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Résumé

Les agrumes sont des composants recommandes du régime alimentaire humain en raison de
leur composition enrichie en composés bioactifs et de leurs bienfaits pour la santé. Les
phénols sont les principaux constituants des agrumes, en particulier les flavonoides, les
limonoides et les acides carboxyliques. Ces composés sont remarquables en raison de leur
présence et de leur contribution potentielle & la composition globale et & la bioactivité des
agrumes. L'objectif de cette étude était d'évaluer la capacité antioxydante de I'écorce de citron
vert (Citrus aurantiifolia) et d'identifier les composés chimiques qu'elle contient. Les teneurs
en polyphénols totaux et en flavonoides d’extrait hydro-méthanolique d'écorce d'agrume a été
quantifiée respectivement a l'aide de la méthode Folin-Ciocalteu et la méthode colorimétrique
au trichlorure d'aluminium (AICI3). En outre, la capacité antioxydante a été évaluée a l'aide de
la méthode de piégeage des radicaux DPPH. Les résultats obtenus dans le cadre de notre étude
indiquent que I’extrait hydro-méthanol d'écorce de C. aurantiifolia présente une activité
antioxydante significative. En outre, I'extrait d'écorce présente des concentrations elevées de
composés phénoliques et flavonoides totaux (105,30+0,002 et 22,31+0,002 mg/1009)
respectivement. Cet effet de piégeage observé dans I'extrait d'écorce peut étre attribuée a sa
teneur élevée en citroflavonoides, qui possedent le potentiel de réduire efficacement le radical
DPPH (126,29+0,007%). En conclusion, la consommation d'agrumes, principalement de
citron vert, apporte une contribution précieuse a la prévention de l'apparition de diverses
maladies chroniques grace a leur pouvoir antioxydant.

Mots clés : C. aurantiifolia, polyphénols, activité antioxydants, DPPH




Abstract

Citrus fruits are recommended components of the human diet due to their enriched
composition of bioactive compounds and their health benefits. Phenols are the main
constituents of citrus fruits, in particular flavonoids, limonoids and carboxylic acids. These
compounds are noteworthy for their presence and potential contribution to the overall
composition and bioactivity of citrus fruits. The aim of this study was to assess the
antioxidant capacity of Citrus auratiifolia (lime) peel and identify the chemical compounds it
contains. The total polyphenol and flavonoid contents of citrus peel hydro-methanolic extract
were quantified using the Folin-Ciocalteu method and the aluminum trichloride (AICIz)
colorimetric method, respectively. In addition, antioxidant capacity was assessed using the
DPPH radical scavenging method. The results obtained in our study indicate that the hydro-
methanol extract of Citrus aurantiifolia peel exhibits significant antioxidant activity. In
addition, the peel extract shows high concentrations of total phenolic compounds and
flavonoids (105.30+£0.002 and 22.31+0.002 mg/100g) respectively. This scavenging effect
observed in peel extract can be attributed to its high content of citroflavonoids, which possess
the potential to effectively reduce the DPPH radical (126.29+£0.007%). In conclusion,
consumption of citrus fruit, mainly lime offers a valuable contribution to prevent the onset of
various chronic diseases due to their antioxidant power.

Key words: C. aurantiifolia, polyphenols, antioxidant activities, DPPH




-

dLadal)

Ui sl s Adail) LS pally Caumdiall Ly oS0 15080 DU 31330 pUaill il S (g Cilumeall L aladiuly mal)
by Gy gigallly agi @Al Aaldy ¢ Clicaeall Al @l &) G DYl daall el
(lpaaall g gaal) Jaliill g alall 0 5S30) 3 Alainall Lgtaalise s Lo sa sl Adaadlally 5 o LS pall 38 A3l g0 K1)
e il (Citrus aurantiifolia) Ol a 32uSSU 3aliad) 5 _yadl) PRTCS Al all sda (e cargll
Glapaaall 8 Galiiuad a5 @830l 5 JSH Jsiid sl Gl sine 0aS (i 5 Lo (5 i A 4ilasSl) SIS )
(AICI3) asiie sV 3, A3 ol V) Ll 43 5k 5 Folin-Ciocalteu ddskb alaaiuly Nl e Jsilinal)
J sl &5 Gl il i DPPH s %)) el 46 5k aladiuly 5auSY) Cilabiae 5 a8 api o5 ¢ &l ) ALyl
53S0 alasS 1508 Ualis e l3) C. aurantiifolia slad e Sl il Galitus of ) Uil 8 Lgle
50.002 £ 105.30 25580l 5 J 53l LS jo laa) (o Aalle I 5S35 elalll (aliiue jeday ¢ ol e 5 e
ol sine A elalll Galiiiue b Badlall mukll il 530 o oSy sl e an 100 / axe 0.002 £ 22.31
plall (& (0.007% + 126.29) Jxé JS& DPPH (53 Jili o 5 5080 Laal (Al 5 ¢ a5 5830 5 S (g (Had)
Al die jall (al 3a¥1 5 seds (e BN 6 A dadlise oty ¢ el dali g ¢ Cilaeall e @i Gl
32080 salcadl L 8 Juady




INTRODUCTION

L’extraction des composés phénoliques a partir des écorces d’agrumes
a considérablement  attiré  1’intérét  scientifique pour les utiliser comme des
antioxydants naturels, conservateurs principalement dans les aliments mais aussi dans
I’industrie pharmaceutique et cosmétique (Rafiq et al., 2018).

Les polyphénols, également appelés composés phénoliques, sont des substances
présentes dans toutes les parties des plantes, y compris les racines, les tiges, les feuilles, les
fleurs et les fruits. Ils se caractérisent par une grande diversité de structures chimiques, mais
ont tous en commun la présence de fonctions phénoliques (Murat, 2009). lls forment une
vaste famille d'antioxydants présents dans les fruits et les légumes, comprenant plus de six
mille molécules différentes (Pincemail et al., 2007).

Les flavonoides sont une classe de composés phénoliques naturels synthétisés dans les
plantes en tant que métabolites secondaires bioactifs qui sont responsables des caractéristiques
de la saveur, de la couleur et des activités pharmacologiques (Scarano et al., 2018). Ce sont
de puissants antioxydants qui protegent les plantes contre les conditions environnementales
défavorables (Nabavi et al., 2018). Des études ont montré que les flavonoides ont des
activités immunomodulatrices, anti-inflammatoires et anticancéreuses (Abotaleb et al., 2018 ;
Rodriguez-Garcia & Sanchez-Quesada, 2019).

Les agrumes sont les fruits les plus populaires en Algérie, appréciés pour leur valeur

nutritionnelle et leurs qualités gustatives. A I'heure actuelle, ils occupent une superficie de 65

974 hectares, ce qui représente environ 6% de la superficie totale occupée par l'arboriculture
(Ali Arous, 2020).

Le citron vert, également connu sous le nom de lime, est un agrume qui provient du
limettier, un arbuste de la famille des Rutacées. Les principaux flavonoides présents dans le
citron vert sont I'ériocitrine et I'hespérétine (Minato et al., 2003). Des expériences menées sur
des animaux ont démontré que l'ériocitrine et I'nespérétine, extraits de I'écorce ou du jus de
citron vert, peuvent réduire ou prévenir les dommages causés par le stress oxydatif (Minato et
al., 2003).




L’objectif de notre étude est d’estimer les teneurs des composés phénoliques et
flavonoides dans 1’écorce de citron vert Citrus aurantiifolia, ensuite d’évaluer le pouvoir

antioxydant de I’extrait étudié.
Notre travail est organisé en plusieurs parties

- La partie bibliographique de cette étude repose sur la connaissance théorique des agrumes,
en particulier de I'écorce de citron vert. Cela comprend des informations générales sur les

agrumes, leur composition chimique et leur valeur nutritionnelle, ainsi que leurs effets

thérapeutiques. De plus, des informations géneérales sur les métabolites secondaires sont prises

en compte, notamment les principales catégories de composés, tels que les composés
phénoliques (tels que les acides phénoliques et les flavonoides), ainsi que I'acide ascorbique
(vitamine C).

- La deuxieme partie de notre étude decrit le matériel biologique utilisé ainsi que les méthodes
d'étude et d'expression des resultats. Nous décrivons en détail les spécificités de 1’échantillon
prélevé et les techniques expérimentales utilisées pour analyser les composés phénoliques de

citron vert.

- Dans la troisieme partie, nous présentons les résultats obtenus et les discutons en le
comparant a ceux publiés dans la littérature scientifique internationale. Nous examinons les
variations des niveaux de composés phénoliques, en mettant en évidence les différences entre

les échantillons de citron vert étudiés et les résultats précédemment rapportés.

- Enfin, nous concluons I'étude par une synthese générale des résultats obtenus et
éventuellement des perspectives d'avenir. Nous résumons les principales découvertes liees
aux composés phénoliques du citron vert et discutons de leurs implications potentielles pour
la santé et la nutrition. Nous pouvons également suggérer des orientations pour des recherches

futures dans ce domaine.




CHAPITRE | : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

I. Généralités sur les agrumes
I.1. Historique

Le mot agrume vient du Latin « acrum », signifiant aigre, et est utilisé pour désigner
certains fruits appartenant au genre des agrumes, tel que les oranges, les citrons et les
mandarines. IIs sont originaires de pays asiatiques, notamment de Chine, d’Inde, de Malaisie
et de Thailande, ou ils étaient cultivés depuis au moins 3000 ans (Ali Arous, 2020).

Les agrumes en général représentent la premiere production fruitiere au monde,

notamment au Brésil, aux Etats -Unis, en Chine et dans les pays méditerranéens. Les agrumes

sont tres diversifiée et nous maintiendrons un classement en quatre grandes categories : les
oranges 70 a 75 %, les citrons et limes 10 a 15 %, les mandarines, les clémentines et les
tangerines 5% (Charpentier, 2022).

Le fruit du citronnier est recouvert d'une écorce composeée de deux couches
concentriques. La couche extérieure, appelée épicarpe ou flavedo, est de couleur vive, souvent
jaune orangé sous l'effet des flavonoides, et elle est rugueuse et résistante. La couche
intérieure, appelée mésocarpe ou albédo, est spongieuse et blanche (Lehman, 2021).

Le citron est un agrume qui provient du citronnier et est particulierement riche en
vitamine C. Il contient également une quantité intéressante de vitamine P et est considéré
comme le fruit le moins sucré et donc le moins calorique. Cependant, il est également le fruit
le plus acide. Les arbres produisent des fruits plusieurs fois par an, ce qui les rend aptes a étre
classés comme des "variétés 4 saisons".

- Les "primofiore" qui sont récoltés entre octobre et janvier. lls ont une couleur jaune pale.

- Les "verna™ qui sont récoltés de déecembre a mi-mai et qui sont des fruits de pleine saison. Ils
ont une couleur jaune plus vive que les "primofiore™.

- Les "verdelli" qui sont récoltés de mi-mai a septembre. Ces citrons sont cueillis verts et
"maris" artificiellement pour devenir jaunes chez le marchand. Les "verdelli" sont moins
parfumés que les deux autres variétés (Hanifa, 2021).

- Le citron vert (Citrus aurantiifolia) est principalement originaire des Antilles et
d'’Amérique du Sud. Le terme "lime" désigne genéralement le fruit acide et amer d'une variété

de limettier.




Les citrons verts sont récoltés avant maturité et ont une écorce fine et lisse de couleur

vert foncé, qui contient une essence aromatique. La chair du citron vert a des reflets verts, elle

est juteuse et acide selon Ménat (2000).

1.2. composition moyenne de quelque agrumes (pour 100 g de fruits)

Les principaux composés des agrumes sont résumés sur le Tableau | (Régal, 1996)

Tableau I : principaux composés des agrumes

Citron vert

Clémentine

Orange

Mandarine

Pamplemousse

Composés
des
nutriments

9

Glucides

8.42

10.4

9.00

10.1

7.41

Protides

0.42

0.70

1.00

0.70

0.60

Lipides

0.07

0.20

0.20

0.30

0.15

Eau

90.7

86.9

86.3

86.5

88.5

Fibre
Alimentaire

2.80

1.40

1.80

1.70

1.60

Minéraux
(mg)

Phosphore

14.00

15.00

14.00

20.00

16

Calcium

14.00

26.00

40.00

33.00

24

Magnésium

8.00

11.00

10.00

11.00

Sodium

2.000

3.000

1.000

1.100

Fer

0.090

0.350

0.120

0.300

Cuivre

0.027

0.030

0.050

0.056

Zinc

0.080

0.100

0.070

0.063

Manganeése

0.030

0.040

0.040

0.037

Nickel

0.020

0.003

0.017

0.003

Vitamines
(Mo)

Vitamine C

30.00

41.00

53.00

30.00

Provitamine
A

0.05

0.300

0.120

0.105

Vitamine B1

0.025

0.080

0.090

0.060

Vitamine B2

0.015

0.040

0.040

0.030

Vitamine B3
ou PP

0.142

0.300

0.280

/

Vitamine B5

0.123

0.200

0.300

/

Vitamine B6

0.038

0.040

0.060

Vitamine B8

0.05

0.001

0.002

Vitamine B9

0.000

0.026

0.030

Vitamine E

0.001

0.550

0.240

Apport énergétique (Kcal)

23.00

46.00

45.00




Ces valeurs sont une composition moyenne donnée a titre indicatif. 1l est important de noter
que ces valeurs peuvent varier en fonction des variétés, de la saison, du degré de maturité et
des conditions de culture. Les chiffres fournis ne sont donc que des ordres de grandeur a
prendre en compte.

I.3. Intérét nutritionnel des agrumes

Ce groupe est caractérisé par plusieurs aspects :

- Une teneur élevée en eau, représentant environ 85% de leur composition;
- Une grande variété de saveurs, grace a la présence d'acides organiques;

- La possibilité d'étre consommés sans nécessiter de préparation préalable;
- Sa richesse en minéraux et vitamines (Roudaut & Lefranc, 2005).

Les agrumes sont des aliments connus pour leur richesse en vitamine C, contenant
environ 40-50 mg/100 g. Cependant, leur richesse en polyphénols, tels que les monoterpénes,
les flavonoides, les anthocyanes et les flavonones, leur confére de nombreux autres bienfaits
pour la santé. Ainsi, ils sont considerés comme des aliments anti-cancer puissants, car ces
composes sont capables de bloquer le développement des tumeurs cancéreuses, notamment
celles qui affectent le systeme digestif, comme I'cesophage, la bouche et lI'estomac. Malgré
leur saveur acide, les agrumes ont un pouvoir alcalinisant élevé qui peut aider a désacidifier
l'organisme (Khane et al., 2010). Ils sont également une bonne source de fibres, ce qui est
bénéfique pour la santé du systeme intestinal. Par exemple, une orange contient 1,8 g/100 g de
fibres, tandis qu'un pamplemousse en contient 1,6 g/100 g (Barboni et al., 2010) (Tableau I
). Les glucides, en particulier les glucides simples (saccharose, glucose, fructose),
représentent les nutriments énergetiques dans notre alimentation. Cependant, les teneurs en
ces nutriments varient considérablement en fonction de facteurs tels que I'ensoleillement, le
sol, I'espece, la conservation et le mode de consommation des aliments (Khadri et al., 2008).

Le citron vert est largement utilisé en phytothérapie pour traiter de nombreux
problemes de santé, notamment l'insomnie et l'anxiété. Il est également utilisé comme
désaltérant et posséde des propriétés antimicrobiennes, toniques, stimulantes, diurétiques et
antispasmodiques (Bardeau, 2009). Des recherches qui ont été faites par Ware et al.,(2019)

montre les bienfaits de I’écorce de citron vert a réduire le risque d’accident vasculaire cérébral

et augmenter 1’absorption du fer, ainsi a prévenir de 1’asthme et stimuler le systéme

immunitaire.




La culture des agrumes est l'une des plus importantes au monde. En Algérie, une
quantité importante de résidus d'agrumes est produite chaque année, estimée a 1,488,000
tonnes, et est principalement consommée sous forme de produits frais ou de jus en raison de

ses valeurs nutritives et de ses saveurs speciales (FAO, 2007).

I.4. Composition chimique globale des écorces d’agrumes

Les écorces d’agrumes représentent environ 40 a 50 % de la masse totale des fruits,
mais sont souvent considérées comme des déchets. Cependant, c’est une excellente source de
composeés naturels qui améliorent la santé. Elles sont riches en vitamine C et en métabolites
secondaires tels que les composés phénoliques et les caroténoides, en particulier les
flavonoides et les huiles essentielles. Il a également été noté que les composés phénoliques
contiennent plus de ces composés que les parties comestibles correspondantes des fruits
(Singh et al., 2020).

Les déchets agricoles contiennent des millions de composés chimiques qui doivent
étre criblés pour les composés bioactifs responsables de D’activité pharmaceutique. Les
déchets d’écorces d’agrumes sont considérés comme une riche source de métabolites

pharmacologiquement actifs a activité antioxydant (Hussein et al., 2022).

1.5. L’intérét biologique et économique des écorces d’agrumes

Des utilisations médicinales traditionnelles de différents types d’agrumes ont été
signalées dans plusieurs pays, ou la peau ou le fruit entier est utilisé pour traiter I’indigestion,
I’inflammation et I’infection de la peau, les douleurs musculaires, la toux et les douleurs
d’estomac et hypertension (Caputo et al., 2020).

Les fruits et légumes constituent les options les plus consommatrices, le secteur de la
transformation des agrumes génére des quantités importantes de déchets solides
(écorces, graines et membranes) qui représentant 50% des fruits. Actuellement, les écorces
d'agrumes représentent un défi pour 'industrie des déchets d'un point de vue environnemental.
Les pelures sont soit mises en décharge, incinérées, compostées ou, dans certaines
régions, utilisées en partie pour l'alimentation animale les déchets d'écorce dagrumes
contiennent une composition riche en composants précieux (par exemple pectine, huiles
essentielles, cellulose) et en nutriments de fermentation tels que les monosaccharides
constituant une ressource précieuse pour la fabrication (Kyriakou et al., 2020 & Teigiserova
et al., 2021).




I1.LES ANTIOXYDANTS

L'oxydation est un processus chimique qui endommage les cellules et les tissus du
corps. Heureusement, il existe des molécules appelées antioxydants qui peuvent aider a
prévenir ou a réduire ces dommages. Les antioxydants neutralisent les radicaux libres,
molécules instables produites par Il'organisme lors de la respiration et du métabolisme
(Tanguy et al., 2009). Les antioxydants exogénes comprennent les composés naturels

présents dans les plantes tels que les polyphénols, les caroténoides, les terpénoides, les

tocophérols et les vitamines telles que C et A. Ces antioxydants exogénes peuvent aider a

maintenir des niveaux non toxiques de radicaux libres dans le corps, protégeant ainsi notre
santé (Hedhili, 2010).

I1.1. L’acide L-ascorbique (vitamine C)

La vitamine C est une vitamine hydrosoluble est également considéré comme 1’un des
antioxydants le plus important agissant au niveau des fluides extracellulaires. En raison de ses
propriétés, son manque dans I’organisme entraine une diminution de ses drastique du systéme
immunitaire dans la lutte contre les infection et elle favorise la cicatrisation des plaies et

prévient le stress et la fatigue (Pruteanu et al., 2023).

11.2. Les composés phénoliques

Les polyphénols sont des métabolites secondaires présents dans de nombreuses plantes
et reconnus pour leurs diverses propriétes biologiques. Ils ont la structure chimique idéale
pour étre de puissants antioxydants naturels, aidant efficacement a protéger les cellules contre
les dommages oxydatifs. En fait, leur activité antioxydante est supérieure a celle d'autres
antioxydants naturels tels que le tocophérol et l'acide ascorbique (Murat, 2009). Les
polyphénols possedent également des propriétés anti-inflammatoires, antibactériennes,
antifongiques et anticancéreuses, ce qui en fait des composés d'une grande importance pour la
santé (Ozsoy et al., 2008).

Les polyphénols appartiennent a plusieurs classes, notamment les acides phénoliques,
les flavonoides, les tanins et les lignanes, qui sont également connus sous le nom de
phytoestrogénes lorsqu'ils sont associés a des effets de type cestrogéne dans le corps (Edeas,
2007). De nombreuses études ont montré gu'il existe une relation entre la structure chimique
des polyphénols et leur activité antioxydante. Les polyphénols peuvent exercer leur effet
protecteur contre les radicaux libres et les espéces réactives de l'oxygéne de plusieurs

maniéres, notamment en inhibant leur formation, en piégeant les radicaux libres, en chélatant




les ions métalliques qui contribuent & leur production, ou en inhibant les enzymes telles que la

xanthine oxydase et la cyclooxygénase. Ces actions aident a maintenir les niveaux
d'’homéostasie du stress oxydatif, prévenant ainsi certains troubles de santé associés a une
oxydation excessive (Magalha et al., 2008).

I11. Les flavonoides

La capacité des flavonoides & interagir avec différents radicaux libres a été étudiée
pour identifier les éléments clés de leur activité antioxydante. En raison de leur faible
potentiel redox, les flavonoides ont la capacité thermodynamique de réduire les radicaux
libres oxydatifs tels que les groupes superoxyde, peroxyde d'hydrogene, alcoxyle et
hydroxyle par transfert d'hydrogéne. De plus, ils sont a la fois liposolubles et hydrosolubles.
(Spencer & Vauzour, 2009 ; Ramful et al., 2011).

I11.1. Flavonoides d'agrumes

Les flavonoides sont une classe de métabolites secondaires produits par les plantes a
partir de la voie de biosynthése des phénylpropanoides. Ils ont une structure moléculaire
caractéristique constituée de deux cycles aromatiques en C6, appelés cycle A et cycle B,
reliés par une chaine en C3 pour former un cycle 2-phényl-1-benzopyrane. La plupart des
flavonoides ont cette structure, a I'exception de quelques dérivés comme les chalcones, les
aurones et les isoflavones.

Les flavonoides de la chaux sont des composés polyphénoliques appartenant a la
famille des flavonoides et se trouvent principalement dans les écorces d'agrumes tels que les
oranges, les citrons, les pamplemousses, les mandarines et les oranges ameres. La lithamone
a été largement étudiée pour ses proprietés antioxydantes en raison de sa capacité a
neutraliser les radicaux libres. De plus, il a été déterminé gu'ils ont un effet synergique avec
la vitamine C, augmentant I'absorption de la vitamine C par l'organisme. Les bioflavonoides
présents dans les agrumes sont riches en rutine, hespéridine, locustol et naringénine. La
nobilétine, un flavonoide spécifique présent dans les agrumes, a attiré l'attention des
chercheurs en raison de ses propriétés anti-inflammatoires et anti-tumorales potentielles. Le
mécanisme d'action de la nobiletine est toujours a I'étude, mais il a été suggéré qu'il pourrait
fonctionner en inhibant la prolifération des cellules cancéreuses et en inhibant la production
de cytokines pro-inflammatoires. Par conséquent, les flavonoides de citron et leurs dérivés
peuvent avoir un potentiel thérapeutique en tant que compléments alimentaires ou agents
thérapeutiques pour le traitement de diverses maladies associées au stress oxydatif et a
I'inflammation. Pupe les gens. (1998) ont étudié la composition des glycosides de flavanone
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dans diverses oranges et ont conclu que la naringine et I'hespéridine étaient les composes les
plus abondants (Tableau I1). Peuple Oufedjikhet. (2000) ont étudié les effets de

l'irradiation aux rayons gamma sur les agrumes et ont montré que les concentrations de

flavonoides étaient réduites de moitié apres irradiation.

Swatsitang et al. (2000) ont analysé les composés phénoliques dans le jus d'orange et isolé
les glycosides de flavanone et les flavones polyméthoxylées. Les acides phénoliques les plus
abondants sont I'acide caféique et I'acide gallique. Gorinstein et al. (2001) ont déterminé les
composants de l'acide phénolique dans la peau d'orange par la méthode de fluorescence, et
les composés identifiés ont été répertoriés par ordre décroissant : acide caféique, acide p-
coumarique, acide sinapinique, acide férulique et acide ascorbique.

Belajova & Suhaj (2004) ont indiqué que I'hespéridine était le principal composé (92
mg/L) du jus d'orange fraichement pressé. Enfin, Whitman et al. (2005) ont mis en
évidence les avantages des glycosides de flavanone et des flavones polyméthoxylées pour
abaisser le taux de cholestérol.

Tableau I1. Distribution des Flavonoides dans les fruits et légumes (Sampson et al., 2002)

Famille Molécules principales Distribution

Flavone Apigénine, lutéoline, chrysine Pomme, céleri, grains de céréale
(teneur = 5-100 mg/kg)

Flavanone Héspéritine, naringine, taxifoline Citrus et agrumes (teneur=250-6000
mg/kg)

Flavanol Quercétine, myrécitine et kaempférol Pomme, pamplemousse, laitus (teneur
= 56-250 mg/kQ)

Isoflavanones Légumineuses, et les graines de
Genisteine et daidzeine tournesol (teneur=150-1500 mg/kQ)

Flavan-3-ols Catéchine Thé vert et noir, vin rouge (teneur =5-
Epicathéchine 250 mg/kg)
Epigallocatéchine et leurs esters de gallate

Anthocyanes Fruits et légumes rouges et violets
Cyanidine, pelargonidine (pommes, raisins, cassis) (teneur =100-
4000 mg/kg)




IVV. Effets biologiques des Flavonoides

IV.1. Effets antioxidant et piégeurs de radicaux libres

La propriété des flavonoides la mieux décrite est leur activité antioxydante et leur
capacité a pieger les radicaux libres : radicaux hydroxyles (OH-), anions superoxydes (02 )
et radicaux peroxylipidiques.

Les radicaux libres peuvent se former dans diverses situations, notamment :

- En cas d'anoxie, ce qui entraine la production de I'anion superoxyde (02.-).

- Lors d'une inflammation, qui se caracterise par la production d'anions superoxydes (O2.-)
par la NADPH-oxydase membranaire des leucocytes activés, ainsi que par la dismutation qui
génére le radical hydroxyle hautement réactif (OH ((Burda et Oleszek , 2001) .

- Par l'auto-oxydation des lipides, qui survient lors d'un stress oxydant. Dans ce cas, les
especes radicalaires, depourvues de tout contrdle, peuvent attaquer des cibles bioactives telles
que les protéines, altérant ainsi les récepteurs cellulaires et les enzymes, les acides nucléiques,
qui favorisent l'apparition de mutations délétéres a l'origine de divers cancers, ainsi que les
lipides, en particulier les particules de LDL présentes dans l'intima vasculaire, jouent un réle
essentiel dans la cascade athérogéne.

Les flavonoides ont la capacité d'inactiver et de stabiliser les radicaux libres grace a
leur groupe hydroxyle (C3-OH) hautement réactif. De plus, ils peuvent chelater les ions
métalliques qui sont libérés par les protéines de fixation ou de transport, ces ions pouvant
renforcer les effets délétéres en générant des radicaux hydroxyles (OH-) (Niyvel et al., 2001).

En tant qu'antioxydants, les flavonoides sont capables d'inhiber la carcinogenese. lls
ont également un effet inhibiteur sur l'angiogenese, la prolifération cellulaire, ainsi qu'une

influence sur le potentiel invasif et métastatique des cellules tumorales (Riz & Evans, 2001).

IV.2. Propriétés antiallergiques

Les flavonoides sont réputés pour leurs propriétés antiallergiques (Maglule et al.,
1973). lls agissent en inhibant les enzymes responsables de la libération de I'histamine a partir
des mastocytes et des basophiles, a savoir 'AMPc phosphodiestérase et la Ca™ ATPase
(Kotomi et al., 2000). La quercétine, en particulier, présente un puissant effet inhibiteur de la

libération d'histamine a partir des mastocytes (Formica & Regl, 1995).




IV.3. Propriétés anti-inflammatoire

De plus, plusieurs flavonoides ont la capacité de modifier le métabolisme de l'acide
arachidonique plaquettaire in vitro (Delport et al., 2005). Par exemple, la myricétine et la

quercétine peuvent bloquer l'action de la cyclo-oxygénase et de la lipoxygénase a des

concentrations relativement élevées. A des concentrations plus faibles, c'est la lipoxygénase

qui est préférentiellement inhibée. Certaines études suggerent que ces flavonoides présentent
une bonne activité anti-inflammatoire sans les effets indésirables de type ulcérogene
(Yongmoon, 2005). Par exemple, I'hespéridine administrée par voie sous-cutanée (en raison
de son inactivité par voie orale) présente une activité anti-inflammatoire significative chez le

rat dont 'cedéme a été induit par la carragénine ou le dextran (Galati et al., 1994).
IV.4. Autres effets biologiques

Les flavonoides préviennent la cataracte diabétique par inhibition de I’aldose réductase
du cristallin. En effet, la myricétine présente des effets hypoglycémiants et
hypotriglycéridémiants chez les animaux (Ongk & Khoo, 2000). L’effet des flavonoides sur
le systéme immunitaire est complexe et demeure encore mal élucidé (Middleton et al., 1998).
Certains d’entre eux réduisent 1’activation du complément, diminuant de fagon générale la
réponse inflammatoire (Berrens et al., 1997). A doses élevées, ils inhibent les fonctions
lymphocytaires, mais, a concentrations plus faibles, ils pourraient agir comme
immunostimulants chez les sujets immunodéprimés. L’activité immuno-modulatrice des
flavonoides dépend, d’une part, de leur capacité a inhiber la formation des eicosanoides et de
I’histamine et de leur pouvoir piégeur des radicaux libres d’autre (Wang et al., 2004). Des
propriétés antibactériennes et antivirales des flavonoides vis-a-vis de différentes souches
bactériennes ont également été mises en (Yadav & Tiwari, 2005). Les flavonoides atténuent
le pouvoir infectieux ou affectent la réplication intracellulaire d’autres virus tels que le virus
respiratoire syncytial (VRS), I’herpés simplex virus (HSV) et les adénovirus (Gongalves et
al., 2001). Les flavonoides atténuent le pouvoir infectieux ou affectent la réplication
intracellulaire d’autres virus tels que le virus respiratoire syncytial (VRS), ’herpes simplex

virus (HSV) et les adénovirus (Ganasaki et al., 1994)




CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES

I. Matériel végétal

Le matériel végetal utilisé au cours de cette étude est I'écorce de citron vert (Citrus
aurantiifolia). Cette écorce est récoltée en Janvier 2023 sur les rochers de la cote de la région

d’Achaacha, Wilaya de Mostaganem.

Figure 01. Arbre de citron vert. C. aurantiifolia (Photo prise par nous-mémes).

Selon Cronquist, (1982), la classification qu’occupe Citrus aurantiifolia dans la

systématique est la suivante :

Tracheobionta
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Rosidae
Sapindales

Rutaceae

La partie externe du citron vert est nettoyée. 50 g de zeste (épicarpe) est séché a
I’étuve pendant 1h a 70°C, puis broyé en poudre a ’aide d’un mixeur, et conservé jusqu’aux

jours d’extraction (Figure 02).




Rincage et séchage du matériel végétal a I’étuve a 65C° Ecorce de citron vert broyé

Figure 02. Les étapes de préparation de la matiere VVégétale (Photo prise au laboratoire).

I1. Objectifs de ’expérimentation

L’objectif général de ce travail est de déterminer le contenu en polyphénols totaux et
en flavonoides totaux dans I’écorce de citron vert C. aurantiifolia. Ensuite mesurer le pouvoir

antioxydant des composés phénoliques contenu dans I’extrait d’écorce de citron vert étudié.

I11. Préparation de I’extrait hydro-méthanolique d’écorce de citron vert

Aprés broyage et séchage 1’écorce de citron vert étudié, 100 g du matériel végétale et
soumis a une agitation pendant 30 minutes a température ambiante, dans 200 mL du mélange
eau-méthanol (75-125 mL) pendant 1 heure. L’extrait ensuite filtrés sur papier Whatman
N°05, puis concentrés au 1’étuve. La solution récupérée est séchée dans I’étuve a 37°C
pendant 72h, c’est I’extrait brut eau-méthanol pour écorce de citron vert C.aurantiifolia.
(Karumi et al., 2004). (Figure 03).




Matiere Végétale mélangée avec Eau-Méthanol. Filtration de I’extrait sur papier Whatman.

Evaporation rotatif sur un Rotavapeur.  L’extrait brut eau-méthanol d’écorce de citron vert.

Figure 03. Les étapes de préparation d’extrait Brute hydro-méthanolique d’écorce de citron
vert C. aurantiifolia (Photo prise au laboratoire).




Les étapes de ’expérimentation sont présentées dans la Figure 04:

Récolte de citron vert C. aurantiifolia

rincage et séchage I’écorce de citron vert

Broyage

Macération pendant 1h dans eau-
méthanol (75-125mL).

Filtration de I’extrait Obtenu

Evaporation a I’aide d’un
Rotavapeur

Extrait hydro-méthanolique de “C.
aurantiifolia’

v

Dosage des Dosage des Mesurer le

flavonoides Polypheénols pouvoir
Totaux. Totaux. Antioxydant.

Figure 04. Les Différents étapes réalisées dans I’expérimentation




I11. 1. Le Rendement Obtenue

Le rendement de D’extraction est déterminé par le rapport entre la masse des
Polyphénols extraits et la masse de la matiére premiére végétale traité. Le rendement exprimeé

en pourcentage est calculé par la formule suivante :

Rdt (%) = P1 — P2/ P3 x 100
: Poids du ballon aprés évaporation.
: Poids du ballon avant évaporation.
: Poids de la matiére végétale de départ.

. Dosage des Polyphénols Totaux

Ce dosage repose sur la méthode colorimétrique utilisant le réactif de Folin Ciocalteu.
Ce dernier est constitué d’un mélange d’acide Phosphotungstique (HsPW1204) et d’acide
Phosphomolybdique (H3PMO12040). L’oxydation des phénols réduit ce réactif en un mélange
d’oxydes bleus de tungsteéne et de molybdeéne. L’intensité de la couleur est proportionnelle au
taux de composés phénoliques oxydés dont I’absorbance est comprise entre 725 et 760 nm
(Lit et al., 2007).
IV.1. Méthode
Un Volume de 0.2 mL d’extrait a été mélangé avec 1.5 ml de Folin Ciocalteu (10%). Aprés 5
minutes, on rajoute 1.5 mL d’une solution de Carbonate de sodium (6%). Le mélange est
soumis une agitation puis incubé a température ambiante a 1’obscurité pendant 2h et
I’absorbance est lue @ 765 nm sur un Spectrophotométre. L’acide gallique est utilisé comme
standard de référence. Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalents d’acide
gallique par mg d’extrait sec (ug EA/mg d’extrait).

Polyphénols = a .f/IC

a : Concentration de Polyphénols (ug Eq acide gallique/mg d’extrait) déterminée a partir de la
courbe étalon.
f : Facteur de dilution (x22).

C : Concentration de I’extrait.




Les étapes de dosage de Polyphénols totaux sont présentées dans la Figure 5 :

0.2mL d’extrait.

<L L

1.5mL de Folin Ciocalteu (10%).

g— 4q

| | <: Aprés 5 min

1.5mL de Solution de Carbonate de
sodium (6%).

| <:| Incubation a T° ambiante
Pendant 2h a I’obscurité

La lecture sur un spectrophotométrie
(A=765nm)

Figure 05. Dosage de Polyphénols totaux (L.it et al., 2007).

IV. 2. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

La courbe d’étalonnage est effectuée par ’acide gallique a différents concentration de
0.1 au 10 pg/L, dans les mémes conditions et les mémes étapes du dosage. Les résultats sont
ainsi exprimés en milligramme d’équivalents d’acide gallique par gramme de matiére végétale

fraiche.

V. Dosage des Flavonoides totaux

Les flavonoides sont quantifiés par une méthode colorimétrique au trichlorure
d'aluminium (AICIz) 2%. Le trichlorure d'aluminium forme un complexe jaune avec les
flavonoides, qui absorbe dans le visible a 510 nm (Ardestani & Yazdanparast, 2007).

V. 1. Méthode

Un Volume de 1 mL d’extrait a été additionné a 1 ml de Trichlorure d'aluminium a 2%
(Alcls). Le mélange a été placé a température ambiante et a ’obscurité pendant 10 min puis
I’absorbance a été mesurée a 430 nm sur un Spectrophotometre. Le Quercétine est utilisé
comme standard de référence. Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalents
Quercétine par mg d’extrait sec (ug EQ/mg d’extrait).

Flavonoides = a . f/C




a : Concentration de flavonoides (équivalent de catéchine/mg d’extrait) déterminée a partir de
la courbe étalon.

f : Facteur de dilution (x10).

C : Concentration de I’extrait.

Les étapes de dosage de flavonoides totaux sont présentées dans la Figure 6 :

1mL d’extrait.
1mL de solution Trichlorure
d'aluminium a 2%.

<L

La lecture sur un spectrophotometrie
(A=430nm).

Figure 06. Dosage de Flavonoides totaux (Ardestani & Yazdanparast, 2007).

V.2. Courbe d’étalonnage de la Quercétine

La courbe d’¢talonnage est effectué¢e par Quercétine a différents concentration de 0.1
au 10 ug/L, dans les mémes conditions et les mémes étapes du dosage. Les résultats sont ainsi
exprimés en milligramme d’équivalents de Quercétine par gramme de matiere végeétale

fraiche.

V1. Mesure du pouvoir antioxydant

De nombreuses méthodes sont utilisées pour 1’évaluation de I’activité antioxydante, in
vitro et in vivo des composés Phénoliques purs ou d’extrait. Dans notre étude nous avons
utilisé des tests chimiques qui mesurent la réduction du radical stable le DPPH (2,2-Diphényl-
1-picrylhydrazyl) (Sharma et al., 2009 ; Bourkhiss et al., 2010).

VI 1. Evaluation de P’activité Antiradicalaire du radical libre DPPH

La méthode du DPPH utilise un radical relativement stable, dont les antioxydants
réduisent ce radical ayant une couleur violette en un composé jaune, le diphényl picryl
hydrazine. Les absorbances mesurées a 517 nm servent a calculer le pourcentage d’inhibition
du DPPH ; dont la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants

donneur de proton présents dans 1’échantillon (Sanchez Moreno, 2002 ; Parejo et al., 2003).
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DiPhenylelPicrylHydrazyle DiPhenylelPicrylHydrazyle (non
radical)

(radical libre)

Figure 07. Structure Chimique de radical libre et non radical (Molyneux, 2004).

V1. 2. Mode Opératoire

L’effet de I’extrait sur la réduction du DPPH a été réalisé selon le Protocol suivant (Benariba
etal., 2013).

VI. 2.1. Préparation Du DPPH

3.15mg de DPPH est dissoute dans 50mL du méthanol pure pour obtenir une solution de
DPPH.

V1. 2.2. Préparation des échantillons

Un Volume de 1mL de notre extrait est dissout dans 500uL de solution méthanolique

de DPPH (0.16mmol/mL), fraichement préparée. En ce qui concerne le contrble négatif, ce

dernier est préparé en paralléle en mélangeant 0.1mL du méthanol avec 1mL d’une solution
méthnolique de DPPH a la méme concentration utilisée. Le mélange obtenu est ensuite agité,
puis gardé a I’abri de lumiére a température ambiante pendant 30min. Ensuite La lecture ce

fait a I’aide d’un Spectrophotométrie de la densité optique a 517nm (Figure 08).




1ml d’extrait + 500uL solution
méthanolique de DPPH.

<L

Agitation et incubation a I’obscurité a
30min.

Ll

Absorbance a 517 nm sur
spectrophotométrie

Figure 08. Protocol de préparation de 1’enchantions de test DPPH (Benariba et al., 2013).
Pourcentage D’inhibition du radical DPPH
1%= (Ac-At)/Ac)*100

Ac : absorbance du contrdle négatif.

At : absorbance de I’extrait.

L’acide ascorbique a été utilisé comme contrdle positif a differentes concentrations. Le

mécanisme réactionnel du test DPPH est présenté dans la Figure suivante : (Figure 09)
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DPPH Radical libre DPPH-H forme réduite

Figure 09. Mécanisme réactionnel du test DPPH (Molyneux, 2004).

La valeur IC50 est la concentration d’extrait qui assure la réduction de 50% du
DPPH, déterminée graphiquement par la régression linéaire, pour chaque extrait a partir de la

courbe du pourcentage de réduction en fonction de la concentration (Samarth et al., 2008).




VL.3. Courbe d’étalonnage d’acide ascorbique
La courbe d’étalonnage est effectuée par ’acide ascorbique a différents concentration de 0.1

au 10 pg/L, dans les mémes conditions et les mémes étapes du dosage. Les résultats sont ainsi

exprimés en milligramme d’équivalents d’acide ascorbique par gramme de matiere végétale

fraiche.




CHAPITR 111 : RESULTAT ET DISCUSSION

I. Résultats

I.1. Rendement d’extraction d’écorce de citron vert

Le rendement de l'extraction est calculé par le rapport entre les masses de
polyphénols des extraits et du matériel végétal transformé. Aprés extraction et recyclage Le
rendement de I'extrait a été déterminé par rapport a 100 g de matériel végétal et exprimé en

Le pourcentage est calculé par la formule suivante :

Rendement (%) = P1 — P2/P3 x 100
P1 : poids du ballon aprés évaporation.

P2 : Le poids du ballon avant évaporation.

P3 : poids du matériel végétal de départ.

P1:228.1g
P2:223.3¢g
P3:30¢g

Nous avons calculé le rendement d'extraction et les résultats obtenus sont exprimés

en Figure 10 :

Le rendement d'extraction

Figure 10. Rendement d’extraction d’écorce de citron vert C. aurantiifolia.




Le calcul de la teneur en rendement d'extraction est un processus qui repose sur
plusieurs facteurs, notamment la température d'extraction, la quantité de matiere végétale
initiale utilisée et le taux d'humidité (Wattiaux, 1994). Selon Michel et al. (2012), le
rendement de l'extraction est influencé par la nature du solvant utilisé ainsi que les propriétés
chimiques des molécules a extraire. En outre, la méthode d'extraction utilisee (macération,
décoction, infusion) joue un réle important dans la détermination du rendement et de la

composition chimique de I'extrait obtenu (Tefiani, 2015).
1.2. Dosage des composés phénoliques
1.2.1 Teneur en polyphénols totaux dans I’extrait d’écorce de citron vert C. aurantiifolia

La quantification de la teneur en polyphénols totaux dans l'extrait hydro-meéthanolique
a été réalisee en utilisant une équation de régression linéaire de la courbe standard, exprimée

en pg équivalent acide gallique par mg d'extrait (voir Figure 11).

v = 0.0084x + 0.0855
B2=10,9925

—4—Sériel

— Lineaire {Seriel

100 200 300
Concentration en pg/mg

Figure 11. Courbe étalon de I’acide gallique.




Les agrumes contiennent des composeés phénoliques, dont les concentrations varient en

fonction des variétés, du taux de maturation et des conditions de culture. Le dosage des

polyphénols totaux permet d'obtenir une estimation globale des concentrations de composés
phénoliques présents dans les extraits d'écorces d'agrumes. La méthode de Folin-Ciacalteu a
été sélectionnée pour doser les polyphénols en raison de sa faisabilité et de sa reproductibilité,
de la disponibilité du réactif de Folin, de I'absorption du chromophore a 760 nm qui permet de
minimiser les interférences avec la matrice d'échantillon souvent colorée, ainsi que de la large
utilisation de ce test dans les laboratoires de recherche d'antioxydants alimentaires a travers le
monde (Huang et al., 2005). En ce qui concerne notre étude, l'analyse des composés
phénoliques a révélé une teneur en polyphénols totaux de 105,30 pg équivalent acide gallique
par mg d'extrait (Tableau I1I).

Selon des études qui ont été faite, les écorces de citron vert présentent les teneurs les
plus élevées en polyphénols, avec une valeur de 124,63 + 0,52 mg/100g, suivies du citron
jaune (87,77 + 1,42 mg/100g), de l'orange (79,75 £ 1,25 mg/100g), des pamplemousses et des
mandarines. En comparant nos résultats & ceux de la littérature, nous observons que les
teneurs en polyphénols de notre extrait d'écorce de citron vert sont inférieures de 1,2 fois a

celles obtenues par Rafaela et al. (2010).

Les teneurs en composés phénoliques, en particulier les polyphénols, varient
considérablement d'une espéce a l'autre et au sein de la méme espece, en raison de facteurs
extrinseques tels que la température et le climat, des facteurs génétiques tels que la variété et
l'origine des especes, des facteurs physiologiques tels que le degré de maturation des fruits et
des Iégumes, des organes utilisés pour I'extraction, et de la durée de stockage (Maisuthisakul
et al., 2007; Ksouri et al., 2009).




1.2.2 Taux de Flavonoide totaux dans Pextrait d’écorce de citron vert

Les équations de régression linéaire de la courbe d'étalonnage, exprimées en

microgrammes par milligramme d'extrait, ont été établies pour la quantification de la

quercétine (Figure 12).

y =0.0191x + 0.1177
R2=0.9997
=¢=—Seriesl

——Linear (Seriesl)

Do a 430nm

50 100 150
Concentration en pg/mg

Figure 12. Courbe étalon de Quercétine.

La quantification des flavonoides a été réalisée a partir d'une courbe d'étalonnage
établie avec de la quercétine. Les résultats obtenus indiquent une teneur en flavonoides de
22,31 microgrammes équivalent quercétine par milligramme d'extrait. Ces données
concordent avec celles de précédentes études, qui ont montré que les flavonoides sont
fortement abondants dans toutes les variétés d’agrumes. Selon Gorinstein et al., (2012) les

¢corces d’agrumes contiennent différents types de flavonoides.

Tableau I11. Teneurs en polyphénols et flavonoides totaux dans I’extrait hydro-méthanolique

d’écorce de citron vert

Phénols totaux Flavonoides
(ug EA/mg extrait) (ug EQ/mg extrait)

Extrait hydro-methanolique 105.30 +0.02 22.31+0.02
d’écorce de C. aurantiifolia




Les résultats obtenus indiquent que C. aurantiifolia présente une teneur élevée en
phénols totaux (105,30+0.02) microgrammes équivalent acide gallique par milligramme

d'extrait) par rapport aux flavonoides totaux (22,31+£0.02) microgrammes équivalent

quercétine par milligramme d'extrait) (Tableau I11).

La comparaison de ces résultats avec ceux de la littérature est complexe en raison de
I'utilisation de différentes méthodes d'extraction, ce qui réduit la possibilité de comparaison
entre les différentes études antérieures (Trabelsi et al., 2010). En conséquence, le méthanol
demeure le solvant de prédilection pour l'extraction de ces composés, ce qui est étayé par
plusieurs études antérieures (Abdille et al., 2005).

1.3. Evaluation du pouvoir antioxydant

Pour évaluer l'activité antioxydante de I'extrait de citron vert C. aurantiifolia, le test
de réduction du radical libre DPPH a été réalisé.

1.3.1. Effet scavenger du radical DPPH

L'activité antioxydante est évaluée par la methode du test DPPH, qui repose sur
I'utilisation du compose chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle. Ce radical libre, de couleur
violacée, absorbe dans I'UV-visible a la longueur d'onde de 517 nm, mesurée par
spectrophotomeétrie. Utilisé pour étudier l'activité antioxydante des composés phenoliques, ce
test se base sur la réduction du DPPH en DPPH-H (2,2-diphényl-1-picrylhydrazine) par une
molécule antioxydante, ce qui entraine une perte d'absorbance caractéristique a 517 nm. Les
réactions ont lieu a température ambiante et en milieu éthanolique, permettant une bonne
solubilisation de la plupart des antioxydants. Bien que ce test soit rapide et facile, son colt

peut étre élevé.

La quantification de I'acide ascorbique dans I'écorce de citron vert "C. aurantiifolia™
est effectuée par des dosages spectrophotométriques. La teneur en vitamine C est exprimée en
microgrammes d'équivalent d'acide ascorbique par gramme d'extrait et est représentée

graphiquement dans la figure 13.
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Figure 13. Courbe étalon d’acide ascorbique.
1.3.2. Calcul des pourcentages d’inhibitions 1%

Les resultats du pourcentage d'inhibition du radical libore DPPH par I'extrait
méthanolique de citron vert C. aurantiifolia sont présentés dans graphiquement représentés

dans la figure 14. Ces résultats sont ensuite comparés aux pourcentages d'inhibition obtenus

avec un antioxydant puissant, l'acide ascorbique, utilise comme témoin positif dans le cadre

de cette étude (Figure 14).

Selon les données présentées dans la figure 14, le pourcentage d'inhibition de I'extrait
hydro-méthanolique d’écorce de citron vert varie de 3,8% a 69,8%. Le pourcentage
d'inhibition le plus élevé (69,8%0) est observe avec une concentration de l'extrait hydro-

méthanolique de 1000pg/mL.

Nos résultats concordent avec celle obtenus par Tefiani (2015), ou un pourcentage
d'inhibition maximal de 7% a été obtenu avec une concentration de 1 mg/ml, les valeurs

obtenues dans notre étude sont donc trés intéressantes.

Nous calculons les pourcentages d’inhibition par la formule suivante :
1%=((Ac-At)/Ac)*100

Ac : Absorbance du contrdle négatif.

At : Absorbance de I’extrait.




Les résultats sont représentés sur la Figure 14
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Figure 14 : Effet antiradicalaire d’extrait hydro-méthanolique de 1’écorce citron vert sur la

réduction du DPPH et effet de 1’acide ascorbique

1.3.3 Evaluation de I’'IC50

L'IC50 est inversement lié a la capacité antioxydante d'un composé, car il exprime la
quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50%. Plus la
valeur d’1C50 est basse, plus l'activité antioxydante d'un composé est élevée.

La concentration de 1’échantillon nécessaire pour inhiber 50% du DPPH radicalaire, est

calculée par régression linéaire des pourcentages d’inhibition calculés en fonction de

différentes concentrations d’extrait préparé.
La concentration de I’acide ascorbique qui inhibe 50% du DPPH (IC50) est évaluée
graphiquement. L’acide ascorbique présente donc un faible (IC50), ce qui est en accord avec
le pouvoir antiradicalaire élevé obtenu.
L'IC50 est déterminée a partir d’une courbe de pourcentage d’inhibition du radical libre
DPPH enregistrée dans cette étude est de (667.24 £0.04 ng /mL), cette valeur reste nettement
supeérieur a celle de I’acide ascorbique (85.1940.07 pg/mL).

Tableau IV. Les résultats des 1C50 pour le test DPPH

IC50

Acide Ascorbique 85.19+0.07 pg/mg

Extrait hydro methanolique décorce de C. 667.24 £0.04 pg/mg
aurantiifolia




Conclusion Et Perspectives

Dans le cadre de cette étude, nous avons observé que I'extrait hydro-méthanolique de
citron vert Citrus aurantiifolia présente une teneur élevée en polyphénols totaux, mesurée a
105,30+0.02ug d'équivalent d’acide gallique par milligramme d'extrait. Cette richesse en
polyphénols est responsable de l'activité antioxydante significative de [I'extrait, comme
démontré par le test du DPPH (Radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle).

Les résultats de I'extraction de la matiére végétale indiquent que I'extrait brut hydro-
méthanolique de C. aurantiifolia a été récupéré avec un rendement de 6,5%.

De plus, nous avons utilisé la méthode décrite par Ardestani & Yazdanparast (2007)
pour quantifier les flavonoides dans I'extrait étudié, ce qui nous a permis de déterminer une
teneur de 22,31+0.02 pg d'équivalent de quercetine par milligramme d'extrait.

La méthode d'extraction revét une importance capitale dans la determination du
rendement et de la composition chimique des extraits préparés. Le rendement de l'extrait est
influencé par le choix du solvant utilisé ainsi que par les propriétés chimiques des molécules a
extraire (Michel et al., 2012).

L’étude du pouvoir antioxydant de 1’extrait hydro-meéthanolique d'écorce de citron vert
C. aurantiifolia contribue a notre compréhension de sa composition chimique, de ses
propriétés fonctionnelles et de ses utilisations potentielles dans les domaines de la nutrition,
de la santé et de I'industrie alimentaire.

Il existe plusieurs perspectives de recherche a explorer afin d'approfondir ce travail :

- Identifier les composés spécifiques responsables de l'activité antioxydante dans I'écorce de
citron vert. Cela permettra de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents de l'activité
antioxydante.

- Evaluer d'autres activités biologiques de I'écorce de citron vert. Cela peut inclure des études
sur son potentiel anti-inflammatoire, antimicrobien, anticancéreux ou neuroprotecteur.

- Explorer les applications pratiques de I'écorce de citron vert en tant qu'ingrédient fonctionnel
dans les aliments, les boissons ou les compléments alimentaires. Des études sur la stabilité des
composeés actifs lors du traitement et du stockage, ainsi que sur leur efficacité dans des
formulations spécifiques, sont nécessaires pour optimiser leur utilisation.

En poursuivant ces perspectives de recherche, il sera possible d'approfondir notre
compréhension des propriétés bénéfiques de I'écorce de citron vert et d'explorer ses

applications potentielles en tant qu'agent thérapeutique ou additif alimentaire.




ANNEXE

I. MATERIEL ET PRODUITS CHIMIQUES

1. Matériel de Laboratoire
> La Verrerie: tube a essai, bécher, flacon

> Spectrométrie

» Rota vapeur
» Etuve
» Spatule, micropipette, papier d’aluminium, papier filtre
2. Les Produits Chimique et les solvants
Reéactive de Folin-Ciocalteu
Carbonate de sodium
Trichlorure d’aluminium
Le DPPH
Eau distillée
Methanol
3. Lesstandard Utilises
» Acide gallique
» Quercétine

» Acide ascorbique




Tableau IV. Gamme étalon des polyphénols totaux réalisée a 1’aide de 1’acide gallique

Concentration
pg/mg

125

62.5

31.25

15.62

7.81

Absorbance nm

1.272

0.634

0.354

0.198

0.062

Tableau V. Gamme étalon des flavonoides réalises a 1’aide de la quercitine

Concentration
pg/mg

125

62.5

31.25

15.62

7.81

Absorbance nm

2.5

1.3

0.742

0.409

0.255

Tableau VI. Les pourcentages d’inhibition de 1’extrait hydro- méthanolique (teste DPPH)

Concentration
DPPH pg/mg

1000

500

250

125

62.5

31.25

15.62

7.81

Absorbance

nm

0.27

0.55

0.75

0.80

0.83

0.85

0.87

0.88

Tableau VII. Les pourcentages d’inhibition de I’acide ascorbique

Concentration
pg/mg

1000

500

250

125

62.5

31.25

15.62

Absorbance
nm

0.02

0.31

0.33

0.17

0.59

0.131

0.95

| %

96.61

63.82

61.49

79.69

30.92

12.71

7.32
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