’écorce.
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Figure 24 : Pourcentage d’inhibition de I’extrait brute des feuilles.

% d'inhibition de I'extrait des pépins

90 -
80 - <
70 -
60 -
50 -
40 -
30 4
20 -
10 ~
0 T T T T )

0 2 4 6 8 10

Concentration (mg/ml)

y = 10,106In(x) + 44,145
R?=0,8679

% d'inhibition

Figure 25 : Pourcentage d’inhibition de I’extrait brute des pépins.
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Figure 26 : Pourcentage d’inhibition de 1’acide ascorbique.

Il semble que I’activité antiradicalaire est fortement dépendante des concentrations des
extraits. Plus I’extrait est concentré, plus l'activité est élevée.
D'apres I'étude Reéalisée par Tigrine, (2016), I’extrait des écorces du citron présente un
pourcentage d'inhibition du radical DPPH estimé a 62,5%. En revanche le pourcentage
d'inhibition du DPPH enregistré dans 1’étude de Lagha-Benamrouche, (2013) de I'extrait des

feuilles de Citrus aurantium est beaucoup plus éleveé (99,5%).

L’activité antioxydante a €té évaluée en calculant la concentration inhibitrice a 50 %
(IC50) qui est la concentration efficace de I'extrait nécessaire pour piéger 50% des radicaux
libres DPPH. Plus L’IC50 est faible, plus I’extrait est doté d’un potentiel antioxydant puissant.
Les résultats de I’activité antioxydante exprimée en IC50 des différents extraits du Citrus
reticulata (écorces, feuilles et pépins) ainsi que le standard (acide ascorbique) sont représentés

dans le tableau et la figure ci -dessous (figure 27) (tableau 4 en annexe).

Nous remarquons que I’extrait des feuilles présente I’IC50 la plus faible (1,40 mg/ml),
suivi par D’extrait des pépins (1,78 mg/ml) ensuite 1’extrait des écorces (20,73 mg/ml). En
comparant ces valeurs par rapport a l’acide ascorbique (IC50: 0,072 mg/ml) qui reste
I’antioxydant de référence (connu pour sa puissance antioxydante), on peut dire que 1’extrait
des feuilles possede la plus grande activité antiradicalaire comparativement aux autres extraits

testés.
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Figure 27 : Histogramme des valeurs des concentrations nécessaires pour la réduction de 50%
du fer des différents extraits en mg/ml.

En comparant nos résultats a d’autres travaux, nous avons remarqué que 1’extrait
méthanolique des feuilles de Citrus climentina présente une valeur d'IC50 estimée a 0,04185
mg /ml (Khettal et al., 2017), largement inférieur a nos résultats.

D'autres travaux sur les extraits des pépins des Citrus reticulata blanco effectués par
Zhang et al., (2018) ont indiqué un potentiel antioxydant estimé a une moyenne de 1,23 + 0,1
presque similaire a celui trouvé dans notre étude.

Cependant, 1’étude réalisée par Ghasemi et al., (2009) sur I'extrait des écores Citrus poonensis
(Ponkan) (d'IC50 : 0,6 mg/ml) ont enregistré des valeurs largement inférieures a celles notées
dans notre analyse (20,73 mg/ml).

En générale, le potentiel réducteur des extraits des plantes est d0 a la présence de
molécules capables de donner des électrons qui peuvent réagir avec les radicaux libres et les
transformer en produits stables, parmi ces molécules : les polyphénols (Reddy et al., 2007).
En outre, la différence de l'activité antioxydante des Citrus peut étre attribuée a la présence des
flavonoides ainsi que d'autres composés phénoliques qui possedent différents effets
antioxydants (Ouerdane et Ramdani, 2007 ; Doukani et Tabak, 2017).

Les flavonoides inactivent et stabilisent les radicaux libres grace a leur groupement

hydroxyle (C3-OH) fortement réactif. En tant qu’antioxydants, les flavonoides sont capables

d’inhiber la carcinogenése et prolifération cellulaire (Ghedira, 2005).
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Les flavonoides les plus rencontrés dans les agrumes sont les flavonones, concentré surtout
dans les écorces (Tomas-Barberanet clifford, 2000) ; ainsi que les naringénines et les
hespérétines (Mouly et al., 1996 ) .Les flavones notamment les quercétines ( Ghedira , 2005)
qui, sont présents en faible quantité dans les ecorces d'agrumes (M 'hiri, 2015), et les flavones
glycosylés (diosmine) considérés comme ingrédients actifs de certains médicaments (maladie

de I'appareil circulatoire) (Del Rio et al., 2004).
L'activité antioxydante des extraits vegétaux dépend aussi du type et de la polarité des

solvants d'extraction, la procédure d'extraction de la pureté des composés actifs, la technique

d'essai et le type d'échantillon utilisé (Ismail et Haber, 2004).
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Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales ont été utilisées dans la médecine traditionnelle durant plusieurs
annees. Ces plantes restent l'origine des principes actifs connus par leur pouvoir thérapeutique
; ¢’est pour cette raison qu’elles deviennent un propos de plusieurs recherches, ils constituent
toujours des sources essentielles de médicaments.

Dans le but de la valorisation des plantes aromatiques médicinales, Citrus reticulata est
I'une des especes d'agrumes les plus connues et les plus consommeées en Algérie.
Dans le cadre de notre travail, nous avons évalué les activités biologiques des trois extraits bruts
(pépins, écorces et feuilles) du Citrus reticulata a savoir I'activité antioxydante et I'activité anti-
inflammatoire.

En premier lieu, nous avons déterminé les taux des rendements des extraits bruts obtenus
en utilisant le méthanol comme solvant d’extraction, et qui ont monté une rentabilité
importante, commengant par 1’extrait d’écorce qui a donné le rendement le plus élevé (38%)

ensuite celui des feuilles (13%) et enfin I’extrait des pépins (9%).

Nous avons ensuite évalué 1’activité anti-inflammatoire des trois extraits du Citrus
reticulata qui a révélé qu’a différentes concentrations (100, 300, 500 pg/ml), le plus puissant
effet inhibiteur de la dénaturation de I’albumine et de la stabilisation érythrocytaire a été obtenu
avec I’extrait d’écorce suivi par les pépins et les feuilles. De méme, a la concentration de
500ug/ml, nous avons noté que le pourcentage de stabilisation de la membrane des globules
rouges le plus élevé a été enregistré au niveau de I'extrait des écorces (60,86%) ensuite I'extrait
de pépins (55,88%) tandis que le pourcentage le plus faible estimé a 36,88 %a été observéee
dans l'extrait des feuilles.

Cependant 1’évaluation du pouvoir antioxydant de nos extraits réalisés par la
détermination de leur pouvoir de piégeage du radical du DPPH et celle du pouvoir réducteur
(FRAP), a révélé que I’extrait des feuilles du Citrus reticulata possédait la meilleure activité

antioxydante.

Par conséquent, on peut dire que les différentes parties du Citrus reticulata sont doués
d’activités, mais différentes puisque I’extrait d’écorces était plus doué pour son activité anti-
inflammatoire et c’est celui des feuilles qui a présenté la meilleure activité antioxydante. Ces

résultats sont probablement liés a la composition de chacun de ces extraits.
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On peut conclure donc, que les sous-produits du Citrus reticulata, considérés comme
déchets, présentent un potentiel important autant qu’agents anti-inflammatoire (I’extrait des
écorces) et antioxydant (I’extrait des feuilles), grace a la présence de composes bioactifs
probablement responsables de ces activités biologiques, et peuvent donc étre utilisés comme
produits nutraceutiques. Ce qui nous pousse a vouloir approfondir plus cette investigation pour
mieux connaitre ces molécules bioactives, et pourquoi pas valoriser d’autres produits jetés par

les industries de transformation.
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Annexe 1

Tableau 1 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines en fonction des
différentes concentrations d’extraits de Citrus reticulata et de I’acide salicylique.

_ Pourcentage d’inhibition de la dénaturation (%)
Concentration
(Hg/mi) .AC'. Ecorces Pépins Feuilles
Salicylique
100 70,03 69,88 66,28 18,16
300 76,08 76,22 68,01 29,68
500 81,12 72,03 69,02 34,44

différentes concentrations d’extraits et de 1’acide salicylique.

_ Pourcentage de stabilisation (%)
Concentration
(Hg/mi) .AC'. Ecorces Pépins Feuilles
Salicylique
100 67,65 45,48 59,95 30,09
300 72,85 55,20 52,04 32,13
500 74,66 60,86 55,88 36,88

Tableau 2 : Pourcentage de stabilisation de membrane des globules rouges en fonctions des
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Tableau 3 : Le pouvoir réducteur des différents extraits de Citrus reticulataet de I’acide

ascorbique.
Concentration Acide Ecorces Feuilles  Peépins
(mg/ml) ascorbigque

0,075 0,67 0,02 0,1975 0,0205
0,15 1,207 0,0465 0,2055 0,0385
0,31 2,34 0,0735 0,2615 0,0965
0,62 2,42 0,1675 0,3705 0,1335
1,25 2,55 0,274 0,6765 0,2795
2,5 2,58 0,6295 0,946 0,3435

5 2,59 0,9635 1,5825 0,5925

10 2,8 1,2535 3 0,9035

Tableau 4 : Les résultats des IC50 pour le test de DPPH.

IC 50(mg/ml)
Ecorces 20,73
Feuilles 1,40
Pépins 1,78
Acide ascorbique 0,072




