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Résumé

Résumé

Ce travail de recherche représente une étude qualitative et quantitative sur les agrumes
cultivées dans la région de Blida, Les méthodes utilisées sont : les tests de criblage
phytochimique sur les métabolites secondaires en utilisant les réactifs chimiques, qui sont
basé sur I&#39;apparition ou la disparition de la couleur et 1&#39;effet du solvant
d’extraction sur la composition chimique de ces deux fruits. Le test colorimétrique de Folin-
Ciocalteu a été utilisé pour quantifier les polyphénols totaux, la méthode du trichlorure
d&#39;aluminium pour quantifier les flavonoides totaux et la méthode d&#39;acétate de
sodium pour quantifier les flavonols totaux. L&#39;activité antioxydante a été évaluée en
utilisant le test du radical libre DPPH. Les résultats ont éte trés significatifs.

Mots clés : Agrumes, criblage phytochimique , extraction, polyphénols totaux, flavonoides
totaux, flavonols totaux, DPPH, activité antioxydante.
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Introduction générale

Introduction générale

Les agrumes de la famille des Rutacées sont les plus répandus dans le monde, ils
représentent un secteur important dans le domaine d’agro-alimentaire. Ils offrent ainsi une
grande étendue d’utilisation allant, de la consommation a 1’état frais a la transformation en
jus, confits ou liqueurs mais aussi a I’extraction de leurs essences a partir des écorces, qui sont
composeés essentiellement du limonéne [1]. Pour des raisons économiques et écologiques, il
est préférable pour I’extraction du limonéne d’utiliser des sous produits de I’industrie des jus
d’agrumes. L’Algérie compte parmi les pays producteurs et transformateurs d’agrumes
notamment les oranges. La quantité d’oranges produite et celle transformée en jus et

confitures par 1’Algérie sont estimées respectivement a 415 et 22 mille tonnes durant la

période allant de 2011 a 2012 [2].

L’industrie de fabrication des jus a partir des agrumes rejette annuellement des
tonnages énormes des sous-produits qui peuvent constituer une source intéressante de
matiéres premieres pour la production du limonene, qui est le constituant majoritaire des

huiles essentielles d’agrumes environ 95 % [3].

Les écorces d’agrumes sont riches en composés phénoliques, essentiellement des
flavonoides et des acides phénoliques. Les flavonoides des écorces d’agrumes sont
caractérisés par leurs activités antioxydantes, thérapeutiques, antivirales, antifongiques et

antibactériennes [4].

L’extraction des composés phénoliques a partir des écorces d’agrumes a
considérablement attiré I’intérét scientifique pour les utiliser comme des antioxydants
naturels, conservateurs principalement dans les aliments mais aussi dans [’industrie

pharmaceutigque et cosmétique [5].

Notre travail de recherche concerne d’un co6té une évaluation qualitative de la
composition chimique de la plante en faisant un criblage phytochimique, et d’un autre cOté
une estimation quantitative des teneurs en polyphénols totaux, flavonoides totaux et flavonols

totaux contenus dans les extraits éthanoliques de la pulpe des citrus de région de Blida.

Ce travail de recherche est divisé en deux grandes parties : partie bibliographique et

partie expérimentale.

La partie bibliographique de cette étude inclue deux chapitres :
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Dans le premier chapitre, nous nous sommes intéressés a citer des connaissances

bibliographiques concernant les agrumes et les propriétés antioxydantes.

Le deuxieme chapitre a été consacré a une étude bibliographique sur les principales
classes des métabolites secondaires, leur classification, propriétés chimiques, activités

biologiques et leurs importances.
La partie expérimentale contient deux chapitres :

Le premier chapitre, est consacré aux matériel et méthodes utilisées dans le criblage
phytochimique, solvants utilisés, méthode d’extraction, ainsi que les protocoles des dosages
des différents composés phénoliques (polyphenols totaux, flavonoides totaux et flavonols

totaux) présents au niveau de la pulpe des citrus .

Le deuxiéme chapitre expérimental regroupe tous les résultats obtenus dans cette

étude et leurs interprétations.




Chapitre | : Généralités sur les agrumes

Chapitre | : Généralités sur les agrumes

Introduction

Les « citrus » plus communément appelés agrumes sont des fruits provenant des
arbres de la famille des rutacées, ils ont presque la méme structure qui est la suivante:
L’écorce, partie non comestible du fruit ; la pulpe, partie comestible qui est constituée de poils
ou de vésicules enfermant le jus [6].

A la surface des fruits dans ’écorce se trouvent les glandes oléiféres remplies d'huiles
essentielles.

Les agrumes sont des petits arbres ou arbustes de taille moyenne, cultivés dans
I’ensemble des régions chaudes, tropicales et subtropicales. Ils sont originaires d’Inde, de
Chine, d’Australie septentrionale et de la nouvelle Calédonie. Traditionnellement, ils ont été
cultives dans les jardins. Le terme agrume deésigne les seules espéces utilitaires du genre
Citrus et de deux genres voisins : Fortunelles et Poncirus, il s’applique aussi bien aux arbres

qu’a leur fruit [7].

1.1 Historique

Le mot agrume provient de latin (acrumen = saveur) acre qui désignait dans
I’antiquité, des arbres a des feuilles acides [8]. La culture des agrumes a commencé en Chine,
Inde, Indochine, Indonésie (figure 1.1). Le cédrat est le premier agrume introduit en Europe
par Theophrastus en 310 avant J.-C. Les romains ont importé les oranges et les citrons de leur
province comme un fruit couteux pour leurs banquettes. Les plantes qu’ils cultivaient 8 Rome
ont survécu mais portaient peu de fruits.

Au 10 ®™ sigcle, les conquérants arabes réintroduisent le cédrat en Europe et

introduisent de nombreuses nouveautés telles que le citron et I’orange amere [9].
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Figure 1. 1 : Origine géographique et diffusion des agrumes dans le monde [10].

1.2 Définition des agrumes

Les agrumes sont des petits arbres ou arbustes, dont la taille peut varier de 2 a 10
meétres de haut suivant les especes. Leur frondaison est généralement dense et leurs feuilles
sont persistantes, a I’exception des Poncirus. Leurs fruits et toutes les parties de 1’arbre

(écorce, feuilles, branches, et fleurs) contiennent des glandes a essence.

La peau du fruit est une écorce (péricarpe) composée de deux couches concentriques.
La couche superficielle, rugueuse et résistante, de couleur vive souvent jaune orange sous
I’action des flavonoides, est nommée épicarpe ou flavedo ou encore zeste en terme culinaire.

La couche interne, blanche et spongieuse, est le mésocarpe ou albédo.

Ainsi, la pulpe est composée de quartiers juteux contenant les pépins. Elle est riche en
vitamine C. Ce sont des fruits non-climactériques qui doivent étre récoltés a maturité. lls sont

résistants au transport et a la conservation. Si les fruits sont assez aisés a différencier

La pulpe est composée de quartiers juteux contenant les pépins. Elle est riche en
vitamine C. Ce sont des fruits non-climactériques qui doivent étre récoltés a maturité. Ils sont
résistants au transport et a la conservation. Si les fruits sont assez aisés a différencier sur le

plan culinaire, la distinction des especes botaniques est en revanche complexes, car les
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différentes espéces s'hybrident trés facilement et sont difficiles a fixer. Le genre Citrus ne
contiendrait finalement pas plus de onze espéces [11].

1.2.1. Orange
L’oranger est un petit arbre ou arbuste, pouvant atteindre 10 a 15 m de hauteur

environ (figure 1.2). L’arbre est a rameaux nombreux; formant une cime touffue, avec un
feuillage vert sombre, glabre, persistant et légerement ailé. Les feuilles sont persistantes,
cireuses, coriaces et alternes, la floraison blanche trés parfumée. Le fruit est une baie, ronde
ou allongée, souvent pourvue d’un mamelon proéminent du c6té opposé au pédoncule
fructifere. Les fruits mettent 10 a 12 mois pour murir, ils sont de taille moyenne et de couleur
caractéristique orange. L’intensité de la couleur et la forme du fruit sont caractéristiques pour

chaque variété [12].

1.2.1.1. Classification

Taxonomiquement, les oranges douces appartienne a :

Ordre : Sapindales
Sous-ordre : Géraniineae,
Classe : Dicotyledoneae
Famille : Rutaceae

Genre : Citrus

YV V. V V V V

Espéce : Citrus sinensis

Figure 1.2. Feuilles, fleurs et fruits d’oranger [13].
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1.2.2 Citron
Le citronnier, un membre de la famille des Rutacées, est un petit arbre (arbuste) vert et

aromatique dont la taille peut varier de 2 a 10 m de haut, porte 5-6 branches charpentieres trés
fournies en rameaux, les racines superficielles forment un réseau dans les 80 premiers
centimetres de sol (figure. 1.3). Les feuilles des citronniers sont des feuilles vertes, alternatives
et persistantes, trés adurantes en raison des multiples poches a essence qu’elles contiennent,

qui sont visible a I’ceil nu [14].
1.2.2.1.Classification

Selon Padrini et al. (1996) la classification de citron est la suivante [15] :

» Ordre : Sapindales
» Famille : Rutaceae
» Genre : Citrus

» [Espece : Citrus limon

Figure 1. 3 Feuilles, fleurs et fruits de citron.[15]

1.3. Origine et diffusion

Terme agrumes est d’origine Italienne, il dérive des latins agrus qui, autrefois,
désignaient les plantes dont les fruits ont une saveur aigre comme 1’ail ou les oignons. Mais
avec le temps, sa signification évolua et il fut utilisé pour décrire un groupe de plantes de la
famille des Rutacées qui comprend 3 genres : Citrus, Poncirus et Fortunella. Le mot agrume
s’applique aussi bien aux arbres qu’a leurs fruits [16]. Le probleme posé par la détermination
exacte du centre d’origine des agrumes se complique encore du fait que ’hybridation est tres
fréquente. Quoi qu’il soit de cette incertitude relative, quant aux limites exactes du centre

d’origine des agrumes, il se situe dans le Sud-est asiatique. Les agrumes apparaissent dans le

4
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bassin méditerranéen dés I’Antiquité. C’est a partir du bassin méditerranéen et grace aux
grandes découvertes que les agrumes furent largement diffusés. De 13, ils ont été répandus

selon trois voies principales citées par Jacquemond et Blondel [17].

» Vers I’Afrique de I’Est par les arabes.

» En Amérique centrale grace a Christophe Colomb en 1943.

» Au Cap par les Anglo-hollandais en 1954.

1.4 Structure

Tous les fruits des citrus cultivés présentent la méme structure anatomique. D’un point
de vue botanique les agrumes sont des fruits charnus de type baie avec un péricarpe structuré
en trois parties bien différenciées : /’épicarpe (Flavédo), mésocarpe (Albédo) et I’endocarpe
(pulpe)

1.4.1 Oranges

L’orange est une baie particuliére partagée en une dizaine de « quartiers ». Dans
chaque quartier, les pépins se trouvent insérés prés de I’axe (placentation axile). L'épicarpe
(zeste) contient de nombreuses glandes a essences. Le mésocarpe blanc a une consistance
spongieuse. L'endocarpe (épiderme interne d'un carpelle) est une fine peau qui entoure les
quartiers et émet des poils succulents qui remplissent l'intérieur des loges carpellaires et

constituent la partie charnue consommée (figure. 1.4)

épicarpe glandes a essence
mesocarpe oo
épicarpe

~ ———mesocarpe

endocarpe

poils endocarpiques
charnus

Figure 1.4 : Coupe transversale schématique d’une orange (a) et détails (b)[18].

1.4.2 Citron.
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Le citron est une baie (fruit charnu & pépins). Comme toutes les Rutacées, il porte le
no générique d'agrume. Sa structure est semblable & celle des autres agrumes (orange,

mandarine, pamplemousse, etc.). Pour plus de détails, voir « Orange » (figure. 1.5).

Pépin i Pédoncule

Columelle , \\& i ') ) ‘

Quartier ou \\
segment b “'

. : "’iw

+— Albédo e
+—Flavédo | =°°'°¢

Septum ou
paroi carpellaire

Figure.l.5 : Citron jaune en coupe transversale et citron jaune entier [19].

1.5. Description morphologique et physiologique

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

Cependant, tous les fruits des Citrus cultivés presentent la méme structure anatomique [20].

D’un point de vue botanique, les agrumes sont des fruits charnus de type baie avec un
péricarpe structuré en trois parties bien différenciées : 1’épicarpe appelé flavédo, le mésocarpe

appelé albédo et I’endocarpe (pulpe).

L’épicarpe est la surface périphérique du fruit. Il est coloré par des pigments
caroténoides étre présente 8 a 10% du fruit. Il contient de nombreuses glandes sécrétrices

d’essences aromatiques qui sont réparties de fagon irréguliere.

1.6. Diversité des agrumes

A diversité du genre Citrus se concentre sur quatre entités taxonomiques a I’origine de
la grande majorité des especes cultivées: Citrus maxima (les pamplemoussiers),
reticulata (les mandariniers), C. medica (les cédratiers) et les papedas, regroupant plusieurs
especes. Les trois premieres, qualifiées d’espeéces ancestrales, ont évolué séparément dans
trois zones géographiques distinctes (respectivement I’archipel Malaisien, le sud de la Chine
et le nord-est de I’Inde). C’est lors de cette phase d’évolution séparée que les trois espéces ont
acquis des caractéristiques spécifiques comme la taille et la couleur du fruit, la reproduction

asexueée, la résistance a des contraintes environnementales et méme la taille du génome (tout
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en maintenant un nombre identique de 18 chromosomes). Plus tardivement dans I’évolution,
des croisements sexués se sont produits dans les zones mixtes de peuplement et des formes
hybrides interspécifiques, élevées au rang d’espéce, sont apparues : 1’oranger (C. sinensis) et
le bigaradier (C. aurantium), produits de croisements entre pamplemoussiers et mandariniers,
le citronnier (C. limon), hybride de cédratier et de bigaradier et le limettier (C. aurantifolia)

produit d’un croisement entre un papeda (C. micrantha) et un cédratier [21].

1.7. Composition Chimique

1.7.1. Oranges
Le tableau ci-dessous présente les principaux composes chimiques des oranges.

Tableau I. 1 principaux composés d’orange [22]

Minéraux et oligo-éléments Potassium,Phosphore,Calcium,Magnésium,

Sodium, Fer, Zinc, Cuivre,iode, Sélénium

Protéines Acides amines, Acide aspartique, Acide

glutamique, Alanine, Arginine, Cystine...

Fibres Une teneur de 2.4 % ,elles ont 1’originalité

d’étre riche en pectine (environ 50%)

Glucides Saccharose, Glucose, Fructose

Vitamine C, Vitamine E (tocophérols),
Vitamine A et provitamine A,

Vitamines Vitamines hydrosolubles qui sont toutes des
vitamines du groupe B ( B6,B1 et B9, en

particulier)

Lipides Acides gras monoinsaturés, Acide gras

polyinsaturés, Dont oméga 6, Dont oméga 3

Eau 85,97 g

Autres constituants Stérols végétaux

Donnent a la pulpe sa couleur plus ou moins
marguée jaune orangé pour les flavonoides et
les caroténoides,Jaune pour les xantophylles,

Pigments rouge ou rouge violacé pour les anthocyanes
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1.7.2 Citron
Citrus limon contient de nombreux composants chimiques, y compris les composés

phénoliques (tel que les flavonoides dont les flavanones sont les plus abondant 90%,
contenus dans la partie blanche de la peau du fruit), et d'autres éléments nutritifs et non

nutritifs (vitamines, minéraux, fibres alimentaires, huiles essentielles et caroténoides) [23].

Le fruit présente une haute teneur en vitamine C et contient d’autres vitamines de
groupe A et B (B1, B2, B3, B6 et B9) avec des petites quantités. La teneur en protéines est de
1.19/100 g. Divers substances minérales tel que Na (sodium), K (potassium), Ca (calcium),
Cu (cuivre), Fe (fer), Mg (magnésium), Zn (zinc) et P (phosphore) en été identifiées dans le
citron dont le potassium est le minéral le plus abondant avec une valeur de 8600 mg/100g.
Ces élements jouent un role important dans les systemes biologiques, sont essentiels pour la

nutrition et largement utilisés dans le domaine de la meédecine clinique.

La peau de citron contenait de la graisse brute (4,98%), fibre brute (15,18%). L’ar6me
de citron résulte de ces huiles essentielles abondantes dans les vacuoles de 1’écorce, il s’agit
d’un mélange de limonéne, du citral, citronellal et des coumarines. L’acide citrique est ’acide

organique le plus représente dans le citron avec une quantité de 5-6 g/100 ml.[24]

Selon Souci et al. (1996) la composition biochimique moyenne du citron (pour 100g

de fruit frais).

Tableau 1.2. Composition biochimique moyenne du citron [24].

Composition Teneur
Eau 90,20 ¢g/100 g
Glucides 3.16/ 100g
Protéines 0,70 g/100g
Lipides 0,60 g/100g
Acides organiques 4,88 g/100g
Fibres alimentaires 0,50 g/100g
Les vitamines 51,26 mg/100g
Les minéraux 211,95 mg/100g
Apports énergétiques 36,48 K Calories
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1.8. Les agrumes dans le monde

La production mondiale dagrumes, toutes espéces confondues, s'éléve a plus de 110
millions de tonnes par an, sur une superficie de 7,5 millions d'hectares environ. Les oranges
représentent environ 60 % de la production totale d'agrumes. Les tangerines, mandarines,
clémentines et satsumas comptent pour 23 % du volume mondial. Environ 13,7 millions de
tonnes de citrons et de limes, ainsi que 4,4 millions de tonnes de pamplemousses et pomelos

sont produites annuellement.

Les rendements moyens se situent entre 5,3 et 6,7 tonnes/an, mais les pays aux
cultures plus intensives atteignent une moyenne nationale de 11 a 15,5 tonnes/an. Dans les
régions les plus propices, les meilleurs producteurs parviennent & produire 20 & 26 tonnes/an.
Le Brésil cultive un quart de la production mondiale d'agrumes dont 75 % sont transformés en
jus. La Chine et les Etats-Unis sont également d'importants producteurs avec respectivement
17,6 et 11 millions de tonnes. Ensemble, le Brésil et les Etats-Unis représentent plus de 90 %
de la production mondiale de jus d'orange. Environ 22 millions de tonnes d'agrumes sont
produits dans la région méditerranéenne, principalement pour la consommation de fruits frais.
L'Espagne, I'ltalie, 'Egypte, la Turquie et la Gréce sont les principaux producteurs. Plus de
90 % de la production mondiale d'agrumes frais sont consommés dans le pays d'origine. La
région meéditerranéenne est le plus grand exportateur de fruits frais. Les principaux

importateurs sont I'Allemagne, la France, les Pays-Bas et le Royaume-Uni (figure. 1.6) [25].
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Figure I. 6 : Les agrumes dans le monde [26].
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1.9 En Algérie

L’agrumiculture Algérienne est économiquement importante d’une part par
contribution dans I’approvisionnement en fruit et d’autre part par sa participation potentielle
dans I’exportation et par mobilisation de I’emploi direct [27]. Elle couvre une superficie de
63.589, ha avec une production de 16,7 tonnes en 2009 [28]. Ce potentiel est concentré sur
une grande partie au centre de la Mitidja, qui représente 30% de la production totale des
agrumes a I’Ouest dans la région de Rélizane ,Mostaganem ,Mascara et Telemcen , et a I’Est
dans la région de Skikda et El-Taref (figure 1.7) [29]. Le verger agrumicole regroupe
I’ensemble d’especes d’agrumes les organiers, les mandariniers, les citronniers et les pomelos

[30].

80 73,38
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50
40

30
20 16,26

6,84
10 3,36 ' 0,14

oranges clémentines mandarines citronier pomélo

M oranges HMclémentines Limandarines Mcitronier pomélo

Figure 1.7 : Principales espéces d’agrumes en Algérie [30].

Ainsi la superficie agrumicole de la wilaya de Blida est de 16,583 ha assurant une production
de 2.487.792 gx. La plupart de ces vergers se localisent a Boufarik, Mouzaia, Oued eleulleuig

a Larbaa.

1.10 L’utilisation des agrumes

1.10.1. Utilisation et effets thérapeutiques des fruits de genre Citrus

Les Citrus contiennent des quantités élevées de composés qui ont des effets bénéfiques
pour la santé, y compris les polyphénols, I’acide ascorbique, les caroténoides et les
tocophérols [31]. lls ont une valeur trés importante dans la médecine traditionnelle et pour la

fabrication des produits comestibles [32]. Comme ils présentent plusieurs activités
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biologiques, telles que ’activité antioxydantes, antimicrobienne, antibiotique, antiseptique,

antiviral, anti-inflammatoire et anticancéreuse [33].

Gréace aux caroténoides qui vont stimuler la production de cellules osseuses et stimuler
I'absorption du calcium, l'orange est excellente pour vos o0s. La pulpe d’orange fraiche est
utilisée pour traiter les maladies de la peau telle que: L’acné, soin de visage [34].

Abaissement de la pression artérielle, traiter 1’obésité [35].
1.10.2. Utilisation alimentaire

Dans la cuisine algérienne, les écorces fraiches ou sous forme de poudre de Citrus
sinensis sont utilisées pour aromatiser le thé et pour la préparation de certains plats

traditionnels ou gateaux

Les fibres des écorces d’agrumes sont naturellement associées avec des composeés
bioactifs (composes phénoliques, vitamine C) ce qui leur confére des propriétés fonctionnelles
multiples. Plusieurs études ont porté sur D’extraction des fibres des écorces
d’agrumes pour les utiliser dans la formulation des aliments diététiques [36]. La pectine
commerciale est extraite dans la plupart des cas des agrumes (le pamplemousse, le citron et
I’orange) et aussi des pommes [37]. La pectine est utilisée en industries agroalimentaires
grace a son pouvoir épaississant, texturant mais aussi pour son pouvoir gélifiant et stabilisant.
La pectine est utilisée dans plusieurs formulations (produits laitiers, préparations a base de

fruits, cremes glacés, produits a base émulsionnée, confiture et gelées) [38].

Grace a leur pouvoir adsorbant de I’eau, les fibres consommées gonflent dans
I'estomac et l'intestin et jouent le r6le de coupe-faim en procurant une sensation de satiété.
Les fibres insolubles facilitent le transit intestinal, tandis que les fibres solubles favorisent la
croissance de la flore intestinale et améliorent par la suite la digestion. La consommation des
fibres réduit le risque des maladies cardiovasculaires, du cancer du cbdlon et de Il'obésité.

Les fibres des écorces d’agrumes acquirent ainsi toutes les vertus des probiotiques et

ont des applications potentielles en alimentation fonctionnelle [39].

11
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1.10.3. Huiles essentielles

Les écorces d’agrumes sont riches en huiles essentielles qui sont localisées dans des
glandes situées dans le flavédo. Ces huiles essentielles sont extraites a partir des écorces par

une simple pression a froid ou bien simultanément avec 1’extraction du jus.

En effet, les huiles essentielles d’agrumes peuvent étre extraites a froid. Ces huiles
sont ensuite entrainées par un courant d’eau froide. Une émulsion constituée d’eau et d’huile

se forme [40].

Les huiles essentielles des écorces d’agrumes peuvent aussi €tre extraites par la

distillation a la vapeur ou I’hydro-distillation [41].

1.10.4. Utilisation en produits pharma et para pharmaceutiques

Les extraits naturels des écorces sont également l'un des intrants de l'industrie
pharmaceutique pour la préparation de médicaments, de savons, de parfums et autres produits
cosmétiques. De plus, les écorces d’agrumes sont riches en limoneéne, qui est employ¢ dans la
formulation de solvants industriels mais aussi comme solvant biologique [42]. Le linalol et le
citral extraits des écorces de pamplemousse et d’orange douce ont des effets antibactériens
contre Campylobacter Jejuni, E. coli, L.Monocytogenes Et Bacillus Cereus. Le citral est un
composeé actif aussi contre le Penicillium digitatum et Aspergillus Niger. Pour ces raisons, les
huiles essentielles peuvent étre utilisées comme une alternative aux fongicides synthétiques
[43].

1.10.4.1. Domaines d’application et intérét phytothérapie

Les huiles essentielles de citrus sont utilisées pour la préparation des parfums, des
savons, désodorisants, des bougies parfumeées. En industrie alimentaires comme aromatisants,
en aromathérapie, elles sont utilisées pour traiter I’insomnie, ’anxiété et aussi pour calmer les
palpitations. L’huile essentielle de citron est employée comme désaltérant et possede des

propriétés antimicrobiennes, stimulantes, stomachiques, diurétiques [44].

12
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I.11. Les antioxydants des citrus

1.11.1. Définition

Les agrumes sont importants en raison de leurs propriétés nutritionnelles et anti-
oxydantes. Les antioxydants les plus connus sont les caroténoides (surtout le [-caroténe),
’acide ascorbique, les tocophérols (vitamine E) et les poly phénols. Ces derniers incluent les

flavonoides, les tanins et les acides phénoliques [45].

Les antioxydants sont des composes qui peuvent atténuer, inhiber ou prévenir
I’oxydation des matiéres oxydables en éliminant les radicaux libres et en diminuant le stress
oxydatif [46].

Les antioxydants sont classés selon différents critéres :

» Leurs origines : naturelles, synthétiques.

» Leur mode d’action : primaires ou secondaires.

1.11.1.1. Selon P’origine

* Antioxydants synthétiques

Les antioxydants synthétique (artificiels) sont generalement des composés phénoliques
d’origine pétrochimique comme le butylhydroxytoluene (BHT), le butylhydroxyanisole
(BHA) ou encore les gallates. Certaines études ont montré que des extraits de chéne sont plus
efficaces que le BHT pour protéger I'huile de colza de l'oxydation par le dioxygéne.
Cependant, ces extraits, peu solubles dans I’huile, ne peuvent pas y étre incorporés en
quantités suffisantes pour que la protection soit durable. 1l a semblé opportun d’augmenter
cette solubilité en greffant chimiquement une chaine aliphatique aux tanins sans altérer leur
activité antioxydante. Modification chimique d’antioxydants pour les rendre lipophiles.

Application aux tanins [47].
* Antioxydants naturels

Ils incluent des especes chimiques différentes (composes phénoliques, vitamines, etc.)

qui sont d’origine végétale pour la plupart [48].

13
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1.11.1.2 Selon leur mode d’action

* Les antioxydants primaires

Sont naturellement produits par notre organisme. Ces enzymes antioxydantes
endogénes constituent notre plus puissant systeme de défense contre les radicaux libres et les
réactions inflammatoires associées. Il en existe seulement trois : la SuperOxyde Dismutase
(SOD), la Catalase (CAT), et la Glutathion Peroxydase (GPx).

* Les antioxydants secondaires

Quant a eux, sont apportés uniquement par 1’alimentation. Ce sont les vitamines C et
E, les minéraux (sélénium, zinc, cuivre, manganese), les carotenoides et les flavonoides. Les
réserves d’antioxydants pouvant rapidement s’appauvrir, une supplémentassions en

antioxydants primaires et secondaires devient indispensable [49].
1.11.2. Radicaux libres
1.11.2.1. Définition

Les radicaux libres sont des especes chimiques, atomes ou molécules, possédant un ou
plusieurs électrons non appariés (électron célibataire). La tendance des électrons non appariés
a interagir avec les autres molécules ou atomes voisins, pour former des liaisons covalentes,

procure aux radicaux libres une tres grande instabilité [50].

1.11.2.2. Formation des radicaux libres

v" Réaction d’oxydoréduction

Les radicaux libres les plus courants possedent un seul électron célibataire. Ils peuvent
étre formés depuis une espece radicalaire qui subit une réaction d’oxydoréduction. Il y a alors

perte ou gain d’électron.
Oxydation : R-X R-X** e=— Re+X++e —»

Réduction : R-X + e~ R-Xe- Re+X
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Le signe « ¢ » représente 1’¢électron célibataire. Un des exemples les plus connus est la

réaction de Fenton qui fait réagir le fer ferreux et le peroxyde d’hydrogéne :
H202 + Fe2+ —» HOe+ + OH- + Fe3+
v" Rupture homolytique

La production de radicaux libres peut se faire également par rupture homolytique d’une
liaison covalente, ce qui entraine la formation de deux entités ayant chacune un électron

célibataire.
R-X—» Re+ Xe

La rupture homolytique est le partage symétrique du doublet de valence commun, par
opposition a la rupture hétérolytique qui donne naissance a des ions de charge opposée. Celle-
ci intervient le plus communeément en phase gazeuse ou en phase liquide pour les molécules
ayant des liaisons peu polarisées. La molécule de dioxygene est représentative de ce type de
rupture. L’énergic de liaison qui relie les deux atomes d’oxygene (150 kJ mol-1) est
relativement faible par rapport a la liaison carbone-carbone (346 kJ mol-1). Cette liaison

étant fragile, elle est plus apte a subir une rupture homolytique [51].

1.11.3. Caroténoides
Les caroténoides sont des pigments naturels synthétisés par les plantes et les

microorganismes. Dans I’alimentation humaine, les fruits et les légumes sont la source
majoritaire de ces composés et sont présents comme des micro-composes responsables de leur
couleur jaune, orange ou rouge [52]. Ces composés sont des précurseurs de la vitamine A,
donnant aux aliments une saveur agréable. De nature lipidique, solubles dans les solvants
organiques (acétone, alcool), sensibles a la lumiere, au chauffage, aux acides et dans quelques
cas aux bases, et protéegent contre les UV [53]. Le squelette de base des caroténoides
comprend 40 atomes de carbone formé de 8 unités d’isopréne. Les différents caroténoides
sont dérives par des modifications de la structure de base par cyclisation des groupes
terminaux et par I'introduction des fonctions oxygénées qui leur conférent leur couleur

caractéristique et leurs propriétés antioxydantes [53].
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1.11.4 . L’acide ascorbique

L’acide ascorbique ou vitamine C (CsHgOs) est un élement hydrosoluble important
pour la nutrition humaine, fournie par les fruits et les végétaux [54]. Sa teneur dans le miel
est faible. La vitamine C est utilisée comme un additif alimentaire grace a sa capacité
antioxydante [55]. C’est un composé instable, sa dégradation dépend de plusieurs facteurs

comme 1’oxygene, la température et la durée de stockage.
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Chapitre 11 : Principales classes des métabolistes secondaires

Introduction

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leur capacité a produire des
substances naturelles trés diversifiées [56]. En effet, a coté des métabolites primaires
classiques (glucides, protides, lipides, acides nucléiques), ils accumulent freqguemment des
métabolites dites secondaires dont la fonction physiologique n’est pas toujours évidente mais
représente une source importante de molécules utilisables par ’homme dans des domaines

aussi différents que la pharmacologie ou I’agroalimentaire [57].

1.1 Définition

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulees en petites quantites par les plantes autotrophes, ce sont des produits a structure
chimique souvent complexe, ils sont trés dispersés et tres différents selon le type d’espece
[58]. Ils pourraient jouer un role dans la défense contre les herbivores et dans les relations

entre la plante et son environnement [59].

Ces molécules biologiques ne sont pas par définition nécessaires et vitaux pour la
cellule ou l'organisme mais elles ont la particularité d’avoir des effets biologiques sur
d’autres organismes. Elles sont présentes en trés grand nombre et d’une variété structurale
extraordinaire. Ces composés marquent de maniére originale, un genre, une famille ou une

espece des plantes et permettent parfois d’établir une taxonomie chimique [60].

11.2 Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont produits en tres faibles quantité, il en existe plus de
200000 qui sont classees, selon leur apparence chimique, en ’occurrence, les terpénes, les
alcaloides, les composés acétyléniques, les cires et les composés phénoliques . Nous citerons
ci-dessous quelques importants groupes photochimiques, source de molécules biologiquement
actives et regroupés en trois classes principales :

*Les composés aromatiques ( Les composés phénoliques, 1’ acide shikimique ou les dérivés
d’acétate).

*Les composés azotés.
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*Les trapénoides et les stéroides.

e La catégorie des hétérosides, constituée de dérivés glycosylés de composeés
terpéniques, phénoliques et plus rarement d’alcaloides. Ces glycosylations affectent
largement leurs propriétés biochimiques (dont I'extraction dans différents solvants)
mais également leurs effets biologiques (toxicité, propriétés pharmacologiques).

e les molécules désignées sous le terme de « composés mixtes » ou « COMPOSES
d’origine mixte », qui correspondent a des condensations de molécules provenant des
catégories citées plus haut. Mais souvent, les composés mixtes peuvent étre rattachés a

I’une des catégories précédentes [60].

11.2.1. Composés phénoliques :

I1.2.1.1. Définition

Les polyphénols, également dénommés composés phénoliques, sont des molécules
spécifiques du régne végetal. Cette appellation générique désigne un vaste ensemble de
substances aux structures variées qu’il est difficile de définir, cependant 1’élément structural
de base est un noyau benzénique auquel sont directement liés un ou plusieurs groupes

hydroxyles, libres ou engagés dans une autre fonction chimique (éther, ester, hétérosides ...).

II.2.1.2. Localisation

Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des végétaux (racines, tiges,
feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) [61]. Ils sont présents aussi dans diverses

substances naturelles comme les fruits rouges, le raisin ...etc [62].

I1.2.1.3. Réle et intérét des composées phénolique

Les polyphénols constituent les principes actifs de nombreuses plantes médicinales ;
ils ont la capacité de moduler l'activité d'un grand nombre d'enzymes et de certains
récepteurs cellulaires. 1ls sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques
comme la croissance cellulaire, la rhizogénese, la germination des graines et la maturation des
fruits. Ces composes sont réputés aussi pour leur caractere antioxydant, neutralisant les

radicaux libres et limitant ainsi certains dommages oxydatifs responsables de plusieurs
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maladies [63]. En outre, un grand nombre de polyphénols sont reconnus pour leurs propriétés

anti-inflammatoires, antifongiques, antivirales et anticancéreuses [64].

I1.2.1.4. Principales classes des composés phénoliques

Les composés phénoliques, constituent le groupe le plus nombreux et le plus
largement distribué dans le royaume des végétaux, avec plus de 8000 structures
phénoliques connues [65]. Ces composés peuvent étre regroupés en plusieurs catégories qui se
différencient d’abord par la complexité du squelette de base, ensuite par le degré de
modification de ce squelette (degré d’oxydation, d’hydroxylation etc.) et enfin par les liaisons
possibles de ces molécules de bases avec d’autres molécules (glucides

généralement) [66].

On distingue les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins, les

coumarines, les saponines ...etc [67].

11.2.1.4.1. Acides phénoliques
Les acides phénoliques sont des substances phytochimiques ayant au moins un

groupe carboxyle et un groupe hydroxy-phénolique. La dénomination génerale d’acides
phénoliques englobe les formes les plus simples des composés phénoliques qui se séparent
en deux grands groupes distincts : les acides hydroxybenzoiques qui sont des dérivés de
I’acide benzoique et ont une structure en C6-Cl, ils sont trés communs aussi bien sous
forme libre que combinée a [I’état d’ester ou d’hétérosides ; et les acides

hydroxycinnamiques qui dérivent de I’acide cinnamique et possédent une structure en C6- C3

[68,69] .

R2 1 OH
R =~
@) =~
R3
R
OH :
HS
R4
Acide hydroxybenzoique Acide hydroxycinnamique

Figure I1. 1 Structure chimique de quelques acides phénoliques.
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I11.2.1.4.2. Flavonoides

Le terme « flavonoide du grec flavus, (jaune) en latin» est le nom générique qui
désigne une tres large gamme de composés naturels appartenant a la famille des
polyphénols [70]. lls sont considérés comme des pigments quasiment universels des vegétaux,
souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. A 1’état

naturel, les flavonoides se trouvent le plus souvent sous forme d’hétérosides [71].

Tous les flavonoides posseédent le méme élément structural de base
[72]. Avec un squelette a quinze atomes de carbones qui, a son niveau le plus simple, consiste
en deux cycles phényles, les cycles A et B, connectés par un pont a trois carbones (structure
en C6- C3-C6). Le pont en C3 entre les cycles A et B est communément cyclisé pour former
le cycle C. la (figure 11.2) représente la structure de base des flavonoides. Les flavonoides
possedent plusieurs activités biologiques intéressantes telles que I'activité antimicrobienne
[75], antifongique [74], anti inflammatoire et une activité contre la peroxydation lipidique et
l'atteinte hématologique. La nature chimique des flavonoides dépend de leur classe
structurale, de degré d'hydroxylation et de méthylation, de degré de polymeérisation, des
substitutions et des conjugaisons sur le cycle C. Les flavonoides peuvent étre divisés en
différentes classes (tableau 11.1) : anthocyanidines, flavonoles, isoflavonoles, flavones,
isoflavones, flavanes, isoflavanes, flavanols, isoflavanols, flavanones, isoflavanones et

aurones.

Figure Il. 2 : Structure de base des flavonoides.
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* Classification des flavonoides

Tableau I1. 1. Structures des différentes classes des flavonoides [76].

R's
R'a
R, o
R's
Rg
Rg (8]

Flavones Flavonols
R's R's
Ry Ry
Rr oz R7 (o]
= R's R's
Rg OH Rg
Rs Rs o
Anthocyanidines Flavanonols
R’z

R's
Ry
R, o
R's
Rg OH
Rs

Flavan-3-ols ou catéchines

Rz .

RS
Ry e}

Chalcones

R's
R'a
Rz o O
O R's
Reg
Rs o

Flavanones

21




Chapitre 11 : Principales classes des métabolites secondaires

I11.2.1.4.3. Tannins.

Le terme tanin provient d’une pratique ancienne qui utilisait des extraits de plantes
pour tanner les peaux d’animaux, autrement dit, transformer une peau en cuir [77]. Les tanins
sont des polyphénols que l'on trouve dans de nombreux végétaux. Leur structure complexe est
formée d'unités répétitives monomériques qui varient par leur centre asymétrique, leur degré
d’oxydation [78] et leur saveur astringente mais ayant en commun la propriété de tanner la
peau. Cette aptitude est li€ a leur propriété de se combiner aux protéines. Leur poids

moléculaire est compris entre 500 et 3000 g/mol [79] .

* Structure et classification

On distingue, habituellement chez les végétaux supérieurs, deux groupes de tanins
différents aussi bien par leur structure que par leur origine biogénétique:

Les tanins condensés, formes de proanthocyanidines (sous forme d'oligomeres) [80].

Les tanins saponifiables ou hydrolysables : esters d’acides phénols et de glucose [81].
* les tanins condensés

Les tanins condensés, appelés aussi polyphénols ou procyanidoliques, sont largement
répandus dans l'alimentation humaine. Ces tanins sont des oligomeres ou des polymeres de
flavan-3-ols qui ont la propriété de libérer des anthocyanes en milieu acide a chaud par
rupture de la liaison inter monomérique.

La structure complexe des tanins condensés est formée d'unités répétitives
monomériques qui varient par leur centre asymétrique et leur degré d'oxydation. Les formes
naturelles monomériques des flavan-3-ols se différencient par la stéréochimie des carbones

asymétriques C2 et C3 et par le niveau d'hydroxylation du noyau B (figure. 11.3) [82].

Figure I1. 3 tanins condenses.
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* Tanins saponifiables ou hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des esters de glucides ou d'acides phénols, ou de dérivés
d'acides phénols (Figure 11.4); la molécule glucidique est, en général du glucose, mais dans
certains cas des polysaccharides. Ce groupe de tanins est caractéristique des Dicotylédones.
Ces tanins, en raison de leurs nombreux groupements OH, se dissolvent plus ou moins (en

fonction de leur poids moléculaire) dans I'eau, en formant des solutions colloidales [83].
Ces tanins sont de deux types :
- Les tanins galliques qui sont des esters d’oses (glucose) et d’acides galliques (figure 11.4).

- Les tanins éllagiques qui sont des esters d’oses et d’acides éllagiques (figure 11.5).

Figure 11. 4 : Tanins galliques.

i
o [
OH
0
HO Ceq \S_,_ﬂn ﬁ
o
o :SA ~c oH
=c

HO OH —
oH HO oH

Figure I1. 5 : Tanins éllagiques.

11.2.1.4.4. Coumarines

Ces composés constituent une classe importante de produits naturels et donnent une

odeur caractéristique semblable a celle du foin fraichement fauché. Ces composeés se trouvent
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dans de nombreuses espéces végétales et possedent des propriétés trés diverses. Plus de milles
structures de coumarines ont été décrites et les plus simples d’entre elles sont largement
distribuées dans le régne végeétal, avec une abondance remarquable au sein des angiospermes
[84]. Les familles les plus riches en coumarines sont : les légumineuses, les rutacées, les
apiécées et les thyméleacées. Elles sont présentes dans toutes les parties de la plante et

notamment dans les fruits et les graines [85,86].
* Structure chimique et classification

Les coumarines sont caractérisées par une structure qui comporte un noyau benzo (2H)
-1-pyrannone, résultant de la lactonisation de I’acide ortho-hydroxy- cis cinnamique C-2
[87,88]. Toutefois leurs structures restent tres diverses et peuvent étre classés en deux grands
groupes. Coumarines simples (figure. 11.6) et Coumarines complexes (figure. 11.7) ou un

noyau furanne ou pyranne est associé au noyau benzo-a-pyrone [90].

H

Figure I1. 6 : structure de coumarine simple.

HsC OCH;
/ N o

~
0 0" 0 o

Figure I1. 7 : exemples de coumarine complexe .a) furanocoumarine b)pyranocoumarine.
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I1.2.1.4.5. Saponines

Les saponosides ou saponines sont un groupe de métabolites secondaires,
abondamment trouves dans certaines familles du régne végétal. lls sont principalement
produits par les plantes supérieures, mais aussi par des animaux marins inférieurs et quelques
bactéries. Leur nom provient du latin "sapo " signifiant "savon" en raison de leurs propriétés a
former des solutions moussantes en présence deau. Ce sont des hétérosides de poids
moléculaire élevé qui se composent d’une partie lipophile, ’aglycone (ou génine) et d’une
partie hydrophile osidique. Cette combinaison d’éléments structuraux polaires et non polaires

en leurs molécules explique leur comportement moussant en solution aqueuse [91,92].

* Structure chimique et classification

Au niveau structural, les saponines (figure 11.8) sont des molécules composees de
deux entités : une genine (appelée aussi aglycone) et une fraction glycoside. La partie

aglycone (sapogénine) est constituée d’un noyau stéroidique ou triterpenique [93].

Figure 11.8 : Structures des saponines. (a) Ginsenoside, (b) Diosgenin, (c) Gymnemagenin
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Tableau 11.2. Activités des composés phénoliques [94].

Polyphénols Activités

Acides Phénoliques (cinnamiques et | Antibactériennes

benzoiques)
Antifongiques

Antioxydantes

Flavonoides Antitumorales

Anticarcinogenes

Anti-inflammatoires

Hypotenseurs et

diurétiques

Antioxydantes

Coumarines Protectrices vasculaires

Antioedémateuses

Tannins galliques et catéchiques Antioxydantes

11.2.2. Alcaloides

Les alcaloides sont un groupe de composés azotés, hétérocycliques et doué de
propriétés physiologiques prononcées méme a faible dose [95]. Leurs noms se terminent
toujours par <-ine>. Ils présentent des réactions communes de précipitation par lesquelles ils
sont détectés (capacité de se combiner avec des métaux). Représentant un groupe fascinant de
produits naturels, ils constituent 1’'un des plus grands groupes de pres de 10000 & 12000

structures [96].
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I1.2.2.1. Classification des alcaloides

Parmi les nombreux systemes proposes pour la classification des alcaloides, on peut
citer, selon leur biogénése et la position de ’azote, celui qui regroupe les alcaloides en trois

classes [97,98]. On distingue généralement :

e alcaloides vrais.
e pseudo-alcaloides.
e proto-alcaloides.
*Alcaloides vrais
Les alcaloides vrais représentent le plus grand nombre d’alcaloides qui sont toxiques
et disposent d’un large spectre d’activités biologiques. Ils dérivent d’acides aminés et
comportent un atome d’azote dans un systéme hétérocyclique. Ils sont présents dans les

plantes, soit sous forme libre, soit sous forme de sel, soit comme N-Oxyde (figure .11.9) [99].

Fpe

Hygrine Cocaine Lobéline

Figure 11. 9 : Structure de quelques alcaloides vrais.
* Pseudo-alcaloides
Ce sont des composés dont le squelette carboné de base ne dérive pas d’acide aminé. I1

s’agit d’alcaloides aromatiques qui sont, dans la majorité des cas, des isoterpénoides comme

la capsaicine. La caféine et la noréphédrine sont aussi des pseudo- alcaloides (figure 11.10).

%
Ho Mo A
| /\/\/\)\ " { |
”/\T"N\Cﬂs
o
capsaicine noréphédrine caféine

Figure 11.10 : Structures de quelques pseudo-alcaloides.
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* Proto-alcaloides
Ce sont des amines simples qui dérivent d’acides aminés mais pour lesquels ’azote est
en dehors des structures cycliques (exemple : la colchicine), certains s’associent a des résidus
terpéniques, exemple: alcaloides indoliques monoterpéniques (utilisés contre le cancer)
(figure 11.11).

H
H HGD/\’"H:
I.-
H “on, HO
Colchicine Adrénaline Dopamine

Figure 11.11 : Exemple des proto-alcaloides

I1.2.2.2. Propriétés thérapeutiques des alcaloides

Les alcaloides sont des substances particulierement intéressantes pour leur activité
pharmacologique qui s’exerce dans des domaines variés. Au niveau du systéme nerveux
central, ce sont des dépresseurs (morphine) ou des stimulants (caféine) On notera aussi
I’existence de curarisants, d’anesthésiques locaux (cocaine), d’antifibrillants (quinidine),

d’anti-tumoraux (vinblastine), d’antipaludique (quinine) [100].

Ces différentes activités (et d’autres) conduisent a une utilisation pharmaceutique des
plantes a alcaloides. D’une manic¢re générale, les alcaloides sont des substances
particulierement intéressantes pour leurs activités pharmacologiques tres variées ainsi que par
leur toxicité [101].

11.2.3. Terpenes et stérols

I1.2.3.1. Terpenes

Les terpenes sont des hydrocarbones naturels, de structure, soit cyclique soit a chaine
ouverte : leur formule brute est (C5Hx)n dont le x est variable en fonction du degré
d’insaturation de la molécule et n peut prendre des valeurs de (1-8) sauf dans les polyterpenes
ou il peut atteindre plus de 100 (caoutchouc). La molécule de base est I’isopréne de formule

C5H8 (Figure 11.12). Le terme terpénoide désigne un ensemble de substances présentant le
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squelette des terpénes avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone,
acide, lactone, etc....) [102]. Ces composés sont majoritairement d’origine végétale. Ils sont
synthétisés par les plantes, les organismes marins, les champignons et méme par les animaux
[103].

T
HeZ C"‘“‘*c*"""’" ol
2
|

H

Figure 11.12 : Structure de la molécule d'isopréne.

I1.2.3.1.1. Classification des terpénes

Les terpénes forment un groupe de produits naturels largement répandu et d'un intérét
chimique considérable. Bien que de structures trés diverses, ils ont un caractere commun : ils
peuvent étre virtuellement déconnectés en unités isopréniques. De ce fait, la classification des
terpénoides est basée sur le nombre de répétitions de 1unité de base isopréne, ce qui donne
des : hémiterpénes (C5), monoterpenes (C10), sesquiterpenes (C15), diterpénes (C20),
sesterpenes (C25), triterpénes (C30), tetraterpenes (C40) et polyterpenes comme indiqué sur
la (figure 11.13) [103,104].

Cs ‘5‘“’1"'“- —~oPr = oFPP  Hémiterpémnes
=P T ChASFF
Cao — Monoterpéanes et iridoides

— C4s —— Seasquiterpé&anes

w2 +IF"F"l

Cas Sestorpdmnes

Can Triterpénes, stéroides

a0 Tétraterpénes, caroténoides

Figure 11.13 : Classification des composés terpéniques.
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I1.2.3.2. Stérols

Les stérols possédent une structure chimique proche de celle du cholestérol. Cette
proximité permet a ces derniers de tromper l'organisme permettant ainsi de limiter le passage
du cholestérol de l'intestin vers le sang. Ce sont des substances naturelles stéroidiques

caracterisées par un noyau polycyclique portant une fonction alcool [100].
Ces stérols sont classés comme suit :

Selon I'lUPAC, les stéroides incluent tous les lipides possédant un noyau
cyclopentanophénanthrénique (stérane) ou dérivant de celui-ci [103]. Cette définition ne
catégorise pas les différents types de stéroides. Toutefois, I''UPAC précise que les « stérols
sont des stéroides » se caractérisant par la présence d'un groupe hydroxyl -OH sur le carbone
C3 et comme exemple, le cholesterol (figure 11.14).

En revanche, pour plusieurs biochimistes, les « stérols » constituent une catégorie a

part entiere incluant les stéroides, ainsi que cing autres sous-classes [105].
« Les stérols et deriveés : cholestérol, phytostérol et stérides .

« Les stéroides : cestrogénes, androgenes, gluco- et minéralocorticoides .

» Les sécostéroides : vitamine D.

* Les stéroides conjugués.

* Les hopanoides.
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HO

Cholestérol

Stérane

[-sitostérol Vitamine D

Cardénolide

Figure 11.14 : Quelgues exemples de stéroides.

11.2.3.3. Intéréts des terpenes et des stérols

Les terpénoides sont connus comme doués de propriétés antifongiques et
antibactériennes. Le mécanisme des terpénoides n'est pas bien connu mais, il pourrait induire

une destruction de la membrane du microorganisme par une action lipophilique [80].
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Les triterpénes font un groupe de produits naturels de premiére importance dans les
terpénes. Ils sont responsables d'une multitude d'activités biologiques : cytostatique,

antivirale, insecticide, anti-inflammatoire, molluscicide et analgésique [106] .

Le B-sitostérol appartient a la famille des stérols végétaux ou phytostérols, composés
naturels présents dans toutes les plantes. Le B-sitostérol est comparable au cholestérol. 11 peut
aider a réduire le taux de cholestérol en limitant la quantité de cholestérol qui peut entrer dans

le corps. Le B-sitostérol est également reconnu pour son activité anti-inflammatoire [107].

Les stérols sont des constituants de membranes cellulaires qui jouent un rdle tres

important dans la perméabilité de celles-ci et aussi dans la prolifération cellulaire [100,108].

11.2.4. Huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des composants liquides et hautement volatiles des plantes
marqués par une odeur forte et caractéristique, les terpenes (principalement les monoterpénes)
représentent la majeure partie (environ 90%) de ces composants. Les HES ne contiennent pas
de corps gras (lipides). Elles sont obtenues par distillation par la vapeur d’eau et sont plus ou

moins modifiées au cours de la préparation [109].

I1.2.4.1 Huile essentiel des agrumes

Les huiles essentielles constituees principalement des métabolites secondaires
lipophiles volatils tels que les hydrocarbures (terpenes et sesquiterpénes) et les composés
oxygenés (alcools, aldéhydes, cétones, phenols, éthers, esters, lactones et éthers
phénoliques).lls sont des mélanges de structure extrémement complexe, pouvant contenir plus
de 300 composés différents. Les composants principaux peuvent constituer a 80 % de I’huile,

tandis que d’autres composants sont présentés seulement comme trace [110].

De nombreux facteurs influents sur la composition des huiles essentielles, les facteurs
environnementaux en particulier (propriétés du sol, approvisionnement en eau, lumiere du

soleil, température) ont un effet important sur la qualité et la quantité de la composition.

Les fruits d’agrumes ont des ardmes distinctifs car ils libérent de petites quantités de
composés volatils dans I’atmosphére. La quantité des substances libérées augmente avec la

maturité des fruits et I’¢1évation de la température de stockage. L’émission des substances
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volatiles augmente aussi considérablement si la peau est blessée ou coupée et les sacs a huiles

rompus [111].

I11.2.4.2 Composition chimique

La composition chimique des essences est complexe et peut varier selon I’organe, les
facteurs climatiques, la nature de sol, les pratiques culturales et le mode d’extraction. Les
huiles essentielles sont un mélange de constituants qui appartiennent a trois catégories de

composés terpéniques et aromatiques variés [112].
*Les terpénes

Les terpenes sont des hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou de chaine
ouverte. Leur particularité structurale la plus importante est la présence d’unité isoprénique a
5 atomes de carbone dans leur squelette. Ils sont subdivisés selon le nombre d’entités
isoprénes en monoterpénes formés de deux isoprénes, les sesquiterpenes, formes de trois
isoprénes , les diterpénes, formés de quatre isoprénes . Les tétraterpenes huit isoprenes qui
conduisent aux caroténoides. Les polyterpénes ou n le nombre d’entité isopréne peut-étre de 9

4 30[113].

Les monoterpenes (C 10 ) : sont les composeés majeurs des huiles essentielles avec des
teneurs comprises entre 89,8 % et 99,08%. Le limonene est en général le composé le plus
abondant, et d’autre composants monoterpénique comme myrcéne , a- pinéne, o-thujene, -

pinéne, a-terpinéne, B-terpinene, p-cymene...etc

Les sesquiterpenes (C 15): ce sont des terpénes en (C 15) présents en faible quantité

dans les plantes, sauf dans le bois des arbres.

Les diterpénes (C 20 ) : molécules assez rares dans les huiles essentielles, et présentes

en faible quantités (cypres, thuya, méleze).

. Les triterpenes (C 30): leur présence est aléatoire dans les huiles essentielles. Car, plus la
molécule contient un nombre important de carbones, plus elle est « lourde » et donc plus il est
difficile de I’extraire par distillation a la vapeur d’eau. Les triterpénes font souvent partie des

structures epicuticulaires des plantes aromatiques [114].
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Phénols et terpénols (Monoterpénols (C 10 ) Sesquiterpénols (C 15 ) et Diterpénols
(C20)) molécules possédant une fonction alcool.

Aldéhydes : il existe des aldéhydes terpéniques et des aldéhydes aromatiques.

Lactones : esters intramoléculaire non aromatiques trés actifs, non toxiques, a I’état de
traces dans les huiles essentielles.

Coumarines : ce sont des esters intramoléculaires aromatiques, tres souvent présentés
dans les essences, en particulier les essences de Citrus. Toujours en faible

concentration dans les huiles essentielles.

Phtalides : famille chimique apparentée aux coumarines, d’odeur puissante et
caracteéristique.

Composés azotés : ce sont des composés peu courants au sein des huiles essentielles.

Les composés soufrés : ces composés se rencontrent souvent a 1’état de traces dans les
huiles essentielles.

Les acides, les esters, cétones, oxydes terpéniques, éthers.[115]

Limonéne Myrcéne Giéranial

e \O

Alpha-Pinéne Linalol
OH

Figure 11. 15 : Les composés majoritaires de 1’huile essentielle de citrus.[116]
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Figure I1. 16 : Quelque exemple de Les structures rencontrées dans les huiles essentielles.

I1.2.4.3 Répartition et localisation

Les huiles essentielles sont biosynthétisees par des plantes odorantes dites aromatiques
comme métabolites secondaires. Ces plantes se caractérisent par la présence de structures
sécretrices bien spécialisées telles que les poils sécréteurs (Lamiaceae), les poches sécrétrices
(Myrtaceae) et les canaux secréteurs (Apiaceae). Ces structures sont impliquées dans le
stockage des huiles et sont également dotées d’un caractére physiologique sécrétoire bien

défini, qui different selon I’organe végétal en question [117].

Les huiles essentielles sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et
s’accumulent en général dans des cellules glandulaires spécialisées, situées en surface de la
cellule (Figure 11.17). Ensuite, elles sont stockées dans des cellules dites cellules a huiles
essentielles, dans des poils sécréteurs, dans des poches sécrétrices ou dans des canaux
sécreteurs. Elles peuvent étre stockées dans tous les organes des végétaux : fleurs, feuilles,

écorces, racines, rhizomes, fruits, bois et graines [80,118,119].
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Figure I1. 17 :Coupe transversale de 1’épicarpe d’une orange [120].

Les huiles essentielles sont élaborées et stockées dans des poches shizolysigenes (figure 11.17)
[100]. Ces poches sécrétrices sont localisées dans tous les organes végétaux des Citrus :
I’écorce, les feuilles, les tiges, les fleurs, les fruits (le flavedo) et les graines. Les cellules,
entourant la poche, se divisent et s’organisent pour constituer des rangées successives autour
de la poche, avec un phénoméne de lyse pour les cellules de la rangée la plus interne ( figure
11.18) [120].

Figure 11. 18 : Poche sécrétrice dans le fruit du citronnier, Citrus limon, famille Rutacées.
Coupe transversale x 25. Sous le microscope photonique .[120]

Les huiles essentielles n’existent que chez les végétaux supérieurs. Elles sont produites dans
le cytoplasme des cellules sécrétrices et s’accumulent en général dans des cellules
glandulaires spécialisées, souvent situées sur ou a proximité de la surface des tissus des
plantes et recouvertes d’une cuticule. Ces huiles essentielles se rencontrent dans tout le régne
végétal. Cependant elles sont particulierement abondantes chez certaines familles: les
coniferes, les rutacées, les ombelliféres, les myrtacées, les lamiacées, Asteraceae, Apiaceae et

les poacées. Tous les organes peuvent en renfermer, surtout les sommités fleuries (lavande,
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menthe...) mais on en trouve aussi dans les racines ou rhizomes (vétiver,gingembre), dans les
écorces (cannelle), le bois (camphrier), les fruits (poivres) et les graines (Muscade).Elles
peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux : fleurs, feuilles, écorces, bois, racines,
rhizomes, fruits et graines[121,122,123].

I1.2.4.4. Domaines d’application et intérét phytothérapie

Les huiles essentielles de citrus sont utilisées pour la préparation des parfums, des
savons, désodorisants, des bougies parfumées. En industrie alimentaires comme aromatisants,
en aromathérapie, elles sont utilisées pour traiter I’insomnie, 1’anxiété et aussi pour calmer les
palpitations. L huile essentielle de citron est employée comme désaltérant et possede des

propriétés antimicrobiennes, stimulantes, stomatiques et diurétiques.

» Contre les troubles nerveux.

« Contre les maladies infectieuses antivirale et antiseptique, et bactéricide.

» Désinfection de I’air, purifiant , anti-stress et ralentit le systéeme cardiaque.
« Contre les problemes de poids, détox, stimulant du foie.

« Contre le vieillissement prématuré, relaxante , sedative.

« Soin de la peau antirides ,tonique.

Les huiles essentielles des Citrus deviennent un des principaux produits de commercialisation
internationale [124]. Ces essences peuvent étre commercialisées et utilisées pour leurs
activités biologiques : pouvoir antioxydant, pouvoir antiseptique, antibactériennes et
antifongiques ; Comme on dit : a ces niveaux de qualité, correspondent des niveaux de prix
différents. Cependant du point de vue commercial, les huiles essentielles de Citrus présentent
une importance économique considérable, leur prix varie en fonction du procédé utilisé pour
I’extraction, de I’origine et de la qualité et comme elles sont assez courantes, elles ne coutent
pas cher [125, 126.127]. Les couts de production dépendent essentiellement des charges (prix
de I’énergie, des intrants nécessaires a la culture, taux d’intérét, charges fonciéres, colt de la

main-d’ceuvre, etc.).

I1.2.4.5. Toxicité des huiles essentielles

Bien que d’origine naturelle, les huiles essentielles peuvent se révéler dangereuses
pour la santé présentant une toxicité par voie orale avec des doses létales a 50% (DL 50 )

supérieures a 5 g/kg, peut provoquer des effets néphrotoxiques, hépatotoxiques,
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neurotoxiques...etc, et peut entrainer une insuffisance rénale chez I’enfant & doses élevées

[128].

L’usage des huiles essentielles en application locale, en parfumerie ou en cosmétique,
peut générer des irritations et des allergies. Les essences d’agrumes (pamplemousse,
citron...etc) sont photo-sensibilisantes par des réactions épidermiques aprés exposition au
soleil [129].

L’utilisation des huiles essentielles doit s’accompagner de nombreuses précautions. La
plupart des composés d’une huile essentielle sont lipophiles et sont donc rapidement absorbés,
quel que soit la voie d’administration. Plusieurs facteurs jouent un role dans la dangerosité
d’une huile essentielle comme la teneur en molécules toxiques, la maniere d’appliquer I’huile
essentielle, le dosage ou encore la durée de 1’application. Il convient donc de tester une huile
essentielle avant toute utilisation. De plus, il convient de ne jamais appliquer une huile
essentielle pure sur les muqueuses (nez, yeux...etc), ce type d’application nécessite une
dilution systématique de I’huile essentielle. Elle est déconseillée aux femmes enceintes et aux

femmes qui allaitent [130].

I1.2.4.6. Méthodes d’extraction

L’extraction des huiles essentielles de la matiére végétale peut étre réalisée au moyen
de nombreux procédés, basés sur des techniques anciennes a savoir, la distillation,
I’expression, 1’enfleurage ou I’incision. Cependant, d’autres méthodes récentes sont apparues
ces dernieres années comme I’extraction sous irradiation micro-ondes ou par ultra-sons.
Toutefois, la distillation reste la méthode la plus prisée du fait qu’elle est facile a mettre en

ceuvre [131].

11.2.4.6.1 Extraction par hydrodistillation :

Dans le cas de I’hydrodistillation qui est la méthode la plus utilisée, la composition du
produit obtenu, le plus souvent, est différente de celle du mélange initialement présent dans
les organes sécréteurs de la plante. Cela est dd a la labilité des constituants des HES. Au cours
de I’hydrodistillation, I’eau, 1’acidité et la température peuvent induire I’hydrolyse des esters
par exemple mais aussi des réarrangements, des isomérisations, des racémisations, des

oxydations...etc [100].
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Il est a mentionner que d’autres facteurs comme le climat, le sol, et les conditions de

croissance influence sur la qualité et la concentration des composés dans les huiles

essentielles, et par conséquence la concentration des composés dans les huiles essentielles, et

leur pouvoirs thérapeutique (Figure 11.19) [132].
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Figure I1. 19 : Appareillage utilisé pour I’hydrodistillation [133].
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Chapitre 111: Matériels et méthodes

Ce travail de recherche a été réalisé au laboratoire pédagogique de chimie de la faculté des
Sciences exactes et sciences de la nature et vie, département des sciences de la matiere, de

l'université de Biskra.
e Objectif général :

Etude comparative entre deux agrumes qui représentent des fruits de I'hiver citrus limon et

citrus sinensis qui sont cultivé a Blida.
e Obijectifs spécifiques :

v Caractérisation qualitative des métabolites secondaires qui existent dans 1’orange et le

citron en effectuant un criblage phytochimique.

v Extraction par macération et étude de l'effet de solvant (solvant polaire et apolaire).

v Etude quantitative des différents extraits obtenus par quantification des polyphénols

totaux, flavonoides totaux et flavonols totaux par dosage colorimétrique.

111.1.Matériels

III.1.1. Matiere végétale

Dans ce travail de recherche, les agrumes utilisés sont 1’orange et le citron.

Figure I11. 1 : Orange et citron.(Auteurs,2021).
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III.1.2. Echantillonnage :

= Pulpe de l'orange.
= Pulpe du citron.

I11.1.3. Réactifs chimiques

Une série de produits chimiques ont été utilisés pour la réalisation de ce travail de

recherche. lls sont représentés dans le tableau 111.1 :

Tableau I11. 1 : Réactifs chimiques

Réactifs chimiques

Hexane Eau distillée

Ethanol Acétone

Reéactif de dragendorf Reactif de Mayer
Liqueur de Fehling Acide chlorhydrique(HCI)
Hydroxyde de sodium (NaOH) Magnesium

Acide sulfurique (H2SO4) Chlorure de fer(FeCls)
Acide acétique(C2H402) Chloroforme (CHCIs)
Anhydride acétique Rutine

Acide gallique Chlorure d’aluminium
Carbonate de sodium Quercétine

Reéactif de Folin-Ciocalteu Acétate de sodium

I11.1.4 Matériels du laboratoire

Le matériel du laboratoire utilisé est représenté en différentes verreries et outils. 1ls

sont représentés dans le tableau 111.2 :

Tableau Ill. 2 : Matériels du laboratoire

Matériels du laboratoire

Eprouvette graduée

Porte-tubes a essai

Béchers Papier filtre
Entonnoirs Papier aluminium
Erlenmeyers Parafilm

Tubes a essai Spatule

Fiole jaugée Creuset
Micropipette Bain marie
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III.1.5. Appareillage

Les appareils utilisés dans cette recherche sont :

= Plague chauffante.
= Evaporateur rotatif.
= Etuve.

= Spectrophotometre UV-visible.

111.2.Méthodes

II1.2.1. Criblage phytochimique

C'est une technique qui permet de déterminer les différents groupes chimiques
contenus dans un organe végétal. Elles se basent sur des réactions chimiques qui permettent

d'identifier la présence ou l'absence des substances chimiques [134].

Les groupes phytochimiques sont nombreux, mais on peut citer les principaux : les
alcaloides, les polyphénols (flavonoides, tannins), les saponosides, les coumarines, les terpénes et

stérole ...etc.
I11.2.1.1. Préparation des extraits

On prépare quatre récipients afin de mettre séparément dans chacun 50 ml des solvants
suivants : eau, hexane, acétone et éthanol. On fait introduire séparément la quantité pesée de
chaque échantillon, on laisse macérer a temperature ambiante pendant 2 heures. Apres

filtration avec papier Wattman n° 3, on obtient quatre extraits pour chaque échantillon.

I11.2.1.2.Test Phytochimiques

* Recherche des flavonoides
= Test 1 (Test de Shinoda)

A 5 ml d’extrait a tester, on ajoute, quelques copeaux de magnésium et quelques gouttes
d'acides chlorhydrique (HCI), I'apparition d'une coloration rose ou rouge indique la présence

des flavonoides.

On prend 1ml de chaque extrait, on ajoute quelque goutte de soude (NaOH). L apparition

d’une couleur brun-jaunatre indique la présence de flavonoides [135].
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*Recherche des tannins

On prend 1ml de chaque extrait, on ajoute 2 ml d’eau distillée et quelque goutte de
chlorure ferrique(FeClz) diluée a 1%. L’apparition d’une coloration verte foncée ou bleue

verte indique la présence des tanins [136].

*Recherche des coumarines

On prend 2ml de chaque filtrat, on ajoute 3ml de NaOH a 10%, I’apparition d’une

couleur jaune indique la présence des coumarines [137].

*Recherche des saponines

A 1 ml de I'extrait aqueux, on a ajouté quelques gouttes d'eau distillée dans un tube a
essai. La solution a été agitée vigoureusement et I’apparition d’une mousse persistante stable

pendant 2 min indique la présence des saponines [138].

*Recherche des sucres réducteurs :

On ajoute quelque goutte de la liqueur de Fehling a 1ml d’extrait puis on chauffe les tubes
contenant les mélanges au bain marie a 40° C. Un test positif est indiqué par I’apparition d’une

couleur rouge brique [135].

*.Recherche des glycosides

On fait introduire 1ml du chaque filtrat dans un tube a essai et on ajoute 0.4 ml d’acide
acétique, on ajoute une goutte de chlorure ferrique (FeClI3) et quelques gouttes de I’acide
sulfurique (H2SO4) concentré. L’apparition d’une coloration anneau marron indique la présence

des glycosides [135].
*Recherche des stérols et terpenes

= Testl

On ajoute 1 ml d’anhydride acétique a 1ml de chaque filtrat, par la suite on ajoute
quelques gouttes d’acide sulfurique concentré (réaction de Liebermann). L’apparition d’un
anneau rouge indique la présence des triterpenes, et ’apparition d’une couleur verte indique la

présence de stérols [137,135].
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= Test?2

On ajoute2 ml de chloroforme (CHCI3) et quelques gouttes d’acide sulfurique (H2SO4) a
1 ml de chaque filtrat (réaction de Salkawski). L apparition d’une couleur rouge écarlate dans

la couche inférieure du filtrat indique la présence de stérols [135].

*Recherche des alcaloides

= Testl

On prend 1 ml de chaque filtrat, on ajoute a chaque tube quelques gouttes de réactif de
dragendorf. L'apparition d'un précipité rouge-orangé indique la présence des alcaloides [135].

= Test?2

On prend 1 ml de chaque filtrat, on ajoute quelques gouttes de réactif de Mayer. L'apparition

d'une couleur blanc-jaunatre indique la présence des alcaloides[135].

I1.2.2. Extraction et dosage des composes phénoliques

11.2.2.1.Extraction par maceration
= Principe

La macération est une méthode traditionnelle couramment employée. Elle consiste en
la mise en contact du matériel végétal avec le solvant sans ou avec agitation. Dans cette
méthode on utilise des quantités considerables de solvants. En plus, elle se déroule a
température ambiante, ce qui est tres positif pour conserver lintégrité des molécules
[139,140].

= Mode opératoire :

200 g de la pulpe de I'orange et citron sont mises a macérer séparément dans des
béchers, en utilisant un solvant polaire (éthanol)), pendant 24 heure a température ambiante,
cette étape est répéter trois fois. La filtration est réalisée sur papier filtre. Le filtrat de chaque
échantillon est versé dans un ballon (solvant plus matiéres solubilisées) et évaporé a sec a
’aide d’un évaporateur rotatif muni d’une pompe a vide a une température qui ne dépasse pas
60 °C pour éliminer tous le solvant (éthanol). Enfin, pour chaque échantillon, on a obtenu un
extrait sec a analyser qu’on a pesé avec soin afin de quantifier la masse, le protocole

d'extraction est résumé dans la figure 111.2.
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A TEMPERATURE
200 G DE LA MATIERE (LA AMBIAIJI\‘:(I:EEI;TI'?SNNT 24H
PULPE)
SOLVANT (ETHANOL)
FILTRATION
EXTRAIT ETHANOLIQUE
EVAPORATION A SEC

Figure 111.2 : Protocole d'extraction par macération des oranges et des citrons

II1.2.2.2. Détermination du rendement d'extraction :

Le rendement est exprimé en pourcentage massique par rapport a la quantité de
matiere seche selon la formule :
R (%) = [M1/ Mg] x 100
R % : Rendement des extraits.
M: : Masse de I’extrait sec obtenu exprimée en g.

Mo : Masse initial de I'organe de la plante exprimée en g.
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I11.2.2.3. Quantification des composés phénoliques :

La détermination des composés phénoliques : polyphénols totaux, flavonoides totaux
et flavonols totaux présents dans les la pulpe d’orange et de citron étudiée a été réalisée a

I’aide d’un spectrophotometre UV visible.

* Dosage des polyphénols totaux :
* Principe

Le dosage des polyphénols totaux a été déterminé par spectrophotométrie, selon la
méthode colorimétrique en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu [141]. Ce réactif de couleur

jaune est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique.

Lorsque les polyphénols sont oxydés, ils réduisent le réactif de Folin-Ciocalteu en un
complexe ayant une couleur bleu constitu¢ d’oxyde de tungsténe et de molybdene. L’intensité

de la couleur est proportionnelle aux taux des composés phénoliques oxydés [142].
= Protocole :

Le protocole utilisé (figure. 111.3) est basé sur celui décrit par Singleton et al. en y
apportant quelques modifications. Brievement, dans des tubes a hémolyse en verre, un volume
de 200 pl de chaque extrait a été ajouté, avec un mélange de 1 ml de réactif Folin-Ciocalteu
dilué 10 fois, et 800 pul d’une solution de carbonate de sodium a 7,5 %. Les tubes ont été
agités et conservés pendant 30 min a l'obscurité (annexe V). L’absorbance est lue a 765 nm.
Chaque lecture est répétée trois fois. Une courbe d’étalonnage a été réalisée en paralléle dans
les mémes conditions opératoires en utilisant ’acide gallique a différentes concentrations
(0,03 a4 0,3 mg/ml). Les résultats sont exprimés en milligramme d'équivalent d’acide gallique

par gramme de matiére seche (mg EAG/ g) [141].
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‘ I 200 pl DE CHAQUE EXTRAIT I

I CITRON I I D I |

N NN
@

il

Figure I11. 3 : Protocole de dosage des polyphénols totaux.

*Dosage des flavonoides totaux

= Principe

La méthode de trichlorure d’aluminium (AlCl3) cité par Djeridane et al. est utilisé pour

quantifier le contenu en flavonoides dans nos extraits [143].
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Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (-OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de former avec son groupement -CO et le chlorure d’aluminium un complexe

coloré. L'apparition de la couleur jaune indique la formation de ce complexe.

Ceci se traduit par le fait que le métal (Al) a perdu deux électrons pour s’unir a deux
oxygenes de la molécule phénolique agissant comme donneurs d’électrons .La formule du
complexe entre le chlorure d’aluminium et le composé phénolique est présentée par la figure
ci-dessous (figure 111.4) [144].

Figure 111.4 : Réaction entre le chlorure d’aluminium et les flavonoides

Ce dernier présente une absorption maximale a 420 nm dont Dintensité est

proportionnelle a la quantité des flavonoides présente dans 1’échantillon.
Protocole

0.5 ml de chaque extrait ou standard (préparé dans I'éthanol) sont ajoutés a 0.5 ml de la
solution d’AICIz (2 % préparé dans 1'éthanol). Aprés une heure d’incubation a 1’obscurité
(annexe VI), I’absorbance a été mesurée a A = 420 nm (figure). Chaque lecture est répétée

trois fois.

La quantification des flavonoides totaux a été établie en fonction d’une courbe
d’étalonnage linéaire réalisé par un standard étalon qui est la rutine, préparé a différentes
concentrations de 0.01 a 0.1 mg/ml dans les mémes conditions que 1’échantillon. Les résultats

sont exprimés en milligramme équivalent de rutine par gramme de matiére seche (mg ER/g).
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‘ I 500 pl DE CHAQUE EXTRAIT I ‘

I CITRON I ‘ I ORANGE I |

T

Figure 111.5 : Protocole de dosage des flavonoides totaux.

*Dosage des flavonols totaux :

La méthode d’acétate de sodium est utilisée pour le dosage des flavonols totaux, avec

quelgue modification [145].

= Protocole

On ajoutel ml d'une solution d’AlCls (2%) et 1.5 ml d’acétate de sodium (50 g/1) pour 1

ml de chaque extrait, I'incubation se fait pendant 2 heures et demie a I’obscurité. L’apparition
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de couleur jaune foncé indique la présence des flavonols (annexe VII). L’absorbance de

chaque solution a été mesurée a A = 440 nm.

Une courbe d’étalonnage a été réalisé en paralléle dans les mémes conditions opératoires
en utilisant la quercétine a différente concentration (0.01 a 0.1 mg/ml). Les résultats sont
exprimés en milligramme équivalent de la quercetine par gramme de matiére seche (mg

EQ/g). Ce protocole est résumé dans la figure suivante :

I 1000 pl DE CHAQUE EXTRAIT I |

I CITRON

Figure 111.6 : Protocole de dosage des flavonols totaux.
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I11.2.2.4. Evaluation de I'activité antioxydante en utilisant le test DPPH :

*Le radical stable DPPH :

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle est un radical libre de couleur
violacée qui absorbe dans 1’UV-visible a la longueur d’onde de 517nm [146]. 11 fut I'un des
premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydante des
composés phénoliques [147,148]. Il possede un électron non apparié sur un atome du pont
d’azote (figure II1.7). Du fait de cette délocalisation, les molécules du radical ne forment pas
des diméres. Le radical DPPH reste dans sa forme monomére relativement stable a
température ordinaire [149].

Figure I11.7 : Structure chimique du radical libre DPPH [149].

*Mode opératoire :

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

DPPH. L’effet de chaque extrait sur le DPPH est mesure par la procédure décrite par Seung-
Cheol [150].

Un volume de 1.5ml de différentes concentrations de chaque extrait est ajouté a 1.5 ml
de la solution méthanolique du DPPH (2mg/ml) fraichement préparée. En ce qui concerne le
contréle négatif, ce dernier est préparé en paralléle en mélangeant 1.5ml d’ éthanol avec 1.5ml
d’une solution méthanolique de DPPH a la méme concentration utilisée. Aprés incubation a
I’obscurité pendant 30 min et a la température ambiante la lecture des absorbances est

effectuée a 517 nm a I’aide d’un spectrophotométre.
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* Principe de la méthode :

Reéaction entre le radical libre DPPH et I’antioxydant La réduction du radical libre
DPPH par un antioxydant peut étre suivie par spectrophotométrie UV-visible, en mesurant la
diminution de ’absorbance a 517 nm provoquée par la présence des extraits [1]. Le DPPH est
initialement violé, se décolore lorsque 1’électron célibataire s’apparie. Cette décoloration est
représentative de la capacité des extraits a piéger ces radicaux libres indépendamment de

toutes activités enzymatiques [152].

Dans ce test, le substrat est un radical stable qui, en réagissant avec une molécule
antioxydante, se transforme en DPPH-H (2,2-diphényl-1-picrylhydrazine) avec perte de son
absorbance caractéristique a 517 nm. Les réactions ont lieu a tempeérature ambiante et en
milieu éthanolique, qui permet une bonne solubilisation de la plupart des antioxydants. Ce test

est trés utilisé, car il est rapide, facile et non couteux (figure 111.8)[153].

‘\ij. N[]: Q
. Amtsoayilanst
(0N Y 5 — NH—N

Figure I11. 8 Réduction du radical DPPH.

I11.2.3. Extraction des huiles essentielles des citrus par hydrodistillation

*Hydrodistillation

Le principe de I’hydrodistillation (figure 111.9) correspond a une distillation hétérogéne ou
la matiere végétale est immergée dans un bain d’eau et I’ensemble est porté a ébullition a
pression atmosphérique. Sous ’effet de la chaleur, les cellules libérent leurs contenus

aromatiques qui seront entrainés par la vapeur d’eau en passant par un refroidisseur. Une fois
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condensées, eau et molécules aromatiques du fait de leurs différences de densité, se séparent

en une phase aqueuse et une phase organique : I’huile essentielle.
* Matériel végétal
% Mode Opératoire

o Les fruits ont été soigneusement lavés, séchés et épluchés a 1’aide d’un économe (en
évitant d’inclure I’albédo). Les écorces sont coupées en petits morceaux d’environ 1cm?
maximum.

e La quantité du zeste obtenu sont laisser a sécher a température ambiante et a ’abri de la
lumiére, on a obtenu 30g de zeste sec.

e On a introduit le zeste sec des écorces d’orange et 150 ml d’eau distillée dans un ballon
tricol, sans oublier I’ajout de quelques grains de pierres ponces.

e Aprés on a realisé le montage d’hydrodistillation, chauffage jusqu’ a I’apparition d’une
couche huileuse sur le distillat.

e On a versé le distillat dans une ampoule a décanter et on a ajouté la solution saturé en
NaCl: c’est le relargage (figure 111.10) ; la solubilité de I’huile essenticlle étant moins
importante dans I’eau salée que dans I’cau .

e Onarecueillit la phase organique ; phase supérieure.

e On a fait l'extraction de la phase organique de la phase aqueuse avec 3 fois 5ml de
I’éthanol.

e Onaséché la phase organique en utilisant le sulfate de magnésium, ensuite filtration.

e Finalement, évaporation de I'éthanol a I’aide d'un évaporateur rotatif.
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Figure I11. 10 ’ampoule a décanter (Séparation des phases ).
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Chapitre 1V : Resultats et discussion

IV.1. Criblage phytochimique :

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de composés,

qui existent dans la plante par des réactions qualitatives de caractérisation. Ces réactions sont

basées sur des phénoménes de précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques.

IV.1.1.Criblage phytochimique pour les extraits du citron et des oranges dans les

quatre solvants

Les résultats du criblage phytochimique effectué¢ sur la pulpe d’orange et citron

macérés dans ’eau, I'éthanol, I' hexane et I'acétone sont rassemblés dans les tableau suivant :

e Extraits des citrons

Tableau IV.1 : Résultats des tests phytochimiques preliminaires des extraits de citron

Solvants L’eau Ethanol Hexan Acétone
Tests
Flavonoides Shinoda - - -
NaOH + ++ - ++
Tanins - - - -
Coumarine + + - +
Saponines - - - _
Sucres réducteurs - - - -
Glycosides + + - -
Libermann - - - ¥
Burchard
Térpenes et Salkowski - - - "
stéroles
Alcaloides Dragendrof + ++ +++ ++
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Mayer ++ ++ + -

% Interprétation des résultats :

On a utilisé deux tests différents pour la détection des flavonoides dans les extraits de
citron , qui sont le test de Shinoda et le test de NaOH, les résultats indique la présence des
flavonoides dans les extraits de 1’eau et éthanol et acétone ,et I’absence des tanins dans tous
les extraits et la présence de coumarine dans les extraits de ’acétone et 1’éthanol et I’eau et
I’absence des saponines et les sucres réducteurs dans tous les extraits, la présence des
glycosides dans les extraits de 1’eau et éthanol , pour la détection des stérols on a utilisé deux
tests différents qui sont le test de Libermann Burchard et le test de Salkowski, les résultats
indique la présence des stérols dans les extraits de I’acétone. Pour la détection des alcaloides
on a utilisé le test de Dragendrof, et le test de Mayer, les résultats indique la présence des
alcaloides dans tous les extraits dans le testl , et la présence des alcaloides dans tous les

extraits sauf dans l'extrait de I'acétone .

e Extraits des oranges

Tableau I1V. 2: Résultats des tests phytochimiques préliminaires des extraits des
oranges

Solvants L’eau Ethanol Hexane Acétone

Test

Flavonoides Shinoda - - - +

NaOH - + + -

Tanins - - - -

Coumarine - +++ - ++

Saponines - - - -

Sucres réducteurs - - - .

Glycosides + ++ - +++

Terpénes et | Libermann - - - -

stéroles Burchard
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Salkowski - ++ - +
Alcaloides Dragendrof +++ + +++ +
Mayer - + + +

Interprétation des résultats :

On a utilisé deux tests différents pour la détection des flavonoides dans les extraits de
orange , qui sont le test de Shinoda et le test de NaOH, les résultats indique la présence des
flavonoides dans les extraits de acétone, hexane, éthanole ,et I’absence des tanins dans tous
les extraits ,et la présence de coumarine dans les extraits de 1’acétone et I’éthanol ,et
I’absence des saponines et les sucres réducteurs dans tous les extraits ,la présence des
glycosides dans les extraits de 1’eau et éthanol , acétone .pour la détection des stérols on a
utilisé deux tests différents qui sont le test de Libermann Burchard et le test de Salkowski,les
résultats indique la présence des stéroles dans les extraits de I’éthanol et I’acétone, pour la
détection des alcaloides on a utilisé le test de Dragendrof, et le test de mayer, la présence des
alcaloides dans tous les extraits pour le teste de 1 et la présence des alcaloides dans tous les

extraits I’exception de I’eau dans le test 2.

IV.2. Rendement de I'extraction par macération

Les extraits ont été préparés par macération, en utilisant un solvant polaire qui est I'éthanol

Tableau IV. 3 Rendement des extraits d’éthanol des oranges et citrons

Echantillon Masse initiale(g) Masse final (g) Rendements (%)
Orange 152.69 11.8¢g 7.33
Citron 112.4g 8.5¢ 7.56
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7.55 A

7.5 1
7.45 - 1 Citron

7.4
7.35 1
7.3
7.25 A

7.2 1 T
Citron Orange

M Orange

Figure 1V. 1 Rendement des extraits d’éthanol de I’orange et citron.
Interpreétation des résultats

Les extraits de I'éthanol : les valeurs de rendement d'extraction entre orange et
citron sont presque les mémes. La valeur de rendement de citron (7.56%) un peu élevée que la

valeur de I’orange (7.33%).

IVV.3. Analyse quantitative des composés phénoliques

IV.3.1. Teneurs en polyphénol totaux

La teneur en polyphénols totaux a été estimée par la méthode colorimétrique de Folin-
Ciocalteu, C’est I’'une des méthodes les plus anciennes congue pour déterminer la teneur en
polyphénols des plantes médicinales et des nourritures. L’acide gallique est le standard
employé le plus souvent dans cette méthode. En utilisant un graduant de concentration allant
de 0.03 a 0.3 (mg/ml), pour l'acide gallique, on obtient les valeurs des absorbances
correspondantes (tableau 1V.4) a l'aide d'un spectrophotometre UV-Vis, les résultats obtenus
sont représentés par une courbe d’étalonnage (figure 1V.2). L’équation linéaire obtenue a
partir de cette courbe est : Y=9.337 X-0.114, ou Y représente I'absorbance et X représente la

concentration. La valeur deR2 =0.993.
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Tableau IV. 4 Absorbances de la gamme de concentration d'acide gallique

Concentration 0.3 | 0.27 02 (021 |018 |0.15 |0.12 |0.09 |0.06 |O0.03
(mg /ml) 4
Absorbance 25 12344 |21 |2482 |1.623 | 1.290 | 1.062 | 0.619 | 0.379 | 0.100
60 65
(765nm)
3
y/=9.3374x -0.1449 %
2.5 RZ=0.9937 /
T Ed
£
[J]
S 15 b2
0
£ /
8 1
* = 9
0.5 / P
0
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35

Concentration (mg/ml)

Figure 1V. 2 courbe d'étalonnage de I'acide gallique.

Tableau IV. 5 Teneur en polyphénols totaux dans les extraits éthanoliques des oranges et

citrons

Echantillon

Citron

Orange

Concentration

(mg/ml)

Absorbance

moyenne

(nm)

0.119

0.089

Polyphénols

Totaux (mg,ER/g )

28.16

24.95
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7.6

7.55
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7.4 M Orange

7.35
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Citron Orange

Figure 1V. 3 Teneur en polyphénols totaux dans les extraits éthanolique des oranges et
citrons.

Les concentrations des polyphénols totaux des extraits d'éthanol est calculée a partir de
I’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (Y=9.337 X-
0.144). Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par un gramme
de l'extrait (mg EAG/g d’extrait). Ces résultats ont permis de donner des estimations sur les
quantités des polyphénols totaux contenus dans les échantillons de la pulpe de I'orange et de citron
Chaque essai a été répété trois fois ainsi que, chaque valeur reportée dans les tableaux suivants est

une moyenne (tableau IV.5) La (figure 1V.3) représentent ces résultats.

Tableau IV. 6 Teneur en polyphénols totaux dans les extraits d'éthanol de citron et orange

Echantillon Poly-phénols totaux en mg EAG/g d’extraits
Citron 28.16% 0.0055076
Orange 24.95+ 0.0196723
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Interpretation des résultats :

Il est tres clair de constater d'aprés les résultats obtenus, que tous les extraits testes,

contiennent des polyphénols mais avec des teneurs différentes.

- La teneur en polyphénols totaux est variables selon I’échantillon, on peut constater que d'aprés
les résultats présentés par la (figure 1V.3) que la teneur la plus élevée en polyphénols totaux
revient a l'extrait de citron (28.16+ 0.0055076 mg EAG/g) suivi par I'extrait de I’orange (24.95+
0.0196723mg EAG/q).

IV.3.2. Teneurs en flavonoides totaux

La teneur en polyphénols totaux a été estimée par la méthode de trichlorure
d’aluminium (AICI3), la rutine a été utilisé comme standard, elle est employée le plus souvent
dans cette méthode. En utilisant un graduant de concentration allant de 0.01 a 0.1 (mg/mL),
pour la rutine, on obtient les valeurs des absorbances correspondantes (tableau 1V.7) a l'aide
d'un spectrophotometre UV-Vis, les résultats obtenus sont représentés par une courbe
d’étalonnage (figure IV.4). L’équation linéaire obtenue a partir de cette courbe est :
Y=35.98X-257, ou Y représente l'absorbance et X représente la concentration. La valeur de
R2=10.990

Tableau IV. 7 Absorbances de la gamme de concentration de la rutine.

Concentration (mg | 0.1 0.09 |0.08 |[0.07 |[0.06 |[0.05 |0.04 |0.03 |0.02 0.01
/ml)

Absorbance

(420nm) 2.918 | 2.950 | 2.733 | 2.203 | 1.948 | 1.366 | 1.314 | 0.816 | 0.390 | 0.161
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Absorbance (nm)

35

5 V= 35.988x-0.2571

2 _
R*=0.9903 /

2.5 /

2 /
15 %

1 /
0.5 /T

0 |

0 0.02 0.04 0.06 0.08

Concentration (mg/ml)

0.1

Figure 1V. 4 : Courbe d'étalonnage de la rutine.

Les concentrations des flavonoides totaux des extraits d'éthanol est calculée a partir de

I’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie avec la rutine (Y= 35.98X-257). Les

résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent de la rutine par un gramme de 1’extrait (mg

EAG/g d’extrait). Ces résultats ont permis de donner des estimations sur les quantités des

flavonoides totaux contenus dans les échantillons de citron et orange . Chaque essai a été répété

trois fois ainsi que, chaque valeur reportée dans les tableaux suivants est une moyenne (tableau

IV.8) La figure (IV.5) représentent ces résultats.

Tableau IV. 8 Teneur en flavonoides totaux dans les extraits éthanolique des oranges et

citrons

Echantillon

Citron

Orange

Concentration

(mg/ml)

Absorbance

moyenne

(nm)

0.0513

0.

0206

Flavonoides

totaux

(mg ER/g)

8.56

7.

71
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Figure V. 5 Teneur en flavonoides totaux dans les extraits éthanolique des oranges et
citrons.

Tableau 1V. 9 Teneur en flavonoides totaux dans les extraits d'éthanol

Echantillon Flavonoides totaux en mg ER/g d’extrait
Citron 8.56+0.0464794
Orange 7.71+0.0075056

Interprétation des résultats :

Il est trés clair de constater d'aprés les résultats obtenus, que tous les extraits testés,

contiennent des flavonoides mais avec des teneurs différentes.

- La teneur en flavonoides totaux est variables selon I’échantillon, on peut constater que d'aprés
les résultats présentés par la figure (1V.5) que la teneurs la plus élevée en flavonoides totaux
revient a l'extrait de citron (8.56+0.0075056mg EAG/g) suivi par l'extrait de I’orange
(7.71£0.0464794 mg EAG/Q).

1V.3.3. Teneurs en flavonols totaux

La teneur en flavonols totaux a été estimée par la méthode d'acétate de sodium, la
quercétine a été utilisé comme standard. En utilisant un graduant de concentration allant de
0.01 a 0.1 (mg/ml), pour la quercétine, on obtient les valeurs des absorbances correspondantes
(tableau 1V.10) a l'aide d'un spectrophotométre UV-Vis, les résultats obtenus sont représentés

par une courbe d’étalonnage (figure IV.6). L’équation linéaire obtenue a partir de cette courbe
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est : Y= 31.36X -0.362, ou Y représente l'absorbance et X représente la concentration. La

valeur de Rz =0.990.

Tableau 1V. 10 : Absorbances de la gamme de concentration de la quercétine.

Concentratio | 0.01 | 0.02 0.03 0.04 |0.05 |0.06 |0.07 |008 |0.09 |01
n
(mg /ml)
Absorbance | 0.03 | 0.208 | 0.65 0.730 | 1.209 | 1.458 | 1.852 | 2.287 | 2.509 | 2.683
4
(440nm)
3
2.5 - = =
7} 7 ’
g _ 2 R==0,990
8 E 15 /
oc *+
ST 1
83
33 /,/0
O ‘ T T T T T ]
05 0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12
Concentration
(mg /ml)

Figure IV. 6 : Courbe d'étalonnage de la quércitine

Les concentrations des flavonols totaux des extraits d'éthanol est calculée a partir de

I’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie avec la quercétine (Y= 31.36X-3.086).

Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent de la quercétine par un gramme de

I’extrait (mg EQ/g d’extrait). Ces résultats ont permis de donner des estimations sur les quantités

des flavonols totaux contenus dans les échantillons de la pulpe d’orange et citron Chaque essai a

été répéteé trois fois ainsi que, chaque valeur reportée dans les tableaux suivants est une moyenne

(tableau 1V.11),la figure (IV.7) représentent ces résultats.
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Tableau IV. 11 Teneur en flavonols totaux dans les extraits éthanolique des oranges et

citrons
Echantillon | Citron Orange
Concentration 1 1 1 1 1 1
(mg/ml)
Absorbance 0.619 1.163
moyenne
(nm)
Flavonols 30 40
totaux
(mg EQ/9)
40
% 35
5 @ 30 -
P ePra
(7]
<
g g) 20 -
('_>G N 15 -4
L 10 -
5 -4
o T T
Citron Orange

Figure IV. 7 : Teneur en flavonols totaux dans les extraits éthanolique des Oranges et Citrons

Tableau IV. 12Teneur en flavonols totaux dans les extraits d'éthanol

Echantillon Flavonols totaux en mg EQ/g d’extrait
Citron 3040.2909593
Orange 40+0.2558535
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Interprétation des résultats
Il est tres clair de constater d'aprés les resultats obtenus, que les extraits testes,

contiennent des flavonols totaux mais avec des teneurs différentes.

La teneur en flavonols totaux est variables selon I’échantillon , on peut constater que
d'apres les résultats présentés par la figure (IV.7) que la teneurs la plus élevée en flavonols
totaux revient a l'extrait de ’orange (40+0.2558535mgEQ/g) suivi par l'extrait de citron
(30+0.2909593 mgEQ/q).

IV. 3.4 Evaluation de I'activité antioxydante .

1V.3.4.1Méthode chimique :
* Test du radical libre DPPH

L’activité anti radicalaire est calculée par la méthode du radical libre 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyle (DPPH), cette méthode est fréquemment utilisée pour sa simplicité. Elle est
basée sur la réduction d’une solution alcoolique de DPPH en présence d'un antioxydant qui
donne un hydrogéne ou un électron, la forme non radicalaire DPPH-H est formée.
L’inhibition de la décoloration du radical DPPH est en fonction de la concentration des

différents extraits utilisés [148].

Le pouvoir antioxydant est déterminé de facon a ce qu’une quantité de I’extrait d’une
concentration bien déterminée neutralise 50% du radical. Le paramétre 1C50 représente la
concentration équivalente a 50% de DPPH perdu. Les résultats exprimés en IC50 qui sont
calculés a partir des courbes de la variation du pourcentage d’inhibition [% en fonction de la
concentration de chaque extrait. Il faut rappeler que plus la valeur de IC50 est petite, plus

I’activité antioxydante des extraits est grande [149].

* Orange :

Tableau I. 3 I’évaluation d’inhibition de I’orange

Concentration | 0.002 | 0.003 | 0.004 |0.005 |0.006 |0.007 |0.008 |0.009 |0.01
mg/ml

1(%) 9142 [90.97 |90.55 |90.38 |87.65 |86.05 |8545 |8530 |85.08

66




Chapitre 1V: Résultats et discussions

©

o -ALCL.

/ y=953.6x+82.055
R2=0.986

o 00
N o0

Inhibition(%)

(o]
(o))

TS [ 2

o]
(6]

o)
s

0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012
concentration(mg/ml)

Figure 1V. 8 Variation du pouvoir d’inhibition en fonction de la concentration de 1’extrait de
I’orange.

* Citron :

Tableau V. 13 L’évaluation d’inhibition du citron

Concentration | 0.002 | 0.003 | 0.004 | 0.005 |0.006 |0.007 |0.008 |0.009 |0.010
mg/ml

1 (%) 95.60 |95.22 |9455 |94.03 |93.21 |93.06 |92.76 |92.61 | 92.54
96
95.5 y=452.53x + 91002
R2'=0.9818 7S
95
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Figure IV. 9 Variation du pouvoir d’inhibition en fonction de la concentration de I’extrait de
citron.

Tableau 1V. 14 Valeurs des 1Cso du DPPH pour les extraits

Extrait Equation 1Cso(mg/ml)
Orange Y=906.3x+82.62 0.03
Citron Y=452.5x+91.00 0.009
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Figure IV. 10 Comparaison entre IC50 dans les différents extraits.

La figure (IV.10) montre que les valeurs des IC50 sont un peu différentes. L'extrait
de citron présente le pouvoir antiradicalaire le plus élevé (0.009 mg/ml), suivi par extrait de
I’orange (0,03 mg/ml). Les agrumes qui contient une quantité notable de polyphénols et de

flavonoides peut jouer un réle majeur dans l'inhibition antioxydante.
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Conclusion générale
Ce travail de recherche avait pour objectif d'évaluer qualitativement et quantitativement de
I’orange et citron de région de belida et nous nous sommes intéressés a I’é¢tude des activités
antioxydantes (activité anti radicalaire DPPH) et au dosage des (composés phénoliques,
flavonoides , flavonols ) contenus dans la pulpe d’orange et de citron. La méthode choisie

pour l'extraction est la macération.

Le criblage phytochimique basé sur les tests spécifiques a permis de caractériser les groupes
suivants : flavonoides, tanins, coumarines, alcaloides, térpenes et stérols, saponines et
composés réducteur et les glycosides. Ces métabolites secondaires ont une grande valeur
thérapeutique et médicinale vis-a-vis le stress environnemental ou oxydatif, en assurant des
mécanismes de défenses aux agressions provoquant les maladies. La présence de ces
composes dans la pulpe de citrus (orange et citron) et l'utilisation de solvants d'extraction de
polarité différentes : eau, acétone, éthanol et hexane a donné des résultats tres variables et trés

distinctes, d'apres leur contenu et leur présence.

L'extraction par maceration des difféerents citrus étudiées dans cette recherche, en utilisant
solvants ; I'éthanol qui est polaire, nous a permi d'obtenir des rendements différents.. Par
comparaison des différents extraits, le meilleur rendement revienne successivement aux
extrait éthanolique de citron et orange 7,56% et 7 ,33% , ces résultats confirment l'effet de

solvant d'extraction.

L’estimation quantitative des polyphénols totaux, des flavonoides totaux et flavonols totaux
dans les extraits analysés montre que tous les extraits sont riches en ces composés. Le dosage
des polyphénols totaux a été effectué par la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu, en
utilisant la spectrophotométrie UV-Vis, et l'acide gallique comme standard. La teneur en
polyphénols totaux la plus elevée revient a I'extrait éthanolique de citron (28 ,16 mg EAG/Q)

et la plus faible valeur revient a l'extrait éthanolique de ’orange (24,95 mg EAG/g).

Le dosage quantitatif des flavonoides totaux a été réalisé par la méthode de chlorure
d'aluminium en utilisant la rutine comme standard. La teneur la plus élevée en flavonoides
totaux pour les extraits d'éthanol a été obtenu pour l'extrait de citron (8,56 mg ER/g) et la plus

faible valeur revient a l'extrait de ’orange (7,71 mg ER/g).




Conclusion générale

La teneur en flavonols totaux a été réalisé selon la méthode d'acétate de sodium, et en utilisant
la quercétine comme standard. Les résultats obtenus montrent que I’extrait €thanolique des
fleurs représente la teneur la plus élevée de ’orange (40mg EQ/g) et la teneur la plus faible

revient a I'extrait de citron (30 mg EQ/g).

On a aussi réaliser I’extraction des huiles essentielles par la montage de 1’hydrodistillation ,on
a obtenu une petite quantité de I’ huile de citron et de I’orange ,malheureusement on a pas pu

les analyses de ces dernier a cause de leurs quantité insuffisantes.

L’évaluation du pouvoir antioxydant de nos extraits analysés a été réalisé par la détermination
de leur pouvoir de piégeage du radical du DPPH en déterminant leur efficace (IC50) suivant
ce parametre, les extraits de la pulpe de citron (0.009 mg/ml ) sont plus puissants que les
extrait d’orange (0.03 mg/ml).
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Annexe | : Structure de quelques composés terpéniques.

Annexe Il. Les réactifs utilisés pour le criblage phytochimique

= Solution de FeClI3 (1%0)

Chlorure de fer (II1)......oouiiiii e lg
Eau distillée. ......ooovii e 100ml
= Réactif Dragendrof

v Solution A

Nitrate de bismuth............... 1.7g
Acide tartrique CONCeNtr. ... ....ouvvuiiniiiiii i aeeaieienenan, 20g
Bau distillée. ... ..o 100ml
v Solution B

Todure de potassium. ..........ooviiniiiiiiii e 10g
Eaudistillée. ... ..o 100ml

Le mélange est ensuite additionné de 10g d’acide tartrique et son volume est ramené a 100ml

avec |’eau distillée.

= Réactif de Mayer

Chlorure de MerCUIe. ........uiueiii i 1.36g
Todure de potassIUML. ......ouuieiit i 5g
Eau distillée. .....ooooniieii i 30ml
Agiter jusqu’a dissolution puis ajouter

diStllEe. ... onviii e L00M

Eau
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= Dilution le réactif Folin-ciocalteu
Folin-ciocalteu CONCENLIE. ......ooeeee e e, Iml
Bau distillée. ...ooooei 9ml

= Solution de carbonate du sodium (7.5%0)

Carbonate du SOAIUML. ..ottt e, 7.5g
Eau distillée. ... ...ooviiiiii e 100ml
= Solution de chlorure d’aluminium (2%)

Chlorure d’aluminiumL..........c.oouiiiiitiii i e e 2g
Ethanol ... 100ml

= Solution d’acétate de sodium (50g/L)

Acétate de SOAIUML. ......oiitiit e e 25g
Bau distillée. .....ovinii i 100ml

= Dissolution les extraits
(V) extrait +(V) éthanol

= Solution de quercetine

L0 3153 (751 5131t Smg
Ethanol. ... 50ml
= Solution de rutine

RULINE. ... e Smg
Ethanol........coiii e, 50ml
= Solution d’acide gallique

Acide alliqUe. .. ...ooniie e 15mg
Ethanol..... ..o 40ml
Eau distillée. ......oooii i 10ml

L’acide gallique Les solutions préparées
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Réactif de DPPH Réactif de dragendroff

Annexe 11 : Résultat du criblage phytochimique
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Annexe IV :. Les Etapes de I’extraction

Etape 1 :Macération étape 2 : Filtration
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Annexe VI: appareilles de laboratoire

plaque chauffante Spectrophotométre UV- VIS

Balance électrique Evaporateur rotatif

Annexe V

Dosage de polyphénols totaux
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Annexe VI

Dosage de flavonoides totaux

Annexe VII

Dosage de flavonols totaux




	Remerciement
	Dédicaces
	ملخص
	Résumé
	Liste des abbreviations
	Liste des symboles
	Liste des figures
	Liste des tableaux
	Introduction générale
	Chapitre I : Généralités sur les agrumes
	Introduction
	I.1 Historique
	I.2.1. Orange
	I.2.1.1. Classification

	I.2.2 Citron

	I.3. Origine et diffusion
	I.4 Structure
	I.4.1 Oranges
	I.4.2 Citron.

	I.5. Description morphologique et physiologique
	I.6. Diversité des agrumes
	I.7. Composition Chimique
	I.7.1. Oranges
	I.7.2 Citron

	I.8. Les agrumes dans le monde
	I.10 L’utilisation  des agrumes
	I.10.1. Utilisation et effets thérapeutiques des fruits de genre Citrus
	I.10.2. Utilisation alimentaire

	I.10.3. Huiles essentielles
	I.10.4. Utilisation en produits pharma et para pharmaceutiques
	I.10.4.1. Domaines d’application et intérêt phytothérapie


	I.11. Les antioxydants des citrus
	I.11.1. Définition
	I.11.1.1. Selon l’origine
	I.11.1.2 Selon leur mode d’action

	I.11.2. Radicaux libres
	I.11.2.1. Définition
	I.11.2.2. Formation des radicaux libres

	I.11.3. Caroténoïdes
	I.11.4 . L’acide ascorbique


	Chapitre II : Principales classes des métabolistes secondaires
	Introduction
	II.1 Définition
	II.2 Classification des métabolites secondaires
	II.2.1. Composés phénoliques :
	II.2.1.1. Définition
	II.2.1.2. Localisation
	II.2.1.3. Rôle et intérêt des composées phénolique
	II.2.1.4. Principales classes des composés phénoliques
	II.2.1.4.1. Acides phénoliques
	II.2.1.4.2. Flavonoïdes
	II.2.1.4.3. Tannins.
	II.2.1.4.4.  Coumarines
	II.2.1.4.5. Saponines


	II.2.2. Alcaloïdes
	II.2.2.1. Classification des alcaloïdes
	II.2.2.2. Propriétés thérapeutiques des alcaloïdes

	II.2.3. Terpènes et stérols
	II.2.3.1. Terpènes
	II.2.3.1.1. Classification des terpènes

	II.2.3.2. Stérols
	II.2.3.3. Intérêts des terpènes et des stérols

	II.2.4. Huiles essentielles
	II.2.4.1 Huile essentiel des agrumes
	II.2.4.2 Composition chimique
	II.2.4.3 Répartition et localisation
	II.2.4.4. Domaines d’application et intérêt phytothérapie
	II.2.4.5. Toxicité des huiles essentielles
	II.2.4.6. Méthodes d’extraction
	II.2.4.6.1 Extraction par hydrodistillation :



	Chapitre III: Matériels et méthodes
	III.1.Matériels
	III.1.1. Matière végétale
	III.1.2. Echantillonnage :
	III.1.3. Réactifs chimiques
	III.1.4 Matériels du laboratoire
	III.1.5. Appareillage

	III.2.Méthodes
	III.2.1. Criblage phytochimique
	III.2.1.1. Préparation des extraits
	III.2.1.2.Test Phytochimiques

	II.2.2. Extraction et  dosage des composes phénoliques
	II.2.2.1.Extraction par maceration
	III.2.2.2. Détermination du rendement d'extraction :
	III.2.2.3. Quantification des composés phénoliques :
	III.2.2.4. Evaluation de l’activité antioxydante en utilisant le test DPPH :
	III.2.3. Extraction des huiles essentielles des citrus par hydrodistillation



	Chapitre IV : Résultats et discussion
	IV.1. Criblage phytochimique :
	IV.1.1.Criblage phytochimique pour les extraits du citron et des oranges dans les quatre solvants

	IV.2. Rendement de l'extraction par macération
	IV.3. Analyse quantitative des composés phénoliques
	IV.3.1. Teneurs en polyphénol totaux
	IV.3.2. Teneurs en flavonoïdes totaux
	IV.3.3. Teneurs en flavonols totaux
	Interprétation des résultats
	IV. 3.4 Evaluation de l’activité antioxydante .
	IV.3.4.1Méthode chimique :



	Conclusion générale
	Bibliographie
	Annexes

