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Introduction générale :

Les études épidémiologiques ont suggéré les difstgfiques des agrumes contre de
nombreuses maladies dégénératives (Benavente-G@astillo, Marin, ortufio, & Rio, 1997;
Tripoli, Guardia, Giammanco, MAJO, & Giammanco, 20

Ces influences positives sur la santé humaine wgnanté de maniere significative la
consommation des agrumes au cours des dernierégsah on estime que la production
mondiale d'agrumes atteint 72 millions de tonnds session 2007-08, dont I'orange est le
plus commercialisé avec environ 45 millions de snUSDA, 2008).

L'usage domestique et industriel de ces grandestit@gd'agrumes, en particulier pour
la production de jus, régénérent des déchets tas tps zestes, les pépins..., qui comptent
pour environ la moitié du poids du fruit. Ces spusduits peuvent étre utilisés pour la
production de la mélasse, des pectines, des higlgg@pins et des aliments du bétail (bocco,
cuvelier, Richard, & berset, 1998; Jeong et al02Q.i, Smith, & Hossain, 2006).

En outre, ces sous-produits d’agrumes sont uneébsoumrce de composés phénoliques,
en particulier les flavonoides (des flavanones rbétdes) qui comprennent principalement
naringine, hespéridine, narirutine, et nechesp#eidi

Dans ce travail, on va procéder a I'extraction pelyphénols et des flavonoides, des
zestes d’agrumes, par un mélange eau/éthanol.

Tout d’abord, nous allons procéder aux dosagestigaidis colorimétriques (par un
spectrophotometre UV-Vis) des polyphénols totainsiaque les flavonoides comme étant la
classe la plus importante de la famille des polyols& On va utiliser la méthode de Folin-
Ciocalteu pour doser la teneur de ces zestes gmhgoiols et on va employer la méthode
d’AlICI ; pour le dosage des flavonoides.

L’analyse qualitative des flavonoides va étre s&ali par chromatographie liquide a
haute performance (HPLC).

Vu l'influence des parametres expérimentaux (lead, le temps d’extraction, I'espéece
utilisée et la taille de particules) sur la tenées composés phénoliques, on va procéder a leur
optimisation.

Actuellement, I'extraction de ces composés phénekodes zestes ditrus a attiré un
tres grand intérét scientifigue pour les utiliseomene des antioxydants naturels
principalement pour prévenir l'oxydation des limde(Anagnostopoulou, Kefalas,
papageorgiou, Assimopoulou, & Boskou, 2006; Pesehal., 2006; Zia-ur-Rehman, 2006).



En effet, au cours des derniéres années, beauomupctierches ont porté sur des
plantes et de leurs sous-produits pour trouveramti®xydants naturels et a faible codt qui
peuvent remplacer les additifs synthétiques tels B butylhydroxytoluéne (BHT). Ces
additifs synthétiques pourraient étre toxiques (Moet al., 2001) et cancérogéenes pour le
foie, (ak & Gilgin, 2008).

Dans ce travail nous allons évaluer l'activitéi-axtydante des flavonoides par deux
tests différents : le test de blanchissementpetaroténe et le test au DPPH pour les
différentes fractions contenants des flavonoides.



Chapitre I : les composés phénoliques
I/ Généralités :

Les polyphénols constituent une famille de molécules largement présente
dans le regne végétal. Ils sont caractérisés comme I'indique le nom, par la
présence de plusieurs groupements phénoliques associés en structures plus ou
moins complexes généralement de haut poids moléculaire. Ces composés sont le
produit du métabolisme secondaire des plantes.

Ces composés ont tous en commun la présence d'un ou de plusieurs cycles
benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles (Urquiaga et
Leighton, 2000). La structure des composés phénoliques naturels varie depuis
les molécules simples (acides phénoliques simples) vers les molécules les plus
hautement polymeérisées (tanins condensés) (Macheix et al, 2005). Avec plus de
8000 structures phénoliques identifiées (Urquiaga et Leighton, 2000). Ils font
partie intégrante de l'alimentation humaine et animale (Martin et
Andriantsitohaina, 2002).

D'un point de vue appliqué, ces molécules constituent la base des principes
actifs que l'on trouve chez les plantes médicinales, alliées a leur difficulté de
production. Chez 1'homme, ces molécules traces jouent un role important en
agissant directement sur la qualité nutritionnelle des fruits et légumes et leur
1mpact sur la santé des consommateurs (effet antioxydant, effet protecteur contre
I'apparition de certains cancers...) (Macheix et al, 2005).

Ils sont également utilisés comme additifs pour I'industrie agroalimentaire,
pharmaceutique et cosmétique (conférence internationale sur ’application
des polyphénols, 2006).

I1/ Biosynthese des composés phénoliques :

Les polyphénols sont synthétisés par de deux voies biosynthétiques :

> La voie de shikimate: C’est souvent la voie de biosynthese des
composés aromatiques, elle joue un role critique pour contréler le métabolisme de
la voie de phénylpropanoide (Kening et al, 1995 ; Floss, 1997).

> La voie de phénylpropanoide : commence par la phénylalanine (Phe)
qui fournit en plus des principaux acides phénoliques simples, les isoflavonoides,
les flavonoides,l’-~acide salicylique et des précurseurs de lignine (Hoffmann et
al, 2004).



I11/ Principaux classes des composés phénoliques :

Les composés phénoliges se répartissent en 7 classes : Acides phénoliques,
Flavonoides, Tannins, Stilbénes, Lignanes, Saponines et Phytostérols (figure 1).

Polyphénols

| | | | | | |
| Acides phénoliques | | Flavonoides] | Tanins || Stibenes || Lignanes || Saponines || Phytostérols/ Phytostanols |
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Figure 1: Classes des composés phénoliques (Yvon Gervaise, 2004)

V1/ Effets biologiques des polyphénols :

Les polyphénols sont associés a de nombreux processus physiologiques
Iinterviennent dans la qualité alimentaire, impliqués lorsque la plante est
soumise a des blessures mécaniques. La capacité d'une espece végétale a résister
a l'attaque des insectes et des microorganismes est souvent corrélée avec la
teneur en composés phénoliques (Bahorun, 1997).

Ces composés montrent des activités anti-carcinogenes, anti-inflammatoires,
antiathérogenes, anti-thrombotiques, analgésiques, antibactériens, antiviraux,
anticancéreux (Babar Ali et al., 2007), anti-allergenes, vasodilatateurs (Falleh
et al., 2008) et antioxydants (Gomez-Caravaca et al., 2006).

Les composés polyphénoliques sont d’ailleurs de plus en plus utilisés en
thérapeutique. Ils sont regroupés dans la catégorie des veinotoniques et des
vasculoprotecteurs.



Parmi les veinotoniques, nous citerons le Relvenet ou le Cirkant renfermant
du ruténoside, le Daflont ou le Diosmilt renfermant de la diosmine. Un certain
nombre de molécules polyphénoliques sont également en étude clinique comme
des anti-agrégant plaquettaire, ou hypotenseur sans résultats probants (Martin
et Andriantsitohaina, 2002).

Action sur les cellules du
systéme immunitaire Anti-tumoraux

Anti-oxydant

f

Détoxifiant «— POLYPHENOLS<_ ———> Anti-inflammatoire

/ \ Anti-agrégant

Vasodilatateur Anti-thrombotique

Anti-angiogénique Anti-apoptotique

Figure 2 : les effets biologiques des polyphénols
(Martin et Andriantsitohaina, 2002).

V/ Les flavonoides :

Occupant une place prépondérante dans le groupe des phénols, les
flavonoides sont des métabolites secondaires ubiquistes des plantes. On estime
que 2 % environ du carbone organique photo-synthétisé par les plantes, soit
quelques 109 tonnes par an, est converti en flavonoides (Lhuillier, 2007).

1/ Etymologie :

Le nom flavonoide proviendrait du terme flavedo, désignant la couche
externe des écorces d'orange (Piquemal, 2008), cependant d'autres auteurs

supposaient que le terme flavonoide a été plutot prété du flavus ; (flavus=jaune)
(Karaali et al, 2004 ; MaleSev et Kuntié, 2007).

2/ Découverte des flavonoides :

Les flavonoides ont été isolés par le scientifique E.Chervreul en 1814, mais
ont été réellement découverts qu'en 1930 par Albert Szent-Gyorgyui, désignés
sous le nom de vitamine P, en raison de leur efficacité a normaliser la
perméabilité des vaisseaux sanguins, cette dénomination fut abandonnée
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lorsqu'on se rendit compte que ces substances ne correspondaient pas a la
définition officielle des vitamines, il devient clair que ces substances
appartiennent aux flavonoides (Nijveldt et al, 2001).

Les travaux relatifs aux flavonoides sont multiples depuis la découverte du
célebre '"french paradox" correspondant a un bas taux de mortalité
cardiovasculaire observé chez les habitants des régions méditerranéennes,
associant une consommation de vin rouge a une prise importante de graisses
saturées (Ghedira, 2005; MaleSev et Kuntié, 2007). Pres de 4000 flavonoides
ont été décrits (Medié¢-Sarié et al, 2004).

3/ Structure chimique :

Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base, ils possedent
un squelette carboné de quinze atomes de carbones (C6-C3- C6) (Emerenciano
et al, 2007) constitué de deux cycles aromatiques (A) et (B) qui sont reliés entre
eux par une chaine en C3 en formant ainsi 1'hétérocycle (C) (W- Erdman et al,
2007), portant des fonctions phénols libres, éthers ou glycosides (Narayana,
2001; Milane 2004; MaleSev et Kuntié, 2007).

Figure 3 : squelette de base des flavonoides.

4/ Classification :

Tous les flavonoides peuvent étre classés en plusieurs groupes selon le degré
d’oxydation du cycle pyranique central (la chaine en C3 (Brunton, j ,1999), le
noyau B est relié a I'hétérocycle C dans les positions 2, 3 ou 4.

Figure 4 : Différentes positions du cycle B sur I’hétérocycle C.

Dans la position 2 : le flavonoide est appelé Flavane.



1 Si la position 4 de la flavane porte un groupement carbonyl la flavane est
appelé Flavanone.

1 Si la liaison C2-C3 dans le squelette de la flavanone est insaturée le
composé est nommé Flavone.

1 Si le squelette est substitué en position 3 par un groupement hydroxyle il
est désigné par le nom de Flavonol.

Dans la position 3 : le flavonoide est désigné par le terme Isoflavane
(Bouakaz, 2006).

1 Si la position 4 de l'isoflavane porte un groupement hydroxyle, le composé
est désigné par le nom isoflavanol.

1 Si la position 4 de I'isoflavane porte un groupement carbonyle, le composé
est appelé 1soflavanone.

71 Si la liaison C2-C3 dans le squelette de l'isoflavanone est insaturée le
composé est nommé isoflavone.

Dans la position 4 avec un carbonyle en C-2 et une insaturation entre C-3 et
C-4, le composé est dit néoflavone, ce type de composés est également appelé 4-
aryl coumarine.

Par ailleurs, selon le degré d’hybridation des carbones de la chaine en C-3 et
le mécanisme de cyclisation de cette chaine, on distingue d’autres squelettes
flavoniques telles que les chalcones, les dihydrochalcones et les aurones.
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Figure 5 : Principales classes des flavonoides (Narayana et al, 2001;
W- Erdman et al, 2007).




5/ Biosynthese :

La figure suivante résume les étapes de biosynthéese des flavonoides :
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Figure 6 : La voie de biosynthése des flavonoides (Winkel-Shirley, 2001;
Subsamanian et al, 2007).

Des étapes ultérieures surtout de glycosylation et acylation amenent les
flavonoides a la forme définitive dans laquelle elles se trouvent in vivo
(Bouakaz, 2006).



6/ Distribution :

Les flavonoides peuvent étre présents dans toutes les parties des plantes.
Dans la majorité des cas, les flavonoides sont présents sous forme glycosylée dans
les plantes car la glycosylation a pour effet de les rendre moins réactifs et plus
hydrosolubles permettant alors leur stockage dans les vacuoles des cellules
épidermiques des fleurs, de I'épiderme et du mésophylle des feuilles, des
parenchymes des tiges et racines. Les génines seules sont présentes dans les
exsudats farineux de certaines plantes, dans les cuticules des feuilles, écorces et
bourgeons (Lhuillier ,2007).

Le monde animal est lui aussi concerné par les flavonoides. On trouve par
exemple dans la propolis des abeilles (Marfak, 2003), elles mettent en oeuvre les
propriétés antifongiques et antibactériennes des polyphénols pour aseptiser leurs
ruches (Lahouel, 2005).

Il est a noter que les flavanones et les flavones ont été isolés d’'un corail
marin et d'un petit nombre de champignons (Lhuillier, 2007). Le tableau VI
représente la distribution des principaux flavonoides dans certains aliments :

Tableau 1 : Distribution alimentaire des principales classes de flavonoides
(W- Erdman et al, 2007)

Flavonoides | Exemples Aliments Caractéristiques
Flavonols Quercétine Oignon, poireau, Le groupe le plus
Kampférol brocolis, pommes, | abondant des composés
chou frisé, thé. phénoliques.

Flavones Lutéline Persil, céleri. les flavones se différent
des flavonols seulement par
le manque d’'un OH libre en
C3, ce qui affecte ainsi leur
absorption aux UV, mobilité
chromatographique et les
réactions de coloration.

Flavonones |Naringénine, | Fruits du genre Sont caractérises par

Hespéridine | Citrus. Iabsence de la double
liaison C2-C3, le flavanone
le plus abondant est la
narigénine.

Isoflavones | Genisteine, Graines de soja et Caractérisés par leur

Daidzeine produits qui en | variabilité structurale dont
dérivent. lattachement du cycle B se
fait en C3. Ils sont présents
dans les plantes sous forme
libre ou glycosylée.
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7/ Propriétés des flavonoides :

Les flavonoides présentent un intérét thérapeutique qui date de la
découverte de la vitamine C par Szent Gyorgyi (prix Nobel, 1937), chercheur
de l'université de Szeged (Hongrie).

7-1/ Propriétés anti-radicalaires :

Les flavonoides sont capables de piéger les radicaux libres en formant des
radicaux flavoxyles moins réactifs, cette capacité peut étre expliquée par leur
propriété de donation d'un atome d'hydrogene a partir de leur groupement
hydroxyle selon la réaction représentée ci-dessous :

FLOH + R+ —> FLO++ RH (réaction de pié¢geage)

Cette réaction de piégeage donne une molécule stable (RH) et un radical
flavoxyle (FLO*) ce dernier va subir un changement de structure par résonance ;
redistribution des électrons impaires sur le noyau aromatique pour donner des
molécules de faible réactivité par rapport aux R*; en outre les radicaux flavoxyles
peuvent interagir entre eux pour former des composés non réactifs.

IFLO- +Re —> FLO-R (réaction de couplage radical-radical)

FLO» + FLO» —> FLO-OFL (réaction de couplage radical-radical)
(Amié et al, 2003)

N N A
e
A

i )

Figure 7 : Piégeage des especes réactives dérivées de 'oxygene (R*) par les
flavonoides et la formation d'une structure stable (Tigwari, 2001)
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La propriété antiradicalaire des flavonoides est étroitement liée a leur
structure, en particulier au phénomene de résonance électronique stabilisant
exercé par les noyaux aromatiques, cette activité nécessite :

- Structure  ortho-dihydroxyphénolique du cycle B (3.4
dihydroxystructure), cette structure est importante pour l'activité antiradicalaire
des flavonoides possédant un hétérocycle saturé.

- La double liaison C2-C3 conjuguée avec la fonction 4 oxo qui est
responsable de la délocalisation des électrons, en améliorant ainsi la capacité
antiradicalaire.

- Les groupements hydroxyles libres en C3 et C5 (Amié et al, 2003).

A titre d'exemple ; la quercétine et la myricétirgpondent a tous ces critéeres
nécessaires pour avoir une activité antiradicalaeffeace et important¢Middleton et al,
2000).

Figure 8 : Criteres structuraux essentiels pour avoir une bonne activité
antiradicalaire des flavonoides (Amié et al, 2003).

7-2/ Autres propriétés des flavonoides :
> Propriétés chélatrices des ions métalliques :

les flavonoides peuvent facilement chélater les ions métalliques, nécessaires
pour le fonctionnement des processus biochimiques et physiologiques cellulaires,
en créant des composés complexes inactifs (Tigwari, 2001 ;MaleSev et Kuntié,
2007).

> Propriétes antibactériennes :

Les flavonoides sont reconnus par leur toxicité vis- a -vis des
microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a Il'inhibition des
enzymes hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres
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Interactions pour inactiver les adhésives microbiens, les protéines de transport et
d'enveloppe cellulaire (Cowan, 1999).

> Propriétés anticancéreuses :

Certains flavanols (épigallocatéchine-3-gallate) représentent des effets
cytotoxiques sur les cellules cancéreuses de prostate, ces effets sont corrélés avec
leur capacité a inhiber les enzymes clés (Brusselmans et al, 2005).

Les travaux réalisés par (Depeint et al, 2002) montraient que la
curcumine permet de prévenir la formation des tumeurs spontanées induites
génétiquement, ce méme flavonoide réduit I'apparition des tumeurs de la peau
induites chimiquement. La quercétine et la rutine sont les deux flavonoides les
plus conseillés pour prévenir 'apparition du cancer de l'appareil gastro-intestinal
tandis que l'apigénine avec la quercétine ont la capacité a inhiber la phase de
métastase.

Toute fois (Depeint et son équipe, 2002) signalaient que I'inhibition des
différents stades de développement de cancer est plutot assurée par tous les
flavonoides.

L'activité anticancéreuse des flavonoides est assurée par l'intervention de
plusieurs mécanismes comme la formation d'un complexe inactif avec le
carcinogene (Hertog, 1996), Inhibition des processus d'angiogénese (Ren et al,
2003).

> Propriétés anti-inflammatoires :

De nombreuses études semblent indiquer que les flavonoides possédent des
propriétés anti-inflammatoires et qu'ils sont capables de moduler le
fonctionnement du systéme immunitaire par inhibition de l'activité des enzymes
qui peuvent étre responsables des inflammations, ils peuvent aussi moduler
I'adhésion des monocytes durant l'inflammation athérosclérosique en inhibant
l'expression des médiateurs inflammatoires (Gonzalez-Gallego et al, 2007)
d'autres flavonoides sont capables d'inhiber 1'histamine (Kim et al, 2004).

Les flavones et les flavonols sous forme glycosylée ou libre comme la
quercétine, kaempférol, myrecétine ont une activité inhibitrice de COX
(Cyclooxygénase) (Tapas et al, 2008).

> Propriétés anti-virales :

L'activité antivirale des flavonoides contre HIV peut étre liée directement
par leurs effets sur les enzymes responsables de son réplication (HIV-1 reverse
transcriptase ou HIV-1 integrase) par railleurs d'autres flavonoides montraient
une activité antivirale contre ‘le virus d'influenza, HIV-1, HIV-2 (Bylka et al,
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2004). Quercétine, apigénine, catéchine et hesperédine sont parmi les flavonoides
caractérisés par leurs propriétés antivirales contre onze types de virus.

Les flavonoides aglycones pourvus d’'un groupement hydroxyle libre en C3
ont montré une bonne activité antivirale, les flavanes sont généralement plus
efficaces que les flavones et les flavanones contre HIV-1 et HIV-2 (Tapas et al,
2008).

> Propriétés antiallergiques :

Les effets antiallergiques sont attribués a l'influence des flavonoides sur la
production de I’histamine. La quercétine a montré un potentiel d'action supérieur
a celul du cromoglycate de sodium utilisé comme médicament en empéchant la
libération de I'histamine et d'autres substances endogenes qui causent l'asthme
(Marfak, 2003).

> Inhibition enzymatique :

En regle générale, les flavonoides sont in wvitro, des inhibiteurs
enzymatiques de l'histidine-décarboxylase par le quercétol ou la naringénine;
I'élastase; 'hyaluronidase, par les flavones et surtout par les proantho-cyanidols;
la phosphodiésterase de I'AMPc; 1'aldoseréductase par le quercétiroside, ainsi que
par des méthoxyflavones; la protéine-kinase, notamment par le lutéolol; plusieurs
flavonoides (cirsiliol, hypolaetine, etc.) sont de puissants inhibiteurs de la 5-
lipoxygénase. Quant a (lutéolol, apigénol, chrysine, etc.) inhibent la
cyclooxygénase (Bruneton, 1999).

L’activité anti-tumorale de plusieurs flavonoides (pinostrobine, quercétine,
morine myricétine,) est attribuée a leurs efficacité d’inhiber la topoisomérase
I et II (Hodek et al., 2002).

Beaucoup d’efforts ont été fait pour la recherche des inhibiteurs efficaces de
la tyrosinase, I'enzyme clef dans la biosynthese de la mélanine. Les résultats des
travaux de Gao, et ses collaborateurs (2007) sur les flavonoides ont montré
que les 5, 6,7-trihydroxy-flavones sont utiles en tant qu’agents de
dépigmentation.

Plus rarement, les flavonoides peuvent stimuler une activité enzymatique :
c'est le cas de la proline-hydroxylase (Bruneton, 1999).

> Effets cardiovasculaires :

Les rapports épidémiologiques ont démontré que les gens peuvent avoir une
incidence plus limitée en maladies du cceur, s'ils ont une ingestion diététique
élevée en flavonoides (Xu et al., 2007).
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Parmi les 17 flavonoides examinés par Xu et ses collaborateurs (2007),
les agents de relaxation vasculaires les plus efficaces sont I'apigénine, lutéoline,
kaempferol et la génisteine. Cette relaxation est attribuée a l'action directe des
flavonoides sur le muscle lisse vasculaire.

8/ Les flavonoides sont des produits nutraceutiques :

Le terme nutraceutique a été intervenu en 1979 par Steph De Felice (Lin et
Weng, 2006), il s'agit d'une appellation commerciale élaborée par les industriels
qui résulte de la contraction de "Nutrition" et de "Pharmaceutique" (Bietrix,
2004). Les nutraceutiques sont des composés qui n'ont pas une valeur calorique
mais qui ont un réle fondamental pour ce qui concerne la prévention de certaines
pathologies (Teissedre et al, 2007).

Le role nutraceutique des flavonoides s'inscrit dans le cadre de ce que 1'on
appelle la nouvelle pharmacie qui consiste a faire un traitement préventif et non
curatif, il vaut mieux que le médicament soit déja présent dans l'organisme prét a
la défense apporté sous forme des aliments fonctionnels capables de procurer des
bienfaits physiologiques démontrés ou de réduire les risques des maladies
chroniques, en plus de remplir leurs fonctions nutritionnelles de base dont la
consommation des fruits et des légumes riches en composés bioactifs peut étre
une stratégie de prévention réaliste contre de nombreuses maladies majeures.
Les produits nutraceutiques fondamentaux des plantes sont les composés
phénoliques, particulierement les flavonoides en raison de leurs propriétés
bénéfiques sur la santé humaine.

Une synthése de quelques études concernant 'action des flavonoides pour la
prévention de maladies est présentée dans le tableau II.
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Tableau 2 : prévention de certaines maladies par les flavonoides

Références Flavonoides Activités
Mercader et al. , 2008 56 flavonoides Inhibition de
I'aldolase réductase :
prévention de la

formation de cataracte
chez les diabétiques

Cushnie et Lamb, 2005 Diférents types de Activité

flavonoides (flavones, | antifongique,antivirale,
1soflavones, flavonols ...) | antibactérienne.

Ziee et al. , 2009 Rutine Inhibition de
I’hypercholestérolémie
chez des souris sous
régime
hypercholestéroléminant.

Hooper et al. , 2008 Différentes sous Diminution du

classes de flavonoides et | niveau de LDL,

aliments riches en
flavonoides (chocolat, thé
noir, thé vert, soja,cacao)

dimunition de la pression
sanguine

Plochmann, 2007

23 flavonoides

Relation structure-
activité cytotoxique vis-

avis des cellules
leucémiques humaines.
Kosmider et al. , 2004 Différentes classes Activité
de flavonoides antitumorale
Arts et al., 2001 Catéchine Prévention de la
mort par cardiopathie
1schémique

8-1/ Biodisponibilité des flavonoides :

Les effets santé des polyphénols dépendent essentiellement de leur

biodisponibilité ; cette derniere qui signifie la part d'un nutriment présent dans

un aliment qui est effectivement assimilée par l'organisme (Wikipédia, 2008).

> Absorption :

Tous les flavonoides a 1'exception de catéchine (flavanol) sont présents dans

les plantes sous forme glycosylée (liés aux sucres par des liaisons [ osidiques)

seuls les aglycones peuvent étre absorbés par l'intestin gréle, tandis que les

glycosides sont hydrolysés tout d'abord en aglycones par l'intermédiaire de la

microflore colique qui dispose des enzymes capables de cliver les liaisons B3
osidiques (Wiseman, 1999 ; Urquiaga et Leighton, 2000 ; Ming, 2007), cette
méme flore microbienne métabolise au méme temps les aglycones libérés.
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Tandis que les formes dimeres et trimeres de catéchine sont susceptibles
d'étre absorbés tandis que les polymeres de degré de polymérisation élevé ne
peuvent pas étre absorbés par la paroil intestinale qu'apres leurs dégradation

(Hollman, 2001).
> Métabolisme :

Deux compartiments considérablement importants pour le métabolisme des
composés phénoliques :

Les tissus (foie et les reins) : ou des enzymes de biotransformation
agissent directement sur les flavonoides aglycones ainsi que sur des métabolites
coliques absorbés, ces enzymes sont principalement localisés au niveau du foie,
des reins, ainsi qu’au niveau de l'intestin gréle.

Colon : ou la microflore colique dégrade les flavonoides aglycones libérés
(apres hydrolyse des glycosides) par ouverture de leur hétérocycle aux différents
endroits selon le type de flavonoide (Hollman, 2001).

L'élimination des métabolites de polyphénols se fait par deux voies
essentielles d'excrétion ; soit par voie biliaire (Manach, 1998) ou par voie
urinaire.
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Figure 9 : Principaux compartiments impliqués dans le métabwdi des flavonoides
(Hollman, 2001)
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8-2/ Consommation des flavonoides :

La prise moyenne quotidienne des flavonoides est 14.4 mg dont (35.2%)
viennent des fruits, (19.1%) des légumes, (16.9%) du vin et (16.0%) du thé
(Ramassamy, 2006). La quercétine est régulierement consommée par '’homme
car c'est le flavonoide principal trouvé dans le régime alimentaire (Tieppo et al.,
2007).

Leur ingestion diététique est tout a fait haute, comparé a d'autres
antioxydants diététiques comme les vitamines C et E (Fiorentino et al., 2007).

9/ Emplois thérapeutiques des flavonoides :

L'utilité thérapeutique de ces composés a été démontrée dans les
hémorragies gastrointestinales, avortement habituel, ménorragie, cystite
saignante, tuberculose hémoptysie, épistaxis, rétinopathie et hémorroides.

Ils ont été fréquemment combinés avec la vitamine K et I'acide ascorbique.

Récemment, Les rutosides hydroxyéthylés s'ont avérés efficaces dans
I'allégement des symptomes provoqués par l'insuffisance veineuse chronique des
membres inférieurs, varicosis de grossesse et d'autres maladies veineuses.
Le (+)-cyanidanol-3 a été de plus en plus employé dans le traitement de 1'hépatite
virale aigué et diverses autres maladies du foie (Parmar et Ghosh, 1980).

Une étude clinique a permis de montrer une activité anticancéreuse de la
quercétine, administrée par vole intraveineuse chez des patients atteints du
cancer. Le resveratrol est actuellement en phase I, d’étude clinique pour son
utilisation dans le traitement du sida. Il est également en phase d’études
préclinique et clinique pour son utilisation dans le traitement de divers cancers
(Martin et Andriantsitohaina, 2002).
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Chapitre II : Les agrumes

Les études épidémiologiques ont suggéré les effets bénéfiques des agrumes
contre de nombreuses maladies dégénératives comme maladies cardiovasculaires
et certains cancers (Benavente-Garcia, Castillo, Marin, ortuno, & Rio, 1997;
Tripoli, Guardia, Giammanco, MAJO, & Giammanco, 2007).

Ces influences positives sur la santé humaine ont augmenté de maniére
significative la consommation des agrumes au cours des derniéres années et on
estime que la production mondiale d'agrumes va jusqu'a 72 millions de tonnes a
la session 2007-08, dont 'orange était le fruit le plus important commercialement
avec environ 45 millions de tonnes (USDA, 2008).

I/ Les agrumes :

1/ Classification des agrumes :

Le groupe des agrumes appartient a la famille des Rutaceae, sous famille
des Aurantioideae, tribu des Citreae et sous tribu des Citrinae (Praloran J.C,
1971) Les agrumes se répartissent en plusieurs genres dont Poncirus, Fortunella
et Citrus sont les trois genres les plus cultivés a travers le Monde. La figure 12
reprend toute cette répartition en cascade.

Famille Rutaceac

Sous Famille Aurantioideas

Tribus Clauseneae Citreae

Sous tribus Citrinae Balsamocitrine Triphasilinae

! ! !

Agrumes vrais Fruits proches Fruits primitifs

l des agrumes

Citrus
Poncirus
Fortunella
Eremocitrus
Clymenia
Microcitrus

Groupes

Figure 10 : Taxonomie chez les agrumes d’apres (Swingle, 1976)
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La classification des agrumes est un probleme que les spécialistes
s’accordent a qualifier de complexe. En effet, la complexité taxonomique des
agrumes s’explique par de larges possibilités dhybridations intra ou
interspécifiques, par la polyembryonie qui peut fixer ces structures hybrides, par
I'étendue de l'aire de culture ou les structures génétiques ont pu évoluer
indépendamment par le biais de différentes pressions environnementales (De
Rocca Serra, 1992).

Des divergences en la matiere se manifestent entre les opinions des
taxonomistes, ainsi, deux grandes classifications existent, celle de Tanaka
(Tanaka T, 1961) qui comprend 156 especes tandis que celle de (Swingle, 1976)
n’en distingue que seize. Tanaka éleve au rang d’especes de nombreux hybrides
intra ou interspécifiques.

2/ Description morphologique et physiologique :

Les agrumes posseédent un systéme racinaire et un systéeme aérien, nous
nous limiterons a la description de la partie aérienne, partie la plus importante
pour I'étude des composés volatils et des flavonoides.

Les plants dagrumes cultivés sont généralement composés de deux
fractions :

> Une partie aérienne, essentiellement constituée par la variété (ou
cultivar) de l'espece cultivée (oranger, mandarinier, etc...). Cest la partie
productive de I'arbre, c’est-a-dire celle qui portera le fruit.

> Une partie souterraine, formée par le porte greffe (ou sujet). Cest la
partie qui assure a la fois 'ancrage de 'arbre au sol, son alimentation en eau et
en sels minéraux.

Les fruits des principales especes et variétés cultivées du genre Citrus
différent par leur coloration, leur forme, leur calibre, la composition de leur jus et
leur époque de maturité.

Cependant, tous les fruits des Citrus cultivés présentent la méme structure
anatomique (figure 10). On distingue différentes parties :

> L’écorce, généralement peu développée, constitue la partie non
comestible du fruit. Elle est formée de 1’épicarpe et du mésocarpe externe et
interne. A maturité du fruit, c’est I’épicarpe qui se colore en orangé.

> La pulpe formée par l'endocarpe est la partie comestible du fruit.
Elle est constituée par un ensemble de poils ou vésicules renfermant le jus.
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> Les pépins proviennent de la fécondation. Chez le clémentinier,
Iabsence de pépins est fonction des conditions de la pollinisation,
I'autofécondation est impossible.

Pépins
) Flavedo
= B TR T R
§ 4 - Albedo
.u /
Vésicules
Q I de jus
<9 3
{ [
: .
: < Cuticule
= |
5
__ Cellules
d’huile
Sy
Placenta

Segment

Figure 11 : Caractéristiques morphologique d’un citrus (Swingle W.T,
1976)

3/ Importance et aire de culture des agrumes au

Maroc :

La culture des agrumes couvre actuellement une superficie de 74 800 ha,
soit environ 10% de la superficie totale occupée par l'arboriculture fruitiere. Les
orangers seuls occupent 44 500 ha dont 28 250 ha. La production totale en
agrumes a atteint 1 324 000 T dont 343 000 T en Clémentine et 277.000 T en
Navel. Les exportations ont atteint en 1993-94, 556 600 T. Les grandes zones de
production par ordre d'importance sont le Souss Massa, le Gharb, le Moulouya, le
Tadla, Béni-Mellal, le Haouz et le Loukkos (IAV Hassan II, 2008).

4/ Biodiversité des agrumes au Maroc :

Le matériel végétal est trés diversifié et au sein des grands groupes tels que
les Navels, les Valencia Late et les Clémentines, des mutations spontanées ont
été sélectionnées pour des caracteres spécifiques qui apportent un progres
sensible au niveau de la qualité ou du rendement. Ainsi par exemple a coté de
Washington Navel, on trouve Nevelina et Newhall, deux Navel précoces et
Navelate, une Navel tardive. Cadoux, Carte Noire, G. Pourreron, Caffin, Nour
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sont toutes des sélections marocaines de clémentinier. En matiére de citronnier,
on trouve Eureka, Lisbone. Santa Teresa mutant de Feminello etc...

Le porte-greffe le plus utilisé au Maroc est le Bigaradier qui présente une
bonne résistance a la gommose, une compatibilité satisfaisante avec les grandes
variétés commerciales, une production abondante de fruit de qualité.

Malheureusement, c'est un porte-greffe tres sensible a la Tristéza, une
maladie a virus qui sévit dans plusieurs pays méditerranéens en particulier en
Espagne et a Madere. L'Espagne a d'ailleurs compléetement supprimé le
Bigaradier de ses cultures d'agrumes. Les porte-greffes de remplacement sont les
Citrange Troyer et Carrizo, les deux tolérants a la Tristéza (IAV Hassan II,
2008).

II/ Le genre citrus:

1/ Caracteres généraux des citrus :

Ce sont des petits arbres, ou arbustes plus ou moins épineux de 5 a 10 m de
haut, caractérisés par un feuillage persistant ordinairement de couleur vert
foncé, brillant. Leurs fleurs, relativement petites et blanches, d'odeur suave, sont
produites en tres grande abondance Les fruits sont vivement colorés en orange,
rouge ou jaune.

2/ Les principaux espeéces :

Avec ses 145 especes dénombrées, le genre Citrus est le plus important.
C’est au sein de ce genre que se rencontrent les principales especes cultivées :

v Les oranges (Citrus sinensis) ;

Les mandarines (Citrus reticulata) ;
Les clémentines (Citrus clementina) ;
Les citronniers (Citrus limon) ;

Les pamplemousses (Citrus maxima) ;

D N N N N

Les Bigaradiers ou Orangers amers (Citrus Aurantium L.) ;

3/ Les flavonoides du genre citrus:

En 1998, Mouly et al., ont travaillé sur les flavanones glycosides et
flavones polyméthoxylées présentes dans les diverses variétés d’orange et de
mandarine. L’analyse qualitative et quantitative a été faite par HPLC-DAD
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(détecteur a barrettes de diodes) par comparaison des temps de rétention et des
spectres UV réalisés a deux longueurs d’'ondes (280 nm et 330 nm).

Celles-ci correspondent aux maxima d’absorption des flavanones glycosides
d’'une part et des flavones polyméthoxylées d’autre part. L’analyse met en
évidence la présence de la narirutine, de 'hespéridine, et de la didymine pour les
flavanones glycosides. La sinensétine, ’hexaméthoxyflavone, la nobilétine, la
scutélarine, l'’heptaméthoxyflavone et la tangérétine pour les flavones
polyméthoxylées (figure 12). Les flavanones glycosides (400 mg.l-1) sont les
molécules les plus abondantes avec un taux dix fois plus important que les
flavones polyméthoxylées (40 mg.1-1).

(Pupin et al., 1998) ont étudié la composition des flavanones glycosides
dans diverses variétés d’oranges, ils ont conclu que la narirutine et ’hespéridine
sont les composés les plus abondants.

(Swatsitang et al., 2000) analysent les composés phénoliques dans le jus
d’orange et isolent les flavanones glycosides et les flavones polyméthoxylées. Les
acides phénoliques les plus abondants sont l'acide caféique et l'acide gallique
(figure 12).

En 2001, (Gorinstein et al.,) déterminent la composition en acides
phénoliques de la peau d’orange par fluorescence. Les composés identifiés par
ordre décroissant sont l'acide caféique, l'acide p-coumarique, I'acide sinapique,
lacide férulique et I'acide ascorbique (figure 12).

Belajova et Suhaj, 2004, analysent par HPLC-DAD, les polyphénols dans
le jus d’'orange fraichement pressé. Ils en déduisent que l'’hespéridine est le
composé majoritaire. Les autres composés ont des teneurs plus faibles telles la
quercétine, la néohespéridine et la naringine.
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Acide

Acide benzoique _ .
clinnamique
COOH
COOH 7
Rq
R
R 1
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Figure 12 : Structure des flavonoides présents dans le genre Citrus.
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I/ Matériel végétal :

Le matériel végétal est constitué des zestes du genre citrus : du mandarine,
du citron, d’'orange et d’'orange amer.

Apres séchage a une température ambiante et a ’'abri de la lumiere solaire,
afin de préserver au maximum l'intégrité des molécules, le matériel végétal est
broyé grossierement dans un moulin électrique.

11/ Extraction des polyphénols :

Pour extraire les composés phénoliques des zestes de citrus reticulata, nous
avons utilisé la méthode décrite par A.Perva-Uzunalic et al., 2006, que nous
avons modifié au laboratoire. Le solvant de cette extraction est 1’éthanol. Le
protocole de I'extraction est présenté dans la figure 13.

Matiére seche

Ethanol/eau (30/70) (v/v)

Extraction et agitation magnétique

{

Filtration

v

Centrifugation

!

Dosage des polyphénols

Figure 13 : Protocole d’extraction des polyphénols

des zestes de citrus reticulata
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I11/ Dosage des polyphénols :

Le contenu des composés phénoliques de nos extraits est estimé par la
méthode de Folin ciocalteu (Smith et al, 2006).

1/ Principe de laméthode de Folin ciocalteu :

La teneur phénolique totale est habituellement déterminée
colorimétriquement avec le spectrophotometre UV-Vis en utilisant l'essai de
Folin-Denis ou généralement Folin- Ciocalteu. Ces essais sont basés
principalement sur la réduction du réactif acide phosphotungstique
phosphomolybdique (réactif de Folin) dans une solution alcaline (Vuorela,
2005).

Brievement 250pul d'extrait de 1'échantillon a été ajouté a 1,25ml de réactif
de Folin-Ciocalteu 10 fois dilué. Les solutions ont été mélangées et incubées
pendant 5-8 minutes a une température ambiante.

Apres l'incubation 3,756ml de la solution de carbonate de sodium Na2COs
(75g 1) a été ajoutée. Le mélange final a été secoué et puis incubé pendant 2
heures dans l'obscurité a température ambiante. L'absorbance de tous les
extraits a été mesurée par un spectrophotometre a 765 nm.

2/ Expression des résultats :

La concentration des polyphénols est calculée a partir de I'équation de
régression de la gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon l'acide
gallique (5-200 pg/ml) (figurel, annexe) et exprimée en milligrammes
d’équivalents d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g).

IV/ Extraction des flavonoides :

1/ Préparation de ’extrait brut :

Suivant le protocole d’extraction décrit par (Merghem et al, 1995), le
matériel végétal sec broyé (10 g) est soumis a une extraction dans le mélange
éthanol / eau (30/70 : v/v) pendant 72 heures avec renouvellement de solvant
chaque 24 heures et agitation de temps en temps.

Les macéras sont réunis puis filtrés sur un papier filtre.

Le filtrat est évaporé presque a sec au moyen dun évaporateur rotatif dans
le but d’éliminer le solvant.
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2/ Fractionnement de ’extrait brut :

L’extrait brut est repris dans 100 ml d’eau distillée bouillante.

Apres une décantation de toute une nuit on récupere la phase limpide qui va
étre lavé trois fois par I'’éther de pétrole puis épuiser successivement par 2
solvants: l'acétate d’éthyle et le n-butanol avec un temps de repos pendant 30

minutes.

Les phases organiques chargées de molécules spécifiques sont évaporées
dans un évaporateur rotatif et sont repris dans l’'eau distillée.

La série d’extraction permet d’obtenir quatre fractions :

4 Pextrait brut hydro-éthanolique (EBr) ;
v la fraction d’éther de pétrole (EEP) ;
v la fraction d’acétate d’éthyle (EAcOELY) ;
v la fraction du n-butanol (En-BuOH).

La Figure 15, résume les étapes de fractionnement de l'extrait brut. Les
extraits sont conservés a température de 4°C.
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Matiére seche

/- Extraction (éthanol 70%, 1:10 W/V)\
- Filtration (mousseline)

- Trois extraction successives avec
renouvellement du solvant chaque

\\2 4h J/

Macérations

- Evaporation a 65°C
- Repris dans 100ml d’eau bouillante

- Décantation pendant 24h

Extrait brut

Extrait brut
hydro-étalonique (EBr)

\ v............. o Pha S

v Lavage avec Extrait lavé a I'éther de

I’éther de pétrole (x3)

v Affrontement
par 'acétate d’éthyle

v Affrontement
par le n-butanol

pétrole (EEP)

Phase d’acétate d’éthyle

(EACOEt

Phase du n-butanol

(En-BuOH)

Phase eau résiduelle

Figure 14 : Protocole d'extraction des flavonoides (Merghem et al, 1995)
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V/ Dosage des flavonoides :

1/ principe :

Les flavonoides contenus dans les extraits éthanoliques sont quantifiés par
la méthode d'AlC13 (Ayoola et al, 2008).

v 1ml d'une solution éthanolique d'AlCls (2%) est ajouté a 1ml de 1'extrait.

4 Apres 30 minutes d'incubation a une température ambiante, 1'absorbance
du mélange est lue a 420 nm.

2/ Expression des résultats :

La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe
d'étalonnage linéaire (y = a x + b) réalisé par un standard étalon "la quercétine" a
différentes concentrations (1-25 pg/ml) dans les mémes conditions que
Iéchantillon  (figure 2, annexe).

Les résultats sont|exprimép en milligramme d’équivalent de quercétine par

gramme d’extrait sec (mg EQ/g).

3/ controle de la fiabilité de la méthode :

Pour tester la fiabilité cette méthode, on a effectué une extraction suivit
d’'un dosage des flavonoides dans le quercétine de concentration connue (0,5mg/g).

VI1/ Analyse qualitative par HPLC:

L’analyse est réalisée par un HPLC au niveau du laboratoire d’'UATRS-
CNRST : 'unité d’appuis technique a la recherche scientifique.

Le besoin de savoir les profils et d'identifier les composés individuels dans
les échantillons exige des méthodes sophistiquées. L’HPLC est sans doute la
technique analytique la plus utile pour caractériser les composés polyphénoliques
(Gomez-Caravaca et al., 2006).

1/ Principe :

20 pl de chaque extrait ont été injectés sur une colonne de type phase
inverse C18, de dimensions égales a 125 x 4.6 mm. La phase mobile est
constituée de trois éluants : 'eau distillée, méthanol, acide acétique (50 : 47 : 2.5)
(V /V IV). Le gradient d’élution appliqué est de type isocratique étalé sur 10 min.
Le débit est de 1 ml / min (Amarowicz et al., 2005).

La détection a été effectuée par un détecteur UV-Vis a deux longueurs
d’ondes (280 nm et 330 nm).
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2/ Expression des résultats :

Les flavonoides contenus dans chaque extrait analysé ont été identifiés par
la comparaison des temps de rétention obtenus par ceux des témoins.

VII/ Evaluation de Pactivité antiradicalaire des

flavonoides :

Les radicaux libres peuvent étre considérés comme des éléments tres
importants pour la vie de lorganisme suite a lI'implication de leurs effets
bénéfiques, par exemple les radicaux oxygéniques exercent des actions critiques
sur les signaux de traduction, et sur les genes de transcription, les cellules
phagocytaires (macrophages) utilisent également les especes réactives dérivées
de Toxygene (ROS) pour combattre les agents infectieux (bactéries et virus).
Cependant ces mémes radicaux peuvent causer des dégats oxydatifs cellulaires,
endommagement des tissus et méme la mort des cellules et le développement des
processus pathologiques (Fotsing Matene, 2005 ; Wang et al, 2008).

Les antioxydants naturels sont présents dans l'alimentation ; pour la
plupart se sont des composés phénoliques qui possédent au moins un noyau
aromatique, contenant un ou plusieurs substituants, en effet cette propriété
antioxydante est en relation directe avec la structure de ces molécules (Cosio et
al, 2006).

2-1/ Test de blanchissement du 3- Caroténe :

Dans cette analyse la capacité anti-oxydante est déterminée par la mesure
de l'inhibition des composés organiques volatils et les hydroperoxydes conjugués
diene résultant de l'oxydation de l'acide linoléique (Tepe et al., 2006), qui
attaquent simultanément le B- caroténe et ayant comme résultat le
blanchissement du B-caroténe et la disparition de sa couleur jaune (Deba, 2008).

> Principe :

Premiérement 2 mg de B- caroténe ont été dissous dans 1 ml de chloroforme.
La solution du B-caroténe-chloroforme a été introduite dans un ballon contenant
2 mg d’acide linoléique et 200 mg de Tween 40. Le chloroforme a été éliminé en
utilisant un bain marie.

Ensuite 100 ml de l'eau distillée saturée en oxygene ont été ajoutées
lentement avec agitation vigoureuse. 2.5 ml de cette nouvelle solution sont
transférées dans des tubes et 350ul de chaque extrait (2g/1 dans le méthanol) et
du témoin BHT (butyle hydroxytoluene) sont ajoutées.
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Pour le témoin BHT (butyle hydroxytoluéne), on pese 1g/ 100ml d’éthanol et
pour le controle négatif on utilise de 'eau distillé.

La lecture de I'absorbance a 470 nm est effectuée immédiatement apres
I'addition des échantillons, puis les tubes sont placés dans un bain marie a 50°C.
L'absorbance est lue chaque 20 min pendant 120 min.

> Expressions des résultats :

L’activité anti-oxydante des extraits est comparée avec celles du témoin et
du control négatif.

L’activité anti-oxydante relative apres 120 minutes est calculée selon la

| AAR = (Abs Echantillon / Abs BHT) x 100

relation | sulvante :

Ou:
AAR : Activité anti-oxydante relative ;

Abs Echantillon : Absorbance de I’échantillon aprés 120 minutes;

Abs BHT : Absorbance du BHT apres 120 minutes;

2-2/ Test au DPPH :

L'activité du balayage des radicaux libres a été mesurée en employant le
radical libre stable DPPH (CisH12N506) qui est l'un des essais principaux
employés pour explorer l'utilisation des extraits d'herbes comme antioxydants
(Markowicz Bastos et al., 2007).

> Principe :

En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH. (2.2 diphenyl 1 picryl
hydrazyl) de couleur violette se réduit en 2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazine de
couleur jaune (Maataoui et al., 2006).

- O
./

0, 0N N—N

- 9
b

Forme libre Forme réduite

Figure 15 : Forme libre et réduite du DPPH (Mohammedi, 2006)
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L’activité du balayage du radical DPPH a été mesurée selon le protocole
décrit par (Lopes-Lutz et al., 2008). Dans des tubes on introduit 2.5 ml de
chaque extrait (0.1mg/ml) et 1ml de la solution méthanolique au DPPH (0.3 mM),
apres agitation par un vortex, les tubes sont placés a l'obscurité a température
ambiante pendant 30 minutes. La lecture est effectuée par la mesure de
I'absorbance a 517 nm.

L'absorbance est lue chaque 20 min pendant 120 min.

Le controle négatif est 'eau distillée et le controle positif est représenté par
une solution d’'un antioxydant standard le BHT.

> Expressions des résultats :

Les résultats peuvent étre exprimés en tant que 'activité anti-radicalaire ou
I'inhibition des radicaux libres en pourcentages (I %) en utilisant la formule
suivante :

| % = [1 — (Abs Echantillon — Abs Control négatif)] X 100 |

Ou
% : Pourcentage de I'activité anti-radicalaire ;
Abs Echantillon : Absorbance de 1'échantillon ;

Abs Control négatif : Absorbance du control négatif ;
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I/ Les polyphénols :

La méthode d'extraction doit permettre l'extraction complete des composés
d'intérét et doit éviter leur modification chimique. L'eau et les mélanges aqueux
de I'éthanol sont généralement utilisés pour 'extraction (Turkmen et al., 2007).

La solubilité des composés phénoliques est en fonction de leur degré de
polymérisation, 'interaction avec les autres constituants et le type de solvant
utilisé.

La teneur en polyphénols a été estimée par la méthode colorimétrique de
Folin-Ciocalteu. C’est l'une des méthodes les plus anciennes congue pour

déterminer la teneur en polyphénols, des plantes médicinales et les nourritures
(Abdel-Hameed, 2009).

L’acide gallique est le standard (Figure.1,Annexe I) le plus souvent employé
dans la méthode de Folin-Ciocalteu (Maisuthisakul et al., 2008).

1/ Optimisation de I’extraction des polyphénols :
1-1/ Optimisation du matériel végétal :

»  Par rapport aux différentes espéces d’agrumes :

Généralement, toutes les especes du genre citrus sont connues pour leurs
composés phénoliques (Li, Smith, et Hossain, 2006 ; MA, Chen, Liu, et le YE,
2009 ; MA et autres, 2008 ; Moulehi, Bourgou, Ourghemmi, Saidani
Tounsi 2012).

On a procédé a cette optimisation pour chercher la meilleure source de
polyphénols parmi les zestes des différentes espéces d’agrumes présents sur le
marché, qui sont :

 Citrus aurantium = le bigaradier (Oranger amer)

e Citrus reticulata = le mandarinier

e Citrus limon = le citron

* Citrus sinensis = 'orange
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Histogramme 1: variation de la quantité des polyphénols en fonction des
différentes especes d’agrume.

Les résultats schématisés sur I'histogramme 1 montrent clairement que la
quantité des polyphénols est élevée dans les zestes du mandarine avec une valeur
de 7,73 mg/g, suivi par les zestes d’orange avec une valeur de 6,05 mg/g, puis les
zestes d'orange amer avec 4,3mg/g et finalement les zestes du citron avec
3,85mg/g.

Cette étude nous a permis de conclure que la meilleure source des
polyphénols, parmi ces quatre especes d’agrume, est la mandarine avec un ordre
comme suit : mandarine > orange > orange amer > citron.

Cet ordre est si proche a celui de Smith, 2006 : mandarine > orange > citron
mais nos résultats sont significativement élevés des teneurs trouvés par son
équipe. Il a trouvé 1,21mg/g dans les zestes de mandarine, 0,73 mg/g dans les
zestes d’orange et 0,59mg/g dans les zestes du citron.

Nos résultats sont aussi significativement élevés des teneurs trouvés par I.
Moulehi et al, 2012). Il a trouvé une teneur des polyphénols dans les zestes de
mandarine de 0,68mg/g et une teneur dans les zestes de l'orange amer de 1,35,
mais il a trouvé que orange amer >mandarine, ce qui différent de l'ordre trouvé
dans notre expérience.

Donc les especes cultivées au Maroc contiennent 7 fois plus des polyphénols
trouvés dans New Zélande (Smith, 2006) et dans la tunisie (I.Moulehi et al,
2012).
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Les résultats décalés résultent vraisemblablement de:

La faible spécificité du réactif de Folin-Ciocalteu est l'inconvénient principal
du dosage colorimétrique. Le réactif est extrémement sensible a la réduction de
tous les groupes d’hydroxyles non seulement celles des composés phénoliques,
mais également de certains sucres et de protéines etc. (Vuorela, 2005 ; Gomez-
Caravaca et al., 2006).

Le dosage par ce réactif donne donc une évaluation brute de tous les
composés phénoliques d’'un extrait. Il n'est pas spécifique aux polyphénols, mais
beaucoup de composés peuvent réagir avec le réactif, donnant un taux phénolique
apparent élevé (Tawaha et al., 2007).

Et la teneur phénolique d'une plante dépend d'un certain nombre de
facteurs intrinséques (génétique) et extrinseques (origine géographique,
conditions climatiques, les pratiques culturelles, la maturité a la récolte et les
conditions de stockage) (Falleh et al., 2008 ; Podsedek, 2007 ; Amaral et al.,
2010).

Les résultats de (I. Moulehi et al, 2012) confirment que la teneur en
polyphénols montre des différences considérables, au cours des différentes
périodes de maturité d’'une espece donnée (citrus reticulata).

»  Par rapport aux différentes parties du fruit :

On a voulu comparer entre la quantité des polyphénols des zestes et du jus
dans I'espece qui contient plus de polyphénols : citrus reticulata (la mandarine).

Quantité des PF 9
enmg/g 3 7,73

7 I

6 .

3,8 Ojus

7estes

jus zestes

Histogramme 2: quantité des polyphénols dans différentes
parties de la mandarine.
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L’histogramme 2 nous montre que les zestes contiennent presque deux fois
plus la quantité trouvée dans le jus avec des valeurs de 7,73mg/g pour les zestes
et 3,8mg/g pour le jus.

33%
Ojus

y zestes

Camenbert secteur: pourcentage des polyphénols dans les zestes et le jus
de 'espece citrus reticulata (la mandarine).

Cet histogramme figure affirme que dans le fuit, mandarine, les zestes
contiennent 67% des polyphénols du fruit, tandis que le jus consommable
contient seulement 33%.

Cette expérience montre que les zestes contiennent des quantités de
polyphénols plus importantes que le jus et c’est semblable a la conclusion
ressortie des travaux de (yusof, Mohd ghazali et Swee king, 1990).

> Par rapport a la forme sous laquelle les zestes sont
présentés :

dans des études antérieures (Garcia-Ayuso & Luque de Castro, 1999;
Cuoco, Mathe, Archier, Chemat, & Vieillescazes, 2008; Vilkhu, Mawson,
Simons, & Bates, 2008; Wang & Weller 2006), la taille des particules a été
considéré comme l'un des facteurs importants qui peuvent affecter 1'extraction
des polyphénols des écorces d'orange.

Ainsi on a travaillé sur deux types de présentation des zestes : des zestes
coupés en morceaux de 4cm:? et d’autres coupés en 2m? pour augmenter la zone du
contact avec le solvant d’extraction.
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Histogramme 3: quantité des polyphénols dans les deux formes des zestes
de la mandarine.

Cet histogramme montre que les zestes de citrus reticulata (la mandarine)
sous leur forme dilacérés fournissent 7,73mg/g de polyphénols ce qui dépasse la
quantité fournisse par les zestes de la méme espeéce mais coupés en petits
morceaux qui ne donne que 6,8mg/g.

Suite aux résultats obtenus par cette optimisation du matériel végétal, on a
pu conclure que le meilleur rendement des polyphénols est donné par des zestes
dilacérés de citrus reticulata (la mandarine).

1-2/ Optimisation du temps de ’extraction :

Cette optimisation nous permet de préciser le temps optimum pour un
meilleur rendement d’extraction.
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8

. /

5 = Extraction des PF par
eau/ethanol (70/30)

0 . . . Temps (h)

2h 4h e6h 8h 10h 12h 14h 16h 18h 20h 24h

Courbe 1: Quantité des polyphénols extraite des zestes de la mandarine en
fonction du temps.

Comme la montre la courbe en dessus, aprés 6h du lancement de
Iextraction, la quantité des polyphénols extraite atteint son maximum avec une
valeur de 7,7mg/g, cette valeur reste plutot stable avec +0,1 mg/g, toute au long
des 18h qui suivent.

Donc le temps optimum d’extraction est 6h, elle était aussi considérée
comme temps optimum dextraction dans les recherhe de (Li, Smith, et
Hossain, 2006).

1-3/ Optimisation du solvant de ’extraction :

Méme en utilisant 'eau seulement comme solvant d’extraction, 6h reste le
temps optimum d’extraction avec une valeur de 5,84mg/g, sauf qu’apres on
observe une chute remarquable dans les quantités des polyphénols en fonction du
temps et cela s’explique par la présence des microorganismes qui participent en
majorité dans la dégradation de la matiére organique et en particulier les
polyphénols.
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Extraction des PF par
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Courbe 2: Quantité des polyphénols extraite des zestes de la mandarine
par deux solvants en fonction du temps.

Cette derniere expérience nous a parmi, de constater que le solvant
d’extraction eau/éthanol (70/30) est le meilleur solvant d’extraction par rapport
au solvant totalement aqueux, avec une différence de 1,86mg/g, et ceci est en
concordance avec les résultats de B.B. Li, B. Smith et Md. M. Hossain (2006).

2/ Optimisation du l’enrichissement du solvant en

fonction du rapport Matériel végétal/solvant :

On a procédé a l'enrichissement par une extraction des polyphénols des
zestes de citrus reticulata par renouvellement du matériel végétal tout en
gardant le méme solvant

Cette optimisation a pour but de savoir le maximum de concentration en
polyphénols dans le solvant pour différents rapport matériel végétal/solvant.

Rapport bre de renouvellement du matériel végéta
matériel EO0 E1 E2 E3 E4 E5

E6

végétal

/solvant

10% 7,7 11,8 16,6 20,5 25,2 31,2 | Aspect
pateux

20% 13,21 17,1 19,2 23,1 Aspect pateux

30% 10,5 13 Aspect pateux

Tableau 3 : Quantité des polyphénols dans 'extrait en fonction du rapport
matériel végétal/solvant.
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Les résultats présentés dans le tableau 3 montrent que pour un rapport de
10% du matériel végétal/solvant, la concentration initiale est de 7,7mg/g. Elle
atteint, une concentration de 31,2mg/g, apres cinq renouvellements du matériel
végétal,.

Pour le rapport de 20% du matériel végétal/solvant la concentration initiale
est de 13,21mg/g. Elle atteint apres trois renouvellements une concentration de
23,1mg/g, dans ce rapport on n’a pas pu rajouter car apres un quatrieme
renouvellement le solvant regain un aspect pateux.

Pour le rapport de 30% du matériel végétal/solvant, le solvant ne peut subir
que deux extractions successives dont la premiere donne une quantité modeste
des polyphénols qui est 10,5mg/g et la deuxieme ne differe pas beaucoup avec une
valeur de 13mg/g, ces résultats modestes ont comme cause le probleme
d’agitation rencontré dans ce rapport.

Cette expérience nous permet de conclure que le rapport matériel
végétal/solvant de 10% est celui qui donne le maximum de concentration en
polyphénols dans le solvant. Elle atteint 0,31g/g.

I1/ Les flavonoides :

La raison principale pour laquelle on a choisi cette classe de polyphénols,
réside dans le fait que les flavonoides constituent la classe polyphénolique la plus
importante, avec plus de 5000 composés déja décrits (Gomez-Caravaca et al.,
2006).

1/ Teneur en flavonoides :

Selon (Elagoun, 2003) l'acétate d’éthyle est utilisé pour l'extraction des
flavonoides aglycones ou flavonoides mono O- glycosides et partiellement di-O-
glycosides, tandis que le n-butanol est utilisé pour I'extraction des flavonoides di-
O-glycosides et tri-glycosides et Cglycosides.

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode d’AIC13 en utilisant
comme standard la quercétine (Figure.2, Annexel), les teneurs en flavonoides
sont exprimées en mg EQ/g d’extrait.

Les résultats du dosage quantitatif des flavonoides (Tableau 9) révelent
que :

Le taux des flavonoides dans les extraits L'Ebr et 'En-BuOH des zestes de
citrus reticulata est presque la méme quantité avec une teneur de 0.72 mg/g pour
la fraction d’extrait brut et 0.75 mg /g pour la fraction EnBuOH, suivit la fraction
AcOEt avec une teneur de 0,48mg/g puis la fraction EEP qui contient 0,28 mg/g.
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Tableau 4: teneur en flavonoides dans différentes phases de 'extrait
des zestes de citrus reticulata.

Extrait Teneur en flavonoides

Ebr 0,72mg/g
EEP 0,28mg/g
EAcOEt 0,48mg/g
En-BuOH 0,75mglg

On remarque que méme si les fractions 'EEP, I'E AcOEt et L’En-BuOH sont
issue de I'’épuisement de la fraction E Br, la somme du taux des flavonoides des
trois fractions 'EEP, I'E AcOEt et L’En-BuOH est trés supérieurs de celui de la
fraction mere E Br.

Cela est dii au solvant utilisé pour le fractionnement : acétate d’éthyle et le
n-butanol. Ces solvants peuvent libérer d’avantages les flavonoides complexés
avec d’autres molécules.

En tenant compte, de la sélectivité de chaque solvant utilisé pour le
fractionnement on admet que les zestes de citrus reticulata est riche en di-O-
glycosides et tri-glycosides et contient des flavonoides glycosylés et les aglycones.
Ce qui est cohérant avec la découverte de Mouly et al., (1998).

2/ Controle de fiabilité de 1a méthode :

Nous avons controlé la fiabilité de la méthode en appliquant celle-ci
(extraction + dosage) sur un milieu contenant uniquement de la quercétine a une
concentration connue (0,5mg/g).

Tableau 5: teneur en flavonoides dans différentes phases de I'extrait
du quercétine a concentration connue (0,5mg/g).

Extrait Teneur en flavonoides

Ebr 0,37mgl/g
EEP 0,11mg/g
EAcOEt 0,12mg/g
En-BuOH 0,38mg/g

L’extrait brut du quercétine est de 0,38mg/g alors que la concentration du
départ est de 0,5mg/g. La méthode (extraction/dosage) a un rendement de 76%
des flavonoides.
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3/ Analyse qualitative par HPLC :

L’éthanol utilisé pour I'extraction a un role protecteur. Il peut empécher les
composés phénoliques d'étre oxydée par des enzymes, telles que des
phénoloxydases.

La colonne utilisée pour séparer les flavonoides est exclusivement a phase
inverse. Ce systéeme est une haute technique de résolution chromatographique
largement répandue, pour la séparation des substances phénoliques (Proestos et
al., 2006).

Nous avons dosés qualitativement l'extrait brut issu de l'extraction des
flavonoides par chromatographie liquide a haute performance (HPLC).

Les chromatogrammes (a) et (b) (figure 16) nous a permis de dégager 10
flavonoides différents (tableau 6): Poncirine; Dydimine; Naringine ;
Hesperidine ; Neoerioctrine ; Narirutine ; Rhoifoline ; Rutine; Diosmine et

Isorhoifoline.
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Figure 16: chromatogramme d’HPLC de I'E Br des zestes de mandarine
enregistré a : (a) 280 nm et (b) 330 nm.

La comparaison des temps de rétention des standards avec ceux enregistrés
dans les différents chromatogrammes (figure 16), permet l'identification probable
de certains flavonoides dans nos extraits (tableau 6).
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Tableau 6 : flavonoides I’E Br dégagés des chromatogrammes (a) et (b)

chromatogramme Numé Flavonoide trouvé
ro
1 Poncirine
(a) a 280 4 Dydimine
nm 5 Naringine
9 Hesperidine
10 Neoerioctrine
11 Narirutine
2 Rhoifoline
(b) a330 3 Rutine
nm 6 Diosmine
7 Isorhoifoline

Ces résultats cohérent partiellement avec beaucoup de travaux (Mouly et
al., 1998 ;Yaqin Ma et al.,2007 ; Khizar Hayata et al.,2010 ; Deena Ramfula
et al.,2010; Wei Li et al.,2012; Ikram Moulehi et al.,2012) mais elles
différent par 'absence de certains composées comme : quercétine et catéchine et
la présence d’autres composés nouveaux comme : Poncirine et isorhoifoline.

Nous n’avons pas quantifié par HPLC les différents flavonoides car le
laboratoire manque des standards.

4/ Activité antiradicalaire :

Les extraits sont des mélanges de plusieurs composés, avec différents
groupements fonctionnels, polarités et comportements chimiques. Cette
complexité chimique des extraits pourrait mener a des résultats dispersés selon
l'essail utilisé. Par conséquent, une approche avec des analyses multiples pour
évaluer le potentiel antioxydant des extraits serait plus instructif et méme
nécessaire (Ozturk et al., 2007).

Dans ce travail, deux méthodes sont utilisées : méthode de blanchissement
de B- caroténe et le balayage du radical libre DPPH.

4-1/ Test de blanchissement du 3- Caroténe :

La décomposition des acides gras est une des causes principales de la
détérioration de la nourriture. L’'inhibition de l'oxydation des acides gras par
I'utilisation des conservateurs naturels, est une question importante dans
I'industrie alimentaire (Kartal et al., 2007).

Le changement d'absorbance a différents intervalles de temps (courbe 1) du
B- carotéene a montré que I'Ebr et 'En-BuOH de l'extrait 'semble a étre les
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meilleurs inhibiteurs d’oxydation avec des absorbances proche en fonction de
temps.

Plus l'inhibition d’oxydation est élevée, plus le pouvoir antioxydant est
élevé.

Absorbance a

490nm
8
7
BHT
6 —
5 —i—E n-BuOH
—d—FE Br
4
E AcOEt
3
== control négatif
2

1 -
0 50 100 150 Temps (min)

Courbe 3: Changement d'absorbance du B- caroténe a 470 nm en présence
des extraits des zestes de citrus reticulata, BHT et le control négatif.

Les résultats (courbe 3) ont indiqué que les extraits des zestes de citrus
reticulata ainsi que le BHT (butyle hydroxytoluene) inhibe d'une maniere
significative 'oxydation couplé de l'acide linoléique B-caroténe par rapport au
control négatif.

L’activité anti-oxydante relative apres 120 minutes est calculée selon la

relation [ AAR = (Abs Echantillon / Abs BHT) x 100 | Suivante:
Ou:

AAR : Activité anti-oxydante relative ;
Abs Echantillon : Absorbance de I’échantillon apres 120 minutes;
Abs BHT : Absorbance du BHT aprés 120 minutes;

Pour les extraits des zestes de citrus reticulata I'inhibition la plus élevée a
été fournie par I'En-BuOH (72%) suivie par I'EBr (60,87%) et en dernier
I'EAcOEt (47,62%).

Malgré cette inhibition l'activité de ces trois fractions reste inferieure par
rapport au control positif BHT.

44



Activité
antioxydante
relative (%)

90

80 72

79,22

O control négatif

70 60,87
60 O EACOEt

47,62
50 — [EBr

40 ~ [JEn-BuOH

30 ——

20 ——

10 0 ——

0 T T T T 1
control E AcOEt E Br E n-BuOH BHT
négatif

BHT

Histogramme 4: Activité antioxydante relative des extraits des zestes
de citrus reticulata, BHT et le control négatif.

Les deux fractions AcOEt et n-BuOH sont riche en flavonoides, ceci suggere
un lien entre lactivité anti-oxydante des deux fractions et ces composants.

Ce lien reste conditionné par la structure des flavonoides, particulierement
la substitution hydroxy pour les anneaux aromatiques A et B et le modele de
substitution de l'anneau C, les flavonoides les plus actifs possedent de 3 a 6
groupes d’hydroxyle (Tsimogiannis et al., 2007 ; Le et al., 2007), tandis que
I'hydroxylation en position C3 semble étre nuisible pour leur pouvoir antioxydant
et pour l'activité de chélation du fer. En revanche la glycosylation des flavonoides
réduit leurs capacités de piéger les radicaux libres (Ramassamy, 2006).

La relation entre le contenu phénolique et l'activité anti-oxydante est un
aspect intéressant, mais il faut prendre en considération que les composés
phénoliques répondent différemment dans 1'analyse, selon le nombre de groupes
phénoliques et que les composés phénoliques totaux n’'incorporent pas
nécessairement tous les antioxydants qui peuvent étre présents dans un extrait
(Tawaha et al., 2007).

L'attribution exacte de la capacité anti-oxydante a un composé, ou un petit
groupe de composants dans un extrait de plante est une tache difficile, puisque
I'activité efficace dépend de plusieurs facteurs, tels que la concentration, les
formes isomériques et l'interaction synergique avec d'autres composants (Almela
et al., 2006).
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4-2/ Test au DPPH :

Le radical DPPH est un radical libre organique stable, avec une bande
maximum d'absorption entre 515-528 nm.

Dans cet essai les antioxydants réduit et décolore le radical DPPH, a un
composé jaune le diphenyl picryl hydrazine, l'ampleur de la réaction dépendra de
la capacité des antioxydants de donner l'’hydrogénes (Ardestani et
Yazdanparast, 2007).

Les résultats peuvent étre exprimés en tant que : pourcentage de 'activité
antiradicalaire ou en pourcentage de DPPH restant (Markowicz Bastos et al.,
2007).

Les résultats peuvent étre exprimés en tant que 'activité anti-radicalaire ou
I'inhibition des radicaux libres en pourcentages (I %) en utilisant la formule

suivante : | % = [1 — (Abs Echantillon — Abs Control négatif)] X 100 |
O

% : Pourcentage de I'activité anti-radicalaire ;
Abs Echantillon : Absorbance de 1'échantillon ;
Abs Control négatif : Absorbance du control négatif ;

Nos résultats exprimés en tant que pourcentage de I'activité anti-radicalaire
(Histogramme 5), révelent que tous les extraits testés ainsi que le BHT (butyle
hydroxytoluéne) pris comme référence sont des anti-radicalaires.

L’En-BuOH des zestes de citrus reticulata a présenté lactivité anti-
radicalaire la plus élevée (95,81%), suivie par 'EBr (94.55%), ces deux fractions
ne présentent pas une différence significative dans leur activité, puis en dernier
I'EAcOEt (568.11%).

Nous constatons aussi que L’En-BuOH et 'E Br ont présenté une activité
plus élevée que celle du control positif (BHT). Cette activité pourrait étre liée a
leur richesse en polyphénols.
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Histogramme 5: Activité antiradicalaire des extraits des zestes
de citrus reticulata, BHT et le control négatif.

Les valeurs varient selon l'ordre suivant : 'E AcOEt < I'E Br < L’En-BuOH,
cet ordre est le méme trouvé par (Maria A. Anagnostopoulou et ces
collaborateurs, 2006).

Selon (Turkmen et al., 2007) les polyphénols semble étre des donateurs
efficaces d'hydrogene au radical DPPH, en raison de leur chimie structurale
idéale.

Les autres composés phénoliques mineurs ne devraient pas étre négligés,
par ce que la synergie entre les différents produits chimiques 1'un avec l'autre
devrait étre pris en considération dans l'activité biologique (Bourgou et al.,
2008).

D’un autre co6té, la fraction phénolique n'incorpore pas tous les antioxydants
et les interactions synergiques entre les antioxydants dans un mélange fait que
Pactivité antioxydante dépend non seulement de la concentration, mais
également de la structure et la nature des antioxydants (Falleh et al., 2008).

La hiérarchie observée dans l'activité anti-oxydante a été également
constatée dans nos résultats, qui révelent une meilleure activité anti-oxydante de
tous les extraits dans le test au DPPH que le test de blanchissement du B-
carotene. Le test au DPPH est simple, tres rapide et indépendant de la polarité
des échantillons (Kartal et al., 2007) ce qui peut expliquer cette hiérarchie.
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Conclusion générale :

Dans ce travail, nous avons extrait les polyphénols et les flavonoides, des
zestes d’agrumes, par un mélange de solvant eau/éthanol. Nous avons étudié
Pactivité anti-oxydante des fractions issues de l'extraction des flavonoides :
Iextrait brut (I'E Br), la fraction du n-butanol (I'E AcOEt) et la fraction d’acétate
d’éthyle (I’E n-BuOH). Nous avons pu tirer les conclusions suivantes :

”~ la quantité de polyphénols que nous avons trouvé dans les zestes des
espéces (mandarine, orange, orange amer, citron) cultivés au Maroc sont 5 fois
plus importante que celle trouvée dans les études effectuées sur les especes
d’autre pays (Tunisie et new Zélande).

e L’augmentation de la quantité des polyphénols était dépendante a
la fois du solvant d’extraction, le temps d’extraction, 'espéece utilisée et la taille
de particules utilisées. Le maximum d’extraction des polyphénols correspond a
7,7mg/g, obtenue dans un mélange eau /éthanol (70/30) (v/v), au bout de 6h
d’agitation, a partir des zestes du mandarine (citrus réticulata) avec des
particules de taille de 2cm?2.

” Les extraits I’Ebr et 'En-BuOH des zestes de citrus reticulata sont
plus riche en flavonoides que les fractions AcOEt et EEP. En tenant compte, de
la sélectivité des solvants utilisés pour le fractionnement : 'acétate d’éthyle et le
n-butanol, on conclue que les zestes de citrus reticulata sont riches en di-O-
glycosides et tri-glycosides et contienent des flavonoides glycosylés et les
aglycones.

~ Le controéle de la fiabilité de la méthode (extraction des flavonoides +
dosage) par la quercétine, nous montre que celle-ci a un rendement de 76%.

~ L’analyse qualitative des flavonoides, par chromatographie liquide a
haute performance (HPLC), a révélé que notre extrait contient 10 flavonoides
différents.

” Les deux extraits I'Ebr et I'En-BuOH ont montré une activité
antioxydante treés importante avec le test de blanchissement du B-caroténe et
avec le test au DPPH, par rapport aux autres extraits pauvres en flavonoides.

~ Ces deux fractions, riches en flavonoides, montrent un haut pouvoir
antioxydant, ceci suggere que l'activité anti-oxydante est due en majorité aux
flavonoides.

o Avec le test au DPPH, les fractions En-BuOH et E Br ont aussi
présenté une activité antioxydante plus élevée que celle du control positif
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(BHT). II parait clairement que les flavonoides des zestes de citrus reticulata
sont des vrais concurrents pour le BHT. Ces flavonoides présentent un avantage
important par rapport au BHT (antioxydant synthétique) car ils sont d’origine
naturelle.

La technologie industrielle peut donc exploiter les zestes d’agrumes, riche en
flavonoides, afin de remplacer les antioxydants synthétiques qui pourrait nuire a
la santé. Ceci menerait le Maroc a valoriser les déchets industriels en tant qu’une
source économique importante.
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Annexe :
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Figure 1: Courbe étalon du dosage des polyphénols
(I’acide gallique Moyenne de 3 essais).
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Figure 2: Courbe étalon du dosage des flavonoides
(Quercétine avec le réactif de I’AIC13 Moyenne de 3 essais).
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Titre: L'extraction des composés phénoliques a partir des zestes d'agrumes et I'étude
de leur activité antiradicalaire.

Résumé

L'industrie des jus d’agrumes régénerent beaucoup de déchets. La valorisation pour
I’extraction des polyphénols a partir de ces déchets pourrait étre une source prometteuse.

Dans ce travail, nous avons utilisés les zestes des agrumes pour I'extraction des polyphénols
et les flavonoides.

Le dosage quantitatif des polyphénols par Ig§ méthode|de Folin-Ciocalteu a révélé la richesse
de citrus reticulata en polyphénols. Le dosage des flavonoides des extraits de cette espece
par la méthode d’AICl; a montré que le taux des flavonoides (de I'extrait brut (I'Ebr) et la
fraction du n-butanol 'En-BuOH des zestes de citrus reticulata) est presque le méme. Ces
deux fractions sont plus riches en flavonoides que la fraction d’acétate d’éthyle (I'E AcOEt) et
la fraction d’éther de pétrole (I'EEP).

Vu l'influence des paramétres expérimentaux (le solvant d’extraction, le temps d’extraction,
I'espece utilisée et la taille de particules utilisées) sur la teneur des composés phénoliques,
on a procédé a leur optimisation.

L'analyse qualitative par HPLC a révélé la présence de 10 flavonoides : Poncirine ; Dydimine ;
Naringine ; Hesperidine; Neoerioctrine; Narirutine; Rhoifoline; Rutine; Diosmine et
Isorhoifoline.

Les flavonoides, antioxydants naturels majeurs, jouent un réle fondamental dans des
centaines de réactions biologiques. Le présent travail a aussi pour objectif d’évaluer I’activité
anti-oxydante par deux tests différents : le test de blanchissement du B-caroténe et le test
au DPPH des extrais (I'E Br, I'E AcOEt et I'E n-BuOH). Le BHT a été utilisé comme standard.

Avec les tests de blanchissement du B-caroténe et au DPPH, l'inhibition la plus élevée a été
fournie par I'En-BuOH, puis par I'EBr et en dernier I'EACOEt.

Dans le test de blanchissement du B-caroténe, les trois fractions ont présenté une activité
inférieure a celle du controle positif BHT, alors que dans le test au DPPH les deux fractions :
I’'En-BuOH et I'E Br ont présenté une activité plus élevée que celle du control positif (BHT).
Ces deux fractions ne présentent pas une différence significative dans leur activité.

Mots clés: citrus reticulata, mandarine, orange, citron, orange amer, agrumes, zestes,
polyphénols, flavonoides, la méthode de Folin-Ciocalteu, , la méthode d’AICI3, HPLC, activité
anti-oxydante, test de blanchissement du B-carotene, test au DDPH, BHT.

60


http://www.rapport-gratuit.com/

