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Introduction

| ntroduction

La relation de I'hnomme avec les plantes remonte a des milliers d'années. Pendant de
nombreux siecles, les végétaux ont représentés la seule source de remedes a de nombreuses
pathologies. De nos jours, malgré le développement de la génie pharmaceutique, la médecine
traditionnelle a base de plantes reste toujours prépondérante comme en témoigne les rapports
de I'organisation mondiale de la santé qui estime a 80% |le nombre de la population mondiae

gui arecours a ce type de médication (Winston, 1999).

L es substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples dans I'industrie
agro-alimentaire, cosmétique et pharmaceutique. Parmi les médicaments obtenus a partir des
plantes, on trouve le taxol, isolé de I'if. Il est utilise dans le traitement des cancers
gynécologiques (Allemana et al., 2010). L'artémisinine, est une substance isolée de I’armoise,
utilisée dans le traitement des formes résistantes de la malaria (L évesque et Seeberger,
2012). On peut encore citer la galanthamine, obtenue de la perce-neige, utilisée depuis peu
dans le traitement de la maladie d'Alzheimer (Takeda et al., 2006). Dans I’industrie agro-
alimentaire, les substances d’origine végétale peuvent etre ulilisées comme additifs naturels
de conservation des denrées alimentaires. Elles sont utilisées comme agents conservateurs et
antioxydants pour le maintient de la fraicheur et la prévention de la dégradation et altération
des aliments. L’acide ascorbique (vitamine C) et le tocophérol (vitamine E) étant des
antioxydants tres employés pour maintenir la couleur des préparations a base de fruits et
legumes et ralentir I’oxydation des huiles et graisses aimentaires. Elles sont aussi utilisées
pour amplifier ou améliorer les qualités sensorielles des aiments. Ainsi, la Curcumine, un
colorant jaune-orange extrait de racines de Curcuma longa est utilisée pour la coloration de
plusieurs aliments comme les glaces, les yaourts et les produits de la confiserie (De Reynal
et Multon, 2009).

En application pharmaceutique, cosmétique ou aimentaire, la valorisation et
I’industrialisation des substances d’origine végétale est en plein essor. Cet intérét accru pour
ces substances est lié surtout a leurs proprietés d’antioxydants et/ou d’anti-enzymatiques. En
santé humaine, il est communément admis que de nombreuses pathologies

telles que le vieillissement, les maladies neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson)
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(Glizczynska-Swiglo, 2006), cardiovasculaires (Athéroscléroses), cancers et les maadies
inflammatoires (Di Matteo et Esposito, 2003) sont directement ou indirectement, dues a un
déséquilibre dans la balance existant au niveau physiologique entre les radicaux oxygénés et
les antioxydants (enzymatiques ou non-enzymatiques) suite a un stress oxydatif. Ce
déséquilibre en faveur des espéces oxygenées engendre des dommages au niveau cellulaire,
qui se tradui par des pathologies pouvant étre létales. Afin, de faire face a ces pathologies
dues en partie a ces radicaux, des composés antioxydants de synthéses tels que le butyle
d’hydroxytoluéne (BHT) et le butyle d’hydroxy anisole (BHA) sont utilisés comme principes
actifs. Malgré, les résultats encourageants obtenus avec ces antioxydants, il est de plus en plus
démontré que leurs utilisations est susceptible de manifester des effets secondaires, voir méme
toxique, notamment une augmentation du risque d'apparition de certaines tumeurs (M anian et
al., 2008).

Dans I'industrie alimentaire, les denrées alimentaires subissent lors de leurs stockage ou
transformations des altérations et des dégradations menant a une modification de leurs
qualités nutritionnelles, sensorielles et organoleptiques. Les altérations résultent soit de
phénomenes d’oxydation ou du brunissement, qui se produisent aussi bien pendant la mise en
ceuvre des différents procedés de fabrication ou de conservation qu’au cours du vieillissement
daiments frais (Whitaker et Lee, 1995). Les réactions du brunissement, qu’elles soient
catalyseées ou non par des enzymes, ne sont pas généralement souhaitables, car elles nuisent
fréqguemment a leurs qualités organol eptiques et nutritionnelles. Jusgu' a 50% des fruits et des
Iégumes sont perdus en raison de ce phénoméne, (Marqués et Alu, 1995). Pour remédier a
ces phénomenes d’altération, des additifs chimiques de conservation sont utilisés en général,

comme agent antioxydant et/ou anti-brunissement.

L es substances chimiques de synthése, par leurs effets nocifs, nuisent ala santé humaine
gue ce la soit en application thérapeutique ou alimentaire. Pour atténuer ou abroger les effets
de ces antioxydants ou anti-enzymatiques de synthése, plusieurs éudes ont mis I'accent sur
I'utilisation de substances naturels efficaces, sans ou présentant moins d'effets secondaires,
issus de plantes notamment ceux des fruits et légumes qui sont considérées comme source
impotente de multiples substances bioactives notamment en composés phénoliques et en
vitamines. Ces composés phytochimiques, largement utilisés en thérapeutique comme
vasculoprotecteurs, anti-inflammatoires, antiradicaires, antioxydants et inhibiteurs
enzymatiques (Weisburger, 2002), suscitent un intérét croissant de la part des

nutritionnistes, des industriels de I’agro-alimentaire et méme des consommateurs.




Introduction

Dans I’optique de valoriser des substances végétales en application pharmaceutique,
cosmétique ou agroalimentaire s'inscrit I’objectif de notre travail de recherche qui consiste a
la valorisation des substances actives de la flore Algérienne particuliérement les plantes du
genre Citrus dont les agrumes constitue une des principales cultures pérennes en Algérie,
spécialement les groupes appartenant aux oranges et clémentines (Kerboua, 2002). En effet,
les agrumes, en raison de leur richesse en antioxydants naturel tels que I'acide ascorbique, ont
sollicités depuis longtemps l'intention des chercheurs qui ont axé leurs travaux sur le fruit,
I”écorce, la pulpe ou le jus de fruit. Par contre, les feuilles des citrus n’ont pas fait objet
d’intention particuliére par les chercheurs, mis a part quelques études préliminaires (Pietta
et al., 2003 ; Hadrich et al., 2008).

Pour réaliser notre objectif, nous avons choisi les feuilles de six espéces de citrus de la
région de Bejaia a savoir Citrus limon, Citrus clementina, Citrus grandis, Citrus aurantium,
Citrus aurantiifolia, Citrus sinensis (cv. Thomson navel et cv. hamlin) comme sources
d’extraits pour évaluer leurs activités antioxydante et anti-enzymes du brunissement (anti-
peroxydase et anti-polyphénoloxydase). Les résultats obtenus sont décrits dans ce manuscrit
qui comporte : Une synthese bibliographique constituée de trois chapitres : les citrus et leurs
intéréts thérapeutiques; Le stress oxydatif, le systeme de défense antioxydant et les
antioxydants du citrus ; et le brunissement enzymatique. Une partie expérimentale décrivant la
méthodologie réalisée et les résultats obtenus: dosage des composés phénoliques
(polyphénols totaux, les flavonoides) des extraits aqueux et méthanoliques des feuilles de six
espéces du citrus, évaluation de I’activité antioxydant par tests DPPH, ABTS et FRAP et
évaluation de |'activité anti-peroxydase et anti-polyphénoloxydase de ces mémes extraits de

citrus.

]
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|.1. Généralités

|.1.1. Définition et distribution géographique

Citrus est un genre de plantes de la famille des rutacées, regroupant des arbres et des
arbustes, dont plusieurs especes sont cultivées pour leurs fruits (les agrumes). Le terme
d'agrumes provient du mot latin acrumen, signifiant "saveur acre" en raison de la présence de
I'acide acétique qui leurs confére I'acreté qui les caractérisent. Ces citrus sidentifient par leur
appareil sécréteur constitué par des poches sécrétrices particulieres dites schizolysigenes. Ces
poches toujours superficielles, sont d'origine épidermique. Il suffit de les écraser |égerement

pour qu'une forte odeur d'essence s'en dégage (Haineault, 2011).

Il sest avéré que toutes les especes appartenant au genre citrus sont originaires des
régions tropicales et subtropicales du sud-est asiatique (Maaisie, I'Indonésie, la Chine, la
Birmanie et I'Inde) (tableau ), ou la température est constante (20 a 25°C) avec une forte
humidité. On trouve une premiere mention de leur culture dans les livres religieux indiens et
chinois, entre 800 et 500 av J.C (Bachése et Bachése, 2011). Elles ce sont ensuite diffusées
au cours du temps vers dautres continents. Elles ont éé introduites dans le bassin
meéditerranéen notamment en Afrique du nord et e sud de I'Europe gréce aux arabes en raison
des échanges commerciaux et les conquétes militaires. 1l est probable que le bigaradier ou
I'orange amére fut connu au X° siécle, le citronnier de race de cédrat au XI1° siécle, I'orange
doux au X1V¢ siécle et le mandarinier ainsi que le pamplemoussier au XI1X° siécle (tableau 1).
Elles ce sont ensuite exportées vers I'"Ameérique par les espagnoles et les portugais (Nicolosi,
2000).

Quant au clémentinier, c'est une espece locale Algérienne crée par le croisement
entre mandarinier (Citrus reticulata Blanco) et un oranger (Citrus sinensis), réalisé par le pere
Clément (Vincent Rodier de son vrai nom) en 1929 a |'orphelinat de Messerghine prés de la
villed'Oran (Chahidi et al., 2008).

]
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Tableau | : Origine de quelques espéces de citrus (Gmitter et al., 2007).

Nom Scientifique Origine
Citron Citrus medica Inde et Chine
Mandarine Citrusreticulata Sud-est Asiatique
Lime Citrus aurantiifolia Est d’Inde
Orange amer Citrus aurantium Chine
Orange Citrussinensis Chine
Pamplemousse Citrusgrandis Malaisie et Inde
Pomelo Citrusparadisi Iles Barbade
Clémentine Citrus clementina Algérie

|.1.2. Production des agrumes dansle monde

Les agrumes sont considéres comme |'un des fruits les plus consommeés au monde. Ils
occupent la deuxieme place des productions fruitieres dans le monde avec un taux de 115
millions de tonnes produites derriére les bananes (125 millions de tonnes) (Hwang et al.,
2012). Grace a une grande capacité d'adaptation a des conditions pédoclimatiques tres
différentes, la culture d'agrumes sétend sur plus de 100 pays principalement situés dans les
régions tropicales, subtropicales et dans le bassin méditerranéen, autrement dit entre 40° de
['altitude nord et 40° de l'altitude sud (figure 1). La superficie totale plantée en agrumes est
évaluée aplus de 7,6 million d'hectares (FAO, 2010).

Sao Paulo au Brésil et la Floride aux Etats-Unis sont les deux plus grandes régions au
monde productrice des produits a base d'orange (=60 millions de tonnes), suivi de la Chine,
I'Inde et du Mexique (chacun environ 7 millions de tonnes). Avec une participation de 10 a 12
% de la production mondiae, I'Espagne est considéré comme le principale agrumicole du

bassin méditerranéen (L adaniya, 2010).

Les oranges représentent la plus grande part de cette production (60 %), ensuite les

petits agrumes (tangerines, mandarines, clémentines...etc.) qui  comprennent
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approximativement 20 % de la production, les citrons et les limes (13 %), en fin les pomel os

(pamplemousse) avec 4 a 6 %.

Le volume des agrumes transformes est évalué a 35 % de la production totale, il est en
constante augmentation, 58% seraient autoconsommeés et seulement 12 % feraient |'objet
d'échanges internationaux. En Europe, I'Espagne est le premier producteur d'agrume, alors
gue le marché de fruit frais est dominé par les clémentines et les mandarines, dont la

consommation croit régulierement (FAO, 2010).

aue l.l 2y o :\" )
1000 m:  acpoanes v

@ Pavs producteurs d'agrumes

Figure 1 : Principaux pays producteurs d’agrumes dans le monde (FAO, 2010).

[.1.3. Production desagrumesen Algérie

La production nationale d’agrumes est passée de 1 million de quintaux en 1962 a plus
de 11 millions de quintaux en 2012. Faisant ainsi de notre pays le 19°™ producteur d'agrumes
au monde. La production nationale couvre 178 variétés d'agrumes dont la majeure partie est
réalisée dans le centre du pays, notamment dans les vergers de la Mitidja, avec 5.323.165

quintaux, suivi par lawilaya de Chlef et de Mostaganem (Anonyme, 2012).

A lafin de 20°™ siécle, le secteur d'agrumiculture couvre une superficie de 45 040
hectares, ce qui représente 11 % de la surface cultivée dans le pays (figure 2), constitué par
diverses groupes d'agrumes spécialement les oranges (62,3 %) (Washington navel, Thompson
navel, Sanguingli, Hamlin, Cadenera et Maltaise) suivi des clémentines et mandarines (30,4
%) et du citron (6%) (K erboua, 2002).
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Figure 2 : Proportion de la surface occupée par I'agrumiculture en Algérie (Karboua, 2002).

A Bégjadia, les vergers agrumicoles occupent une place importante avec un taux de

production de 201380 quintaux. La superficie totale plantée en agrumes a été évaluée a plus

de 1749,58 hectares avec une densité de 300 arbres/hectare. La gamme variétale du groupe

des oranges est la plus importante (Thomson navel, Washington navel, hamlin, Jaffa,

Vaencia late, Sanguinelli, Double fine, Portugaise) avec un taux de production de 163 948

quintaux (tableau I11). Avec un taux de production de 46 820 quintaux, les vergers d'/Amizour

sont les plus importants au niveau de la wilaya, suivi de ceux de larégion d'El kseur (39 575

quintaux) et de Béjaia (27 978 quintaux) (DSA, 2012).

Tableau Il : Composition variétales et taux de production des agrumes a B§aia (DSA, 2012).

Production (Qx)

Groupes Superficie (ha)

Oranges 1337,05 163948
Mandarines & clémentines 365,78 31947
Citrons 46,75 5485
Pomélos 00 00
Total 1749,58 201380

*Source : Direction des services agricoles de la wilaya de Bgjaia (2012).
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|.2. Classification botanique et taxonomie

Bien que la classification de Cronquist est I'une des plus utilisée dans certains
ouvrages et bases de donnés, plusieurs classifications botaniques des citrus ont éé également
proposées (tableau I11). Les classifications des citrus sont basées essentiellement sur les

critéres morphol ogiques, anatomiques et chimiques (Ortiz, 2002).

Tableau |11 : Classification botanique des agrumes.

Classification de Classification de Classification de

Cronquist (1981) Kimball (1999) Khan et al. (2010)
Régne Plantae Végétal Végétal
Embranchement Tracheobionta Tracheobionta Spermaphyte
Division Magnoliophyta Embryophyta Angiosperme
Classe Magnoliopsida Magnoliopsida M onocotylédoneae
Sous classe / / Archichamydeae
Ordre Géaniade Sapindales Rosidae
Sousordre / / Germiineae
Famille Rutaceae Rutaceae Rutaceae
Tribu / / Citreae
Genre Citrus Citrus Fortunela., Poncirus

et Citrus

Le genre citrus appartient a la famille des rutacées. Il renferme la plupart des agrumes
cultivés pour leurs fruits. Ce genre est subdivisé en deux sous genres: Citrus (Eucitrus) et
Papeda. Le sous genre Papeda regroupe des especes aux fruits petits et trés acides souvent
non comestibles avec la présence de gouttelettes d'huile ameére dans les vésicules de pulpe.
Parmi ces especes: C.celebica ; C.macrophylla; C.macroptera; C. kerrii ; C. combara ; C.
excelsa: C. hystrix et C. micrantha. Alors que le sous genre Eucitrus comprend des especes
de citrus comestibles tels que : C. aurantium, C. sinensis, C. clementina, C. reticulata Blanco,
C. paradisi, C. limon, C. médca, C. aurantiifolia, C. grandis (Ortiz, 2002).

L'éude la plus récente basée sur l'analyse d'enzymes a permis de mettre une

taxonomie dans la quelle le sous genre de Citrus comprend quatre especes a savoir Citrus
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maxima ; Citrus reticulata ; Citrus medica ; et Citrus halimii, qui sont al'origine de toutes les

autres especes issus par mutations naturelles (Calabr ese, 1998).

Le nombre d'espéces compris dans ce sous genre est trés complexe et varie en fonction
des botanistes. Ainsi le Japonais Tanaka (1977) recense plus de 162 especes, alors que
I'Ameéricain Swingle (1946) n'en distingue que 16 espéces et chaque espéce contient plusieurs
variétés importantes (Krueger et Roose, 2003).

Il existe ainsi plus de 2500 espéces et variétés d'agrumes, les orangers a eux seuls en
comptent plus de 1000 especes. Cette diversité est due généralement aux mutations

spontanées ains qu'aux multiples hybridations (Polese, 2008).

|.3. Caractéristiques générales descitrus

Les citrus sont des petits arbres ou arbustes de taille allant de 5 a 12 m de hauteur.
Leur tige varie selon les différentes especes, mais la plupart éévent naturellement leur tige
droite, nue, tres dure et sans branches, jusqu'a la hauteur de deux a quatre metres, et divisent
ensuite en plusieurs branches tres ramifiées. L'écorce est mince et assez lisse, d'une couleur
grise cendrée est verte chez les jeunes plantations. Les rameaux sont assez souvent couverts
d'épines axillaires est trés acérées. 1l existe plusieurs poussees de veégétation dans I'année, la
plus importante éant celle du printemps ou les conditions météorologiques sont plus
favorables (Polese, 2008).

Les feuilles des citrus sont alternes, coriaces, glanduleuses, entiéres ou |égéerement
dentées, quelque fois lavées de violet dans leur jeunesse, mais toujours luisantes et d'un vert
brillant en dessous de |'état adulte. Elles ce montrent dans toutes |es proportions entre laforme
linéaire et celle de I'ovale arrondi, avec des longueurs variables selon les espéces (tableau 1V)
(Ortiz, 2002).

Les fleurs sont parfumées, relativement petites, naissent auxiliaires et terminales sur
les rameaux, elles sont solitaires ou groupées ensemble et forment des grappes a I'extrémité
des rameaux. Généralement, les fleurs des citrus sont de couleur blanche avec 4 a 5 pétales est
la période de floraison varie du mois de mars a juillet selon les espéeces (Bachés et Bachés,
2011).
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Le fruit est une grande baie coriace, d'une forme arrondie, ovale ou oblongue, lisse ou
raboteuse, avec une couleur verte, jaune, orange ou rouge selon I'espéce. Le fruit est divisé

intérieurement en autant de loges qu'il y en avait dans|'ovaire.

Les graines des citrus sont de couleur blanchétre a verdétre pale, aplatie et angulaire,

au nombre de un a quatre graines dans chaque loge (Harley et al., 2006).

&
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Tableaux 1V : Description de quel ques especes de citrus.

Espice NoMm commun Taillede Couleur du Formedu L aoulpe
_ ESpece | Nom commun ['arbre fruit fruit _-apulpe

N Ovoide, 5a
. . _ Jaunétre, Juteuse et . L oussert
C. limon Citronnier 6m A 10cmde . Epineux Large, ovales
verdatre N acide (1989)
diamétre
C. . Clémentinier 533m Orange Spheéri o!ue et Juteusg et ?o.uvent Lon.gues et Bacheet al.
clementina aplaties sucré €pineux pointues (2002)
: . . Orange, Jutet,Jse, Souvent Persistantes Baches, o
C. sinensis Orange douce 4a5m fouGeALre Globuleux sucree et ineUX et lancéol ées Bachés
g acidulée P (2012)
JaLne ou vert Tres grand, Ovales,
C. grandis | Pamplemoussier 15m dlaire aplatie ou Grossiere Sans épines grande et Polese (2008)
piriforme large
C. . . . Rouge, Talle Amére et : Oyal & Kimball
. Bigaradier 5al0m moyenne, . Epineux lancéol ées et
aurauntium orange acide . (1999)
rond ou ovale pointues
. . . Petite feuilles
C. Limettier am Vert, jaune | Petitetaille, Jeteuse et Sans éoines | dliptiques Colombo
aurantiifolia verdatre ovae trés acide P PHAUES, (2004)
arrondies
Globuleux, ]
. - Rouge . Juteuses et Souvent Longue et Haineault
C. reticulata Mandarinier 9m i aplatis aux . . .
orange A sucrée €pineux pointues (2011)
deux pdles
Juteuse,
: Petite, rond L _ Persistantes, | Gmitter et
C. bergamia | Orange sauvage 5m Jaune ot lisse a;:rlggr Zt Peu épineux ovales al. (2007)

1
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(C) Citrussinensis
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(E) Citrusgrandis

(F) Citrusaurantiifolia

Figure 3 : Photographies des fruits, fleurs et arbres de quel ques especes de citrus.

(A) : Citruslimon; (B) : Citrus clementina; (C) : Citrussinensis; (D) : aurantium ;
(E) : Citrusgrandis; (F) : Citrus aurantiifolia




crpTRE T

|.4. Valeur nutritivedescitrus

La composition en éléments nutritifs des citrus est différente d'une espéce a une autre
(tableau V). Le fruit du citrus est charnu avec une teneur en eau élevée alant de 82,3 % pour
I'orange jusqu'a 91 % pour le fruit de lime (Virbel-Alonso, 2011).

La clémentine et la mandarine sont les especes les plus énergétiques, suivi de I'orange
et de pamplemousse. Les polysaccharides complexes sont les principaux constituants
énergétiques des citrus, principalement le saccharose, fructose et glucose, avec des valeurs
alant de 9,5 a 15,5 g/100g, I'orange douce est I'espece la plus riche avec un taux de 15,5
0/100g de fruit. Les citrus contiennent également des protéines (0,5 a 1,3 g/ 100g de fruit), et
un taux trés faible de lipides (0,2 a 0,6 g/100 g de fruit), al'exception du lime qui en contient
un taux plus élevé (2,4 g/100g de fruit) (Haineault, 2011).

Les citrus contiennent aussi une variété d'oligo-éléments et des substances minérales,
constituées principalement de potassium et de calcium. On y trouve également du magnésium,

du fer, du zinc ainsi que d'autres oligo-ééments al'état de traces (Wu et al., 1996).

Les citrus en générale, l'orange et le citron en particulier sont des sources tres
importantes pour la vitamine C, avec des quantités variables en fonction des espéces : de 77
mg/100g de citron, 71 mg/100g pour I'orange et 31 mg/100g pour la mandarine. Les autres
vitamines, telles que, la folacine, la provitamine A et la vitamine B (thiamine, riboflavine,
vitamine Bg) quant a eux sont sous forme de traces (Ortiz, 2002).

Les constituants phénoliques présents dans les espéces du genre Citrus sont
importants, en particulier dans diverses variétés dorange. L'analyse par HPLC des
flavonoides indique que les fruits des citrus sont riches en flavonoides, en particulier les
flavanones glycosylées (narirutine, narangine, I'nespéridine, didymine, neoeriocitrine) et en
flavones  polyméthoxylées (la  sinensétine,  I'hexaméthoxyflavone,  nobilétine,
I'heptaméthoxyflavone et la tangérétineg), ainsi que d'autres composés : acides organiques
(acide citrique, malique, oxalique, caféique, férulique...etc.), et en composes bioactifs tels que
limonoides, huiles essentiels, caroténoides, les polyphénols et d'autre micro-éléments
(Oufedjikh et al., 2000).
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Tableau V : Vaeur nutritive de quelques fruits de citrus (pour 100g de fruit). (Ortiz, 2002 ;
Virbel-Alonso, 2011).

Pamplemousse Citron Clémentine
88,4 87

Teneur eneau (%) 823 89,3 87,4 86,9
Energie (ca) 44 32 41 41 46 46
Glucides (g) 155 95 10,6 10,7 11,6 105
Protéines () 13 07 05 12 08 0,7
Lipides (g) 03 24 0,1 03 0,2 0,2
Calcium (mg) 70 33 16 61 40 26
Fer (mg) 08 06 0,4 0,7 0,4 0,35
Potassium (mg) 196 102 135 145 126 145
Sodium (mg) 2 2 1 3 2 Traces
ProvitamineA (U) 250 10 80 30 420 330
ThiamineVB, (mg) 01 0,03 0,04 0,05 0,06 0,04
(E:S)Of'a" inVB, 005 002 0,02 004 002 0,03
Vitamine C (mg) 71 37 38 77 31 41
Fr‘;lgphé”"' stotaix 579 . 163 60 192 190

*Ul : Unité International.
I.5. Propriétés biologiques des citrus

I.5.1. Propriétés nutritionnelles

Les fruits des citrus sont classes parmi les fruits les plus désaltérants grace a leur
grande teneure en eau (Souci et al., 1995). IIs offrent un apport énergétique élevé par rapport
aux autres fruits; 46 ca/100 g pour la mandarine et la clémentine; et 41 cal/100g en
moyenne pour les autres especes. lls représentent également une source appréciable de
calcium dont la bonne assimilation par I'organisme est facilitée par |a présence d'acide citrique
et delavitamine C (Virbal-Alonso, 2011).

s
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Ces fruits sont trés importants pour l'organisme, car elles permettent de surmonter
et prévenir des carences nutritionnelles dans le cas de pathologie liée aux régimes
alimentaires. Les citrus sont la premiére source de jus dans le monde gréce a leurs pulpes
juteuses. Ills sont également utilisés dans le domaine agro-alimentaire pour préparer des

marmel ades, confitures, confiseries...etc. (Virbal-Alonso, 2011).

|.5.2. Propriétésthérapeutiques

Les citrus sont utilises depuis longtemps en médecine traditionnelle pour leurs
propriétés thérapeutiques, et parmi les espéeces les plus utilisées : le citron et I'orange amere,
comme des antidotes pour le traitement des morsures de serpent (Arias e¢ Ramon-L aca,
2005). En effet, plusieurs éudes scientifiques ont démontré que les extraits de fruit de citron
étaient actifs contre les effets |étaux et hémorragiques dus aux venins de Bothrops atrox
(Otero et al., 2000). Les fruits de citrus présentent également d'autres effets thérapeutiques
gréce a leurs phytoconstituants tels que ; les effets antipyrétiques ; contre les nausées ; perte
d'appétit ; contre les varices et les hémorroides. La consommation des agrumes riches en
vitamine C (citron et orange) permettent de renforcer le systéme immunitaire et de lutter
contre le rhum et ses symptémes. Ils favorisent également la bonne plasticité de la peau par la

production de collagene (Virbel-Alonso, 2011).

Les citrus améliorent |e tonus veineux et peuvent contribuer ala diminution des lipides
sanguins ainsi que pour la prévention des thromboses. Alors que la pulpe extraite
industriellement est utilisée pour produire des agents antibactériens et antifongiques (Manner
et al., 2006).

La richesse des citrus en polyphénols et en flavonoides représente une source de
matiére premiére pour la préparation de médicaments contenant de fortes teneurs en composés
purifiés. Les effets thérapeutiques des bioflavonoides des citrus sont multiples, les
médicaments a base de diosmétine, d'hespéridine et de naringine (constituant principal des
flavonoides des citrus) améiorent le tonus veineux et le drainage lymphatique, accélérent la
cicatrisation des ulcéeres veineux et diminuent les processus inflammatoires. Les flavonoides
aglycones, les terpenes (comme le limonene et les limonoides) et |es lycopénes (caroténoides)
exercent également une action anticancéreuse en bloquant la prolifération des cellules

canceéreuses (cellules issues du cancer de sein, de la prostate, du colon), comme ils peuvent
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bloqué le cycle cellulaire par suppression de la synthese des kinases impliquées dans les

phases de transition (M acheix et al., 2005).

Par contre, les huiles essentielles dagrumes sont utilistées comme des
antimicrobiennes, antirides, antidiurétiques et antispasmodiques (Tranchida et al., 2012). Les
feuilles quand a €lles, leurs utilisations est rapportées en médecine naturelle pour leurs
propriétés sedatives et adoucissantes. Les extraits des feuilles sont également prescrites pour
régler les troubles du sommelil et soigner la nervosité sans dével oppement d'effets secondaires
(Hadrich et al., 2008).

De nombreuses autres études ont montées les roles importants des composants de
citrus comme : anti-inflammatoires, anti-toxiques, anti-diarrhéiques, prolongement de I'action
pharmacodynamique de certains médicaments (en retardent leur dégradation), calmants
pulmonaire, remedes contre les maladies fébriles et les vertiges (Arias et Ramon-L aca,
2005).
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I1.1. Généralitées

Le stress oxydant est un état qui résulte d’un déséquilibre profond -au sein d’un
individu- entre les systemes oxydants et les capacités antioxydantes d’un organisme, d’une
cellule ou d’un compartiment cellulaire. Cette situation peut résulter d’un dysfonctionnement
de la chaine mitochondriale, d’une activation des systémes enzymatiques (xanthine oxydase,
NADPH oxydase, glucose oxydase,...etc.), ou d’une oxydation de certaines molécules
(glucose, hémoglobine, catécholamines, ...etc.), qui aboutissent a I'apparition des especes
radicalaires. Une mauvaise alimentation pauvre en antioxydants ainsi que les exercices

physiques intenses contribuent également a I’apparition d’un stress oxydant (Favier, 1997).

Quand I’un ou I’autre de ces mécanismes est présent, le stress oxydant est initié et
contribue par ses conségquences multiples qui touchent les acides nucléques, les protéines ou
les lipides a la pathogénie de certaines maladies telles que le vieillissement, les maladies

cardiovasculaires, les maladies neuro-dégénératives ou le cancer. (Morena et al., 2002).

[1.2. Lesradicaux libres

Les radicaux libres sont soit des molécules ou des atomes possédant un ou plusieurs
électrons libres sur leurs orbitales externes (électron non apparié). Cet état leurs confére une
instabilité énergétique et cinétique. Du fait de leurs instabilités énergétiques, les radicaux
libres ont tendance a revenir immédiatement & un état stable en donnant un électron ou en
prenant un a une autre molécule ce qui induit I'apparition des réactions d'oxydations en chaine
(Asmus et Bonifacic, 2000).

La formation des radicaux libres est une conséquence normale du métabolisme
aérobie chez I'nomme dans e cas ou I'équilibre entre les antioxydants et les radicaux libres est
maintenu. C'est le cas lors de la production d'énergie, des mécanismes immunitaires (lors
d'infections bactériennes et virales), de I'améioration du captage musculaire du glucose et ala

reconstitution des stocks en glycogene musculaire (Balon et Nadler, 1994).

D'autres especes dérivées de I'oxygene dites espéces actives de I'oxygéne, comme
I'oxygéne singulet 10,, le peroxyde d'hydrogéne (H2O,) ou le nitroperoxyde (ONOOH), ne
sont pas des radicaux libres, mais sont aussi réactives et peuvent étre des précurseurs de
radicaux. L'ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs sont souvent appelé especes
réactives de I'oxygene (ERO) (figure 4) (Favier, 1997).
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Figure 4 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de I’oxygene
(Favier, 1997).

Par sa configuration électronique, I'oxygene moléculaire est un radical libre. || possede
en effet deux éectrons non appariés. Les spins de ces deux éectrons célibataires sont
paraléles, lui attribuant ainsi une stabilité relativement grande. Cependant, dans I'organisme
une partie de cet oxygene moléculaire peut capter de maniére univaente et séquentielle un
électron conduisant alors a la formation des especes réactives de I'oxygene (tableau VI1). La
réactivité d'un radical libre varie d'un radical a un autre et dépend de I'environnement ou ils se
trouve (Asmus et Bonifacic, 2000 ; Delattre et al., 2005a).

Les espéces réactives de I'oxygéne peuvent étre d'origine exogéene : une alimentation
pauvre en antioxydants, produits des radiations (UV et rayons X), pollution de I'air (N, NOy),
amiante, métaux toxiques, solvants organiques, anesthésiques, pesticides, drogues. Par contre
I'origine endogene des ERO sont principalement les chaines respiratoires mitochondriales des

7
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cellules des organismes aérobies (environ 2 % de I'oxygene consommé au niveau
mitochondriales sont transformés en ERO particulierement réactionnelles), le
dysfonctionnement du systeme enzymatique ou par manque d'antioxydants dans I'organisme,

ainsi que une mauvaise alimentation pauvre en antioxydants (Puppo et Halliwell, 1988).

Tableau VI : Principales espéces réactives de I'oxygene et leurs structure chimique (Haton,
2005).

Espécesradicalaires

Radicale hydroxyle OH" L'oxygene singul et o,
Radicale alkoxyle RO Peroxyde d'hydrogene H,0,
Radicale peroxyde ROO* Peroxynitrite ONOO*
Radicale hydroperoxyde HOO® Hypochlorite "OCl
Radicale Anion superoxyde 0, / /

I1.3. Lesantioxydants

Afin de lutter contre les effets néfastes des ERO, notre organisme dispose d'un
systéme de protection trés sophistiqué (figure 5). D'une part, des systémes enzymatiques
extrémement complexes qui assurent la réparation des dommages oxydatifs ains que
guelques oligo-éléments (sélénium, cuivre et zinc) qui sont des cofacteurs de divers enzymes
a activité antioxydante. D'autre part, une multitude d'antioxydants synthétises par |'organisme
ou apportés par l'alimentation sont utilisés afin de rétablir I'équilibre oxydant/antioxydant

pour le bon fonctionnement de I'organisme (M arongiu et al., 2004).

Les antioxydants peuvent agir contre I'oxydation par deux maniéres distinctes : soit en
protégeant les lipides cibles des initiateurs de I'oxydation, soit en interrompant la phase de
propagation. Dans le premier cas, les antioxydants dits préventifs, empéchent la formation ou
piegent les ERO responsables de l'initiation de I'oxydation. Dans le second cas, les
antioxydants dits briseurs de chaines interceptent les radicaux propagateurs de |'oxydation
(LOOe) ou participent indirectement a linterruption de I'oxydation radicalaire en chaine
(Laguerreet al., 2007).

=N




[CHAPITRE I1] Le stress oxydant et les antioxydants |
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Figure 5 : Systéme de protection contre les dommages cellulaires causes par |les especes
réactives de I'oxygene (Kohen et Nyska, 2002).

[1.3.1. Les systemes antioxydants enzymatiques

L'organisme possede un systéme enzymatique tres efficace pour contrarier les espéces
réactives de I'oxygéne (figure 6). Il existe une grande variété de systémes enzymatiques de
réduction des ERO qui possedent des spécificités différentielles. Les principales enzymes
antioxydant sont la superxoyde dismutase, la catalase, glutathion peroxydase. D'autres
enzymes jouent un rdle non négligeable dans la lutte antioxydante tels que: glutathion
réductase, thioredoxine réductase, glutathion transférase. Le taux cellulaire de ces enzymes
est généraement controlé et leurs activité est conditionnée par la disponibilité en oligo-

éémentstels que le cuivre, le manganese, le zinc, le sélénium (Scandalios, 2005).
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» Lessuperoxydes dismutases (SOD)

Les superoxydes dismutases sont des enzymes qui vont catalyser la réaction de
dismutation de I'anion superoxyde en peroxyde d'hydrogene. Elles sont présentes dans les
différents compartiments cellulaires, et permettent d'éviter I'accumulation d'anion superoxyde,
qui se diffuse difficilement a travers les membranes lipidiques. Les cellules végétales
contiennent trois types de superoxyde dismutases, contenant différents métaux dans leur
centre actif. Les Fe-SOD se trouvent dans les chloroplastes, les Cu/Zn-SOD sont cytosoliques
et chloroplastiques, tandis que les Mn-SOD sont limitées a la mitochondrie (Fink et
Scandalios, 2002).

SOD

20, +2H" ——— H,0.+ 0,

> Lescatalases (CAT)

Les catalases sont des enzymes a héme, actives sous forme tétramérique. Elles sont
localisées principalement dans les peroxysomes. Elles catalysent la réduction d'H,O, en H,0,
avec une tres grande efficacité sans perturber I'équilibre redox intracellulaire. Ainsi, elles
constituent une protection efficace pour la cellule en éiminant I'H,O, produit en grande
guantité dans le peroxysome. Ces enzymes forment une famille multigénique chez les plantes,
répondant différentiellement aux conditions de stress (Scandalios, 2005).

» Lesglutathions per oxydases (GPx)

Le role de la glutathion peroxydase est de réduire le peroxyde d'hydrogene (H.0,) et les
hydroperoxydes résultants de I'oxydation des acides gras ou du cholestérol. Elles utilisent le
glutathion réduit et le sélénium comme cofacteur sur lesgquels elles transferent I'oxygene. 11 est
important de noter qu'il faut la présence des SOD et des GPx pour avoir un effet protecteur
optimum contre les radicaux libres, car la présence des SOD seules génerent du peroxyde

d'hydrogene qui est tres toxique (Goudable et Favier, 1997).

=
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Figure 6 : Role des antioxydants enzymatiques dans la neutralisation des espéces réactives de
I'oxygéne (Goudable et Favier, 1997).

[1.3.2. Lesantioxydants non enzymatiques

Les antioxydants sont naturellement présents dans les végétaux et les aliments ou
incorporées a ceux-ci lors de leur fabrication. Ils sont définis comme étant des substances qui,
en faible concentration par rapport au substrat susceptible d'ére oxydé, protéger les cellules
contre les réactions d'oxydations provoquées par les radicaux libres soit par la neutralisation
de ces radicaux libres et les rendent ainsi inoffensifs, soit par I'élimination des composes
intermédiaires formant des radicaux libres en interrompant la réaction en chaine de
peroxydation. Dans ce groupe d'antioxydants on peut distinguer deux types : les antioxydants

endogeénes et les antioxydants exogenes (Ribeiro et al., 2001).

[1.3.2.1. Les antioxydants endogénes

Les antioxydants non enzymatiques endogenes sont généralement des thiols, parmi
lesquelles on peut citer le glutathion (GSH), I'acide lipoique, I'acide urique, la bilirubine, la
mélanine, la méatonine. Le glutathion (largement présent sous forme réduit) joue un role

majeur dans la protection des lipides, des protéines et des acides nucléiques contre
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I'oxydation, il a une fonction de coenzymes des GPx, il exerce égaement une interaction
synergique avec d'autres antioxydants tels que la vitamine E ou la vitamine C (Gérard-
Monnier et Chaudiére, 1996).

L'acide lipoique quant & lui, est capable de piéger les HO', RO",, HOCI et 'O,, en se
liant a des métaux comme le fer et le cuivre. Par contre |'acide urique présente des propriétés
antioxydantes contre les radicaux hydroxyles et les radicaux peroxyles (Delattre et al.,
2005a).

11.3.2.2. Les antioxydants exogenes

L es antioxydants exogenes peuvent étre d'origine naturelle ou synthétique. Latoxicité
élevée des antioxydants synthétiques utilisés particuliérement dans I’industrie alimentaire,
comme, par exemple, le butylhydroxytoluéne (BHT), I'hydroxyanisol butyle (BHA), et le tert-
butylhydroquinone (TBHQ), a conduit a la recherche des sources naturelles d’antioxydants
comme les plantes. En effet, ces dernieres représentent une source renouvelable et tres riche
en antioxydants, tels que la vitamine C, la vitamine E, les caroténoides et les composés
phénoliques (Marongiu et al., 2004).

1. LavitamineC

La vitamine C est un nutriment essentiel qui doit étre apporté par I'alimentation. Elle
tient son nom "acide ascorbique’ de la maladie scorbut qui touche les personnes privées de
fruits et Iégumes pendant une longue période. Elle est caractérisée par son puissant potentiel
réducteur (klimczak et al., 2007).

L'acide ascorbique est un antioxydant par excellence, il permet de capter les radicaux
superoxydes (O;"), I'oxygene singulet, les especes réactives d'azote (peroxynitrite, nitrogene
dioxyde et le radicale nitroxyde) et les radicaux hydroxyles (-OH), gréace a sont réle de
donneur d'éectrons (potentiel redox éleve) pour donner un radical ascorbyl relativement
stable. Elle est dotée également d'une grande capacité de régénération par des réducteurs
intracellulaires (gluthation, NAD™ et NADP") (Northtrop-Clewes et Thurnham, 2007).

Lavitamine C joue un réle important dans la régénération de la vitamine E (figure 7),

en effet laforme radicalaire de la vitamine E (VTE®) résulte de I'interaction entre la vitamine
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E et un radicale lipidique (R°). La vitamine C permet de régénérer lavitamine E (VTE) puis,
ason tour ce transforme en forme radicalaire (VTC®).

La régénération de la vitamine C ce fait par l'intermédiaire de la forme réduite de
glutathion (GSH). L'accumulation de deux radicaux thyiles (GS°) donne du glutathion oxydé
(GSSG) (Bossokpi, 2002).

R iy 8 VITE VIT C* By, g GSH

RH viTEE # W yrc GS™ GSSG

Figure 7 : Régénération de lavitamine E par lavitamine C (Bossokpi, 2002).

L'acide ascorbique contribue également au maintien des défenses naturelles de
I'organisme, aide a activer la cicatrisation, a la formation des globules rouges et favorise

également |'absorption du fer contenu dans les végétaux (Valko et al., 2006).

2. LavitamineE

Le terme vitamine E est utilisé généralement pour désigner les différents tocophérols
et tocotriénols. Ce sont des composes liposolubles formés d'un noyau polaire et d'une chaine
hydrophobe. La vitamine E a un réle d'édimination des ERO, et en particulier de I'oxygene
singulet 10, et du radical peroxyl OH. Elle permet de protéger les structures membranaires et
les lipoprotéines du processus d’oxydation gréce a ses fonctions phénols réductrices. En outre,
il a éé démontré que la vitamine E diminue la susceptibilité des LDL aux phénoménes
d'oxydation et joue un rble dans la protection contre |'athérosclérose. En effet, les
lipoprotéines de basse densité oxydées (LDL) ne sont plus reconnues par leurs récepteurs, ils
sont alors dégradés par les macrophages. L'accumulation des quantités importantes de
cholestérol et de lipides aboutissent a la formation des plagues d'athérome. Les antioxydants,
et particulierement la vitamine E, en piégeant les radicaux LOQ", réduit l'initiation et le

dével oppement de I'oxydation de ces lipides (Jialal et al., 1995).

La vitamine E présente également un effet protecteur vis-avis des maladies
cardiovasculaires (formation du thrombus), en inhibant I'agrégation et |I'adhésion plaguettaire

(Steinberg, 1991). Elle a également un effet protecteur contre la cancérogenese en renforcant
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I'inhibition des substances mutagenes, |a réparation des membranes et de I'ADN, la réponse
aux lymphocytes T...etc.) (Shklar et Schwartz, 1988).

3. Les Caroténoides

Parmi les photo-protecteurs actifs, les caroténoides apparaissent comme des piégeurs
efficaces des radicaux libres. Ce sont des pigments naturels jaunes, rouges et oranges
retrouvés dans tous les fruits et légumes colorés. Le terme générique de «caroténoide»
regroupe plus de 600 molécules différentes, qui jouent un réle primordia contre le stress
oxydatif gréce a leur longue chaine carbonée (molécules en C40) polyinsaturée et aux

nombreuses doubles liaisons conjuguées (Gardner et al., 2000).

Les caroténoides sont regroupés en deux grandes familles : les caroténes et les
oxocaroténoides (xanthophylles), qui différent respectivement par |'absence ou la présence de
fonctions hydroxyles (Stahl et Sies, 2003).

L es caroténes, contenant des atomes de carbone et d’hydrogene seulement. Ce sont
des précurseurs de la vitamine A, particulierement présent dans les carottes, les

abricots et le melon.

L es oxocar oténoides (xanthophylles) qui portent au moins un atome d'oxygene tels
gue lalutéine, la zéaxanthine, violaxanthine,... etc. Les légumes verts sont de bonnes
sources de ces pigments essentiels a la protection oculaire.

Les caroténoides sont capables de bloquer les réactions de peroxydations lipidiques.
IIs piegent I’oxygéne singulet (102) permettant ainsi de réduire le nombre de molécules
d'oxygene singulet produites au niveau des membranes thylacoidales et protégeant de ce fait
la chaine de transport d'éectrons photosynthétiques. Ils possedent les mémes fonctions que la
vitamine E, mais leurs efficacités est bréve car ils ne sont pas régénérés (Lecerf et al., 1994).

4. L es composes phénoliques

Les composes phénoliques constituent une famille largement présente dans le regne
végétal. Ils sont localisés de fagon hétérogéne a tous les niveaux de I'organisation végétale.
Ces composés se caractérisent par la présence au moins d'un noyau aromatigue, et un ou

plusieurs groupes hydroxyles, en plus d'autres fonctions (alcoolique (OH), carboxylique
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(COOQH),...). Les composeés phénoliques interviennent dans différents aspects de la vie de la

plante, ils sont impliqués dans la physiologie (lignification, interactions symbiotiques...),

dans les mécanismes de défenses (interactions biotiques et abiotiques), ains que dans la
coloration de la plante (Macheix et al., 2005).

Ces composées se différencient par la complexité du squelette de base, le degré de

modifications (méthylation, oxydation, liaisons avec d'autres molécules...etc.), ainsi que leur

distribution dans les différentes parties des plantes (tissu et les cellules des feuilles, tiges,

fruits). Ils peuvent étre regroupés en plusieurs classes (tableaux VII), alant de composés

présentant un simple noyau phénolique a des composes polymériques complexes comme les

tanins. En font partie, les flavonoides, les tanins, les lignines, les esters et amides

hydroxybenzoiques, les stilbénes, les coumarines, les acides hydroxybenzoiques et les
xanthones (Hopkins, 2003).

Tableau VII : Principales classes des composes phénoliques (M acheix et al., 2005).

Squelette carboné Classes Exemples

C6 Phénols simples Catéchol

C6-C1 Acides hydroxybenzoiques p-Hydroxybenzoique

C6-C3 Acides . hydroxycinnamiques | Aci des, . caféiqqe, Férulique,

Coumarines Scopol étine, Esculétine

C6-C4 Naphtoquinones Juglone

C6-C1-C6 Xanthones Mangiferine

C6-C2-C6 Stilbénes Resvératrol
Kaempférol, Quercétine, Cyanidine,

C6-C3-C6 Flavonoides Catéchine, Epicatéchine, Naringénine,
Déidzéine

(C6-C3)2 Lingnanes Pinorésinol

(C6-C3)n Lignines

(C6-C3-C6)n Tannins

=N
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Les composés phénoliques possedent un large spectre dactivités biologiques et
pharmacologiques comme antioxydants, anti-mutagéniques, anticancéreux et des activités
contre les maladies cardiovasculaires. Ces activités sont attribuées en partie a la capacité de
ces composés aréduire les radicaux libres, ainsi qu’aleurs affinités de liaison pour une grande

variété de protéines dont certains enzymes et récepteurs (Diankov et al., 2011).

4.1. Lesacides phénoliques

Les acides phénoliques se caractérisent par la présence d'une fonction acide et
plusieurs fonctions phénoliques (figure 8), ces acides sont rarement présents al'état libre et ils
sont en général combinés a d'autres molécules organiques. Les acides phénoliques sont
divisés en deux classes: les acides hydroxy-benzoique, dérivés de I'acide benzoique, (p
hydroxybenzoiques, protocatéchique, vanillique, galique, syringique, saicyclique,
gentisique,... etc.) sont généralement présents a tres faibles concentrations chez les végétaux
comestibles, et les acides hydroxycinnamiques (I'acide p-comarique, chlorogénique, caféque,
férulique et I'acide sinapique) représentent une classe trés importante dont |a structure de base
(Ce-C3) est dérivée del'acide cinnamique. (Macheix et al., 2005).

0
I 0 0
OH H;CO HO
OH OH
e
HO
HO” HO”
Acide cinnamique Acide ferulique Acide caféique
0] 0 0
HO H;CO
OH o4 OH
HO” 3
OH HO
Acide benzoique Acide gallique Acide vanillique

Figure 8 : Structure de quelques acides phénoliques (Wang et al., 2007).

®
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4.2. Lesflavonoides

Les flavonoides représentent une famille large de polyphénols, présents presque a
touts les niveaux dans les plantes. D'une structure générale en Cis (Ce-C3-Cg), ils sont
constitués de deux noyaux benzénes A et B, reliés par un noyau pyréne C contenant un
oxygene (figure 9). Actuellement, plus de 5000 types de flavonoides ont éé identifiés chez les
plantes. Ils sont divisés en plusieurs classes selon le degré d'oxydation de I'hétérocycle
centra : flavones, flavonols, flavanones, flavanonols, flavanes, flavan-3-ols, flavylium,

anthocyanes, chalcones, aurones et |es isoflavonoides (Har bor ne, 1993).

A l'intérieur de chacune des classes, les variations autour du sguelette chimique de
base en C;5 portent principalement sur le degré d'hydroxylation des différents cycles, le
niveau de méthoxylation (groupement O-CH3 a la place des seules fonctions phénoliques),
ains que le niveau de glycosylation (Macheix et al., 2005).

Figure 9 : Structure de base des flavonoides (M acheix et al., 2005).

Dans les végétaux, les flavonoides sont souvent présents sous forme de dérivés
glycosylés. |l en existe deux types : les O-glycosides (liés a I’aglycone par une liaison
carbone-oxygene) et les C-glycosides (liés a I’aglycone par une liaison carbone-carbone). Les
sucres les plus courants sont dériveés du glucose et du rhamnose. Les arabinoses, xyloses et les
acides glucoroniques sont moins fréquemment rencontrés (M acheix et al., 2005).

Les flavonoides constituent un groupe d'antioxydants naturels qui présentent un intérét
de plus en plus important gréce a leurs propriétés anti-inflammatoires, antiallergiques,
antivirales, antimicrobiennes, anti-tumorales et vasorelaxatrices. En effet, ces métabolites sont

capables de réduire les radicaux libres (le superoxyde, le peroxyle, I'alkoxyle et I'hydroxyle)
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impliqués particulierement dans la peroxydation lipidique, soit par transfert d'hydrogéne ou

par la chélation des ions métalliques (M acheix et al., 2005).

4.3. Lesanthocyanes

Les anthocyanes font partie de la famille des flavonoides, avec une structure de base
caractérisée par un noyau flavone généralement glucosylé. Ces pigments constituent les
composés de coloration des fleurs, fruits, feuilles, tiges, racines et graines ; avec des teintes en
bleu, rouge, orange, mauve, violette ou rose. Les principaux anthocyanes sont: la
pélargonidine, la cyanidine et ladelphinidine (Heller et Forkmann, 1993).

I1.4. Lesantioxydants descitrus

Les agrumes en général et les citrus en particulier, sont connus pour leurs richesses en
substances nutritionnelles et antioxydantes soit au niveau du fruit, zeste, pulpe, jus, fleures ou
encore au niveau des feuilles, tels que les acides phénoliques, les flavonoides, |es vitamines et
les pectines. Plus de 170 composes phytochimiques ont été identifiés chez les citrus, et les
flavonoides représentent une classe tres importante (Tripoli et al., 2007). Les citrus sont une
source trés importante de vitamine C, antioxydant de référence. Selon Gil-lzquierdo et al.
(2002), 77 a 96 % de I'activité antioxydante globale du jus d'orange est due a la vitamine C.
Les citrus sont riches en acides phénoliques avec des teneurs variables d'une espéces a une
autre dont I'acides gallique, procatéchique, p-hydroxybenzoique, vanillique, salicylique, ainsi
gue, chlorogenique, caféique, ferulique, sinapique et p-coumarique (Wang et al., 2007).

Les fruits et les feuilles de citrus sont riches en flavonoides présents sous la forme
glycoside ou aglycone, avec 60 types répartis en cing classes : flavones, flavanones, flavonols,
flavanes et anthocyanines avec une prédominance des flavonones en particulier I'hespéridine
(98% des flavonoides de pamplemousses, 96% de lime et 90% de citrons sont des flavonones)
(Gonzalez-Molina et al., 2010).

Dans les jus de différentes especes de citrus, les constituants majoritaires sont
I'hespéridine (flavonones), et la diosmine (flavone) (figure 10). La naringine (flavanone) est
principalement présente dans le pamplemousse. L'eriocitrin (flavone) (figure 10) quand a elle
est trés abondante dans |e zeste de citron et de lime. Ce flavone possede I'activité antioxydante

la plus élevée des flavonoides glycosylés (Fuster, 1997).
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Figure 10 : Structure chimigue de quel ques flavonones et les flavones des citrus (Del Rio
et al., 2004).

La distribution de ces flavonoides dans les citrus n'est pas uniforme, le zeste par
exemple en est plus riche que les graines. Les 7-O-glycosylflavanones (neohesperidoside,
naringine, néohespéridine, I'hespéridine, narirutine et le didymine) sont les plus abondants des
flavonoides dans tous les agrumes. Par contre, les principaux composeés des feuilles des citrus
sont I’hespéridine, diosmine, I’isorhoifoline, le 6,8-di-C-glucosylapigenine et le 2-O-
xylosylvitexin, (Manthey et al., 2000).

De nombreux travaux ont revélés I'intérét des flavonoides des citrus pour leurs effets
bénéfiques sur la santé humaine telle que I’activité antivirales, antiallergiques, anti-
inflammatoires  (inhibiteurs de la prolifération des lymphocytes), antioxydantes,
antibactériennes, anti-carcinogenes, activité protectrice contre les radiations UV, ainsi que des
activités contre les maladies cardiovasculaires. Par contre, |'intensité de cette activité dépend
du type de flavonoide utilisé (Gonzalez-Molina et al., 2010 ; Ortufio et al., 2006 ; Arima et
al., 2002).

Les citrus sont riches en huiles essentielles surtout dans I’écorce du fruit « zeste ».

L'huile essentielle des feuilles de plusieurs especes de citrus est dominée par le [imonene, le
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géraniale, le nérale et le phytole, alors que celle le zeste est caractériseée par le limonene et le

gterpinéne. (Venturini, 2012).

En plus des polyphenols et des huiles essentielles, Les agrumes renferment également
de nombreux caroténoides comme la Iutéine, le B-carotene, I'a-caroténe, le d-caroténe, la
cryptoxanthine et la zéaxanthine (Agocs et al., 2007), ainsi que des anthocyanes tels que les

cyanidine-3-glucoside et cyanidine-3-(6"-malonyl)-glucoside (Fattahi et al., 2009).

)
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[11.1. Définition

Le brunissement des denrées aimentaires (fruits, légumes....) consiste en un
changement de coloration au cours du vieillissement des aliments frais ou pendant la mise en
ceuvre des differents procédés de fabrication ou de conservation, il résulte des altérations lors
de traitements meécaniques (récolte, manutention lors du transport et du stockage, pelage,
découpe) ou technologiques (broyage, conservation au froid, congélation-décongélation,
irradiation) ou encore naturels (infections fongiques) (Vamos-Vigyazo, 1981).

Chez les végétaux, ces réactions qu'elles soient catalysees ou non par des enzymes, ne
sont généralement pas souhaitables, car elles nuisent fréquemment a leurs qualités
organoleptiques et nutritionnelles, menant ainsi a des pertes économiques considérables pour
de nombreux produits : fruits (pommes, poires, bananes), |égumes (pommes de terre, lalaitue)
et champignons, (Whitaker et Lee, 1995). Jusgu’' a 50% des fruits et des légumes sont perdus

en raison de ce phénomene, (Marqués et al., 1995).

Cependant, dans certains cas, comme la fabrication du thé noir ou vert, café et cacao,
le brunissement enzymatique est nécessaire au dével oppement de leurs couleurs et flaveurs au
cours du procédé de fabrication, ce phénoméne et auss responsable de la couleur dorée

caractéristique des fruits secs (raisins, prunes, dates et figues) (Walker, 1976).

[11.2. Réaction du brunissement non enzymatique

Les réactions du brunissement non enzymatique sont des réactions qui mettent en
ceuvres une réaction de carbonyle-amination (réaction de Maillard) ou une décomposition par
chauffage des sucres réducteurs, tels que les saccharides (réaction de caramélisation). Les
réactions du brunissement non enzymatique sont des réactions qui aboutissent principal ement
alaformation de pigments bruns ou noirstels que les mélanoidines (Cheriot et al., 2006).

[11.2.1. Réaction de Maillard

Cette réaction a une importance énorme dans la chimie des aliments. Elle se produit
dans pratiquement tous les aliments et plus spécifiguement dans les aliments qui sont traités
thermiquement. Cet ensemble de réactions, appelé encore «brunissement non-enzymatique»,

conduit a la formation d'une multitude de composeés aux propriétés aromatiques, colorantes et
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des pigments caractéristiques des aiments cuits. Elle peut aussi donner naissance a des
Ccomposes cancérigenes et également réduire la valeur nutritionnelle des aliments en dégradant
des acides aminés essentiels. (Cheriot et al., 2006).

La réaction de Maillard est I'ensemble des interactions résultant de la réaction initiale
entre des sucres réducteurs (glucose, ribose, fructose, xylose,...) e un groupement aminé
(protéines, peptides ou acides aminés), cette réaction peut étre subdivisée en trois étapes
principales (figure 11). La premiere conduit a la formation réversible de glycosylamines qui
se réarrangent selon les réarrangements d’Amadori ou de Heyns. La seconde étape correspond
a la dégradation des produits des réarrangements dAmadori et de Heyns. Elle conduit,
notamment, a la formation de composés hétérocycliques responsables des odeurs. La
troisiéme étape correspond a la polymérisation d'intermédiaires réactionnels produits lors de
la deuxieme étape. Ce brunissement est principalement dépendante de la température, le
temps de réaction, la teneur en eau ainsi que la concentration et la nature des précurseurs
influencent laréaction de Maillard (M achiels et | stasse, 2002).
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Figure 11 : Schémasimplifié de laréaction de Maillard (Richard et al., 2010).
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Selon Richard et al. (2010), la réaction de Maillard est subdivisée en trois étapes

principales:

1. Etapeinitiae: c'est des réactions de condensation entre une fonction aldéhyde (ose ou
oligoside réducteur) et une fonction amine (acide aminé, peptide, proténe), pour
former le produit d’Amadori (cétosamine) et se la dans le cas de |'utilisation des
aldoses, ou pour former le produit de Heyns (aldosamine) lorsqu’un cétose est mis en
jeu. Ces produits ne sont pas responsables de la couleur ou des ardmes, mai s réduisent
la disponibilité d’acides aminés essentiels dans tous les aliments ou la réaction a lieu
(Richard et al., 2010).

2. Etape de dégradation des produits d'amadori et de Heyns : cette étape est composée de
plusieurs réactions, elle dépend du PH et des scissions des aldosamines ou des
cétosamines. Cette étape donne lieu a la formation de furfuras comme le 5-
hydroxyméthylfurfural (HMF) par déshydratation forte du produit d’Amadori ou de
Heyns, ains que dautres petites molécules dicarbonylées telles que la 2,3-
butanedione, le méthylglyoxal et le glyoxal. En présence d’acides aminés, elles
conduisent a la formation de composés aromatiques mais aussi d’AGE (Advanced

Glycation End products) comme la carboxyméthyllysine (M achiels et | stasse, 2002).

3. Etape finde: La derniere étape conduit a la formation de polymeres bruns: les
mélanoidines. Les mélanoidines représentent un mélange hétérogene de composés
caractérises par leur couleur brune et leur haut poids moléculaire allant jusqu’a 100
kDa (Richard et al., 2010).

[11.2.2. Réaction de caraméisation

Ce brunissement se développe dans des aiments dont la surface est fortement
chauffée. La décomposition des sucres conduit a la formation d'une couleur plus ou moins
brune et d'ardmes. Ce processus nécessite soit une tres forte température (T > 120°C), soit des
conditions de pH extrémes (pH < 3 ou pH > 9). De plus, la réaction de caramélisation est
fréguemment catal ysée par des acides carboxyliques, des sels et des phosphates (Kroh, 1994).

Selon Greenshields (1973), le processus de caramélisation est subdivise en deux

étapes :
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1) Dans un premier temps, la déshydratation des glucides, entraine la formation
d’aldéhydes et de composes dicarbonylés. 1l y a alors apparition de composés non

colorés ou jaunes absorbant fortement dans I’ultra-violet ;

2) Dans un deuxiéme temps, des réactions de condensation et de polymérisation se
produisent et aboutissent a la formation de composes fortement colorés et de masse

molaire élevée.

L’un des principaux produits de dégradation du glucose notamment en milieu acide est
le 5-hydoxymeéthylfurfural (HMF). Cependant cette molécule n’est pas spécifique de la
caramélisation et peut également étre formée par la réaction de Maillard (Richard et al.,
2010). Les produits de la caramélisation sont retrouvés dans des denrées alimentaires comme
le pain, les viennoiseries, la viande grillée, ou les aiments riches en sucres tels que certains
jusdefruitset levin (Ledl, 1987).

[11.3. Lebrunissement enzymatique

Les réactions du brunissement enzymatique sont constatées chez les végétaux, les
micro-organismes, ainsi que chez les invertébrés (crustacés). Ces réactions sont
principalement responsables de I'apparition des pigments bruns et entrainent des
modifications importantes des qualités organoleptiques, avec genéralement une dépréciation
des végétaux et de leurs dérivés. Le brunissement enzymatique chez les végétaux peut étre
superficiel et/ou interne (M acheix et al., 2005).

Le brunissement superficiel des végétaux, ou la surface touchée se colore plus ou
moins rapidement en brun, résulte soit suite a des blessures soit lors d'une attaque par des
agents pathogenes. Par contre, |e brunissement interne est localisé dans les parties profondes
des organes; il est rencontré généralement lors de maadies qui apparaissent lors de
conservation soit lors du sgour a basse température ou apres décongélation (Macheix et al.,
2005).

[11.4. Réactions du brunissement enzymatique

Le brunissement enzymatique est le résultat de la transformation par I'intermédiaire
d'un systeme enzymatique specifique de composés phénoliques en polymeéres colorés. La

réaction d’initiation étant une oxydation des composes phénoliques particulierement par la




[CHAPITRE I11] L e brunissement enzymatique

polyphénoloxydase (PPO) et dans certains cas par la peroxydase (POD) (Vamos-Vigyazo,
1981). La réaction d'oxydation conduit a la formation des quinones, composes tres instables,
dont la polymérisation entraine la formation de pigments bruns ou sombres ; les mélanines.
(figurel?2). Les produits du brunissement enzymatique, entrainent des changements de couleur
et des modifications des qualités sensorielles et nutritionnelles du végétal. La diminution de la
teneur en antioxydants phénoliques et en acide ascorbique favorise le processus du
brunissement enzymatique (M acheix et al., 2005).
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Figure 12 : Réactions enzymatiques du brunissement (M acheix et al., 2005).

[11.5. Localisation des composés phénoliques et des enzymes d'oxydation

Les enzymes de brunissement enzymatique présentent une distribution ubiquitaire et
sont localisées dans les différents organes de plantes supérieures : feuilles, fruits, fleurs,
racine, tiges et organes de réserves. Leur expression varie selon I’espéece et le degré de
maturité (Nicolas et al., 1994 ; Murata et al., 1997). Ainsi, dans la pomme immature, on
trouve les activités enzymatiques uniformément reparties dans le fruit alors qu'a maturité ces
enzymes sont localisés au niveau de la peau et de la pulpe (Macheix et al., 1990). Bien que
I'activité de ces enzymes soit généralement retrouvée dans tous les tissus végétaux, le
brunissement enzymatique ne se produit pas sur un végétal sain du fait de I'absence de contact
entre les enzymes et leurs substrats. En effet, les substrats du brunissement enzymatique,
principalement des composés phénoliques solubles, sont stockés dans les vacuoles, aors que
les enzymes sont pour la plupart dentres elles situées dans les organites cellulaires:

mitochondries, chloroplastes et cytoplasme ou dans la paroi (figure 13). Les enzymes du
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brunissement se trouvent soit sous forme soluble dans le cytoplasme, c'est |e cas des PPO des
champignons et des végétaux supérieurs, soit sous forme intégrée aux membranes des
organites (membranes interne des chloroplastes, des mitochondries et des peroxysomes), c’est
le cas des PPO de pomme et d’olive. On les retrouve aussi sous forme associée aux parois
pictocellulosiques comme par exemple la PPO de bananes ou a la membrane des graines

d’amidon comme c’est le cas de la PPO de la pomme de terre (T oivonen et Brummell, 2008).

Le déclenchement de la réaction du brunissement enzymatique nécessite donc une
décompartimentation cellulaire préalable soit par des facteurs naturels au cours de la
maturation, soit suite aux attaques du végétal par les micro-organismes ou a l'intervention
humaine au cours des traitements des différents processus technologiques (fabrication,
transformation, conservation) mettant les enzymes en contact direct avec leurs substrats

provoguant ainsi le déclenchement du phénomeéne du brunissement (M acheix et al., 2005).
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Figure 13 : Localisation des composés phénoligues et des enzymes d’oxydation

(polyphénol oxydase et peroxydase) dans une cellule végétale (T oivonen et Brummell, 2008).

[11.6. Lesenzymes du brunissement enzymatique

Les enzymes impliquées dans les réactions du brunissement sont soient des
polyphénoloxydases (PPO) dont le substrat oxydant est I’oxygéne et/ou des peroxydases
(POD) ol le substrat oxydant est le peroxyde d'hydrogéne. A cause de leur haute affinité pour
les substrats naturels, la PPO est considérée comme I'enzyme clé du brunissement. L ‘ampleur
de la participation des peroxydases dans le brunissement enzymatique des fruits et [égumes et

demeurée sujet a controverse, car le peroxyde d'’hydrogene est généralement présent a des
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concentrations tres faibles dans les cellules végétales (Valentines et al., 2005), et I’activité
peroxydasique est rapidement bloquée par les premiéres quinones formées par les PPO
(Lopez-Serrano et Ros-Bar selon, 2002).

[11.6.1. Caractérisation des peroxydases

111.6.1.1. Généralités

Les peroxydases sont largement distribuées dans la nature et peuvent étre facilement
extraites a partir de la plupart des cellules de plante et a partir de quelques organes et tissus
animal. Elles sont parmis les premiéres enzymes avoir été découvertes. Le nom peroxydase a
été employée pour la premiere fois par Linossier, qui I'aisolée a partir du pus humain en
1898. En 1976, Welinder a déterminé la premiere structure primaire compléte d'une
peroxydase de raifort. Depuis, des peroxydases du cytochrome C (CcP) et du rafort
(Armoracia rusticana), et notamment |'isoforme basique (HRPC), ont servi de base a I'étude

de ces enzymes chez les plantes (Azevedo et al., 2003).

[11.6.1.2. Classification des per oxydases

Les peroxydases (EC. 1.11.1.x) appartiennent au groupe des oxydoréductases utilisant
les peroxydes et dont elles sont d'ailleurs les seules représentantes. Elles sont subdivisées en
treize groupes. Ce sont des protéines a heme, sauf les NADH et NADPH-peroxydases (EC
1.11.1.1 et 2) qui sont des flavoproteines et |es glutathion-peroxydases (EC 1.11.1. 9) qui sont
des seleno-protéines. Welinder (1992) distingue ainsi trois superfamilles: les peroxydases
animales qui comprenent les peroxydases a halogenes, les prostaglandines synthéases, les
catalases et les peroxydases végétales. Les peroxydases des plantes sont elles méme divisees
en 3 classes: la classe | renferme les POD des procaryotes, la classe Il renferme les POD
fongiques sécrétées et en fin laclasse 111 qui renferme les POD végétales sécrétées (O'Brien,
2000).

¢ Peroxydase de classe | : Elle renferme les peroxydases d'origine procaryotique dont le
cytochrome C- peroxydase (CcP) de Saccharomyces cerevisiae, les ascorbates
peroxydases (AsP) et les catalase-peroxydases (CaP) bactériennes. Ce sont toutes des
peroxydases intracellulaires, non glycosylées, sans calcium ni pont disulfure. La CcP est
une protéine soluble de la chaine de transport d'éectrons de la mitochondrie ou €elle doit
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servir ala détoxication des peroxydes (Azevedo et al., 2003). Les AsP sont les principal es
enzymes de détoxication de I'H,O, des végétaux supérieurs. Elles ont une trés grande
spécificité et une grande affinité pour |'ascorbate qui leur sert de réducteur dans la
destruction de I'H,O, (Smirnoff, 2000) ; on les trouve dans le cytosol, les chloroplastes,
les mitochondries, les peroxysomes et les glyoxysomes (Asada, 1999). Les CaP
bactériennes sont des enzymes bifonctionnelles avec, a la fois, une activité catalase
importante et une activité peroxydase moindre, mais conséguente. Proches des AsP et de
la CcP, elles seraient issues de la duplication d'un gene ancestral (Zamocky et al., 2000).
Elles semblent partager les mémes fonctions, ce qui pourrait également les impliquer en

tant que facteurs de virulence de certaines bactéries (Faguy & Dooalittle, 2000).

¢ Peroxydase de classe |1 : Elle contient les peroxydases secrétées par les champignons.
Leur structure ressemble beaucoup a celle des peroxydases de classe |1l avec la présence
de sites de glycosylation, de ponts disulfures, de deux molécules de calcium et d'un
peptide signal (Ruiz-Duenas et al., 2001). Ces enzymes impliguées dans la dégradation
de la lignine sont présentes chez un grand nombre de champignons notamment les
basidiomycétes (Varela et al., 2000). Elles sont en général induites dans des conditions de
carence nutritive pour le champignon, méme s'il existe de nombreuses exceptions (Cullen,
1997). parmi les peroxydases de la classe Il ont cite: les lignine-peroxydases LiP (EC
1.11.1.14), qui oxydent un grand nombre de composés aromatiques non phénoliques
dérives de la lignine (Valli et al., 1990); les peroxydases a manganese MnP ( EC
1.11.1.13), qui oxydent la lignine et les composés phénoliques qui en dérivent via
l'oxydation du Mn** en Mn®*" qui sert dintermédiaire d'oxydoréduction (Glenn et al.,
1986); et les versatiles peroxydases VP (EC 1.11.1.16) (Ruiz-Duenas et al., 2001).

¢ Peroxydasedeclasselll : Ces peroxydases sont secrétées dans |'espace extracellulaire ou
dans la vacuole. Elles sont en majorité végétales, tels que les peroxydases de navet, tabac,
tomate, pomme, d'épinard...etc. (Schuller et al., 1996).

[11.6.1.3. Structure des peroxydasesde classe |

Les peroxydases de classe |11 sont des protéines d'environ 300-330 acides aminés qui
présentent une grande variabilité dans leur séquence, tant pour celles appartenant a des

espéces différentes que pour des peroxydases de la méme plante. On trouve néanmoins des
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acides aminés invariants et des domaines conserves au sein de ces protéines (Delannoy et al.,
2004). Les peroxydases de classe Il présentent une structure tertiaire globale similaire
contenant dix hélices o communes et un héme de type B relie de maniére covaente a la
protéine par le groupement imidazole d'une histidine (figure 14). On note la présence de
quatre ponts disulfures, qui ont pour but de stabiliser la structure tertiaire (Delannoy et al.,
2004).

Le site actif des peroxydases est centré autour de I'heme qui est une protoporphyrine
IX associée aun atome de fer ferrique, Fe**. Au repos, cet atome posséde quatre liaisons avec
des atomes d'azote de la protoporphyrine et une liaison avec le groupement imidazole de
I'histidine 170. Le groupement hemique de I’enzyme interagit avec trois acides aminés
hautement conserveés : arginine 38, phénylalanine 41 et histidine 42. Ces trois résidus servent
de site de fixation de I'H,O; et interviennent dans la catalyse (Delannoy et al., 2004).

Une caractéristique des peroxydases extracellulaires de classe Il est I'existence de
deux dsites de fixation du calcium, un dans chague domaine, indispensable au bon
fonctionnement de la protéine. L'absence des atomes de calcium entraine de grandes
modifications de la structure du site actif et diminue notablement I'activité de ces
peroxydases, (Barber et al., 1995).

Figure 14 : Structure tridimensionnelle de la peroxydase de raifort (Henriksen et al., 1999).

Les peroxydases possedent toutes un peptide signal a leur extrémité N-terminale,

conditionnant leur passage dans le réticulum endoplasmique puis leur sécrétion. Néanmoins,

E
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certaines peroxydases possedent également un peptide clivable a leur extrémité
carboxyterminale qui orienterait ces protéines vers la vacuole (Johansson et al., 1992).
D'autres motifs conservés, sites potentiels de N-glycosylation, existent chez toutes les

peroxydases dont |e role est essentiel au fonctionnement de ces peroxydases (Nie et al., 2003).

111.6.1.4. Roles physiologiques et application des peroxydasesde classe |11

Il est difficile de déduire la fonction précise d'une peroxydase uniquement de par sa
séguence en raison de I'existence de plusieurs ééments déterminants lies a la structure du
gene, a la spécificité de substrat de I'enzyme et a la localisation subcellulaire de la protéine
(Delannoy et al., 2004). Néanmoins, ces enzymes sont impliquées directement ou
indirectement dans une large gamme de processus physiologiques tous le long du cycle de la
plante. De nombreuses études ont associe les peroxydases a la synthése de subérine et de
lignine. En effet, les dernieres étapes de la formation de la lignine consistent en la
polymérisation des monomeéres de la lignine, pour former cette structure macromoléculaire
rigidifiant la paroi des cellules végétales (Boudet, 2000). Elles sont également impliquées
dans le catabolisme de I'auxine (AlA) grace al'existence d'une relation inverse étroite et qui a
€té mis en évidence entre une activité peroxydasique et les teneurs AIA des tissus concernes
(Béllani et al., 2002).

Les peroxydases semblent également impliquées dans le synthétiser I'éthyléne, car
elles sont capables in vitro de synthétiser I'éhylene a partir de son précurseur, I'acide 1-
amino-cyclopropane-1- carboxylique mais leur rdle in vivo reste pour le moment soumis a
controverse (Acosta et al., 1993). L'activité peroxydase est souvent associee a des processus
de développements, notamment celui des racines latérales, la floraison, la germination,
I'embryogenése, |'abscission, etc. Cependant, méme s des variations dactivité peuvent
constituer des marqueurs de ces processus, il est souvent impossible d'affecter un réle précis a
une isoforme particuliere (Ramu et al., 2002 ; Astarita et al., 2003).

En cas de stress abiotique (métaux lourds, froid, sécheresse, blessure, chocs
thermiques), il est constaté une augmentation de I'activité peroxydasique total de la plante. En
effet, tous ces traumatismes saccompagnent souvent de la production d'espéces activées de
I'oxygéne (ERO) toxiques pour la plante, et les peroxydases de classe |11 peuvent participer a
la détoxication de ces molécules, car le point commun entre toutes les peroxydases est
['utilisation d'H,O, (Schutzendubel et al., 2002). D'autres roles possibles sont attribués a ces
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peroxydases comme la réponse aux pathogénes et la dégradation de métabolites secondaires

lors des processus de sénescence (Delannoy et al., 2004).

Du fait de leur forte activité spécifique, les peroxydases ont trouvé de nombreuses
applications industrielles et biotechnologiques. Les peroxydases végétales, et notamment la
HRPC, se retrouvent dans de trés nombreux kits de diagnostic. Elles sont aors liées a un
anticorps ou a toute autre molécule spécifique du test pour servir de marqueurs par des
réactions colorimétriques ou luminescentes. Elles sont aussi proposées comme un nouveau
traitement possible contre le cancer en utilisant la spécificité de I'oxydation de I'AIA par les
peroxydases et la génération d'O,” qui en découle pour cibler et tuer spécifiquement les
cellules tumorales (Kawano, 2003a). Les peroxydases peuvent également étre utilisées en
tant que biocatalyseurs de la production de polyméres phénoliques et éliminer ainsi
I'utilisation de formal déhyde toxique et polluant (Delannoy et al., 2004).

[11.6.1.5. Propriétés cinétiques des per oxydases végétales

L'activité optimale des peroxydases est modulée par plusieurs facteurs physico-
chimiques durant toute la vie du végéa. Ains, les peroxydases présentent des
comportements cinétiques variables en termes de température, de pH et de forces ioniques
optimales (tableau VII1). De plus, dans une méme plante et au niveau d'un méme tissu,
plusieurs formes de peroxydases peuvent exister, et atteindre jusqu'a 160 isoenzymes dans
certaines plantes comme les céréales (Pelmont, 1993).

Tableau VIII : Activité des peroxydases de différentes origines.

. . Km(mM)
pH optimal | T optlmale Références

L aitue (sativa) 6,0-85 30°C 0,33 (Azléli:)'faya et Gokmen
Fraise (Elsanta) 6,0 25°C 50,68 | Chisari et al. (1998).
Soja 6,4 25°C 058 | Wright et Nicell (1999).
Chou 6,0 40°C 641  |Belcarzetal. (2008).
Raifort (Balady) 55 40°C 16,4 Mohamed et al. (2011).
Dattes 5,5 55°C 0,77  |Al-Senaidy et al. (2011).
er"(;z;g)ea 7.0 34,7°C 41 Saraiva et al. (2007).

s
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On trouve de formes enzymatiques dont le pH optimal est plutét neutre, c'est le cas des
peroxydases de chou, fraise, sojaet olive (6,0 ; 6,0 ; 6,4 ; 7,0 respectivement) ou acide comme
les peroxydases de raifort et de dattes (pH = 5,5). Par contre, la température pour la quelle
I'activité des POD est optimale se situe généralement entre 35 et 55°C, c'est le cas de
peroxydase de Olea europaea (T° opt = 34,7), de chou, de raifort (40°C) et des dattes (55°C).
D'autres peroxydases sont plus actives dans des températures ambiantes telles que les
peroxydases de soja et de fraise avec une T° optimal a 25°C.

L'affinité des POD pour le H,O, varie également selon la source de ces enzymes (Km
varie entre 0,33 a 50,68 mM), les peroxydases de la laitue (sativa), soja et des dattes
présentent des affinités plus éevées (Km entre 0,33 et 0,77 mM) que celle des POD dolive
(Olea europaea) et de fraise (Elsanta) (Km = 41 et 50,68 mM respectivement).

[11.6.2. Caractérisation des polyphénoloxydases
[11.6.2.1. Définition

Les polyphénoloxydases (PPO) ont été découvertes dans les champignons par
Schonbein en 1856 (Whitaker et Lee, 1995). Ces enzymes sont distribuées dans I'ensemble
du régne vivant (plantes, mycetes, bactéries et animaux). Elles appartiennent au groupe des
oxydoréductases a deux atomes de cuivre. Elles catalysent |'oxydation des composés
phénoliques en présence d'oxygene moléculaire comme un Co-substrat (figure 15) (M arusek
et al ., 2006).

. -;\.0-1 .._,l‘l
~_ o = 20
2N PPO L’ | e UL
— - - -~ =
&,) + 02 T ks ]
o 2
R
Monophénol Diphénol Quinone
S— -  — e o —
Hydroxylatio Oxidation

Figure 15 : Réactions catalysées par les polyphénolydases (M arusek et al., 2006).
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[11.6.2.2. Classification des polyphénoloxydases

Les PPO participent a la mélanogenése chez les mammiferes et au brunissement
enzymatique des fruits et des |égumes. Bien que le terme genérique de PPO soit couramment
utilisé, il s’agit en réalité d’une vaste famille d’enzymes réunissant les monophénoloxydases
(EC 1.14.18.1), les catécholoxydases (EC 1.10.3.1) et les laccases (EC 1.10.3.2). Elles ont
toutes la particularité d’utiliser 1I’oxygéne moléculaire comme cofacteur (Selinheimo et al.,
2007). Les activités catécholases et laccases sont similaires dans le sens ou elles catalysent
I’oxydation d’un diphénol, cependant la différence majeure réside dans la spécificité de
substrat, puisque les catécholases ne sont capables d’oxyder que des o-diphénols et les
laccases, alafois des p-diphénols et des o-diphénals, alors que les monophénol ases catal ysent

uniquement I’hydroxylation des monophénols en o-diphénols (figure 16) (M ayer, 2006).

OH ©2 O
. .
A) MONOPHENOLOXYDA d:f H2O
G %05 o
OH o
B) é/ CATECHOLASE _ éf +HL0
',":02 y )02
\ OH 0
\ 0 N
OH 0
Q) _LACCASE | LACCASE
0N d PR
OH
p-diphénoloxydase o-diphénoloxydase

Figure 16 : Réaction catalysée par |es polyphénoloxydases (A : monophénoloxydase ; B :
catécholase ; C : laccase) (Aniszewniski et al., 2008).
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. Monophénoloxydase (EC 1.14.18.1)

Selon la nature des substrats on trouve la tyrosinase, dont le substrat monophénolique
est la L-tyrosine, et la crésolase dont le substrat est le crésol. Ces enzymes sont connues
depuis longtemps dans les champignons, pomme de terre, péche, raisin, pomme, lI'avocat ou la
salade, mais I’activite des crésolases est généralement peu étudiée dans les plantes, car la
réaction d’hydroxylation est beaucoup plus lente que la réaction d’oxydation formant les
guinones (Nicolas et al., 1994).

II. Catécholoxydases (EC 1.10.3.1)

Egalement connue sous le nom d’ortho-diphénolase ou catécholase. Les catécholases
ce caractérisent par deux réactions, en premier temps, une hydroxylation d'un monophénol en
diphénol (activité monophénolase), suivie en deuxiéme temps par I’oxyder du diphénol en
guinone (activité diphénolase), en présence d'oxygéne moléculaire. Les catécholases jouent un
réle prédominant dans le brunissement enzymatique des fruits et |égumes, car la plupart des
substrats naturels étant des o-diphénols. (Nicolas et al., 1994).

[11. Laccase (EC 1.10.3.2)

Les laccases sont présentes chez les bactéries, champignons, plantes et insectes
(Hoegger et al., 2005). C'est des métalloprotéines de 50 a 110 kDa comportant quatre atomes
de cuivre, chacun coordonné par trois résidus histidine (Thurston, 1994). Elles sont des
protéines glycolyses avec 10 a 45 % de proportion de polysaccharide, avec des sous unités de
50 a 70 kDa. Les laccases se caractérisent par leurs activités para-diphénoloxydase qui
s'ajoute a I’activité ortho-diphénoloxydase. L’oxydation des substrats phénoliques, par cette
enzyme, génere la formation d’un radicale semi-quinone et s’accompagne par la réduction de
I’oxygene en eau (Nitta et al., 2002).

111.6.2.3. Structure des polyphénoloxydases

Les études reéalisées sur les PPO des plantes montrent que ces enzymes présentent des
poids moléculaires variables comprit entre 12 et 400 kDa. Cette variabilité de PM est due en
partie a la protéolyse partielle de I'enzyme pendant son isolement et aux variabilités
génétiques (Flurkey et Inlow, 2008). Elle s’explique aussi par le degré de polymérisation de

ces enzymes. En effet, les PPO peuvent étre sous forme monomeérique, comme c’est le cas de
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la PPO des graines de tournesol (40 a 50 kDa), ou sous forme tétramériques comme c’est le
cas delaPPO delalaitue (130 a 150 kDa) (Heimdal et al., 1994).

La mise en ceuvre des techniques de biologie moléculaire associées a des anayses
cristallographiques a permis de preéciser les informations sur la structure des PPO. Plusieurs
études ont montrées que le nombre d'acides aminés des formes monomériques des PPO
matures est variable. Ainsi, la PPO de I’haricot, abricot, champignon et pomme sont
constituées de 360, 496, 569, et 593 résidus d’acides aminés respectivement.

Les PPO des végétaux supérieurs sont organises en trois domaines, aors que chez les
champignons, il n’en existe que deux. Ces domaines structuraux présentent un degré

d'homologie plus ou moins éevé entre espéces (Eicken et al., 1998).

i- Le premier domaine correspond a un peptide de transit de 87 a 247 acides aminés
selon les espéces, il se trouve dans la région N-terminale des PPO de végétaux supérieurs. Ce

peptide, permettrait de diriger la PPO immature vers les thylachoides ;

ii- Le domaine central des PPO contient les deux sites de fixation des atomes de
cuivre, et correspond aux PPO matures. Il est séparé du peptide signial par une séquence de

clivage reconnue par certaines protéases végetales ;

iii- Le domaine C-termina est séparé du domaine central par un site de clivage
sensible a la protéolyse. Ce domaine n'est présent que dans les formes latentes de PPO de
haricot, de raisin, de tyrosinase de champignons et vrai semblablement chez la pomme.

Dans le cas de la PPO mature de tubercule de patate douce, I’étude par cristallographie
et diffraction aux rayons X a permis d’ullicider la structure tridimensionnelle de I’enzyme
(Figure 17). Elle se présente sous forme hélicoidale avec des dimensions de 55x45x45 A°
(figure). Cette PPO de 341 acides aminés présente une forme globulaire de masse moléculaire
de 39 kDa. La structure secondaire et principalement formée de sept hélices 0, le noyau de
I'enzyme est constitué par quatre hélice-tour-hélice compose par les hélicesa 2, a 3, a 6 et a
7. La cavité dans laguelle se trouve le site actif est entouré par les hélicesa 1 et a 4 et
plusieurs feuillets R. La structure est stabilisée par deux ponts disulfures (Cys 11 —Cys 28 et
Cys 27 —Cys 89) qui aide a stabilisér la structure de cette PPO. L’enzyme contient deux
atomes de cuivre, chacun est lié par des liaisons covalentes a trois résidus histidines dés
quatre hélice-tour-hélice. CuA est coordonné par His 88, His 109, et His 118. His 88 est située
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au milieu de I'nélice a 2, His 109 et His 118 sont localisées au début et au milieu de I'nélice a
3. Le second cuivre du site catalytique, CuB, est coordonneé par His 240, His 244 et His 274.
Cesrésidus sont trouvés au milieu des hélicesa 6 et a 7 (Klabunde et al. 1998).

Figure 17 : Représentation en ruban de catéchol oxydase de |a patate douce obtenue par
cristallographie aux rayons X (Klabunde et al., 1998).

[11.6.2.4. Role physiologique des polyphénoloxydases

Les rdles physiologiques et |es mécanismes biologiques des PPO ont été éudiées chez
les champignons, les plantes et les insectes, mais ils ne sont pas connus en détail, par contre,
de nombreuses hypotheses, concernant le role des PPO, sont proposees (Mayer, 2006). Il a
été démontré que les PPO des champignons présentent au moins deux fonctions différentes:
la premiére consiste a se défendre contre les pathogénes, et la seconde fonction est d'agir en
tant que facteur pathogéne lors d'une attaque par les champignons sur d'autres organismes, y
compris les plantes (Aniszewniski et al., 2008). D'autre auteurs ont montré que les laccases
fongiques interviennent directement dans la dégradation de la lignine ainsi que dans la
pigmentation (Anderson et Nicholson, 1996 ; Fernandez et al., 1999 ; Zhang et al., 1999).

De nombreux chercheurs ont propose I'hypothese concernant le réle physiologique des
PPO dans la résistance aux infections bactériennes, fongiques et virales (Jukanti, 2005 ;

E
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Thipyapong et al., 2007). || a été également suggéré que les quinones, produits de I'oxydation
des o-diphénols par les PPO, jouent un role dans la défense de la plante contre divers stress
biotiques et abiotiques (Pourcel et al., 2007). Alors que, Zawistowski et al. (1991) attribuent

alaPPO un réle dans le renforcement des parois.

Des travaux sur la PPO dépinard ont démontré que la PPO avait un rble dans la
facilitation de la mort cellulaire et que les formes actives interviennent directement dans la
photosynthese |1 (Kuwabara et Katoh, 1999). Les PPO sont également des composeés actifs
au cours de la germination des graines. Cette activité et plus grande dans les grand graines que
les petites, et |'activité de PPO au début de la germination est plus élevée que dans les étapes
qui suives (Demeke et al., 2001).

111.6.2.5. Propriétés cinétiques des polyphénoloxydases

Chague PPO se distingue par sa spécificité de substrat et éventuellement son réle
physiologique. Cette spécificité de substrat est reliée ala nature de I'enzyme, |'espece végétale
et alachimie du substrat (Schmitz et al., 2008). La nature et la position des substituants sur
les mono ou les o-diphénols sont déterminants pour la réactivité du substrat vis-&vis de
I'enzyme (Zawistowski et al., 1991). Le catéchol, le 4-méthylcatéchol, e 4-tertbutyl catechal,
L-DOPA (L-3,4 dihydroxyphénylaanine), (-)-épicatéchine, (+)-catéchine, I'acide
chlorogénique et la dopamine sont largement testés comme substrats pour OPP (figure 18).
Cependant, la présence in vivo de ces substrats testés n'a toujours pas été démontrée et la
pertinence de leur réle physiologique demeure incertaine. Pour les catécholases, les substrats
le plus commun dans de nombreuses plantes sont le catéchol et ses dériveés, catéchine et le 4-
en méthylcatéchol (Rapeanu et al., 2006 ; Gawlik-Dziki et al., 2008).

La nature et la teneur des fruits et 1égumes en phénols substrats des PPO varient
également selon I'espece, variété, le cultivar, la maturité et les conditions de culture et de
stockage (Pour cel et al., 2005).
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Figure 18 : Structures de quelques substrats des polyphénol oxydases (Schmitz et al., 2008).

La spécificité des PPO vis-avis des substrats phénoliques dépend de la structure de
I'enzyme et des substrats, mais également des conditions expérimentales. Cette spécificité est
evaluée selon la valeur de Km qui rend compte de I'affinité de I'enzyme pour le substrat et la
vitesse maximale de catalyse Vm. L'affinité varie également selon la source enzymatique
(tableau 1X). Ainsi, les valeurs de Km obtenues (lorsque les cinétiques sont réalisées a
concentration constante en oxygene) lors de I'utilisation de 4-méthylcatéchol comme substrat
varies de 9,7 a 21 mM selon quil sagit de PPO de persil (Dogru et Erat, 2012), d'haricot
(Waliszewski et al., 2009), d'artichaut (Aydemir, 2006) ou de brocoli (Gawlik-Dziki et al.,
2008). Par contre, les valeurs de Km apparent vis-a-vis du catéchol oscillent-elles de 7,9 a 85
mM selon I'origine des PPO. Cependant, la diminution de la valeur de Km saccompagne dans

ces deux cas d'une forte baisse de lavaleur de Vm.
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Tableau | X : Parametres cinétiques de pol yphénol oxydase de différentes origines végétales.

Sour ce des PPO Substrats Km ~ Vmax
- (mM) (/ml miny

Artichaut (tétes) Catéchol 10,2 19,662 ,
i Aydemir (2004)
(Cynara scolymus) | 4-methylcatéchol 12,4 12,5
catéchol 69 34,5
Pomme Wuytset al. (2006)
L-DOPA 53 62,4
_ 4-methyl catéchol 10,6 / Waliszewski et al.
Haricot i
catéchol 85 / (2009)
Brocoli catéchol 12,34 20,00 Gawlik-Dziki et al.
(Brassica oleracea) | 4-methylcatéchol 21 28,2 (2007)
. Catéchol 7,9 0,3942 Dogru et Erat
Persil i
4-methyl catéchol 9,7 0,051 (2012
Laitue Catéchol 15 75,18 Altunkaya et
(Lactuca sativa) Catéchine 22,90 11,94 Gokmen (2011)
Fraise (Elsanta) DOPA 4,78 0,02 Chisari et al. (1998)

D'autres facteurs influencent également la spécificité des PPO de maniére non
négligeable tel que le pH et la température des milieux réactionnels (tableau X). Plusieurs
études ont indiqué que I'activité optimale des PPO se situe généralement dans une gamme de
pH comprise entre 4 et 7. Aingl, le pH optimal de la PPO de la laitue est de 6,8 lorsque le 4-
méthylcatéchol est employé et de 5,5 lors de I'utilisation de catéchol Gawlik-Dziki et al.,
2008). Alors gue l'activité maximale de la PPO de pomme est obtenue a pH 3,5 a 4,5
(Marqueset al., 1995) et celade I'artichaut varie entre 6 et 7 (Aydemit, 2004).

Les températures des milieux réactionnels pour les quelles I'activité des PPO est
optimale varie également selon la source de I'enzyme, elle se situe généralement entre 25 et
35 °C, cependant il existe des PPO qui présentent des activités optimal es a des températures
plus élevées comme c'est le cas de la PPO de péche et de lafraise (50 et 55°C respectivement)
(Fraignier etal., 1995 ; Chisari et al., 1998).

E
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Tableau X : pH et température optimale pour I’activité de quelques polyphénoloxydases.

Sour ce des PPO Substrats PH T® Références

Pomme 4-Methylcatéchol | 35-45 | 30°C Marqueset al. (1995)
Péche 4-Methyl catéchol 50 55°C | Fraignier et al. (1995)
Fraise o .

(Elsanta) Dopa 4,0 50 °C Chisari et al. (1998)
Banane . o -

(Anarmur) Catéchol 7,0 30°C Unal (2007)

. , o Waliszewski €t al.
Haricot Catéchol 34 37°C (2009)
Artichaut (tétes) i . i o ,

(Cynara scolymus) 4-Methylcatéchol | 6,0-7,0 | 25°C Aydemir (2004)
Laitue 4-Methyl catéchol 6,8 35°C Gawlik-Dziki et al.
(Lactuca sativa) Catéchol 55 (2008)

I11.7. Prévention et inhibition du brunissement enzymatique

La prévention du brunissement enzymatique a toujours été un défi aux scientifiques.
Avec une meilleure connaissance du meécanisme des réactions du brunissement, il sera
possible de proposer des processus qui évitent ou réduisent au minimum ce phénoméne
(Nicolaset al., 1994).

De nombreux travaux ont été consacrés a la recherche d'inhibiteurs du brunissement
enzymatique et plusieurs techniques et mécanismes ont été développés afin de maintenir la
gualité, prolonger la durée de conservation de produit végétale et commander I'activité de ces

enzymes. Ces mécanismes agissent sur un ou plusieurs facteurs de laréaction tels que :

e L’élimination de I’oxygéne a la surface des fruits et legumes ;

¢ Inhibition des enzymes de laréaction ;

¢ Modification des substrats et/ou les produits du brunissement enzymatique ;

e | ’abaissement de pH est trés efficace pour I’inactivation des peroxydases végétales ;

e Utilisation des agents chélateurs de métaux.

E
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Les techniques qui sont utilisées pour commander le brunissement enzymatique
doivent prendre en considération le colt de traitement, I'impact organoleptique et le souci de
toxicité (McEvily et al., 1992).

[11.7.1. Méthodes physiques

Il sagira des techniques physiques qui permettent dinhiber les réactions du
brunissement enzymatique. Elles ont pour objectif l'inactivation des enzymes de
brunissement, parmi ces techniques ont peut citer: le traitement hydrostatique par pression
élevée, l'irradiation gamma, champ électrique pulsé et le traitement thermique (soit par
blanchiment ou congélation) qui est la méthode la plus répandue pour stabiliser les fruits et
[égumes en raison de sa capacité pour détruire des micro-organismes et pour inactiver des

enzymes.

Le blanchiment est I’une des méthodes les plus efficaces et les plus appliquée pour
contréler du brunissement enzymatique, cependant, cette méthode ne peut étre utilisée dans
les procédés de transformation des fruits et légumes frais (Martinez et Whitaker, 1995). Les
températures appliquées lors du blanchiment varient considérablement en fonction du végétal
atraiter et des enzymes a inhiber. En général, une exposition des enzymes du brunissement a
des températures de I’ordre de 70-90 °C entraine la destruction de leur activité catal ytique,
mais le temps requis al'inactivation dépend du végétale. En contrepartie, cette technique peut
étre désavantageuse car elle a comme conséquences des changements de saveur, texture,

couleur et des pertes en vitamines et d'autres composants (M ar shall et al., 2006).

La congélation consiste a conserver des fruits et légumes a basse température (des
températures inférieures a -18 °C). L’abaissement de la température a pour effet de ralentir
I’activité métabolique des tissus végétaux du fait de la diminution de la quantité d’eau
disponible a I’état liquides ce qui provoque une inactivation des enzymes. Cependant, a ces
températures 13, il yalaformation des cristaux d'eau qui provoquent des dommages au niveau
des structures cellulaires des organes des végétaux, ce qui met en contacte les enzymes et leur
substrats, et le brunissement débute encore une fois quand la température en voisine 0°C
(Nicolaset al., 1994).

|
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[11.7.2. M éthodes chimiques

Le traitement chimique est le plus généralement utilisé pour empécher le brunissement
enzymatique ; cependant, I'utilisation de ces composés chimiques dans les produits
alimentaires est limitée aux composeas qui sont non-toxiques et qui ne changeant ni le gout ni
la saveur des produits alimentaires. Ainsi plusieurs études ont permis de découvrir de
nouveaux composes ayant un effet anti-brunissement. Ces inhibiteurs chimiques peuvent
affecter I'enzyme, les substrats ou les produits de la réaction (McEvily et al., 1992). Les

substances les plus utilisées sont les sulfites et I’acide ascorbique.

Les sulfites, en particulier sulfite de sodium, bisulfite de sodium et métabisulfite de
sodium, constituent le moyen le plus efficace et le moins cher pour lutter contre le
brunissement enzymatique (Eskin, 1990). lls agissent comme des agents réducteurs en
empéchant la formation des mélanines, car les sulfites ce combinent avec les quinones pour
former des suffoquions, comme ils peuvent induire l'inactivation des enzymes du
brunissement en provoquant la réduction de leurs ponts disulfures (Martinez et Whitaker,
1995). Cependant, bien que ces additifs soient efficaces, I'organisation mondiale de la santé
(OMS) a recommandé la limitation de leurs utilisation, autant que possible dans le traitement
des produits alimentaires, selon I'OMS la dose journaliére autorisee de SO, est de 0,7 mg/kg
du poids corporel (Rapeanu et al., 2005).

L'Acide Ascorbique (AA), est I'agent réducteur le plus connu alternatif aux sulfites. IL
est généralement employé comme un agent anti-brunissement dans la fabrication des jus de
fruit, fruites et légumes en boite et des tranches de fruits coupés congelés. L'acide ascorbique
(Vitamine C) empéche la formation des pigments bruns en réduisant les quinones en phénols
initiaux (figure 19), il agit également comme un piégeur d’oxygéne libre. Il est capable en
outre de chélate le cuivre du site actif de la PPO. Cependant, le brunissement reprend juste

apres |'épuisement de I'acide ascorbique (Ashie et al., 1996).

La vitamine C est en général employée avec d'autres inhibiteurs pour une meilleur
prévention du brunissement, une combinaison d'acide ascorbique avec I’acide citrique est plus

efficace que |'acide ascorbique seul (Eskin et al., 1990).
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Figure 19 : Réduction des quinones par |'acide ascorbique (Walker, 1976).

Il existe d'autres substances chimiques qui peuvent se substituer aux sulfites. Parmi ces
inhibiteurs chimiques se trouvent le polyvinylpolypyrrolidone (PVPP), le charbon actif, la
bentonite, les cyclodextrines, les chitosans, les composés chélateurs de métaux qui réagissent,
ou certains acides, organiques ou non tels que l'acide malique, tartrique, malonique,
phosphorique ou chlorhydrique qui peuvent également étre employés a différents niveau de la
réaction. Cependant, leur prix et leur effet sur la qualité gustative des aliments représentent
leurs principaux inconvénients (L 0pez-Nicolas et al., 2007).

Par ailleurs, malgré la multitude des traitements chimiques et physiques agissant
contre le brunissement enzymatique et I'innocuité remise en question des sulfites, aucun
substitut efficace, peu cher, pratique et sans effet néfaste sur les propriétés organoleptiques
des produits alimentaires n’a pu servir d’alternative a ce produit, d'autre coté, la demande
actuelle des consommateurs se tournent de plus en plus vers une aimentation naturelle
dépourvue d’additifs synthétiques. Ce qui a pousser les chercheurs a découvrir de nouveaux
inhibiteurs d’origine naturelle provenant de plantes médicinales les plus variées, tels que
I'acide gallique et ses dérivés alkylés extraits de plantes médicinales africaines (Kubo et al.,
2000), la barbarine, extraite de Barbarea orthocerus (Seo et al., 1999), ou encore le miel qui
est utilisé comme un inhibiteur non compétitif de la PPO, gréce a sa richesse en antioxydants
(Chen et al.,2000).
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|.1. Matériel végétal

Notre travail a porté sur I’étude des propriétés antioxydantes et anti-enzymatiques des
feuilles de six espéces de genre Citrus. Le tableau X1 résume I’ensemble des espéces utilisées.
Les feuilles de six espéces de citrus faisons I'objet de cette éude ont été récolté a partir d'arbres
cultivés dans différentes régions de la wilaya de Bgaia. Ainsi que les feuilles de C. sinensis (vr
Thomson navel et hamlin), C. clementina (clémentinier), C. aurantium (bigaradier) et C. limon
(citronnier), ont été cueillies a partir d'arbres cultivés au nivaux de Institut National de Recherche
en Agroaiimentaire (INRAA) situé dans la région de Oued Ghir, wilaya de Bgaia (latitude :
36°42'20.25"N ; longitude 4°57'32.69" E ; dtitude 89 m). La cueillette a été réalisée de maniere
aléatoire en janvier 2013. Les feuilles de I'espece C. grandis osbeck (pamplemoussier) et C.
aurantiifolia (limettier) ont été cueilles dans les vergés de la région de Guendouza commune
d'Akbou (75 km al'ouest de lawilaya, a une atitude de 315 métres) et Azrou N'bechar commune

d'’Amizour (50 km de laville de B§aia) respectivement.

|.2. Extractions organique et agueuse
|.2.1.Préparation dela poudre végétale

Une fois récoltées, les feuilles des différentes especes de citrus a étudier ( tableau XI) ont
€té nettoyées a I'eau courant et débarrassées de poussieres et d’autres impuretés, puis mis a sécher
a I’ombre, a température ambiante et sous aération continue pendant sept jours puis transférées a
I'étuve a 40°C, jusqu’a stabilisation du poids. Les feuilles séchées ont été broyées a I’aide d’un
moulin a café jusqu'a I'obtention d’une poudre homogeéne puis tamisés a I’aide d’un tamiseur de
margue «RETSCH», en utilisant un tamisage successif a 1mm, 500 pym, 250 pym et 200 ym de
diamétre. La taille des particules de I’échantillon influence grandement le rendement
d’extraction ; une meilleure extraction est obtenue avec des particules de plus petit calibre dont la

surface de contact avec le solvant et beaucoup plus importante (Naczk et Shahidi, 2004).

La poudre fine homogene obtenue a été conservée dans des récipients en vere
hermétiquement fermés, étiquetés et stockées a I'abri de la lumiére et de I'humidité jusqu’a
utilisation.
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Tableau XI

‘Nom commun _ Nom oo actéristiquesdesevilles | notosdes
scientifique T fauilles

. Feuilles des espéces de citrus utilisé.

Les er| lles
cv. Thomson | | gncéol ées,

Navel pétiole

Lesfeuillesdela
variété Hamlin se
caractérisent par
une largeur de 6cm
et une longueur de

Oranger douce étroitement 14cm.
Citrus aléavecune | Lesfeuillesde
) ) couleur verte Thomson navel
sinensisL.
o, sombre est une | sont un peu moins
excroissancea | grandes (5 45,5 cm
hamlin | leur base. delargeur et 12 &

13 cm de longueur.

Feuilles allongées et pointues de 3 a
Citrus 4 cm de largeur et de 9 a10cm de

Clémentinier clementina | longueur, d'une couleur verte fonce,
luisant et lancéol ées.
Feuilles persistantes, large, ovales et
parfumes, de couleur pourpre avec
Citronnier Citruslimon | un pétiole |égerement ailé, detaille

trés variables avec 17 a 18cm de
longueur et 7cm de largeur.

Petites feuilles, eliptiques, de forme
_ _ Citrus un peu arrondies, f:ie couleur \{erte vif
Limettier aurantiifolia trés odorante et trés rapprocheées,

elles sont de 4 a5cm de large et de
11 a12cm de longueur.

Feuilles persistantes, grandes et

Citrus
. . larges, 15 cm delarge et 23 cm de
Pamplemoussier gor;neif long, ovales, a pétiole trés largement
ailé et pubescent.
Feuilles persistantes, ovales, plus
Bigaradier Citrus étroitement lancéol ées et pointues a

aurantium | PEtiole nettement ailé d'lcm (plat et
large), avec une largeur de 5 a 6cm et
une longueur de 13 214 cm.

(orange amere)




[CHAPITRE I] Matériel et méthodes

|.2.2. Préparation des extraits de feuilles

La méthode d'extraction utilisée est la macération. Elle consiste en une extraction solide-
liquide, la poudre végétal est mise en contact prolongé avec un solvant a température

ambiante est sous agitation pour extraire les principes actifs.
> Extraction méthanolique

L'extraction est réalisée selon la méthode décrite par Falleh et al. (2008). Une quantité
de 20g de poudre de feuilles a é&é macérée dans 200 ml de méthanol & 99% (un rapport de P/V
: 1/10) sous agitation pendant 30 minutes a température ambiante et al'abri de la lumiére afin
d'éviter les phénomeénes d'oxydation. La macération a été poursuivie sans agitation durant 24
heures a4°C. Le macérét a éé filtré sur papier Wattman N°3 et le filtrat obtenu a été évaporé
a sec dans I'étuve a 40°C est cela jusqu’a évaporation compléte du méthanol. L'extrait

,,,,,

['abri delalumiére.
» Extraction aqueuse

L'extraction aqueuse a été réalisee selon la méthode décrite par Pérez et al. (2010).
Une quantité de 20g de poudre des feuilles de citrus ont été portés a reflux pendant 3 heures a
60°C dans 200ml d'eau distillée. Le macérét ainsi obtenu a été filtré sur papier Wattman N°3

puis lyophilisé al'aide d'un lyophilisateur de marque CRIST.

1.2.3. Calcul du rendement

Les taux d’extraction ont été calculés par rapport a la matiere seche initiale selon la

formul e suivante :

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

-Pes : poids de I’extrait sec (Q) ;

- Pp : poids de la poudreinitial (Q).

58
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1.3 Caractérisation des extraits de feuilles de citrus par spectroscopie d’absorbance
UV/Visble

Les spectres d’absorption des extraits aqueux et méthanoliques des feuilles de citrus a
concentration de 1 mg/ml ont été mesurés entre 200 et 800 nm contre un blanc contenant soit
de I’eau distillé ou du méthanol. Les mesures ont été réalisées a I’aide d’un spectrophotometre

analytikjena Specord 50 couplé au logiciel Aspect-plus.

| .4. Dosages des composes phénoliques
|.4.1. Dosage des polyphénols totaux

L e dosage des phénols totaux des extraits aqueux et méthanolique des feuilles de citrus
a été effectué par |la méthode adapté par Singleton et Rossi (1965) modifié par Ryan (2013).

C'est une méthode basée sur I'utilisation du réactif de Folin Ciocalteu qui est constitué
d’un mélange dacide phosphotungstique (H3PW1204) et dacide phosphomolybdique
(H3PM012040) de couleur jaune. Elle est basée sur la variation des propriétés colimétriques de
ce réactif une fois complexé a certains types de molécules principalement les polyphénoles.
Le réactif est réduit lors de I'oxydation des phénols en un mélange d'oxydes bleus de
tungsténe (WgOy3) et de molybdéne (M0gO23), d'une coloration bleue foncée (Catalano et al.,
1999). La coloration produite, dont la longueur d'onde d'absorption maximum est comprise
entre 725 et 765 nm, est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits
(Georgéet al., 2005).

Un volume de 1,5 ml du réactif de Folin-Ciocalteu (0,1N) est gjouté a 200 pl de la
solution d'extrait méthanolique ou aqueux des feuilles de citrus préalablement dilués dans le
méthanol ou dans I'eau distillée. Apres 5 min d'incubation a l'obscurité, 1,5 ml d'une solution
de carbonate de sodium a 6% est additionnée au milieu réactionnel. L'absorbance est mesurée
a 765 nm apreés 2 heurs d'incubation a température ambiante par un spectrophotomeétre de type
«SPECORD 50». Le blanc ne contenant pas d’extrait de feuilles de citrus a é&é préparé dans

les mémes conditions réactionnelles.

La quantité des polyphénols totaux contenu dans I’extrait végétal est exprimé en
milligramme équivalent d'acide gallique par gramme de matiére seche (mg EAG/g MS), en se
référant a une courbe détalonnage réalisée dans les mémes conditions avec comme
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polyphénol de référence I'acide gallique (Annexe 1). Les différentes expériences ont été

réalisées trois fois de fagon indépendante.

[.4.2. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides dans les extraits des feuilles de citrus a été déterminée par la
méthode colorimétrique décrite par Arvouet-Grand et al. (1994).

En présence de trichlorure d'aluminium (AICl3), les flavonoides sont susceptibles de
former des complexes de couleur jaunétre et cela grace a leurs groupements (OH) libres en

position Cz ou Cs et de I'oxygéne en C4 (figure 20).

+ AlCIS

N |

+ Alci3

Figure 20 : Réaction de chélation de trichlorure d'aluminium avec les flavonoides

Un volume de 1 ml du trichlorure de I'aluminium (AICl3) a 2% a éé mélangé avec 1ml
d'extraits. Des lectures d'absorption a 415 nm ont été prises aprés 10 minutes d'incubation a
I'obscurité et a température ambiante contre un témoin préparé dans les mémes conditions et

ne content pas d'extrait des feuilles de citrus.

La concentration des flavonoides est exprimée en milligramme d'équivalent de
guercétine par gramme de matiere seche (mg EQ/g MS) en se référent a une courbe
d'étalonnage établi dans les mémes conditions avec la quercétine comme flavonoide standard

(Annexe I1). Les différentes expériences ont été réalisées trois fois de fagcon indépendante.

>
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|.5. Evaluation du pouvoir antioxydant des extraits de citrus

L activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a I’oxydation.
En effet, la plupart des antioxydants de synthése ou d’origine naturelle possedent des groupes
hydroxyphénoliques dans leurs structures et les propriétés anti oxydantes sont attribuées en
partie a la capacité de ces composes naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux
hydroxyles (OH") et superoxydés (0O2") (Bartosz, 2003).

Les antioxydants peuvent réduire les radicaux primaires par deux mécanismes
majeurs: Par transfert d’électron ou par transfert de proton. Un antioxydant a pouvoir
réducteur a la capacité de transférer un électron qui réduira les métaux, les carbonyles et les
radicaux. Alors qu’un antioxydant donneur d’atome d’hydrogéne présente le pouvoir de
piéger lesradicaux libre.

Les tests d’évaluation du pouvoir antioxydant sont basés sur I’'un ou/et I’autre des
deux mécanismes et compte tenu de la complexité des processus d’oxydation, il n’existe pas
de méthode unique qui permettrait de refléter le profil antioxydant d’un échantillon. C’est
pourquoi, différents tests de mesure du pouvoir antioxydant sont a effectuer. Par exemples, les
tests qui déterminent le pouvoir réducteur comme le test FRAP «Ferric Reducing
Antioxydant Power » et les tests qui évaluent le pouvoir anti radicalaire par piégeage des
radicaux librestel que le test DPPH qui utilise le 2,2-diphényle-1-picrylhydrazyle sous sa
forme radicalaire (DPPH"), ou le test ABTS qui utilise le radicale cationique ABTS ™ (sel
d’ammonium de [P’acide 2,2’-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique). Il est
recommandé d'utiliser au moins deux tests pour confirmer une activité antioxydante d’un

échantillon. Et pour analyser les extraits de plantes et de fruits, Les méthodes DPPH" et

ABTS*sont couramment utilisées (Prior et al., 2005).

1.5.1. Test du DPPH

L activité antioxydante des composés phénoliques est tributaire de la mobilité de
I’atome d’hydrogéne du groupement hydroxyle. En présence d’un radical libre (R-), I’atome

d’hydrogene (H) est transfére sur ce dernier alors transforme en une molécule stable RH.

Le test au DPPH est basé sur le piégeage du radical libre stable DPPH par une
molécule anti-radicalaire, ce qui entraine la réduction du radical DPPH’ de couleur violette en
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DPPH de couleur jaune (Brand-Williams et al., 1995) selon la réaction schématisée dans la
figure 21.
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Figure 21 : Structure et spectre d’absorbance UV/Vis du radical DPPH’ et de sa forme réduite
DPPH (Dransfield et al., 2000).

Pour déterminer le role anti-radicalaire (scavenging activity), de nos échantillons par
le test DPPH nous avons utilisé laméthode de M asuda et al. (1999).

Un volume de 50 ul de la solution méthanolique du DPPH (5 Mm) est gjouté a 2,45 mi
d’extrait aqueux ou méthanolique de feuille de citrus a des concentrations allant de 25 a 400
ug/ml. Parallélement, un contréle négatif a été préparé en mélangeant 2,45 ml du méthanol ou
d’eau distillée avec 50 pl de la solution méthanolique de DPPH. La lecture de I’absorbance
est faite aprés 30 minutes d’incubation a I’obscurité et a température ambiante a 517 nm. Le
controle positif est représenté par une solution de deux antioxydants standards ; I’acide
gallique et la quercétine dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les

échantillons. Le test est répété trois fois de facon indépendante.

Le pouvoir antioxydant des extraits de plantes évalué par le test du DPPH est exprimé

en pourcentage de réduction du radical DPPH" selon laformule suivante :

% | :[Ao-(Al—Az)/Ao] x 100
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Avec:
% | = pourcentage de piégeage du radical DPPH ;

Ao = DO du témoin (méthanol + DPPH) ;
A1 =DO del'extrait + DPPH ;
A, = DO du blanc (extrait + méthanol).

Matériel et méthodes

L’efficacité de piégeage du radical DPPH est évaluée en EC50, qui corresponde a la

concentration de I’extrait végétal présentant un taux de réduction du radical DPPH’ de 50%.

1.5.2. Test du radical ABTS'

Letest ABTS ou Test TEAC (Trolox Equivalent Antioxydant Capacit€) est base sur la
capacité d’un antioxydant & stabiliser le radical cationique ABTS ™ (acide 2,2’-azinobis (3-

éthylbenzothiazoline)-6-sulfonique). En milieu réactionnel le radical cationique ABTS * de

couleur vert bleu intense, généré par I’oxydation de I’ABTS avec un sdl fort tel que le

persulfate de potassium qui réagi avec un donneur d’hydrogéne (H") pour donner une forme

non radicalaire et non colorée (figure 22) (Lien et al., 1999).

Figure 22 : Formation et piégeage du radical ABTS * par un donneur de H'".
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Une comparaison est faite avec la capacité du Trolox (analogue structural

hydrosoluble de la vitamine E) a capturer le radical ABTS™.

L’activité antiradicalaire des extrais a été évaluée par le piégeage des radicaux
ABTS " selon laméthode de Van den Berg et al. (2000).

Le radicale ABTS ™ est obtenu en méangent une solution de 7 mM d'ABTS avec une
solution de 2,5 mM du persulfate de potassium (K,0gS;) (Re et al., 1999). Le mélange est
conservé a I’abri de la lumiére et & température ambiante pendant 16 heures. Ensuite la
solution d’ABTS ™ est diluée avec de I'eau distillée pour obtenir une DO de 0,700 + 0,02 &
734 nm.

A 1,9 ml d’une solution ABTS ™, 100 pl de solution d'extrait a différents concentration
(10 a 200 ug /ml) sont ajouté. Aprés 5 minutes d’incubation a I’obscurité et a température
ambiante, I’absorbance est mesurée a 734 nm a laide d'un spectrophotometre. Le contrdle
positif est représenté par une solution d'un antioxydant standard (le Trolox). L'absorbance a
été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons. Pour chaque concentration le test
aétéerediséentriplicats.

Le pourcentage de I’activité scavenger du radical ABTS des I’extraits est calculé

comme suit :

% d'Inhibition = [(Ag -Ay)/ Ag] x 100

AvVec:

% d'inhibition : Pourcentage d’inhibition de radical ABTS *;
Ao : Absorbance du contrdle (contenant seulement I’ABTYS) ;
A; : Absorbance de I’extrait + ABTS.

Le pouvoir antioxydant par le test ABT sera exprimeé en termes de TEAC (Capacité
Antioxydante Equivalente Trolox) qui correspond & la concentration de Trolox ayant la méme
activité que la substance a tester a une concentration. Le résultat est donné en yM ou mM
d’équivalent Trolox par g de matiere séche.
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[.5.3. Test deréduction du fer (FRAP)

Le test de FRAP est basée sur la réaction de réduction du fer ferrique ( Fe*") présent
dans le complexe ferrocyanure de potassium (KsFe(CN)s) en un fer ferreux (Fe**) par un
antioxydant (AH), (figure 23). Lors de la réduction du complexe ferrique en complexe ferreux

une coloration bleue vert intense apparait tres rapidement. (Amarowicz et al., 2004).

I ) s, )
9 5 L QEWO

\

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

Figure 23 : Réduction du fer ferrique en fer ferreux par un antioxydant (AH).

Le pouvoir réducteur du fer (Fe**) dans les extraits est déterminé selon la méthode

décrite par Oyaizu (1986) rapportée par Amarowicz et al. (2004).

Un millilitre de I’extrait a différentes concentrations (25 a 200 pg/ml) ont mélangé
avec 2,5 ml d’une solution tampon phosphate a 0,2 M (pH 6,6) et 2,5 ml d’une solution de
ferricyanure de potassium K3Fe(CN)g a 1%. Le méange est incubé a 50°C au bain-marie
pendant 20 min. 2,5 ml d’acide trichloracétique a 10% ont été ajoutés pour stopper la réaction.
Une centrifugation a 3000 rpm pendant 10 min a été réaisée. 2,5 ml de surnageant ont été
mélangeés a 2,5 ml d’eau distillée et 0,5 ml d’une solution de chlorure de fer (FeCls, 6H,0) a
0,1%. L’absorbance a été mesurée a 700 nm contre un blanc préparé dans les mémes
conditions, en remplagant I’extrait par de I’eau distillée. Le contr6le positif est représenté par

une solution d'un antioxydant standard ; |e butyl-hydroxyanisol (BHA).

[.6. Mesure de I’activité anti-enzymatique

Les activités anti-enzymatiques ont éé évaluées par les enzymes utilisés dans le
processus du brunissement enzymatique : 1a PPO et la POD. A cette effet, différentes sources

végétales de ces enzymes ont été utilisées (tableau XII).
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Tableau X1 : Source d'enzymes de peroxydase et de polyphénol oxydase.

Nom binominal Nom ver naculaire Famille Photos

Brassj ca oleracea var. Chou rouge Brassicaceae
capitata f. rubra. L
s o TR | prasicao
Cynara cardunculus. L ggggg&i Astéracees
Spinacia oleracea. L Epinard Soinacia
Lactuca sativa. L Laitue Astéracées

Préparation des extraits enzymatiques

L'extraction des enzymes est réalisée selon le protocole décrit par Ponce et al. (2004).
Les végétaux utilisés dans I'éude ont été nettoyés puis broyés et homogénéisés a I'aide d'un
mélangeur éectrique a grande vitesse pendant 3 min avec 30 ml d'eau distillé a 4°C. Une
filtration a I'aide de deux couches de la gaze et une centrifugation a 1000 g pendant 15
minutes a 4°C ont éé réaisées. Le surnageant obtenu a été utilise comme extrait

enzymatique.

[1.6.1. Mesure de I’activité anti-per oxydase

L’inhibition de la peroxydase par les extraits de feuilles de citrus, a été mesurée par
méthode colorimétrique en utilisant le protocole décrit par Ponce et al. (2004). L’activité de
la peroxydase a été mesurée en présence et en absence des extraits des feuilles de citrus en
utilisant le gaiacol comme substrat et le peroxyde d'hydrogéne (H.O,) comme donneur
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d'hydrogene. L’oxydation enzymatique du gaiacol génére du tetragaiacol (figure 24), composé

rouge rouille qui absorbe lalumiere aenviron 470 nm.

Guamacol © 1,0, ———»=  tetragumacol + H.0O
HyCO OCH,
COH .
Gumacol l'etraguasacol
O O
CCH,
~ )X
H,CO OCH,

Figure 24 : Oxydation du gaiacol en tetragaiacol (Corban et al., 2011).

2,87 ml de la solution de substrat constituée de 10 ml de gaiacol a 1%, 10 ml de
peroxyde d'hydrogéne (0,3%) et 100 ml de tampon phosphate (0,05 M, pH= 6,5), 0,03 ml
d’extrait des feuilles de citrus et 0,1 ml d’extrait enzymatique ont été ajouté. L’activité
enzymatique a été suivie par mesure de la variation de I’absorbance a 470 nm pendant 5 min a

température ambiante.

» Expression du taux d’inhibition (%)

Le taux d’inhibition de la peroxydase exprimé en pourcentage est calculé comme suit :

Activitéinitiale* — Activité résiduelle**
Taux d’inhibition (%) = x 100
Activitéinitide

* Activité enzymatique (DDO /min) mesurée en absence d’extrait de citrus
** Activité enzymatique (DDO /min) mesurée en présence d’extrait de citrus

[1.6.2. Mesure de I’activité anti-polyphénoloxydase

Le protocole établi par Lee et al. (2007) a permis la mesure de I'activité de la
polyphénoloxydase par une méthode spectrophotométrique. Le substrat utilisé dans ce
protocole est le pyrocatéchol. L’oxydation du pyrocathecol se traduit par L'apparition de la

couleur rouge-brun.
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1 ml d'extrait de feuille de citrus a é&té mélangé a 0,1 ml de I'extrait enzymatique et 0,9
ml de tampon phosphate 50 mM, pH6,8). La solution formée a été incubée pendant 5 minutes
a 25°C.1ml de pyrocatéchol 40,2 M a été gjouté. La variation de laDO a été suivie a 420 nm

durant 1 minute.

Le taux dinhibition de la polyphénol oxydase a é&té calculé selon larelation suivante :

Activitéinitiade* — Activitérésiduelle**
Taux d’inhibition (%) = x 100
Activitéinitiale

* Activité enzymatique (DDO /min) mesurée en absence d’extrait de citrus.

** Activité enzymatique (DDO /min) mesurée en présence d’extrait de citrus.

|.7. Analyse statistique

Trois essais ont été réalisés pour chaque échantillon. Les résultats ont été présentés

sous forme de moyen + écart type al'aide du logiciel Microsoft Office Excel 2007.

L'analyse statistique a été effectuée par le tess ANOVA/MANOVA en utilisant le
logiciel STATISTICA 5.5. Les différences significatives ont été rapportées ap < 0,05.

=3
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I1.1. Taux d'extraction

Les taux d'extraction agueuse ou méthanolique a partir des feuilles de citrus (tableau

X111) ont montrés que le rendement en extrait sec varie selon I'espéce et |'extrait.

Tableau X111 : Taux d'extraction par macération des feuilles des espéces de citrus.

. Solvant Eau % M éthanol %
Extrat -

Citrus Thomson navel 26,15 09,75
Citrus hamlin 25,30 05,20
Citruslimon 23,40 05,15
Citrus clementina 31,30 12,45
Citrusaurantium 25,20 11,45
Citrusaurantiifolia 27,75 06,70
Citrusgrandis 22,30 06,35

Les taux d’extraction par macération avec |'eau comme solvant d'extraction sont
nettement supérieurs, avec un facteur de 2 a4 fois, a ceux obtenus par extraction au méthanol
quelque soit I’espéce de citrus utilisée. Etant donné que les conditions d’extraction utilisées
avec les 2 solvants sont les mémes, on peut dire que les feuilles des citrus contiennent plus de
métabolites solubles dans I’eau que de métabolites solubles dans le méthanol.

D’autre part, indépendamment du solvant utilisé, il a éé noté que l'espece C.
clementina présente les meilleurs taux d'extraction avec respectivement 31,3 % pour |'eau et

12,45 % pour le méthanol par apport aux autres espéeces étudiée.

L'utilisation de I'eau comme solvant d'extraction donne I'espéce C. grandis comme
étant celle qui présente le taux d'extraction le plus faible (22,3 %), tandis que dans le cas de
I'utilisation du méthanol, |'espéce dont le plus faible rendement est C. limon (05,15 %). Il est
important de noté que malgré le fait que C. grandis est I'espéce qui présente le plus faible taux
de rendement lors de I'utilisation de I'eau comme solvant, le taux d'extraction observé (22,3
%) reste supérieur au meilleur rendement en utilisant le méthanol (C. clementina : 12,45 %).

L'espéce montrant un meilleur rendement par |'extraction agueuse par rapport a

I'extraction méthanolique est I'espece C. hamlin. En effet, le rapport extrait agueux/extrait
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méthanolique est de 5, ce la veux dire que I'espéce C. hamlin est plus riche en substances

solubles dans I'eau que celles qui sont solubles dans e méthanol.

Des études antérieurs utilisant d'autres variétés de citrus que celle de notre études
(Tawaha et al., 2007 ; Bougandoura et Bendimerad, 2012 ; Muthiah et al., 2012), ont
montrées que le rendement maximal d'extraction en utilisent le méthanol comme solvant est
comparable a ce que nous avons obtenus. Toutefois, d'autre études tendent a démontreé que le
méthanol représente le meilleur solvant d'extraction en le comparent avec I'eau (Pérez et al.,
2007 ; Karimi et al., 2010 ; Oskoueian et al., 2011).

Bien qu’il est difficiles de mettre en places des comparaissant avec les donnés
bibliographiques a cause de la multiplicité des parametres qui influencent les taux
d'extractions pour une méme espéce vegétale, la différance de rendement d'extraction peut
étre due a plusieurs paramétres. C'est le cas de latempérature, la méthode d'extraction utilisée,
la granulométrie de la poudre, I'origine et le type du matériel végétales utilisées, le temps de
macération, ainsi que les solvants employer et leurs degré de pureté (Naczk et Shahidi, 2004
; Hayat et al., 2009).

[1.2. Propriétés optiques d’absorbance des extraits de citrus

Les spectres d'absorbance des extraits agueux et méthanoliques des feuilles des
différentes especes de citrus sont représentés dans les figures 25 et 26.11 ressort de ces
spectres d’absorption que les extraits aqueux n’absorbent que dans I’UV et dans la zone
charniere entre UV et visible (350-450 nm), alors que les extraits méthanoliques absorbent
aussi bien dans I’'UV que dans le visible. L’analyse comparative des profils des spectres
d’absorption des extraits aqueux, d’une part, et des extraits méthanoliques, d’autre part, des
feuilles de citrus ont montrés une certaine variabilité inter espéce en composés hydrosolubles
et en composés solubles dans |e méthanol.

Les spectres d’absorption des extraits aqueux dans la région 250-450 nm (figure 25)
présentent des profils caractéristiques avec des maxima entre 240 et 295 nm et entre 300 et
400 nm. Les longueurs d’onde de ces maxima varient en fonction de I’espece de I’extrait
utilisée. Ce qui nous méne a dire que les polyphénols simples comme les acides phénoliques
et les flavonoides comme les flavones, isoflavones, flavonols et chal cones sont présents dans
nos extraits agueux. Par contre, les anthocyanes et |es anthocyanidines (Amax 530-560 nm) ou

les tannins (Amax510 nm) (Macheix et al., 2005) sembles étre absents dans ces extraits. La
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plupart des flavonoides étalent sur leurs spectres UV deux bandes d’absorption maximales,
I’une entre 240-295 nm (bande 1), caractérisant le systeme benzoyle du cycle A et I’autre
entre 300-400 nm (bande |), caractérisant le systéme cinnamoyle du cycle B. Les intensités de
ces bandes dépendent du degré de conjugaison de la structure et les maxima d’absorbance
sont en fonction de la classe de ces flavonoides; les flavones (250-280 nm et 310-330 nm,
275-295 nm et 300-330 nm), les flavonols (250-280 nm et 330-360 nm), les isoflavones (245-
295m et 300-330 nm), les chalcones (230-270 nm et 340-390 nm) ; les aurones (230-270 nm
et 380-430 nm) et les anthocyanides, anthocyanin (270-280 nm et 465-500 nm) (Bruneton,
1999).

= C. hamlin
—C. limon
——C. clementina
——C. aurantiifolia
——C. navel

C. grandis

Unité d'absor bance

C. aurantium

Longueur d'onde (nm)

Figure 25 : Spectre d’absorption des extraits aqueux des feuilles de citrus.

Les spectres d’absorption des extraits méthanoliques (figure 26) présentent des profils
non identiques indiquant ainsi une variation dans la composition de ces extraits et qui dépend
de I’espece de citrus utilisée. L'analyse des spectres UV-Vis des extraits méthanoliques
indique la présence dans ces extraits des pigments liposolubles comme les chlorophylles aet b
dont les absorbances maximales se situent entre 400-450 nm et 650-700 nm et peut étre des
caroténoides (B caroténe et xanthophylle, dont les maxima d’absorption sont autour de 420,
440 et 460 nm), des anthocyanidines (530-560 nm), des tannins (510 nm) et aussi des
flavonoides qui absorbent dans la zone de I’'UV (flavones, flavonols, acides cinnamique,

phénols simples, quercétine...etc) (Ribereau-Gayon, 1968).

&
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Figure 26 : Spectre d’absorption des extraits méthanoliques des feuilles de citrus.

Les spectres d'absorbance des deux extraits (méthanoliques et aqueux) des feuilles de
citrus utilisées dans ce travail ont montrés que ces extraits n‘'ont pas dans I'ensemble une
composition identique, et que certain composés sont soluble dans un solvant et pas dans
l'autre comme le cas des anthocyanidines (530-560 nm), les tannins (510 nm), les
chlorophylles aet b (680 nm et 400-450 nm respectivement) qui ne se présentent que dans les

extraits méthanoliques (Riber eau-Gayon, 1968).

De nombreux travaux ont été consacrés a la détermination du spectre d'absorption des
composes phénoliques et leurs utilisations pour les caractériser et les doser. Les variations du
spectre d'absorption des composés phénoligues sont en fonction des modifications chimiques
(hydroxylations, meéthylations, glycosylations, condensation avec dautres molécules
phénoliques ou non). Par exemple, le spectre d'absorption de I'acide chlorogénique (Amax=
328 nm) est représentatif des nombreux esters naturels des acides hydroxycinnamiques, celui
de la (+)-catéchine (maximum a 280 nm) va se retrouver chez les tannins condenseés, celui de
la quercétine (Amax = 375 nm, avec un deuxieme maximum d'absorbance vers 265 nm) est
représentatif de nombreux flavonols et de leurs dérivés glycosylé. Alors que ce lui des
anthocyanes montre une absorption vers 500 nm ce qui explique leur couleur rouge naturelle
(Macheix et al., 2005).
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I1.3. Dosages colorimétriques des extraits des feuilles de citrus

[1.3.1. Taux des polyphénols totaux

Les taux en composés phénoliques dans les extraits des feuilles de citrus obtenus
(figure 27) montrent gque les feuilles de citrus renferment des teneurs en polyphenols non
négligeable au vue de ce qui est rapporté en littérateur selon I’espéce de citrus éudié. Les taux
varient de 2,477 mg EAG/g MS & 11,668 mg EAG/g MS dans I’extrait méthanolique et de
68,23 mg EAG/g MS a 125,287 mg EAG/g MS dans I’extrait aqueux.

Au vue des résultats obtenus, les teneurs en polyphénols des extraits aqueux sont
largement supérieures a celles des extraits méthanoliques (figure 21). Les concentrations des
composés phénoliques des extraits méthanoliques de nos feuilles sont comprises entre
02,477+0,343 mg EAG/g MS pour I'espece C. grandis et les extraits de C. clementina avec
11,668+1,457 mg EAG/g MS. L'espece C. aurantium représente une teneur de |'ordre de
7,768+0,706 mg EAG/g MS et C. limon avec 03,826+0,882 mg EAG/g MS.

Comme pour les extrais méthanoliques, I’extraits aqueux de C. clementina est plus
riche en composés phénoliques avec un taux de 125,287+4,155 mg EAG/g MS suivie par C.
aurantiifolia (106,048+1,671 mg EAG/g MS). Alors que les deux variétés de I'oranger douce
(C. hamlin et C. navel) contiennent des concentrations similaires (P>0,05), (84,236+7,339 et
86,478+7,947 mg EAG/g MS, respectivement), par contre C. grandis contient le taux le plus
faible avec 68,23+4,320 mg EAG/g MS.
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Figure 27 : Teneur en polyphénol totaux des extraits méthanoliques et aqueux des feuilles de

citrus. Les valeurs portant des lettres différentes sont différents significativement (P< 0,05.). Les résultats sont
la moyenne de 3 essais. Les barres verticales représentent les écartypes.
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Les résultats obtenus sont en accord avec ceux rapportés par Muthiah et al. (2012) qui
ont montrés que la teneur en composeés phénoliques totaux dans les extraits de C. aurantium,
C. limetta et de C.limon varient entre 07,39 et 33,05 mg/g dans I'ordre suivant : C. aurantium
> C. limetta > C. limon.

Les teneurs en polyphénols totaux obtenus dans les extraits aqueux des feuilles des
deux variétés de Citrus sinensis a savoir Thomson navel et hamlin sont trés proches de celles
trouvées par Tawaha et al. (2007) dans I’extrait aqueux du fruit Citrus sinensis (23,4 mg
EAG/g MS).

La moyenne des taux de polyphénols dans nos extraits méthanoliques de différentes
variétés des feuilles de citrus est denviron 6 mg EAG/g MS. Cette concentration est
comparable aux taux des composés phénoliques des extraits méthanoliques d'autres especes
de citrus comme Citrus medica vr. Diamante (Menichini et al., 2011) ou C. sinensis
(Kammoun €t al., 2012). La moyenne du taux de polyphénols est indépendante de la partie
utilisé que ce soit la feuille ou la fleur, comme la montré I'éude de Karimi et al. (2012) sur

les fleurs de C. aurantium.

Malgré la différence du mode d'extraction et la concentration de solvant méthanolique
par rapport a ce que a été utilisé par L agha-Benamrouche et Madani (2013), nous observant
que le taux des polyphénols est supérieur dont la variété C. aurantium en comparaison au C.

navel.

Plusieurs facteurs peuvent influencés sur les taux des composés phénoliques tels que
la présence de certain groupements chimiques (I'acide ascorbique, les acides organiques, les
sucres, les amines aromatiques), qui peuvent également réagir avec le réactif de Folin-
Ciocalteu (Abd Ghafar et al., 2010), mais aussi la période de larécolte et |e type de I'espece
(Makkar et al., 1988), le mode de conservation des substrats d’extraction et le degrés de
maturation des feuilles (Sharma et al., 2001).

I1.2.2. Taux desflavonoides

Les flavonoides sont I'un des groupes les plus répandus des métabolites secondaire
chez les plantes. Les résultats du dosage des flavonoides dans les extraits de feuilles de citrus
présentés dans la figure 28 montrent que le taux des flavonoides varie selon I’espéce
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et le solvant d’extraction utilisé. La teneur en flavonoides dans les extraits aqueux est

significativement plus importante que dans les extraits méthanoliques.
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Figure 28 : Teneur en flavonoides des extraits méthanoliques et aqueux des feuilles de citrus.
Lesvaleurs portant des | ettres différentes sont différents significativement (P< 0,05). Les résultats sont la

moyenne de 3 essais. Les barres verticales représentent |les écartypes.

L'espéce C. clementina présente les teneurs les plus éevées en flavonoides que ce soit
pour les extrais agqueux ou méthanoliques avec respectivement 46,248+2,583 et 07,99+0,417
mg EQ/g MS ; I'espéce C. aurantiifolia quant a elle présente un taux élevé des flavonoides
dans I’extrait aqueux mais un taux de flavonoide parmi les plus faible dans I’extrait
méthanolique (38,3551+1,477 et 2,772+0,399 mg EQ/g MS, respectivement). D'autre part, C.
aurantium présente le taux le plus faible en flavonoide dans I’extrait aqueux (11,991+1,803
mg EQ/g MS), mais un taux de flavonoide parmi les plus élevés dans I’extrait méthanolique
(05,081+0,270 mg EQ/g MS).

Quelque soit I’espéce étudier, il semblerait que les flavonoides dans les extraits
agueux ne soient pas les polyphénols majoritaire. En effet, selon les résultats de dosage
(figure 29a), le rapport polyphenols totaux/flavonoides est inferieur a0,5.

s
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Figure 29 : Taux des polyphénols (mg EAG/g MS) et flavonoides (mg EQ/g MS) des extraits
(a) agueux (b) méthanoliques des feuilles de citrus. La teneur en polyphénol en mg EAG/mg MSet les

flavonoides en mg EQ/mg MS. Les valeurs sont exprimées par la moyenne de trois essais (n=3). Les barres

verticales représentent les écartypes.

Il semblerait que dans les extraits méthanoliques, les flavonoides comme polyphenols

soient majoritaires (figure 29b) pour toutes

les especes éudies. Ainsi, la proportion des

polyphenols en flavonoides dans les extraits méhanolique de feuilles de C. limon, C.

clementina, C. aurantiumains que C. navel sont comprise entre 60,68 % et 74,05 %.

76
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L es résultats obtenues concernent les proportions de flavonoides dans les polyphénols
totaux sont plus au moins en accord avec ceux rapportés par des études antérieures comme
celle de Bougandoura et Bendimerad (2012) qui ont déduit que les flavonoides représentent
43,24% des phénols totaux dans |'extraits méthanolique, par contre, ce taux ne dépasse pas
24,84 % dans |'extraits aqueux.

Bien que les résultats obtenus tendent a dire que les polyphénols des feuilles de citrus
solubles dans le méthanol sont a majorité des flavonoides. Des études rapportées par M uthiah
et al. (2012) suggerent que les proportions des flavonoides par rapport aux polyphénols totaux
dépendant a la fois de |'espece de citrus utilisé, mais aussi de la partie étudiée. En effet, les
études menées sur Citrus medica ont montré que la teneur des flavonoides par rapport aux
polyphénols totaux dans les extraits méthanoliques de cette espéce sont moins importantes
(Menichini et al., 2011). D’autre part, le dosages des polyphénols dans les extraits de C.
limon, C. aurantiumet C. limetta amontré que le taux de flavonoide varient en fonction de
la partie de la plante utilisée entres 0,51 et 21,62 mg EQ/g MS, les concentrations ont été
classées par ordre décroissent suivant: C. limetta (zeste) > C. aurantium (zeste) > C. limon
(zeste) > C. aurantium (feuilles) > C. limetta (feuilles) > C. limon (feuilles) > C. limetta
(fruit) > C. aurantium (fruit) > C. limon (fruit). (Muthiah et al., 2012).

Parmi les polyphénols et flavonoides a large distribution dans les citrus : la rutine
(362,85+0,01 pug/g MS), la quercitine (185,37+0,11 pg/g MS) et la naringine (688,11+0,05
ug/g MS), trouvés dans les extraits méthanoliques des fleurs de C. aurantium (Karimi et al.,
2012), tandis que le flavonoide le plus abondant dans les jeunes feuilles du citronnier est
I'hespéridine, (Del Rio et al., 2004).

[11.3. Activité antioxydante
[11.3.1. Activité scavenging du radical DPPH

De nombreuses études démontrent |'importance porté aux antioxydants naturel dans les
domaines de I'industrie agroalimentaire et médicale, mais également leurs roles protecteurs
contre les especes réactives oxygenés, ainsi que la corrélation existantes entre les composés

bioactives des matiéres végétales et |eurs capacités antioxydantes (Kong et al., 2010).

Les résultats obtenus montrent que les extraits de feuilles de citrus de différentes

especes testées présentent un pouvoir piégeur du radical DPPH avec des pourcentages
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de 48 % et 84 % pour une concentration d’extrait de 0,1 mg/ml. Cette activité scavenger des
extraits reste toute fois largement inferieure a celle obtenue avec I’acide gallique (acide
phénolique) ou la quercétine (flavonoide). Ces deux polyphenols purs utilisés comme
référence présentent un pouvoir piégeur du DPPH dépassant les 90 % pour une concentration
de 0,01 mg/ml (Annexe I11).

Pour évaluer I’efficacité antioxydant du radical DPPH des extraits de citrus, les EC50

(concentration qui piege 50% du radical libre DPPH) ont été déterminées (figure 30).

= 120 -~
S
=) 100 - b a a b a'
= C c'
S 80 - d o a
& e
5 60 -
-a T J
=
§ 20 -
c
8 0 = T T T T T T 1
N & > > @ < &
N N S e AN . S
S
< O < \6& {DQ Q's’ 60
Q.Q ® Q‘b ¢
C).
B Extraits agueux O Extraits méthanoliques

Figure 30 : EC50 du radical DPPH des extraits méthanoliques et aqueux des feuilles de
Citrus. Les résultats sont la moyenne de 3 essais. Les valeurs portant des |l ettres différentes sont différents

significativement (P< 0,05), les barres verticales représentent les écartypes.

Les EC50 obtenues montrent que I’efficacité de piéger le radical DPPH est de méme
ordre de grandeur quelque soit la nature de I’extraits (35ug-96ug). Toutefois, I’extrait a
activité scavenger le plus élevé avec le DPPH étant I’extrait aqueux de C. limon (35,35 pg/ml)

alors que I’extrait a activité plus faible est I’extrait méthanolique de C. hamlin (95,78 pg/ml.)

D’autre part, il a été noté pour C. naval, C. grandis, C. clementina que leurs extraits
méthanoliques et agueux ont un méme pouvoir anti-radicalaire avec le DPPH (P> 0.05). Pour
C. aurantiifolia, et C. hamlin, C. limon ce sont les extraits aqueux qui sont |égerement plus

efficaces que les extraits méthanolique.
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Les résultats obtenus dans ce travail, montrent que les extraits de différentes especes
de citrus éudiées présentent une activité anti-radicalaire proche de celle rapportée par
Muthiah et al. (2012) pour les feuilles de C. limetta et de C. aurantium (EC50 de 0,148
mg/ml et 0,142 mg/ml respectivement) et par Jabri-karoui et Marzouk (2013) pour C.
aurantium ((EC50= 0,190 mg/ml) mais sensiblement meilleure que celle de I'extrait
méthanoliques de feuille de Citrus medica vr. Diamante (EC50= 0,5 mg/ml) (Menichini et
al., 2011).

Pour une méme espece végétale, la variabilité des résultats de I’activité anti-radicalaire
du DPPH rapportés peut sexpliquer par la nature de la partie utilisée de la plante, son degré
de maturation mais aussi par le procédé d’extraction appliqué (Xu et al., 2008). L’activité
scavenging de radica DPPH des extraits méthanoliques des fleurs de Citrus aurantium
rapportée par Karimi et al. (2012) (EC50 = 300ug/ml) est largement inferieurs a celle que
nous avons trouvée pour I’extrait méthanolique des feuilles (EC50= 68ug/ml). L’influence du

solvant d’extraction sur les résultats du test DPPH.

La différence en termes de pouvoir réducteur du radical DPPH par les extraits de
différentes espéces de citrus est due probablement a la variabilité de composition de ces
espéces en métabolites antioxydants principalement les composés phénoliques I’acide
ascorbique, tocophérol, flavonoides et les tanins (De Pooter et Schamp, 1986). Les
polyphénols et les flavonoides sont de bons donneurs d'éectrons et/ou d’hydrogene, et que
leur pouvoir antioxydant varie d’un composé a I’autre. (Naczk et Shahidi, 2004 ; Bourgou et
al., 2008).

A fin d’évaluer si I'activité antioxydant par le test DPPH de nos différents extraits de
citrus est dépendante de leurs teneurs en composes phénoliques, nous avons procédé a I’
évaluation de relation, par régression linéaire , d’une part, entre pouvoir scavenging du DPPH
(exprimée en EC50) et le taux de poly phénols totaux (exprimé en mg EQ acide galique) /
gMS) et d’autre part, entre pouvoir scavenging du DPPH (exprimé par EC50) et le taux de

flavonoides (exprimé en mg EQ quercétine /g MS).

Les résultats obtenus (figures 31) montrent que les citrus présentent une corrélation
significativement élevée entre leurs efficacités a piéger le radical DPPH et les taux en
polyphenols totaux et en flavonoides de leurs extraits méthanoliques (r= 0,872 et r= 0,936
respectivement) et aqueux (r= 0,820 et r= 0,914, respectivement). Toutefois, cette corrélation

est [égerement plus élevée dans le cas ou I’extraction est réalisée avec du méthanol.
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L’analyse de corrélation a permis de déduire que les poly phénols dans les extraits des
feuilles de citrus sont responsables a 83 % et jusgu'a 87 % de la capacité anti-radical du
DPPH quelque soit le solvant d’extraction utilisé. D’autre part, en comparant les coefficients
de corrélations obtenus, on déduit que les flavonoides sont a majorité responsables de I’effet
scavenging du radical DPPH que les autres composés phénoliques qui peuvent étre présent
dans nos extraits cas des acides phénoliques ou méme des tanins. En effet, pour les
flavonoides, les coefficients de corrélation sont de r= 0,936 (extrait méthanolique) et r= 0,914
(extrait aqueux) alors qu’ils ne sont que de r= 0,872 (extrait méthanolique) et r= 0,820 (extrait
aqueux) pour les polyphenols totaux. Comme pour d'autres études notamment celle de
Floegel et al. (2011), pour I’étude que nous avons menes avec les especes de citrus récoltés en
Algérie, il semblerait aussi que les capacités antioxydants d'espéces de citrus soient liées a la

concentration de polyphénols est plus particulierement a celles des flavonoides.

&
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Figure 31: Reation entre I’efficacité scavenging du radical DPPH (EC50) et les taux en

polyphénol totaux (a et b) et en flavonoides (c et d) des extraits méthanoliques (a et c) et des

extraits aqueux (b et d) desfeuilles de citrus.
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[11.3.2. Activité scavenging du radicale ABTS

Afin de valider les résultats de I’efficacité antioxydants de nos extraits de citrus
obtenus précédemment par test anti-radicalaire du DPPH, nous avons utilisés un 2°™ test basé
sur la capacité de piégeage du proton du radical cationique ABTS (Van-denBerg €t al.,
2000).

Les résultats du tableau X1V indiguent que pour une concentration de 0,1 mg/ml, le
pourcentage d’inhibition du radical ABTS par les extraits méthanoliques des feuilles des
citrus étudiées, varie entre 50,38 a 67,33 %. Par contre dans |e cas des extraits aqueux, il varie
de 56,29 a 84,98 % avec des différences significatives (p< 0,05) d’une espéce a une autre et
d'un extraits a un autre. Les concentrations efficaces pour piéger 50% du radical ABTS
(EC50) des différents extraits de citrus étudiés sont comprises entre 32,65 et 100 pg/ml.
Toutefois, I’efficacité anti-radicalaires des extraits aqueux est |égérement meilleure quelque
soit I’espece. Les extraits aqueux de C. limon et C. clementina enregistrent les activités anti
radical-ABTS les plus élevées avec des EC50 de 32,65 et 37,60 pug/ml respectivement, tandis
que I'extrait méthanolique de C. grands enregistre la plus faible activité (EC50 = 100ug/ml).

Tableau X1V : Activité scavenging du radicale ABTS des extraits de feuilles de citrus.

Extraits Pour centage d'inhibition (%) EC50 (ug/ml)
Efﬁgfee; méti)z(atr:c?llit;ua Extraits aqueux 'Extrai.ts Extraits aqueux
(0,1mg/ml) (0,2mg/ml) méthanoliques
C. clementina 57,14 82,44 84,07 37,60
C. limon 62,82 84,94 53,94 32,65
C. navel 54,92 56,29 91,56 82,84
C. aurantiifolia 67,33 70,46 66,36 58,49
C. aurantium 59,48 72,05 78,21 55,17
C. hamlin 60,41 74,42 79,08 59,42
C. grandis 50,38 67,24 100,03 66,76

Pour pouvoir comparer I’efficacité antioxydante de nos extraits, avalée par le test
ABTS, a des antioxydants naturels (comme &-tocophérol, flavonoides et flavones,
caroténoides et acide L-ascorbique) (Moure et al., 2001), ou de synthése comme 3,5-
ditertiobutyl-4-hydroxytoluéne (BHT); le 3-tertiobutyl-4-hydroxyanisole (BHA) ou le




tertiobutylhydroxyquinone (TBHQ), I’efficacité anti-radicalaire a éé exprimé en TEAC
«Trolox Equivalent Antioxydant Capacity » ou le trolox est une substance identique a la
vitamine E (3-tocophérol). Plus la valeur de TEAC est grande plus I'antioxydant est puissant
(Djeridane et al., 2006). L’expression de l'activité scavenging du radicale ABTS des extraits
des feuilles de citrus en mM TEAC par g de matiére seche (Figure 32) montre que l'activité
antioxydante des extraits agueux est fortement plus importante que celle des extraits
méthanoliques.

1400 -
n
> 1200 - a
2
5 1000 - b
)
= 800 - c c
o d
~ 600 -
IS = f
[e] |
= 400 1 & b
E C [ J d‘ U
E 200 - f e e
0 T T T T T T
N ; & (&
& & & o & S &
0 &}S 00 <
¢ ¢
O Extraits méthanoliques @ Extraits aqueux

Figure 32 : Activité scavenging vis-avis du radica ABTS des extraits aqueux et
méthanoliques des feuilles de citrus. Les valeurs sont exprimées par la moyenne de trois essais (n=3).

Les valeurs portant des lettres différentes sont différents significativement (P< 0,05), les barres verticales
représentent les écartypes.

Les valeurs TEAC pour les extraits agueux des citrus varient entre 491,631+14,89 et
1174,332+5,814 pumol de trolox/g. Par contre, les extraits méthanoliques affichent des valeurs
de TEAC dlant de 149,832+11,695 jusqua 378,630+1,607 pmol de trolox/g MS. Les
activités scavenger du radical ABTS des extraits de citrus sont plus faibles que ceux obtenus
pour des antioxydants de référence tel que I’acide caféique, acide gallique, quercétine, rutine,
BHA, BHT et TBHQ. En effet, il a été rapporté que ces derniers présentent des valeurs de
TEAC comprises entre 2,56 et 22,3 mM trolox/g (Olszewska et al., 2012).

La relation entre la teneur en polyphénols totaux ou en flavonoides et I'activité anti-

radicalaire de I’ABTS est illustrée dans la figure 33. Les coefficients de corrélation pour les

)
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polyphénols (r= 0,921 pour les extraits méthanoliques et r= 0,811 pour les extraits agueux) ou
pour les flavonoides (r= 0,888 pour les extraits méthanoliques et r= 0,795 pour les extraits
agueux) attestent que le degré de dépendance entre ces composés phénoligues et le pouvoir
antioxydants des extraits de citrus est trés élevé. Pour I’extrait aqueux comme pour I’extrait
méthanolique, il apparait donc clairement que ce sont les flavonoides qui jouent un réle

prépondérant dans |'activité antioxydante.

Des travaux montrant l'implication des composés phénoliques notamment les
flavonoides dans I’activité scavenger du radical ont été rapportés. Floegel et al. (2011)
montrent I'existence d'une corréation positive entre les I'activité scavenging du radical
cationique ABTS et la teneur en composés phénoliques (r= 0,946) dont 72 % de I'activité

scavenging est réalise par les flavonoides.

Méme s les polyphénols sont les composés qui réalisent en majorité de I'activité
antioxydante, il est important de signaler que l'activité antioxydante réalisée peut étre
attribuée ou influencée par des composés non phénoliques tels que les lipides, les sucres et la
chlorophylle. L'éude menée par Heim et al. (2002) montre que les groupements hydroxyles
des composés phénoliques et flavonoides jouent un réle trés important dans le pouvoir
antioxydant. Alors que les travaux de Naczk et Shahidi (2004) montrent que les flavonoides
aglycones sont plus actifs que les formes glycosylées. Par contre Zheng et Wang (2001) ont
rapporté que l'activité antioxydante des composes phénoliques est essentiellement due aux

nombres de groupements hydroxyles et leurs positions sur le cycle aromatique.
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Figure 33 : Relation entre I’efficacité scavenging du radical ABTS et les taux en polyphénols
totaux (a et b) et en flavonoides (c et d) des extraits méthanoliques (a et c) et des extraits
aqueux (b et d) desfeuilles de citrus.
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[11.3.3. Test delaréduction du fer (FRAP)

En plus des méthodes précédemment décrites, |'activité antioxydante a été évaluée par
le test FRAP basé sur la capacité des extraits & réduire les ions fer ferrique (Fe*") en ions de
fer ferreux (fe®*). Laréduction du fer ferrique s’accompagne d’un changement de couleur du
jaune vers le bleu vert. L’intensité de la couleur dépend du potentiel réducteur des composés
présents dans le milieu réactionnel (Zou et al., 2004). Pour une méme concentration d'extraits
aqueux et méthanoliques (0,2 mg/ml), I’activité FRAP des extraits de citrus évaluée par la

variation d'absorbance a 700 est nettement inferieure a celle du standard (figure 34).
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Figure 34 : Pouvoir réducteur des extraits méthanolique et aqueux des feuilles de citrus. Les
extraits de citrus a 0,2 mg/ml, et du standard BHA a 0,1 mg/ml. Les barres verticales représentent les écartypes.
Les valeurs sont exprimées par la moyenne de trois essais (n=3).

Selon les résultats obtenus (Figure 30), la capacité réductrice des extraits aqueux de
citrus sont classées par ordre décroissent comme suite: C. limon > C. aurantiifolia > C.
aurantium > C. hamlin > C. clementina > C. navel > C. grandis. Alors que la capacité
réductrice des extraits méthanoliques de citrus sont classées par ordre décroissent comme
suite: C. limon > C. aurantiifolia > C. aurantium > C. clementina = C. Thomson navel = C.

grandis C> hamlin.

Nos résultats sont en accord avec des études antérieurs, celles obtenus par Lagha-
Benamrouche et Madani (2013) indiquent que les extraits méthanoliques des feuilles du C.
aurantium sont doté d'un pouvoir réducteur plus élevée que celui des feuilles de quelques

variétés dorangers douce (Thomson navel, Washington, Portugaise,...).Nos résultats
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confirment également, ce qui a été avance par d'autres études (Karimi et al., 2012) stipulant

que le potentiel réducteur est due ala nature des antioxydants présents dans chagque extrait.

Comme pour les deux tests d’évaluation de I’activité antioxydante DPPH et ABTS,
une corrélation positive entre le pouvoir réducteur (exprimé en mg équivalent BHA par g de
matiere séche) et le taux de composés phénoliques a été obtenue (figure 35). D’apres cette
analyse, le pouvoir réducteur des extraits agueux ou organiques est due a = 83 % aux

polyphenals, et principalement aux flavonoides (r= 0,82).
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Figure 35 : Relation entre I’activité FRAP et les taux en polyphenols totaux (a et c) et en
flavonoides (b et d) des extraits aqueux (a et b) et des extraits méthanoliques (c et d) des
feuilles de citrus.
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[11.4. Relation entre les différentes activités antioxydantes

La détermination de I'activité antioxydante nécessite de nombreux tests. Toutefois, il
est nécessaire de réduire le temps d'expérimentation, afin de pouvoir mettre en place une
méthode de sélection non biaisée, nous avons choisis de comparer les coefficients de
corréation précédemment identifié dans notre éude. Les résultats obtenus sont illustrés dans
les tableaux XV et XVI.

Tableau XV : Coefficients de corrélation entres polyphénols, flavonoides, DPPH, ABTS et

pouvoir réducteur des extraits méthanoliques.

Polyphénols totaux 1

Flavonoides 0,939 1

DPPH 0,872 0,936 1

ABTS 0,921 0,888 0,813 1

Pouvoir réducteur 0,824 0,838 0,75 0,93 1

Tableau XVI : Coefficients de corrélation entres polyphénals, flavonoides, DPPH, ABTS et

pouvoir réducteur des extraits agueux.

_ Polyphénols . Pouvoir
Variables — totalx Flavon0|d DPPH @

Polyphénols totaux 1

Flavonoides 0,956 1

DPPH 0,829 0,914 1

ABTS 0,811 0,795 0,751 1

Pouvoir réducteur 0,818 0,833 0,720 0,592 1

Ces résultats montrent que pour les extraits méthanoliques, il existe une bonne
corrélation entre la présence de flavonoides, le pouvoir réducteur et I’activité antioxydante
avec des coefficients de corrélations allant de 0,838 jusqu'a 0,936.

88
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Ces resultats nous ont permis de conclure que pour les extraits méthanoliques,
I'activité antioxydante des composes phénoliques est réaliste en grande partie par les
flavonoides. Pour les extraits aqueux, malgré la présence des flavonoides, on constate que le
pouvoir des polyphénols est semblable a ce qui a éé obtenu en utilisant les extraits
méthanoliques. Cela suggere que des composés phénoliques de type flavonoides sont présents

de fagon différentielle entre les deux extraits.

Une forte corrélation entre le test ABTS et DPPH ains que le test FRAP (0,813 et
0,93 ; respectivement) a été remarquée dans les extraits méthanoliques. Dans les extraits

aqueux ces corrélations sont beaucoup moins importantes (0,751 et 0,592 ; respectivement).

Hayes et al. (2011) ont constatés les mémes résultats de corrélation entre le pouvoir
anti-radicalaire et le pouvoir réducteur. D'aprés Singh et Rajini (2004) cette corrélation est
due a I'existence des mol écules bioactives dotés des propriétés réductrices et anti-radicalaires
fortes. Des résultats similaires ont été rapportés par plusieurs auteurs montrant |'existence
d'une bonne corrélation entre les polyphénols totaux et les activités antioxydantes des extraits
de plantes (Calabro et al., 2004 ; Floegel et al., 2011) notamment les extraits d’espéces de
citrus (Jayaprakasha et al., 2008 ; Tawaha et al., 2007).

[11.5. Activité anti-enzymatique
[11.5.1. Activité anti-per oxydase

i-Effets anti-peroxydase des extraits méthanoliques des feuilles de citrus

Afin d'analyser |es effets anti-peroxydase de nos extraits de citrus, nous avons précédé
a I’évaluation de I'efficacité des extraits aqueux et méthanoliques des feuilles de citrus sur
I’activité de I’extrait péroxydasique de différentes sources de Iégumes-feuilles. Nous avons
observeé que le taux d’activité peroxydasique differe selon la source enzymatique utilisée. Il
est apparu ainsi que I’extrait enzymatique du chou et plus particulierement le chou rouge
présente le taux d’activité peroxydase le plus élevé. Ces résultats sont similaires a ceux
rapportés par Alikhani et al. (2009a) et Ponce et al. (2004). La différance en termes
d’efficaciteé catalytique des POD de différents végétaux est attribuée en générale a l'affinité de
ces enzymes au substrat, a la présence de plusieurs formes enzymatiques dans les mémes
végétaux et/ou aux variations des parametres du milieu réactionnel.
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D’aprés les résultats du tableau XVII, Les extraits méthanoliques des différentes
especes de citrus inhibent l'activité peroxydase. Le taux d’inhibition varie selon I’espece de
citrus et selon la source enzymatique. Ainsi, quelque soit la source enzymatique, pour une
méme concentration (1 mg/ml), les extraits de C. limon, C. clementina, C. aurantium, C.
hamlin et C.aurantiifolia présentent des taux d’inhibition de 19,44 a 60,80 %. Toute fois, les
activités inhibitrices de la peroxydase par les extraits de feuilles des citrus restent de loin
inferieurs a celles obtenus avec des polyphénols standards (I’acide gallique et la quercétine)
(tableaux XVII). Quant aux extraits méthanoliques de C. navel et C. grandis, ils n’ont pas
d’effet sur I’activité peroxydase de feuille d’épinard. Le meilleur taux d’inhibition (60,80 %)

a été enregistré pou I’extrait méthanolique de C. aurantiifolia sur I’activité de laitue.

Tableau XVI1 : Effets des extraits méthanoliques des feuilles de citrus sur I'activité des POD.

Taux d’inhibition de I’activité peroxydase par 100ug/ml d’extraits
. aqueux de citrus ou de plyphenols (%)
Extraits

Chourouge  Chou vert Cardon Laitue Epinard

(15ul/ml) (65ul/ml)  (A50ul/ml)  (300ul/ml)  (300ul/ml)
C. limon 50,50 50,63 23,40 53,53 36,63
C. clementina 31,06 27,60 23,96 54,06 22,00
C. aurantium 20,50 28,85 27,09 47,61 19,44
C. hamlin 32,02 13,72 04,42 33,79 17,21
C. aurantiifolia 24,98 21,13 19,76 60,80 19,49
C. navel 29,56 03,78 17,18 29,93 02,28
C. grandis 14,32 10,10 18,52 17,04 00,82
Acide gallique 81,38 90,13 89,52 82,35 87,39
Quercétine 89,48 93,59 95,8 95,98 90,12

L’efficacité inhibitrice de la peroxydase a été évaluée par la détermination des 1C50
«Concentration de I’inhibiteur nécessaire pour diminuer de 50% de I'activité enzymatique». Il
apparait d'aprés les résultats obtenus (tableau XVIII), que les especes dont I’extrait
méthanolique des feuilles présente la meilleure efficacité d’inhiber I’activité peroxydase sont
C. Limon et C. clementina, avec des IC50 de 110,28-179,36 pug/ml et 141,67-155,10 pg/ml
respectivement. L’efficacité anti-peroxydase des extraits de ces deux espéces de citrus reste
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toute fois plus faible par rapport a celle de I’acide gallique et quercétine, dont les 1C50 sont de

3,87 210,88 pg/ml respectivement.

Tableau XVI11 : IC50 des extraits méthanoliques des feuilles de citrus sur |'activité des POD.
IC50 (ng/ml)
Extraits Chourouge  Chou vert Cardon Laitue Epinard
(15ul/ml) (65ul/) (150ul/ml) (300ul/ml)  (300ul/ml)
C. limon 132,5 132,5 - 110,28 179,36
C. clémentima 151,41 141,67 - 151,52 1551
C aurantium 182,35 160,25 - 156,01 193,56
C. hamlin 163,96 242,87 - 2515 275,23
C aurantiifolia 178,28 188,29 - 113,42 200,22
C. navel 164,23 - - 261,74 -
C. grandis 212,79 - - - -
A, gallique 4,54 4,16 8,40 10,88 6,54
Quercétine 421 4,136 4,06 03,87 7,35

ii-Effet anti-peroxydase des extraits aqueux des feuilles de citrus

D’apreés les résultats obtenus de I’étude d’inhibions de la peroxydase, on observe que
les extraits agueux des feuilles de différentes espéces de citrus étudiées exercent des activités
inhibitrices de I’activité des peroxydases extraites de la quasi-totalité des légumes-feuilles
(tableau X1X). Pour une concentration d’extrait aqueux de citrus de 100 pg/ml, les taux
d’inhibition observés varient selon I’espéce de citrus testés et la source végétale d’enzyme. A
I’exception de I’extrait peroxydase de laitue ou seul I’extrait aqueux C. clementina a une
activité enzymatique inhibitrice (18,75 %), les activités peroxydases des autres légumes-
feuilles sont inhibées par la quasi-totalité des extrais des citrus testés avec des taux variables.
Ainsi, I’activité peroxydase du cardon est inhibée par les extraits agueux des six especes de
citrus avec des taux d’inhibition variant de 16,75 % (C. hamlin) 438,61 % (C. clementina). A
signaer que le mellleur taux d’inhibition (53,45 %) est obtenu par I’extrait de C. clementina
sur la peroxydase du chou rouge, aors que les taux les plus faibles sont obtenus par les
extraits de C. grandis (2,65 %) et C. aurantiifolia (0,29 %) sur les peroxydases du chou vert

et de I’épinard, respectivement. Toutes fois, ces taux d’inhibition sont largement inférieurs a
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ceux obtenus par les antioxydants phénoliques, la quercétine et I’acide gallique qui sont
supérieurs a 77 % (tableaux X1X).

Tableau X1X : Effets des extraits aqueux des feuilles de citrus sur I'activité des POD.

Taux d’inhibition de I’activité peroxydase par 100ug/ml d’extraits
aqueux de citrus ou de polyphenols (%
Extraits queux rused POyP ()

Chourouge  Chou vert Cardon Laitue Epinard

(15ul/ml) (65ul/) (150p/ml) (300pl/ml)  (300ul/ml)
C. limon 26,43 25,83 28,65 00 29,39
C. clementina 53,45 26,00 38,61 18,74 31,85
C. aurantium 04,57 04,72 31,05 00 12,01
C. hamlin 12,14 06,04 16,74 00 06,89
C. aurantiifolia 15,94 11,54 25,60 00 00,29
C. navel 08,00 05,06 25,47 00 20,02
C. grandis 19,86 02,65 27,57 00 22,17
Acide gallique 79,64 84,93 79,21 77,22 87,92
Quercétine 88,49 92,31 91,79 88,99 93,05

Des effets inhibiteurs de la peroxydase d’origine végétale ont été observés pour des
extraits de plantes mais essenticllement par leurs huiles essentielles. Ainsi, Ponce et al.
(2004) ont montré que les huiles essentielles de C. /imon inhibent I’activité¢ peroxydase de
chou, de cardon, d’épinard et de laitue. Les études réalisées par Mousavizadeh et al. (2011),
Alikhani et al. (2009a) et Ponce et al. (2004) montrérent une différence d'efficacité
inhibitrice de l'activité de peroxydase de chou des extraits de plantes de genres différents de

citrus.

Les résultats obtenus de I’étude de I’effet des extraits aqueux ou méthanoliques des
différentes espéces de citrus sur I’activité peroxydase de différent [égumes-feuilles ont montré
que I’efficacité inhibitrice des extraits méthanoliques est meilleure que celle des extraits
aqueux. En effet, Les concentrations nécessaires a inhiber 50 % de I'activité des peroxydases
avec les extraits agueux, sont presque deux fois supérieures a celles utilisées par les extraits

méthanoliques. Les potentiels d'inhibition différents de nos extraits peuvent étre attribués ala
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présence et a la variabilité en substances bioactives en termes de nature et de quantité. D’autre
part, que ce soit pour les extraits méthanolique ou aqueux de citrus, I’efficacité d’inhibition
dépend aussi de la source de I’extrait enzymatique utilisée. Cette variabilité d’action peut
s'expliquée par l'existence de plusieurs formes d'enzymes (iso-enzymes) dans un méme
végétal et au niveau d'un méme tissu, ainsi que par la différance de leurs propriétés
physico-chimiques et catalytiques. Le pH et la température des milieux réactionnels peuvent
influencées également la spécificité des POD d’une maniere non négligeable (Lee et Klein,
1989 ; Shannon et al., 1996).

iii- Mode d’action des extraits de C. limon et C. clementina

Les extraits des feuilles de C. clementina et C. limon éant les inhibiteurs de la POD
les plus efficaces, nous avons cherché a établir leurs modes d’action par I’étude de leurs types
d’inhibition. L’étude a été réalisee sur les peroxydases de chou vert et du chou rouge. Les
résultats obtenus (figure) montrent que les extraits de C. clementina agissent comme
inhibiteurs compeétitifs sur la POD aors que les extraits de C. limon agissent comme
inhibiteurs in-compétitifs ou compétitifs selon que I’extrait est méthanolique ou aqueux. Les
extraits méthanoliques et agqueux de C. clementina qui sont des inhibiteurs compétitifs de la
POD contiennent probablement des composés phénoliques qui sont des analogues structuraux
du substrat de la peroxydase (le gaiacol). Ces composés se lient de maniére réversible au site

actif deI'enzyme et bloguent ainsi I'acces du substrat au site enzymatique.

L’extrait méthanolique de C. limon montre une activité inhibitrice de type compétitif
sur la peroxydase des deux choux. Cet effet est probablement di a la présence dans ces
extraits de composés qui peuvent entrer en compétition avec le substrat pour I'occupation du
site actif de I'enzyme. Quant a I’extrait aqueux de C. limon, il présente une activité inhibitrice
de type in-compétitif sur aussi bien la POD du chou vert que sur la POD du chou rouge. Les
composés actifs de I’extrait aqueux qui sont responsables ne présentent donc pas d’analogie
structurale avec le substrat et ne se lient qu’a I’enzyme préalablement complexée au substrat.

Les déférents modes d'actions de ces extraits sont probablement dus a la différence
dans la composition globale en composeés phénoliques comme |'atteste les profils spectraux
UV/Vis (figures 25 et 26) et les chromatogrammes HPLC (annexe V).
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Figure 36 : Représentation selon Lineweaver et Burk de type d'inhibition.

- Extraits méthanoliques avec peroxydases (a) de chou vert ; (b) de chou rouge;
- Extrait aqueux avec peroxydase (c) de chou rouge ; (d) de chou vert.
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111.5.2 Activité anti-polyphénoloxydase

L activité anti-PPO des extraits aqueux et méthanoliques des feuilles de citrus a été
testé pour les PPO de 5 légumes a feuillets a savoir, le chou rouge, chou vert, cardon, laitue et
I'épinard. Les résultats obtenus montrent que les extraits méthanoliques ne présentent aucun
effet inhibiteur de I’activitt PPO méme a concentration élevée (Img/ml) quelque soit la
source de I’enzyme. Cependant, en présence des extraits aqueux ont a observé une diminution
de I'activité de ces enzymes, €elle varie en fonction de la source d’enzymes et de I’espece de
citrus (tableau XX). Pour une concentration d’extrait de citrus de 500 pg/ml, les taux
d’inhibition les plus importants sont largement plus faibles que ceux di a I'acide ascorbique
(73%-86,86 %) (tableau XX).

Tableaux XX : Effets des extraits agueux des feuilles de citrus sur |'activité des PPO.

Taux d’inhibition des PPO par les extraits aqueux de citrus (%)
Extraits Chou rouge Chou vert Cardon Laitue Epinard
(15ul/ml) (65ul1/) (150ul/ml) (300ul/ml) (300ul/ml)
C. limon 21,73 01,06 04,30 12,66 21,67
C. clementina 01,62 10,29 00 11,90 13,67
C. aurantium 23,00 05,43 00 22,53 04,94
C. hamlin 11,54 01,50 00 19,66 02,26
C. aurantiifolia 08,36 09,81 04,15 15,46 21,49
C. navel 17,91 03,67 01,83 19,31 14,58
C. grandis 30,64 08,05 02,22 14,08 00,19
A. ascorbique 80,27 86,86 85,26 73,30 77,23

D'apres les résultats obtenus, les extraits aqueux des six especes de citrus inhibent la
PPO de laitue avec des taux de 11,9 % (C. clementina) a 22,66 % (C. aurantium). Alors, que
pour la PPO de cardon et du chou vert, les extraits de citrus présentent peu ou pas d’activité
inhibitrice (00 %-10,29 %). Pour les PPO de chou rouge et d’épinard, les taux d’inhibition
pour la quasi-totalité des extraits de citrus varient de 10 % a 20 %. Avec le taux d’inhibition le
plus élevé de I’extrait de C. grandis pour PPO de chou rouge (30,64 %).

*
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Des éudes antérieures ont démontrées gque les antioxydants naturels agissent comme
des inhibiteurs des PPO de fruits et de légumes. Au contraire des résultats que nous avons
obtenus pour les extraits de citrus, des travaux ont rapportes que les extraits d’autres plantes
ont une meilleure efficacité inhibitrice de la PPO. L'étude réalisée par Kim et al. (2005)
montre que les extraits d’oignon diminuent le taux du brunissement de la poire avec une
efficaciteé allant jusqu’a 54,1 % en inhibant I’activité de la PPO. Ces résultats sont confortés
par les travaux de Lee et al. (2007) qui ont montre que la PPO de taro est inhibée par les
extraits d’oignon avec des taux de 54,8 % jusqu'a 68,5 %. D’autre études ont également
rapporté des effets similaires lors de I'utilisation d'extraits naturels sur I'activité des PPO de
plantes (Espin et al., 1999 ; Jang et al., 2002).

Ladifférence de taux d'inhibition d'un extrait a un autre et d'une source enzymatique a
une autre, peut s'expliquer par la présence de plusieurs formes d’enzyme (iso-enzymes) dans
I’extrait enzymatique qui présentent des spécificités et des propriétés structurales et physico-
chimiques variables (Schmitz et al., 2008) et/ou par la nature des molécules actives des

extraits inhibiteurs d’origine végétale.

&
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Conclusion

La présente étude avait pour objectif principal |I'évaluation de I'activité antioxydante et
de I’activité anti-peroxydase et anti-pol yphénoloxydase des extraits de feuilles de différentes
espéces de citrus. Pour cela, nous avons opté pour une extraction par macération, en utilisant
deux solvants, I’eau et le méthanol. Les résultats obtenus de I’extraction indiquent que I’eau
est qualitativement et quantitativement un meilleur solvant d’extraction d’antioxydants que le
méthanol. En effet, quelque soit I’espece de citrus utilisée, I’extrait aqueux est plus riche en
antioxydants de nature polyphénolique, principaement flavonoidique, que I’extrait
méthanolique. Une tres bonne corrélation linéaire a été observée entre I’activité antioxydante
évaluée par les tests DPPH, ABTS et FRAP et la teneur en composeés phénoliques de I’extrait
aqueux des feuilles d’agrumes analysées. Les teneurs en polyphenol totaux varient de
02,477+0,34 a 11,668+1,46 mg EAG/g de MS pour les extraits méthanoliques, tandis que les
teneurs de ces composés dans les extraits aqueux sont plus importantes avec des
concentrations allant de 68,23+4,32 a 125,287+4,155 mg EAG/g de MS. Et comme I’indique
I’analyse statistique de corrélation, il semblerait que les composés phenoliques, aussi bien
dans I’extrait agueux que méthanolique, sont des flavonoides (r=0,956 et r=0,939
respectivement). L’évaluation de I’effet antioxydant de nos extraits méthanoliques et agqueux
de feuilles par mesure de I’activité anti-radicalaire (test DPPH et test ABTS) a montré que les
extraits aqueux ont des meilleures activités antioxydantes que les extraits méthanoliques
quelque soit I’espéce de citrus. La meilleure activité anti-radicalaire a été observée pour les
extraits aqueux de C. limon et C. clementina avec des EC50 pour piéger le radical DPPH de
35,35 pg/ml et 43,4 ug/ml respectivment et pour piéger le radical ABTS de 32,65 pug/ml et
37,60pg/ml respectivement. Cependant, la quasi-totalité des differentes especes de citrus
presentent un pouvoir reducteur (test FRAP) de méme ordre de grandeur que ce soit pour
I’extrait aqueux que pour I’extrait méthanolique de leurs feuilles. Toutes fois, et bien que son
activité reductrice soit largement inferieure a celle de la BHA, I’extrait méthanolique des
feuillesde C. limon, présente le plusfort taux réducteur.

D’autre part, nous avons evalué I’effet anti- peroxydase et anti-polyphénoloxydase,
enzymes impligquées dans le brunissement enzymatique, des extraits de feuilles des differentes

espéces de citrus. | a été demontré que la mojorité des extraits méthanoliques ou aqueux des




Conclusion

citrus présentent un effet inhibiteur des peroxydases extraites de differents |égumes afeuillets.
Les extraits de C. clementina (clémentinier) et de C. limon (citronnier) presentent la meilleure
efficacité inhibitrice (IC50 allant de 110 a 180 pg/ml) avec néanmoins, une plus grande
efficacité pour les extraits méthanoliques. Par contre, dans le cas de la PPO, seuls les extraits
aqueux des citrus présentent un effet anti-PPO qui varie selon la source végétale enzymatique
et I’espece de citrus utilisée. Pour une concentration maximale d’extraits aqueux (500 pg/ml)
et a I’exception de I’extrait de C. grandis dont le taux d’inhition est de 30,6%, les taux

d’inhibition des PPO ne dépassent pas 23%.

De cette étude, il semblerait que les feuilles de citrus, notamment celles de C. limon et
C. clementina, constituent une bonne source de molecul es bioactives a effet antioxydant. 11 est
donc interessant de valoriser cette source végétale par I’application de ces métabolites dans
les domaines pharmacologiques et cosmetiques pour traiter des pathologies liées au stress
oxydative et pour retarder le velllissement cellulaire par exemple. D’autre part, I’efficacité
inhibitrice des activités peroxydase et polyphénoloxydase, notament pour les extrait agueux
de leur feuilles fait que les citrus peuvent présenter une bonne source de biomolécules a
valoriser en application agroalimentaire pour leurs effet anti-brunissement enzymatique
principalement lors de la conservation et/ou lors des processus biotechnologiques de

transformation des fruits et des |égumes.

Il serait donc intéressant de procéder & une caractérisation qualitative, des extraits des
feuilles de citrus principalement en métabolites de type secondaire comme les polyphenals,
flavonoides et autres. Puis identifier et isoler les principes actifs responsables des effets

antioxydant et anti-enzymatique.

X
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Annexe| : Courbe d'étalonnage pour le dosage des polyphénols.
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Annexel.1: Courbe d'étalonnage pour |e dosage des polyphénols des extraits méthanoliques.
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Annexel.2 : Courbe d'étalonnage pour |le dosage des polyphénols des extrai s aqueux.



Annexell : Courbe d'étalonnage pour |le dosage des flavonoides.
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Annexell.1l: Courbe d'étalonnage pour le dosage des flavonoides des extrais méthanolique.
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Annexell.2 : Courbe d'étalonnage pour le dosage des flavonoides des extrai s agqueux.



Annexelll : Courbes d'étalonnages des activités antioxydantes.
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Annexelll.1: Courbe d'activité scavenging du radical DPPH des standards (Quercétine et

I’Acide Gallique).
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Annexell1.2 : Courbes d'activités scavenging du radical DPPH des extraits agueux.
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Annexel11.3: Courbes d'activités scavenging du radical DPPH des extraits méthanoliques.
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Annexelll.4 : Courbe d'étalonnage de la BHA pour le pouvoir réducteur.
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Annexelll.5: Courbe d'éaonnage de Trolox.



Annexe
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AnnexelV : Chromatogrammes HPLC des extraits méthanoliques (a) C. clementina ; (b) C.
limon et des extraits aqueux (c) C. clementina ; (d) C. limon.



> Conditions expérimentale pour HPLC :
- Colonne C18 phaseinverse ;
-Volumeinjecté: 20 ul de chaque extrait ;
¢ Ledébit: 0,6 ml/min;
¢ Les solvants d’élution : le solvant A constitué d’eau distillée et le solvant B constitué de
5% d’acétonitrile et 1% d'acide trifluoroacetique.
¢ Le gradient d’élution utilisé est :
e 0-40min:5%A+95%B;
e 40-55min: 80% A+ 20%B ;
e 55-65min: 100% A+ 0%B ;
e 65-75min: 5% A + 95% B.

¢ Ladétection a été effectuée par un détecteur UV-Vis a une longueur d'onde égale 260nm.
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Durant ces dernieres décennies, un intérét majeur est accordé aux plantes médicinales en vu de leurs propriétés
thérapeutiques démontrées, dans le but d'obtenir des aternatives pour I'antibiothérapie. Dans cette étude, des extraits
méthanoliques et aqueux des feuilles despeces de Citrus (C. clementina, C. limon, C. hamlin, C. navel, C.
aurantiifolia, C. aurautium et C. grandis) ont été analysés pour leurs multiples propriétés pharmacol ogiques et leur
richesse en substances bioactives. Tout d'abord, une étude quantitative a été réaisée par le dosage spectral des
composés phénoliques (polyohénols totaux et flavonoides) des extraits de feuilles des différentes espéces de Citrus.
Par la suite, I'activité antioxydante (effet scavenger du radica DPPH, ABTS et le pouvoir réducteur) ainsi que
I'activité anti-péroxydase et anti-polyphénoloxydase de ces extraits ont été évaluées. De point de vu quantitatif, les
extraits aqueux et méthanoliniques de C. clementina sont les plus riches en polyphénols accompagnés par des teneurs
trés élevées en flavonoides. Les résultats obtenus de I'activité antioxydante indiquent que le pouvoir antioxydant le
plus élevé est manifesté par les extraits de C. clementina suivi par ceux de C. limon. De plus, ces résultats sont
indépendants de la méthode utilisée pour la mesure de I'activité antioxydante. Cependant, cette derniére est plus
importante dans les extraits aqueux que dans les extraits méthanoliniques. Enfin, I'évaluation de I'activité anti-
peroxydase indique gue les feuilles des différentes especes étudiées sont habiles ainhiber les peroxydases. Cependant,
cette inhibition varie selon I'espéce et la source de ces enzymes. Par contre, les extraits agueux de ces especes exercent
une faible inhibition sur les polyphénol oxydases, alors qu'aucun effet n’est enregistré avec les extraits méthanoliques.

Motsclés: Citrus, stressoxydatif, polyphénals, activité antioxydante, peroxydase, polyphénoloxydase.
F N 41 L = o TSROSO TP U PSPPI

In recent decades, a major interest is focused on medicinal plants thanks to their demonstrated therapeutic
properties, in order to obtain aternatives to antibiotics. In this study, methanolic and aqueous extracts of Citrus leaves
of different species (C. clementina, C. limon, C. hamlin, C. navel, C. aurantiifolia, C. aurautium and C. grandis) were
analyzed for their multiple pharmacological properties and for their content in bioactive substances. First, a
guantitative study was conducted by the spectral determination of phenolic compounds (flavonoids and tota
polyphenols) of leaf extracts of different Citrus species. Thereafter, the antioxidant activity (DPPH, ABTS radica
scavenger effect, ferric reducing antioxidant power), and both anti- peroxidase, anti-polyphenol oxidase activities
of these samples were evaluated. Quantitatively, the agueous and methanolic extracts of C. clementina presented the
highest ratio of polyphenols accompanied by high level of flavonoids. The results of antioxidant activity showed a
highest antioxidant effect with C. clementina extracts followed by those of C. limon. Furthermore, these results are
independent of the method used to quantify the antioxidant activity. However, this activity is most important in the
agueous extracts than in methanolic ones. Findly, the assessment of anti-peroxidase activity indicates that the leaves
extracts of different studied species are able to inhibit peroxidase. Whereas, this inhibition varies following the species
and the source of these enzymes. Ended, the aqueous extracts of different species showed a low inhibition of
polyphenol oxidase while, no effect on these enzymes is obtained with methanolic extracts.

Key words: Citrus, oxidative stress, polyphenols, antioxidant activity, peroxidase, polyphenol oxidase.
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