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Le monde des végétaux est plein de ressources et de vertus d'ou I'homme puise non seulement sa
nourriture mais aussi des substances actives qui procurent souvent un bienfait a son organisme
parfois affecté de troubles insidieux (Levy, 1969). Le stress oxydatif est impliqué dans un large
spectre de maladies qui ont un impact énorme sur la santé. Ces maladies a 1’origine du stress
oxydatif sont dues généralement suite a la production excessive des espéces réactive d’oxygene
(ERO) et les especes réactive d’azote (ERN) qui pourraient devenir toxiques pour les
composants majeurs de la cellule ; les lipides, les protéines et les acides nucléique (Valkoet
al.,2006). Ceci provoquerait un dysfonctionnement cellulaire et serait impliqué dans diverses
pathologies telles que les maladies cardiovasculaires, le cancer, le diabéte, les maladies
neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson) et le processus de vieillissement (Aruoma, 2003).

L'homme n'est pas capable d'assurer la biosynthése de la plus part des antioxydants, en
particulier ceux de nature phénolique. 1l doit les trouvés dans la ration journaliere (Bravo, 1998).
Les écorces d’agrumes sont riches en composés phénoliques, essentiellement des flavonoides et
des acides phénoliques qui sont caractérisés par leurs activités anti-oxydantes, thérapeutique,
antivirale, antifongique et antibactérienne (Bocco et al., 1998 ; Ma et al., 2009 ; Huang et al.,
2010).

De nos jours, les agrumes sont les fruits les plus consommeés dans le monde. La production
mondiale des agrumes se situe auteur de 66,4 million de tonnes en 2010 (Loeillet, 2010). En
Algérie 55,000 hectare (ha) de superficie sont productives en 2011 dont 56% se situent au centre
de pays (Houaoura, 2013).

Un grand nombre de recherches ont démontré que les polyphénols des agrumes disposent de
plusieurs applications thérapeutiques, les études épidémiologiques prouvent que la
consommation de I’orange et des produits a base d’orange peuvent protéger la santé contre
différentes maladies a cause de sa richesse au diverses molécules antioxydantes dont 1’acides
ascorbique, les caroténoides et les polyphénols (Kim et al., 2002). Grace a cette richesse,
I’extraction des composés phénoliques a partir des agrumes a considérablement attiré I’ intérét
scientifiques pour les utiliser comme des antioxydants naturels, conservateurs principalement
dans les aliments mais aussi dans 1’industrie pharmaceutique et cosmétique (Ramful et al.,
2010). Les polyphénols jouent un role d’antimutagéne, d’anti-inflammatoire, d’antimicrobien,
d’anti-tumorale ou d’antivirale (Sala et al., 2002).

Les oranges sont une trés bonne source de composés phénoliques (Balasundram et al.,2006).
Ces puissants antioxydants sont capables de piéger les radicaux libres générés en permanence par

notre organisme ou formés en réponse a des agressions extérieures, Ces derniers se trouvent en



grande proportion dans 1’écorce (plus de 15% que la pulpe) (Gorinstein et al., 2001 ; Goulas et

Manganaris, 2012).

Notre travail s’inscrit dans le cadre d’uns valorisation des 1’extraits de 1’écorce de la
clémentine d’orange en tant que composé bioactifs. Le but de ce travail est d’é¢tudier 1’impact
des différentes concentrations de polyphénols, des tannins tout deux extraits de I’écorce de la
clémentine et leurs combinaisons sur I’hémolyse et sur le stress oxydatif .Ceci afin de déterminer
la concentration optimale en polyphénols qui permet de protéger les globules rouge de
I’hémolyse et du stress oxydant en augmentant I’activité antioxydant et diminuant les produits de
I’oxydation. Pour cela nous avons réalis¢ un test d’hémolyse en présence des polyphénols
totaux, des polyphénols sans tanins et la combinaison (polyphénols/tanins) combinés ou non
d’un générateur de radicaux libres : le TBHP accompagné par le dosage de deux paramétres du

stress oxydant : le glutathion et le malondialdéhyde.
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l. Les agrumes

l. 1. Généralité des agrumes

Les agrumes sont les fruits dont la production est la deuxiéme plus importante au monde avec
plus de 115 millions de tonnes par an, 517milles tonnes ont été produits en Algérie qui occupe la

18emeplace.

. Les agrumes sont des petits arbres ou arbustes, dont la taille peut varier de 2 a 10 metres
de haut suivant les espéces. 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.

. Les agrumes se distinguent par leur grande diversité de leurs familles et de leurs ordres.
Les agrumes englobent plusieurs variétés, parmi lesquelles on trouve le citron, I’orange, le

pamplemousse, la lime, le pomelo etc. (Ladaniya, 2008 ; Khan et al., 2010).

2. Valorisation des écorces d’agrumes :

. Les écorces d'agrumes sont une matrice hautement valorisable vue sa richesse en
ingrédients fonctionnels (huiles essentielles, fibres, caroténoides, vitamine C,

composés phénoligques) ayant des applications tres variées dans les industries
agroalimentaires, cosmétique, neutraceutique et dans les industries de production de
biocarburant et de matériaux biodégradables (Ledesma-Escobar & Luque De Castro, 2014).
o Les écorces d’agrumes représentent un gisement important de composés

phénoliques, essentiellement des flavonoides et des acides phénoliques. Les flavonoides
présents dans les agrumes sont les flavanones glycosylés et les flavones polyméthoxylés
(Mouly, 1994; Kawaii Et Al., 1999; Manthey & Grohmann, 2001).

o Les flavonoides des écorces d’agrumes sont caractérisés par leur activité antioxydant,
thérapeutique, antivirale, antifongique et antibactérienne (Bocco et al., 1998 ; Ma et al.,2009;
Huang et al.,2010).
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l. 3. Origine et Historique :

Le terme Agrume provient du latin acrumen qui désignait dans I’antiquité des arbres a fruits
acides (BENEDISTE et BACHES, 2002). Les agrumes sont originaires du Sud-est Asiatique
(Ollitraultet al., 1997). Ce sont des arbres de la famille des Rutacées composés de 156 ou de 16
especes, selon que les auteurs ont ou n’ont pas pris en compte les hybrides (Swingle et Reece,
1967).

L’histoire d’agrume commence environ 4000 ans avant J-C, les agrumes sont originaires des
grandes zones a climat tempéré autour des montagnes de I’Himalaya et du sud-est asiatique. La
culture

des agrumes a commencé en chine probablement 500 ans avant J-C. le cédrat est le premier
agrume introduit en Europe par Théophraste en 310 ans avant J-C. Alors que le dernier agrume
avoir arrivé en Europe fut le mandarinier au début du 19éme siécle. Depuis lors, il est devenu
I’un des agrumes les plus populaires et une source de développement continu (Bousbia et al.,
2009).

L’agrumiculture des pays du bassin Méditerranéen est diversifiée, tant au niveau des variétés
cultivées (oranges, mandarines, Thomson, clémentines, pomelos, citrons, limes, pamplemousses
pour ne citer que les plus courants) refléte d’une certaine maniére la richesse et la variabilité de

ces arbres, du fait de I’extension de cette culture (VIRBELALONSO, 2011).

1. L’ORANGE
I1. 1. Généralités :

C’est un agrume, fruit comestible de 1’oranger Comme son nom l'indique, elle est en couleur
orange de la famille des Rutacées, de forme sphérique a ovale a la peau orangée rougeatre,
épaisse et assez rugueuse contenant une huile essentielle d'odeur caractéristique. Elle se découpe
en quartiers comme sa cousine la mandarine. L'orange est un fruit juteux, sucré, excitant et il
contient de la vitamine C. Les orangers, arbres qui produits I’orange sont cultivés dans les

régions tempérées et chaudes, comme les pays méditerranéens (Milind et Dev, 2012).
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Figurel : Description botanique de citrus sinensis (Versteeg, 1979).

I1. 2. Origine et historigue :

Le terme « orange » est apparu au Xllle siecle. Il vient de I'arabe narangi, L'oranger (Citrus
sinensis) est originaire de Chine ou il est utilise comme plante médicinale .On peut distinguer
deux grandes routes de pénétration de ce fruit en Europe. La route méditerranéenne fut
empruntée, a I'époque des croisades (Xle siécle-Xllle siécle), par I'orange amere ou bigarade
transmis par les Perses aux Arabes, ce fruit fut implanté en Andalousie, Sicile et pays Valencian,
d'ou il se diffusa vers le reste de I'Europe. A la fin du XVe siecle, les navigateurs portugais
découvrirent I'orange douce en Chine, et la rapportérent en Europe. Par sa douceur, elle évince
trés vite ’orange amere. Une fois implanté dans le bassin méditerranéen, I’oranger est diffuse¢ a
travers le monde par les Européens (Liu et al., 2012).

1. . 3. L’oranger :

L’oranger est un arbre au port harmonieux et de croissance rapide, pouvant atteindre 10 m de

hauteur environ, avec un feuillage vert sombre persistant et I1égérement aile. La floraison tres
parfumée et sont trés odorantes a 5 pétales blancs recourbés vers 1’arriere, les fruits mettent 10 a
12 mois pour murir, de taille moyenne, de forme sphérique, et de couleur caractéristique orange.
La pulpe se divise en quartiers composés de vésicules juteuses et de graines dures de couleur
blanche. L’oranger est 1’un des agrumes le plus répandu au monde et le plus connu. Il existe
plusieurs varietés les plus connues la Sanguine, Thomson navel, valencia latte, Washington navel

Powell, Florida pinéale, orange portugaise etc.... (Loussert, 1989).
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1. 4. Description morphologique de I’orange :

La structure d'une orange est caractérisée par les composants suivants (Ramful et al., 2010)
(Figure 2):

1-L’écorce: se décline en deux parties :

o L’épicarpe: c’est la couche extérieure colorée (zeste), appelée « flavedo » qui doit sa
Couleur jaune orangé aux flavanones. elle contient des glandes a huiles essentielles qui donnent
I’odeur particuliére a I’orange. Elle représente8 a 10% du fruit.

K/

< Le _mesocarpe: c’est la couche intérieure blanche, appelée «albédo» a consistance

spongieuse plus ou moins épaisse par rapport a la taille du fruit, elle ne contient aucun flavanone
soluble, Elle représente 12 a 30% du fruit.
2-La pulpe (ou endocarpe): c’est la partie comestible divisée en quartiers juteux dont le
nombre varie de 9 a 11; Elle est constituée par un ensemble de poils charnus ou vésicules
renfermant le jus. Elle est souvent plus ou moins acide et sucrée ou amere et elle

représente 50 & 80% du fruit.

3-Les pépins; se trouvent pres du centre de I’orange, ils ont une teneur élevé en huile; ils

représentent 0 & 4% du fruit.

Péricarpe ou Ecorce

Epicarpe: Flavedo, glandes a huilles essentielles

Meéscocarpe: Albedo

Axe: Columelle

Endocarpe

Septa: Cloison des segments

Segments et sacs a jus

Figure 2 : Coupe transversale schématique d'une clémentine (Citrus clementina) (Milind,
2008)
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5. Composition d’orange :

L'orange est une source importante de composés caractérisés par une activité anti oxydante. I
contient des teneurs élevées en caroténoides, en acide ascorbique et en flavonoides. (Gardner et
al. (2000), mais aussi des composant organique, energétique, glucidique ....Et ces principaux
composés de 1’orange sont résumes dans le (Tableau 01).

Tableau 01 : principaux constituants de I’orange (Anonyme, 2007)

Constituants Teneurs

Glucides 8.5 a 12 % dans le fruit & maturité, représente par le saccharose (40 %)

Fructose et glucose

Acides organiques | 1.2 %, surtout de I’acide citrique et de 1’acide malique

Autres composés Lipides concentres dans les pépins

Energétiques peu de protéines

Vitamines Teneur élevée en vitamine C (40 a 80 mg pour 100g).
Vitamines hydrosolubles qui sont toutes des vitamines du groupe B
(B1 et B9, en particulier),
vitamine A (0.05 a 0.2 mg pour 100g).
vitamine E (0.24mg pour 100g).

Minéraux Calcium, Magnésium, Potassium et Phosphore

Oligoéléments Fer, Cuivre, Zinc, Manganese, Nickel, lode, trace de Bore et de
Sélénium

Fibres Une teneur de 2.4 % en moyenne, elles ont 1’originalité d’étre riches

en pectine (environ 50 %)

Flore mésophile Levures et lactobacilles indispensables a sa bonne digestion
Substances Ce sont des composés complexes caractéristiques de ce fruit
aromatiques (aldéhydes, esters... etc.), des essences odorantes
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. La clémentine :

1. Généralités sur la clémentine :

La clémentine est un agrume, fruit du clémentinier (Citrus clémentina), un arbre hybride de la
famille des Rutacées, issue du croisement entre un mandarinier (Citrus réticulata) et un oranger
(Citrus sinensis). La peau est brillante, de couleur orange a rougeétre, finement granulée, ayant
une épaisseur qui varie selon les clones de 2,5 a 4,5 mm. La pulpe est riche en jus, tendre et
parfumée. Les fruits sont d’un poids moyen de 60g. Le bassin méditerranéen est la principale
zone de production de clémentines; I’Espagne, le Maroc et 1’Algérie en sont les grands pays

producteurs (Swingle, 1967).

2. Historigue :

Le Frére Clément vivait en Algérie, a Misserghin, au début du XX° siecle, ou il s’occupait d’un

orphelinat agricole, et notamment des plantations. Intéressé, voire passionné, par 1’arboriculture,
il entretenait et développaient vignes et vergers. Il a largement contribué a la prospérité des vingt
hectares de pépiniére de I’orphelinat, et sans doute davantage, en introduisant en Algérie
plusieurs centaines d’especes d’arbres. On dénombre que le Frére a développé jusqu’a 10.000

plants d’arbres et 600 especes de rosiers, sans oublier les nombreuses greffes heureuses.

Ces résultats remarquables firent de lui une encyclopédie botanique vivante, savoir acquis au

cours de ses expérimentations car sans aucune formation.

L’histoire raconte que le Frere Clément, avec ’aide du botaniste Charles Trabut, aurait procédé a
une greffe de mandarinier avec une variété de bigaradier orange amere a feuilles de saule, le

Granito qui donna naissance a ce nouvel agrume baptisé “clémentine”. (Louis, 1926).

. 3. Classification botanique

« famille des rutacées : citrus clementina
* Division : Magnoliophyta

* Classe : Magnoliopsida

* Sous-classe : Rosida

* Ordre : Sapindales

e Famille : Rutacez



Chapitre | :

synthése bibliographigue

1. 4 Description botanigue :

La description botanique de la clémentine (citrus clémentina) a des caracteres bien défini et Le

tableau 2 établit ci-dessous présente les principaux caractéres botaniques de la clémentine.

Tableau 2: Description botanique de la clémentine (Trabut, 1926).

Nom latin

Origine

Couleur des fleurs

Type de plante

Type de végétation

Type de feuillage

Période de floraison

Hauteur

Citrus clémentina ou Citrus réticulata

Croisement entre un mandarinier et un bigaradier

Blanc

Arbre fruitier, agrume

Vivace

Plus ample et plus foncé persistant

De mars a juillet

8 m en pleine terre

Figure 3 : Description botanique de clémentinier (Agostini, 1996)
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l. .5.Valeur nutritive de la clémentine :

La composition en éléments nutritifs des agrumes est différente d'une espece a une autre. La
clémentine est parmi les especes les plus énergétiques, Sur le plan nutritionnel la perception de ce
fruit réside principalement sur son contenu en vitamine C et d’autres composants comme les
polyphénols, et les minéraux présentant une activité antioxydante (tableau 03).

Tableau 03 : Valeur nutritive de quelques fruits de citrus (pour 100g de fruit). (Ortiz, 2002 :
Virbel-Alonso, 2011).

Teneur en eau 86,9(%)
46(cal)
Energie
Glucides 10,5 (9)
Protéines 0,7 (9)
Lipides 0,2 (9)
Calcium 26 (mQ)
Fer 0,35 (mg)
Potassium 145 (mg)
Sodium (mg) Traces
Provitamine A 330 (1U)
0,04 (mg)
Riboflavin VB2 0,03 (mg)
Vitamine C (mg) 41 (mg)
Polyphénols totaux 190 (mg)

Ul : Unité International

1. 5. Les bienfaits de la clémentine :

Ces fruits sont trés importants pour lI'organisme, car elles permettent de surmonter et prévenir des

carences nutritionnelles dans le cas de pathologie liée aux régimes alimentaires.
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Tableau 04 : Les bienfaits de la clémentine (Sagee et al., 1996).

Les flavonoides présents dans les clémentines

> Protection du réseau permettent de prévenir les risques de maladies cardio-

vegalElm © vasculaires en équilibrant le bilan lipidique.

En mangeant deux clémentines c’est déja la moitié de

) . I'apport journalier conseillé en vitamine C.
> Aide au systeme

) . Les vertus de cette vitamine sont nombreuses, elle
immunitaire :

stimule notamment

La clémentine est I'allié de nos os : les caroténoides

> Santé des os - qu'elle contient en quantité non-négligeable

les protegent et les renforcent

Le potassium est I'élément minéral qui est présent en

) plus grande quantité dans la clémentine.
» Anti-crampes :

Il a une action positive sur les crampes et sur l'arthrose

> Antilvieillissement La clémentine est riche en vitamine E, antioxydant

puissant qui permet notamment de régénérer les
de la peau : cellules de la peau. La vitamine E est aussi utilisée

pour soulager les douleurs menstruelles.

La vitamine A que contient la clémentine est un

> Preserve la vue
rempart contre la dégradation des fonctions visuelles
> Prévention des maladies du | L@ vitamine B présente dans la clémentine protéege
coeur I'organisme contre les troubles cardiaques.
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1. Stress oxydant

Alors le stress oxydant est définit comme étant un déséquilibre de la balance entre la
production des (especes réactives oxygénées) et la capacité anti oxydante. La production de ces
derniers peut étre faible et de courte durée, alors, les antioxydants endogénes sont suffisants pour
assurer un équilibre redox de la cellule.

Différentes situations de deésequilibre de cette balance peuvent étre observées suite a une
situation d’agression intense et prolongées de 1’organisme, dans ce cas, la production d’ERO est
supérieure a la capacité anti oxydante, le déséquilibre prolongé conduit a une situation de stress
Le stress oxydant est a 1’origine de nombreuse pathologies tel que le diabéte, 1’cedéme
pulmonaire, I’ Alzheimer (Atawodi.,2005)

1. Ou’est —Cce-qu’ un radical libre :

Un radical est une espece chimique possédant un ou plusieurs électrons non appariés sur sa
couche externe.La présence d'un électron célibataire confere a ces molécules la plupart du temps
une grande instabilité, ce qui signifie qu'elles ont la possibilité de réagir avec de nombreux
composés dans les cellules et que leur durée de vie en solution est trés courte. Il a donc la
capacité de capter ou céder un électron a une autre molécule de son entourage, pour étre stable.
(Borg et Reeber., 2004 ; Canneaux et al., 2011).

Radical libre

trés réactif
Electron célibataire v
T .

Nowvau

Figure 04 : Schéma d’un radical libre (Maulice, 2010).

l. 2. Roles des radicaux libres :

Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques utiles pour I’organisme a
dose raisonnables comme 1’apoptose et la transduction du signal cellulaire (Pincemail et
Defraigne, 2004).

Ils sont produits par les cellules phagocytaires pour étre utilisés dans la lutte contre les bactéries

10
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(Delattre et al., 2005) et ils participent au fonctionnement de certaines enzymes, a la
transduction de signaux cellulaires, a la défense immunitaire contre les agents pathogénes, a la
destruction par apoptose des cellules tumorales, a la régulation de La dilatation capillaire, au
fonctionnement de certains neurones et notamment ceux de la mémoire, a la fécondation de
I'ovule, a la régulation des genes (Favier, 2003), a la production énergétique, au réglement de la
croissance des cellules et a la signalisation intracellulaire (Ardestani et Yazdanparast 2007)

l. 3. Les principaux radicaux libres :

Les especes réactives de I'oxygene peuvent étre d'origine exogene : une alimentation

pauvre en antioxydants, produits des radiations (UV et rayons X), pollution de I'air (N, NO2),
amiante, métaux toxiques, solvants organiques, anesthésiques, pesticides, drogues.

Par contre l'origine endogéne des ERO sont principalement les chaines respiratoires
mitochondriales de cellules des organismes aérobies (environ 2 % de lI'oxygene consommé au
niveau mitochondriales sont transformés en ERO particulierement réactionnelles),

Tableau 05 : Les principales espéces réactives de I'oxygeéne et leur structure chimique
(Haton,2005).

Radicale hydroxyle OH. Peroxyde d'hydrogéne H202

L'oxygéne singulet 102 Radicale peroxyde ROO -

Radicale alkoxyle RO° Hypochlorite -OClI

Peroxynitrite ONQOO - Radicale hydroperoxyde HOO-
Oz.-

Radicale Anion superoxyde

Il. Les antioxydants

Les antioxydants sont des composes qui peuvent atténuer, inhiber ou prévenir I’oxydation des

matieres oxydables en éliminant les radicaux libres et en diminuant le stress oxydatif (Kim et
Lee., 2004).

11
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l. 1. Les Polyphénols

l. 1.1. Généralités

Les polyphénols sont des composes phénoliques hydrosolubles, de poids moléculaire compris
entre 500 et 3000 Dalton, et ayant, outre les propriétés habituelles des phénols, la capacité de
précipiter les alcaloides, la gélatine et autres protéines. (Dangles et al. 1992 ; Hagerman et al.
1998 ; Sarni-Manchado et Chynier, 2006).
Ce sont des produits du métabolisme secondaire des vegétaux. Ils sont présents danstoutes les
parties de la plante (tiges, feuilles, racines,... etc.). Un composé phénolique est un composé
organique non azoté qui possede un noyau aromatique avec un ou plusieurs groupements
hydroxyles libres ou engagés dans une autre fonction chimique (esters, glycosides,...etc.)
(Bruneton, 1999).
Les polyphénols sont des produits de la condensation de molécules d’acétyl-coenzyme A et
de phénylalanine. Ces composés possédent plusieurs propriétés effet antioxydant, effet
anticarcinogénique, antiallergique, anti-inflammatoire, hépatoprotective, antimicrobien (Ksouri
et al., 2007; Middleton et al., 2000)

1. 1.2. Classification :

Selon leurs caractéristiques structurales, ils se répartissent en une dizaine de classes chimiques,
qui présentent toutes un point commun : la présence dans leur structure d’au moins un cycle
aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles

(OH) (Hennebelle et al., 2000). On peut distinguer différentes classes des polyphénols en se
basant d’une part, sur le nombre d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette

de base (Sarni et al.,2006).

Ils comprennent essentiellement les flavonoides qui représentent plus de la moitié des
polyphénols; les tanins qui sont des produits de la polymérisation des flavonoides; les acides
phénoliques, les coumarines, les lignanes et d’autres classes existent en nombres considérables
(Dacosta, 2003). Les acides phénoliques, les flavonoides et les tannins sont considérés comme

les principaux composes phénoliques (Madi, 2008)( tableau06)

12
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Tableau 06:Structure des squelettes des polyphénols (Crozier et al., 2006).

Nombre
ipe s Structure de
de Squelette Classification Exemple
base
carbones
7 c6-C1 Acides phénols Acide gallique
& _»-cooH
8 C6-C2 acétophénones Gallacetophénone
]
4.
Acide r-
R Aci hénylacéti , -
8 C6-C2 cide phénylacétique hydroxyphénylacétique
@_,CDDH
9 Ce-C3 hydrox?/((::licri:iwiques coﬁ::;eri;_ue @J—-:_DC:-H
9 C6-C3 Coumarines Esculitine O O
10 C6-C4 Naphthoguinones Juglone —
13 C6-C1-C6 Xanthones Mangiferine
-
L
14 C6-C2-C6 stilbenes Resveratrol M
15 C6-C3-C6 Flavonoides Naringénine

13
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1. 1.2.1Acides phénoliques :

Un acide phénolique est un composé organique qui posseéde au moins une fonction
carboxylique et un hydroxyle phénolique et ne possédent pas de squelette flavane. Les acides
phénoliques sont divisés en deux classes :

Les acides hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques (Richter, 1993).

1. .1.2.2. Flavonoides :

. Généralités :

Ce sont des pigments quasi universels des végétaux presque toujours hydrosolubles. Ils sont
responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles assurant ainsi la
protection des tissus contre les agressions des ultraviolets (Bruneton, 1993 ; Rajnerayanama et
al., 2001). C’est la couche externe des écorces d’orange, le flavedo, qui a prété son nom aux
flavonoides. Ce terme proviendrait également du flavus qui signifie jaune (Malesev et Kuntié¢,
2007). lls constituent la classe la plus importante des composés phénoliques, plus de 5000

composés ont été décrits.

1. 1.2.2.1 Structure des flavonoides :

Les flavonoides dérivent du flavane qui contient 15 atomes de carbone rangés dans la
configuration
C6-C3-C6 ; soit deux noyaux aromatiques A et B reliés entre eux par un

hétérocycle oxygéné (C) (Beecher, 2003).

-
2

6

Figure 05:Structure de base des flavonoides (Ghedira, 2005).
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1. 1.2.2.2 Classification des flavonoides :

Selon leurs structures moléculaires, Les flavonoides se répartissent en plusieurs classes. La
difference dans I'anneau hétérocyclique est responsable de la classification de ces composes dont
les plus importants sont les flavones, les flavonols, les flavanones, les dihydroflavanones, les
isoflavones, les isoflavanones, les chalcones, les aurones et les anthocyanes (figure 06). Ces
divers composés se rencontrent a la fois sous forme libre ou sous forme de glycosides NKkhili,
2009 (Tableau 2).

Flavanones

Flavones Flavonols

MNio-
Mavonoides 0
Isoflavanes
Chalcone
) o
Principales classes ‘5"@
de flavonoides
0 4]
Aurone E. Jaspard (2014)

Isoflavones

Figure 06. Principales classes des flavonoides (Hallman et al., 2004)

1. 1.2.2.2.1. Généralités sur les citroflavonoides :

Les citroflavonoides sont des polyphénols de la famille des flavonoides que I’on trouve
spécifiquement dans 1’écorce des agrumes (orange, citron, pamplemousse, mandarine, orange
ameére). Ce sont des pigments neutralisant les radicaux libres. Ils sont des antioxydants et
améliorent I’absorption de la vitamine C (Edeas, 2007).

Les citroflavonoides sont riches en rutine, hespéridine, éryodyctol et naringénine (Jagetia et al.,

2003). Les principaux citroflavonoides sont les flavanones et les flavones
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. Les Flavanones : sont rarement présents dans les fruits exceptés dans les agrumes ou on

les retrouve en grande quantité, concentrés dans les écorces dont les plus abondants sont la
naringénine et I'nespéridine. Ces flavanones sont le plus souvent glycosylés (Chira et al., 2008).

) L’hespéridine :(hespéridine-7-rutinoside)

La quantité d’hespéridine présente dans 1’écorce d’orange est environ de 20% Supérieure a
celle présente dans la pulpe. C’est I’un des principaux citroflavonoides qui métabolise les lipides
dans le sang et réduit la graisse (Ouali et al., 2007).

. La naringénine : confrére un gott amer en raison de sa fraction de glucose; c’est le

principal flavonoide de pamplemousse et I'orange ameére, tandis que 1’orange douce présente

de faibles quantités de naringénine significatif (Dupaigne, 1969).

. Les flavones : sont présents dans les écorces d'oranges et constituent les flavones
polyméthoxylés telles que la nobilétine, qui a des propriétés anti-inflammatoires et
antitumorales, et des flavones glycosylés qui sont présents en faible quantités dans les écorces
tels que la diosmine (Edeas, 2007).

1. 1.2.2.2.2. Localisation dans la plante

Les flavonoides sont répartis dans les vacuoles des cellules ou se trouvent sous forme glycosylés

ce qui permet d'augmenter leur solubilité et de limiter leur toxicité pour la cellule, tandis que leur

synthése s’effectue dans les chloroplastes. Ainsi, les flavonoides qui ont une localisation
épidermique ont un réle d'écran vis-a-vis des rayonnements solaires, tandis que ceux qui sont
impliqués dans les mécanismes de défense ont plutét une localisation sous épidermique
(Boudjella, 2009).

1. 1.2.2.2.3 Rbles des flavonoides chez les plantes :

Une des fonctions majeures des flavonoides est de contribuer a la couleur des plantes notamment
a celle des fleurs. Or, c’est par la couleur de ses fleurs que la plante exerce un effet attracteur sur
les insectes et les oiseaux pollinisateurs, assurant par ce biais une étape fondamentale de sa
reproduction.On peut également noter que les flavonoides, en repoussant certains insectes par

leur goQit deésagréable, peuvent jouer un rdle dans la protection des plantes.

Les flavonoides montrent d’autres propriétés intéressantes dans le controle de la croissance et
du développement des plantes en interagissant d’'une manieére complexe avec diverses hormones

végétales de croissance. Certains d’ entre eux jouent également un role de phytoalexines, c¢’est-a-
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dire des métabolites que la plante synthétise en grande quantité pour lutter contre une infection
causée par des champignons ou par des bactéries (Marfak, 2003).

De plus ils sont impliqués dans la photosensibilisation, la morphogenése, la détermination
sexuelle, la photosynthése et la régulation des hormones de croissance desplantes (Lhuillier,
2007).

1. 1.2.2.3 Propriétés biologique des Flavonoides :

1.Activité antioxydante :

Les flavonoides possédent de nombreuses activités biologiques, ces activités sont attribuéesen
partie aux propriétés antioxydante de ces composes naturels (Fuhrman et al .,1995).

L’action antioxydante de ces composés ne s’exerce pas seulement par 1’inhibition desradicaux
libres, mais elle se manifeste aussi par la neutralisation d’enzymes oxydantes et par la chélation
d’ions métalliques responsables de la production des espéces réactives del’oxygéne (Halliwell,

1994 ; Cotelle, 2001).

5 Electron seul
Antioxydant \'
> N ——
Sy 3 ~a
'+ sy IR e— 57 RS
(D) ¢ | (&) )
Qbﬂ — P &€ o°
g S S
Radical libre

Figure 07: Neutralisation d’un radical libre par un antioxydant

. a. Piégeage direct des radicaux libres

La réduction de divers radicaux par les polyphénols a été beaucoup étudiée afin de déterminer les
¢léments majeurs de I’activité antioxydant. Grace a leur faible potentiel redox, les polyphénols et
plus particulierement les flavonoides (FI-OH), sont thermodynamiquement capables de réduire
rapidement les radicaux superoxydes, peroxyles (ROQO°), alkoxyles (RO°)et hydroxyle par
transfert d’hydrogéne selon la formule suivante :

FI-OH + X° FI-O + XH Ou X° représente I’un des EOR mentionnés ci-dessus (Meziti, 2009 ;
Nkhili, 2009).

Le radical carboxyle résultant (FI-O¢) peut réagir avec un autre radical libre pour former une
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Structure quinone stable.

OH or |3 Q
[ R° RH i R’ RH ‘ U
4 A OH 3 o AN O
& : /D». | ;‘ N | 4 ,/'—--‘--\\\--"/ \{; -
(YL~ —I
= N Fe i)
N T -~ =
(il!]ﬂi!!".c

Figure 08: Piégeage des espéces réactives oxygénées par les flavonoides (Marfak, 2003).

b. Chélation des ions métalliqgues

Les ions du fer (Fe2+) et du cuivre (Cu2+) sont essentiels pour certaines fonctions
physiologiques.

Ils peuvent étre, soit des constituants des hémoproteines, soit des cofacteurs des différentes
Enzymesdu systeme de défense antioxydant (Meziti, 2009). Mais ils sont aussi responsables de
la production du radical hydroxyle par la réduction du peroxyde d’hydrogene.

Divers polyphénols abondants dans les plantes et dans 1’alimentation sont considérés comme de
bons chélateurs des ions métalliques (Nkhili, 2009). Les flavonoides sont considérés comme de
bons chélateurs de ces ions métalliques .

c. Inhibition enzymatique

L’inhibition de la production des EOR par les polyphénols et particulicrement les flavonoides
peut procéder directement par formation de complexe inhibiteur-enzyme et/ou par piégeage
directe des EOR (Nkhili, 2009).

Les polyphénols sont capables d’inhiber une large gamme d’enzymes génératrices duO?2.- et
d’autres EOR, comme la xanthine oxydase, la protéine kinase C, la cyclooxygénase,

lipooxygénase, et la glutathion S-Transférase Meziti, 2009.

2. Activité antibactérienne :

les flavonoides sont considérés de trés bons agents antimicrobiens (Harborne etWilliams.,
2000)et il y a aussi de nombreuses études ont rapporté les activités antimicrobiennes des
flavonoides. (Haraguchiet al.,1998 ; linuma et al.,1994 ; Iniesta et al .,1990).

L’effet toxique des composés phénoliques sur les micro-organismes dépend de cesderniers

(leur poids moléculaire, leur concentration, et leur solubilité), de I’especemicrobienne considérée

et des conditions du milieu.
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Pour étre plus actif, 1’agent antimicrobien doit se fixer sur 1’enveloppe externe du micro-
organisme et la traverser. Cette fixation entraine des changements de chargesélectriques de la
membrane de la bactérie (Barouki, 2006). L’effet antibactérien descomposés phénoliques met en

jeu trois mécanismes (Hadi, 2004) :

o L’inhibition des enzymes extracellulaires microbiennes,
) La séquestration de substrats nécessaires a la croissance microbienne.
o L’inhibition du métabolisme microbien.

3.Effets antiallergiques

Les effets antiallergiques sont attribués a I’influence des flavonoides sur la production de
I’histamine. En effet, les flavonoides inhibent les enzymes AMP cyclique phosphodiesterase

et ATPase Ca2+-dépendante, ces deux dernicres sont responsables de la libération del’histamine
a partirdes mastocytes et des basophiles.

Di Carlo (1999) a étudié les effets antiallergiques de la quercétine, il a trouvé que ce flavonoide
exerce ses effets, en inactivant I’enzyme ATPase Ca2+dépendante, de mémel’action de la
quercétine est supérieure a celui du cromoglycate de sodium utilisé commemédicament
antihistaminique.

4.Autres activités des flavonoides

A coté des activités citées précédemment, les flavonoides possédent d’autres activités:

Les flavonoides sont capables de moduler le fonctionnement du systéme immunitaire(Middleton
et Elliott., 1996), ils sont de puissants inhibiteurs de la prolifération deslymphocytes B et T
(Mookerjee et al.,1986 ; Namgoong et al., 1994).

Les flavonoides peuvent aussi empécher le diabéte ou du moins le réduire en inhibantl’enzyme
aldose réductase (Chaudhry, 1983). Ces composés montrent des activités anti-carcinogenes,
anti-inflammatoires, antiathérogénes, anti-thrombotiques, analgésiques, antibactériens,
antiviraux, anticancéreux(Babar Ali et al., 2007), anti-allergenes, vasodilatateurs (Falleh et
al.,2008) et antioxydants (Gomez-Caravaca et al., 2006).

Les composés polyphénoliques sont d’ailleurs de plus en plus utilisés en thérapeutique.
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Figure 09 : Effets biologiques des polyphénols (Martin et Andriantsitohaina, 2002).

I1. 1.2.3. Les Tanins :

Les tanins sont des molécules a poids moléculaire élevé entre 500 et 3000 qui constituent le

troisieéme groupe important des composes phénoliques. Ainsi, les tanins se référent a I’acide
tannique, il a une structure qui est composée d’un glucose centrale et 10 groupes galloyl, ce sont
des polyphénols soluble dans I’eau et sont présents dans les écorces des fruits de quelques
plantes (Gul¢in etal., 2010).

Sur le plan structural, les tanins sont divisés en tannins hydrolysables et tanins condenses

ou proanthocyanidines (al-zoreky, 2009).

11.1.2.3.1 Les tanins hydrolysables :

Ce sont des esters de glucose et d’acide gallique. Ils sont caractérises par le fait qu’ils peuvent
étre dégrades par I’hydrolyse chimique, ils libeérent alors une partie non phénolique (souvent

du glucose) et une partie phénolique qui peut étre soit de 1’acide gallique, soit un dimére de ce
méme acide- I’acide ellagique (Cowan, 1999).

11.1.2.3.2.Tanins condenses :

Qui se different fondamentalement des tannins hydrolysables car ils ne possédent pas de sucre
dans leur molécule et leur structure est voisine de celle des flavonoides. Il s’agit des polyméres
flavaniques constitués d’unité de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons carbone -carbone.

11 1.2.4 Propriétés antioxydants des tannins
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La nature polyphénolique de 1’acide tannique qui est hydrophobe est le caractére responsable de
’action antioxydant, et son mécanisme antioxydant est encore loin d’étrecomplétement compris.
En présence de cuivre métallique 1’acide tannique agit comme un prooxydant, ou comme un
antioxydant suppresseur du radical hydroxyle (Gulgin et al., 2010).

Comme beaucoup de polyphénols, I’acide tannique posséde des propriétés antimutaginiques et

antimicrobiennes.

I11. Conséguences du stress oxydant :

L’attaque des radicaux libres au sein des doubles liaisons lipidiques membranaires induit des
processus de peroxydations : Ce phénomeéne aboutissant & la formation de LDL oxydées qui
sont captées par des macrophages, formeront le dép6t lipidique de la plaque d'athérome

des maladies cardiovasculaires, I'attaque des phospholipides membranaires modifiant la

fluidité de la membrane et donc le fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs et la
transduction des signaux (Favier, 2003), donc elleAboutissant a la désorganisation compléte

de la membrane, altérant de ce fait ses fonctions d’échange, de barriere et d’information
(Koechlin-Ramonatxo, 2006).

o La toxicité des EOR s’exerce également sur les protéines : Les EOR sont en effet
capables de réagir avec différents acides aminés des chaines de protéines, altérant également leur
fonction, Ils peuvent aussi agir sur les macromolécules en provoquant des inactivations
enzymatiques, des fragmentations de ces molécules (collagéne, protéoglycannes,

acide hyaluronique) et la formation de diméres ou d’agrégats protéiniques dans les

membranes cytoplasmiques (Shimizu H.,2004).

. Au niveau de I’ADN : les radicaux libres peuvent induire des effets oxydatifs et
mutagéne ou un arrét des réplications. Ils agissent en provoquant des altérations de bases, des
pontages ADN-protéines ou des ruptures de brins .

Le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies : cancer, cataracte,
sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, cedémes pulmonaire,
vieillissement accéléré. Le stress oxydant est aussi un des facteurs potentialisant I'apparitiondes

maladies plurifactorielles tel le diabéte, la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies

cardiovasculaires (Montagnier et al., 1998).
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1 Ce travail a été réalisé au sein du laboratoire de physiologie, physiopathologie et biochimie de la E
1 . , . . .

' nutrition (PPABIONUT), faculté des sciences de la nature et de la vie ; sciences de la terre et de !
! P'univers, Université de Tlemcen :
1 1

Nos travaux ont porté sur I’étude des propriétés anti-hémolytique et antioxydants de 1’écorcede

la clémentine (Citrus clémentina).

l. Préparation des échantillons :

I.1. Prétraitement du matériel végétal

Les fruits sont lavés a 1’eau du robinet et nettoyés pour éliminer toutes les impuretés a 1’aide
d’un économe I’écorce est récupérée.

I.1.1 Séchage

Les écorces finement découpées sont misent pour le séchage dans un endroit bien aéré a une
température ambiante pendant 5 a7 jours

1.1 .2 Broyage et tamisage

Apres le séchage, les écorces d’oranges sont broyés a 1’aide d’un broyeur électrique suivi par le

tamisage afin d’avoir une poudre fine. La poudre obtenue, est conservée pour I’extraction.

I1. 1 Extraction des polyphénols

Avant d’entamer I’extraction proprement dite, nous avons procéde a une délipidation du matériel
végétal par macération dans I’hexane. Cette étape préliminaire a pour but d’éliminer les lipides et

les pigments (voir figure 10).

Figure 10:Délipidation du matériel végétal dans 1I’héxane.
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L’utilisation du tourteau, au lieu de la plante non dégraissée, facilite la préparation de  solution

homogéne lors des analyses et empéche la formation des émulsions dues a la présence des
lipides

[Yu et Dahlgren, 2005].

L’extraction de polyphénols consiste a macérer a froid le tourteau (la poudre dégraissée) de
I’échantillon a analyser dans une solution d’acétone aqueuse/eau pendant 24 heures.

Le mélange a été soumis a une filtration, Le filtrat récupéré, a été concentré par évaporation

rotative a 40°C jusqu’a ¢élimination compléte du solvant.

La méme procédure d’extraction des polyphénols sans tannins a été répétée pour 1’extraction
des polyphénols totaux sauf I’étape d’élimination des tannins est exclue.

1.2 Elimination des tanins

Les polyphénols totaux englobent I’ensemble des composés phénoliques y compris les tanins.
Pour éliminer les tannins de notre résidus sec obtenu : c'est-a-dire avoir les polyphénols totaux
sans tannins on procéde comme suit [FAO / IAEA, 2000].

Le résidu obtenue est solubilisé dans 5ml d’cau distillé 1ml de la solution est prélevé. Dans un

Tubed’essai un de de 100 mg de PVPP sont introduits puis 1 ml d’eau distillé et 1ml d’extrait

sont ajoutés. Aprés une incubation a 4°C pendant 15 min, le mélange est centrifugé a 3000
tours/min pendant 10 minutes. Le surnageant est récupérée puis Sécher dans I’étuve a 45°C.

|.3Extraction sélective des tanins :

L’extraction des tannins a été effectuée selon la méthode adaptée par (Zhang et al.,2008).

Mode opératoire

Dix gramme de poudre végétale dégraissée sont ajoutés a 200 ml du mélange acétone — eau
(140/60, v/v). La macération dure 3 jours a température ambiante. Apres filtration et élimination
de I’acétone, la phase aqueuse est reprise dans du dichlorométhane (2 x 50 ml) afin d’éliminer
les pigments et les traces des lipides, en utilisant une ampoule a décanter. La phase aqueuse
lavée est extraite avec 4 X 50 ml d’acétate d’éthyle. Le mélange des phases acétate éthylique
récupéré est évaporé a sec a 40°C par un rotavapeur type HAHNVAPOR-Model : H-S-2005V-N,

le résidu est repris par 3ml de méthanol.
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V. Préparation des dilutions :

1. 1. Préparation des dilutions de polyphénols totaux, des polyphénols sans tanins
et des tanins:

Des dilutions sont préparées a partir de la solution mére de polyphénols totaux a 40% (4 mg dans
10 ml de PBS), afin d’obtenir les concentrations finales suivantes (4, 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125

et 0.062) mg/ml.La méme procédure a été répétee avec la solution mére de polyphénols simples
et les tanins pour obtenir les mémes concentrations finales.

111.2. Préparation des combinaisons de polyphénols simples/tannins :

A partir de la concentration 4 mg/ml de polyphénols simples (sans tanins) et de tanins, trois
combinaisons sont réalisées : 75% polyphénols C/25% tanins ; 50% polyphénols C/50% tanins
et 25% polyphénols/75% tanins.

75%polyphénols/25%tannins : un volume de 750 pl de polyphénols avec 250 pl de tannins
50%polyphénols/50%tannins : un volume de 500 pl de polyphénols avec 500 pl de tannins

25%polyphénols/75%tannins : un volume de 250 pl de polyphénols avec 750 pl de tannins

1V. 2 Test d’hémolyse :

IV. 2.1 Principe :

-Ce test consiste a soumettre un échantillon de sang a une agression oxydante (production
contrélée des radicaux libres (RL).La lyse des cellules sanguines est induite par un générateur
des RL le TBHP, les érythrocytes ainsi liberent tout leur équipement enzymatique et

moléculaire pour résister a cette agression jusqu’a ce que la membrane soit modifiée et que la

cellule laisse échapper son contenu (Lesgard, 2000).
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1V. 2 .2 Mode Opératoire :

Le sang prélevé est collecté dans des tubes héparines puis centrifugés a 2000 t/min pendant 10
minutes. Le plasma est élimine et le culot est réservé. Trois lavages successifs sont effectués
avec du tampon phosphate. Chaque lavage est suivi d’une centrifugation a 2000 t /min pendant
10 minutes. Le surnageant est éliminé et le culot contenant les érythrocytes est dilué dans un
tampon de phosphate pour obtenir un hématocrite de 2 %.

A la solution de globules rouges de 2 % est ajoutée 50 ul de I’extrait d’écorce et I’incuber
pendant
30 min a 37 C° sous agitation, puis 5 pl de TBHP (pro-oxydant) sont ajoutés. Une deuxieme

incubation & 37°C pendant 2h sous agitation est réalisée.

1V. 2-3-Taux d’hémolyse

Dans un ependorf, 100 ul de chaque échantillon sont introduits puis 900 ul de PBS sont
ajoutés. Le mélange est ensuite agité puis centrifugé a 2000 t/ min pendant 10 min.
La lecture du surnageant s’effectue a 545 nm.

1V. 2-4-Hémolyse Totale :

Dans les épendorfs sont introduits100 pl de chaque échantillon et 900 pl d’cau distillée glacée a
4 °C, le mélange est agité puis incubé pendant 15 min a 4° C. La membrane des globules rouges
est rompue par un choc mécanique a I’aide d’une pipette pasteur. Suivi par une Centrifugation
3000t/10min. La lecture du surnageant s’effectue a 545 nm. . Des aliquotes de 360 ul de
I’hémolyse totale sont réservés vue du dosage des parametres de stress oxydatif.

V. Mesure des marqueurs de stress oxydatif:

V. 1 Dosage MDA :

V. 1.1_Principe :

Le malondialdehyde (MDA) érythrocytaire est mesuré selon la méthode de Draper& Hadley,
1990. Il représente le marqueur le plus utilisé en peroxydation lipidique, notamment par la
simplicité et la sensibilité¢ de la méthode de dosage. Apres traitement par I’acide a chaud,
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les aldéhydes réagissent avec 1’acide thiobarbiturique (TBA) pour former un produit de
condensation chromogénique consistant en 2 molécules de TBA et une molécule de MDA.

L’absorption intense de ce chromogénese fait a une longueur d’onde de 532 nm. La
concentration du MDA est calculée en utilisant le coefficient d’extinction du complexe MDA-
TBA ; £¢=1,56.105 M-cm-1 a 532nm

V. 2 Dosage du GSH :

V. 2.1 Principe :

Le taux du glutathion réduit (GSH) est mesuré sur le lysat érythrocytaire, le dosage est réalisé
par le réactif d’Ellman (DTNB) (Ellman,1959). La réaction consiste & couper la molécule
d’acide5,5dithiodis-2-nitrobenzoique (DTNB) par le GSH, ce qui libére 1’acide
thionitrobenzoique (TNB).

Ce dernier a pH (8-9) alcalin présente une absorbance a 412 nm avec un coefficient d’extinction

R
égal a 13,6 mM .cm .

VIII : Analyse statistigue

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes plus ou moins 1’erreur standard(ES).
L’¢évaluation des résultats est réalisée par 1’analyse de variance par la comparaison des
moyennes entre extrait combiné ou non au TBHP a différentes concentration par le test
« t » de Student. Tous les calculs sont réalisés a I’aide des fonctions statistiques (moyenne,
écart type, test student) a I’aide de Microsoft Excel.

Apreés analyse de la variance : * p < 0,05 est significative ; ** p < 0,01 est trés

significative ; ***p < 0,001 est hautement significative.
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l. Poly-phénols totaux :

I.1. Taux d’hémolyse :

Lorsque les érythrocytes sont misent en contact avec les polyphénols totaux combinés ou non au

TBHP, le taux d’hémolyse reste inchangé pour les concentrations les plus élevées en
polyphénols totaux (1,2 et 4) mg/ml. Concernant les petites concentrations en polyphénols totaux

(0.062, 0.125 et 0.5) mg/ml le taux d’hémolyse augmente en présence du TBHP(figure 11) .

1.2. Les teneurs en MDA :

Les teneurs en MDA sont diminuées a des concentrations 0,125 et 0,062 mg/ml de polyphénols
totaux lorsqu’ils sont combinés au TBHP comparés aux polyphénols totaux non combinés
eu TBHP. Cependant aucune différence n’est observée en les teneurs du MDA pour les

concentrations (0.25, 0.5, 2 et 4) mg/ml de polyhhénols totaux qu’elles soient combinés ou non
au TBHP (figure 12).

1.3. Les teneurs en GSH :

Les teneurs en GSH sont augmentées a des concentrations de (0.062 et 0,25) mg/ml en
polyphénols totaux non combinés au TBHP comparés aux polyphénols combinés au TBHP.
Pour toutes les autres concentrations en polyphénols totaux non combinés au TBHP aucune
différence n’est observée comparée aux polyphénols combinés au TBHP (figure 13).

l. Les poly-phénols sans tanins
II.1. Taux d’hémolyse :

En absence de tanins, le taux d’hémolyse est diminué lorsque les polyphénols sont combinés
au TBHP et ceci pour toutes les concentrations comparées aux polyphénols non combinés

au TBHP (figurel4).

11.2. Les teneurs en MDA :

Les résultats des teneurs en MDA ne montrent aucune différence pour les concentrations
(1,2 et 4) mg/ml lorsque les polyphénols sans tanins sont combinés ou non au TBHP.
Concernant les concentrations (0.062, 0.125 et 0.5) mg/ml des polyphénols sans tannins,
les teneurs en MDA sont diminuées lorsque polyphénols sans tannins ne sont pas combinés

au TBHP comparées au polyphénols sans tannins combinés au TBHP (figure 15).
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11.3. Les teneurs en GSH :

Les teneurs en GSH sont augmentées facon hautement significative pour toutes les
concentrations (0.062, 0.125, 0.5, 1, 2 et 4) mg/ml d’extraits de polyphénols sans tannins lorsque
les polyphénols sans tannins ne sont pas combinés au TBHP comparéspolyphénols sans tannins
combinés au TBHP (figure 16).

1. Combinaison ( polyphénols / tanins)
II1.1. Taux d’hémolyse ;

Les résultats montrent que le taux d’hémolyse est a son plus bas niveau quand le pourcentage de
combinaison polyphenols/tannins est de (50%/50%) et ce lorsque I’extrait est non combiné au
TBHP. Cependant quand I’extrait est combiné au TBHP le taux d’hémolyse le plus bas est
rencontré pour le pourcentage de combinaison polyphenols/tannins de (75%/25%) (figure 17)

111.2. Teneurs en MDA :

La combinaison 75%polyphénols/25%tannins montre une diminution tres significative des
teneurs en MDA lorsque 1’extrait est non combiné au TBHP comparé a I’extrait combiné

au TBHP. Inversement, la combinaison 25%polyphénol /75% tannins engendre une

diminution trés significative teneurs en MDA lorsque I’extrait est combinés au TBHP comparé
a I’extrait non combiné au TBHP (figurel8).

111.3. Les teneurs en GSH:

Les teneurs en GSH sont augmentées pour les pourcentages de combinaison polyphénols/tannins
de (75%/25%) et (25%/75%) lorsque 1’extrait est non combiné au TBHP compar¢ a I’extrait

combiné au TBHP (figure 19).
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Figure 11: Effet de différentes concentrations de polyphénols totaux combinés ou non

au TBHP sur le taux d’hémolyse.
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Figurel? : Effet de différentes concentrations de polyphénols totaux combinés ou non au
TBHP sur les teneurs en MDA.

Chaque valeur représente la moyenne * erreur standard, la comparaison des moyennes entre
Polyhpénols totaux combinés ou non au TBHP est effectuée par le test «t» de student.

Aprés analyse de la variance : **p < 0,01 est trés significative; *** p < 0,001 est
hautement significative
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Figurel3 : Effet de différentes concentrations de polyphénols totaux combinés ou non
sur TBHP sur les teneurs en GSH.

Chaque valeur représente la moyenne + erreur standard, la comparaison des moyennes
entre Polyhpénols totaux combinés ou non au TBHP est effectuée par le test «t» de

student. Aprés analyse de la variance :**p < 0,01 est tres significative ; * k% p < 0,001 est
hautement significative.
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Figureld: Effet de différentes concentrations de polyphénols sans tanins combinés ou non
au TBHP sur le taux d’hémolyse.
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Figure 15: Effet de différentes concentrations de polyphénols sans tanins combinés ou
non sur TBHP sur les teneurs en MDA.

Chaque valeur représente la moyenne * erreur standard, la comparaison des moyennes entre
Polyhpénols sans tanins combinés ou non au TBHP est effectuée par le test « t » de student.
Apres analyse de la variance : ** p < 0,01 est tres significative ;*** p < 0,001 est hautement
significative.
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Figure 16 : Effet de différentes concentrations de polyphénols sans tanins combinés ou non
sur TBHP sur les teneurs en GSH.

Chaque valeur représente la moyenne * erreur standard, la comparaison des moyennes entre
Polyhpénols sans tanins combinés ou non au TBHP est effectuée par le test « t » de student.

Apreés analyse de la variance : *** p < 0,001 est hautement significative.
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Figure 17 : Effet de différentes combinaison (polyphénols / tanins) combinés ou non
au TBHP sur le taux d’hémolyse.
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Figure 18 : Effet de différentes combinaison (polyphénols / tanins) combinés ou non
au TBHP sur les teneurs en MDA .

Chaque valeur représente la moyenne + erreur standard, la comparaison des moyennes entre
combinaison Polyhpénols/tannins combinés ou non au TBHP est effectuée par le test « t » de

student. Aprés analyse de la variance :**p < 0,01 est trés significative .



Résultats et interprétation
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Combinaisons polyphénols / Tanins

Figure 19 : Effet de différentes combinaison (polyphénols / tanins) combinés ou non au
TBHP sur les teneurs en GSH.

Chaque valeur représente la moyenne + erreur standard, la comparaison des moyennes

entre combinaison Polyhpénols/tannins combinés ou non au TBHP est effectuée par le test

« t » de student. Aprés analyse de la variance :**p < 0,01 est trés significative ; *** p <

0,001 est hautement significative.
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Les composés phenoliques ont des effets bénéfiques sur la santé humaine car ils possedent de
nombreuses activités biologiques comme [’activité antioxydant, anti-inflammatoire,
antibactérienne...... etc.,. Leurs activités antioxydantes protégent et inhibent les effets néfastes
des radicaux libres sur 1’organisme humain (Hama et al., 2017). lls sont particuliérement utilisés
dans deux domaines : la phytothérapie et I’hygiéne alimentaire (Leong et Shui, 2002).

L'objectif de notre travail vise a déterminer la concentration optimale en poly-phénols, en tanins
ainsi que leurs combinaisons qui permet de protéger les globules rouges de 1’hémolyse et du

stress oxydant.

Le test d’hémolyse est un test in vitro qui permet d’évaluer 1’effet des extraits de I’écorce vis-a-
vis de I’attaque radicalaire sur les globules rouges. Ces derniéres constituent un model cellulaire
trés adéquat pour I’étude du stress oxydant. En raison de leurs facilités d’isolement, leurs
simplicités, la richesse de leurs membranes en acides gras polyinsaturés et la concentration
cellulaire élevée en oxygene, ces cellules sont extrémement susceptibles aux endommagements
oxydatifs (Arbos et al, 2008). En présence de molécules a activité anti-oxydantes, 1’hémolyse

sera logiquement retardée. Dans ce travail les radicaux libres sont généres par le TBHP.

Nos résultats montrent que Lorsque les érythrocytes sont mis en contact avec les polyphénols
totaux combinés ou non au TBHP, le taux d’hémolyse reste inchangé pour les concentrations les
plus élevées en polyphénols (1,2 et 4) mg/ml. Ceci prouve que les radicaux libres générer par le
TBHP sont neutralisés par les poly-phénols. En effet, les poly-phénols, de par leurs actions anti-
oxydantes peuvent protéger la membrane des érythrocytes de la rupture. Nos résultats sont en
accord avec les travaux de verstraeten et al., 2003 et Ramchoun et al., 2015 qui ont montré
que les flavanols et les procyanidines(classes des flavonoides)interagissent avec les groupement
polaires des phospholipides membranaires par des liaisons hydrogénes et s’accumulent ainsi a la
surface membranaire ce qui permet de réduire 1’acces des molécules radicalaire a la bicouche
lipidique, par ce mécanisme les flavonoides pourraient maintenir 1’intégrit¢é membranaire. En
plus de leurs actions anti-hémolytiques les citro-flavonoides sont capables de piéger les radicaux
libres en cédant I’hydrogéne de leurs groupements hydroxyles (Sandhar et al, 2011). Aussi
I’effet anti-hémolytique des composes phénoliques est dii a la prévention de la formation de la
méthémoglobine, suite au piégeage de peroxyde d’hydrogene et la diminution de la formation de
radical hydroxyle (Nadour.,2015).

Concernant les petites concentrations en polyphénols totaux (0.062, 0.125 et 0.5) mg/ml le taux
d’hémolyse augmente en présence du TBHP. Il est clair que de faibles concentrations en poly-

phénols ne protegent pas de ’hémolyse en présence d’un générateur de radicaux libres.
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En absence de tanins nos résultats montrent que le taux d’hémolyse est diminué lorsque les
polyphénols simples sont combinés au TBHP et ceci pour toutes les concentrations comparées
aux polyphénols non combinés au TBHP.

Concernant les combinaisons nos résultats montrent que le taux d’hémolyse est a son plus bas
niveau quand le pourcentage de combinaison polyphenols /tannins est de (50%/50%) et ce
lorsque 1’extrait est non combiné au TBHP. Cependant quand 1’extrait est combiné au TBHP le
taux d’hémolyse le plus bas est rencontré pour le pourcentage de  combinaison

polyphenols/tannins de (75%/25%).

Lorsqu’il existe un désequilibre entre le niveau des radicaux libres dans la cellule et celui des
défenses antioxydantes, des dégats oxydatifs sont infligés a cette unité biologique. Les acides
gras polyinsaturés des membranes y sont particulierement vulnérables. Leurs oxydations
génerent des sous-produits appelés aldéhydes, comme le malonaldéhyde (MDA) ou le 4-
hydroxynonénal (HNE). L'augmentation du taux de peroxydation lipidique due a une production
exacerbée de radicaux d'oxygene peut causer des dommages a la membrane cellulaire, ce qui

entrainant leur dysfonctionnement (Chirase et al. 2004)

Le MDA, est I'un des produits finaux de la peroxydation des lipides membranaires le plus
attribué aux dommages oxydatifs ; il est souvent employé comme indicateur du stress oxydatif
(Ohkawa et al. 1979 ; Guichardant et al. 1994 ; Zhang &Kirkham 1994).Le dosage de la
MDA est un moyen efficace pour évaluer les dommages du stress oxydatif sur la membrane
(Katsuhara et al. 2005).

» Le TBHP : radical synthétique a la capacité de générer des radicaux libres qui attaquent
les lipides polyinsaturés des membranes ce qui provoque la peroxydation lipidique et
I’augmentation du taux du MDA (Dwight et Hendry, 1996).

Les résultats de cette étude montrent que les concentrationsen MDA érythrocytaires sont
significativement diminuées a de faibles concentrations (0,125 et 0,062 mg/ml ) de polyphénols
totaux dans les tubes contenant les érythrocytes en présence de TBHP. Par contre pour les
mémes concentrations (0,125, 0,062 mg/ml ) de polyphénols exemptent de tanins présentent des
teneurs en MDA augmentées de fagon trés significative.
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A D’'inverse, les teneurs en MDA sont élevés concernant les polyphénols sans tanins en présence
de I’agent pro-oxydant TBHP. Des études expliquent que les poly-phénols ont une action pro-
oxydant en raison de leur capacité & réduire le fer ferrique (Fe®) en fer ferreux (Fe*?) qui réagit
ensuite avec le H,O, pour donner le radical hydroxyle qui oxyde des lipides (Delattre et al.,
2005). De plus la décomposition du TBHP produit un radical libre qui attaque les lipides

polyinsaturés des membranes ce
qui provoque la peroxydation lipidique selon la réaction de Fenton (Kehrer, 1993; Ball, 2008).

Il est aussi possible que 1’absence des tanins dans un extrait de composés phénolique protegent
moins de la peroxydation lipidique. Autrement dit, les tanins est la fraction qui augmente la

protection contre la peroxydation lipidique lorsqu’ils sont présents dans un extrait phénolique.

Concernant les combinaisons polyphénols/tanins : Les teneurs en MDA sont diminuées pour les
pourcentages de combinaisons polyphénols/tannins 25%polyphénols / 75 % tannins. Ce résultat

témoigne que les fortes proportions de tanins diminuent les teneurs en MDA .

Le glutathion : est une protéine que nous produisons naturellement et qui est composée de trois
acides aminés (cystéine, acide glutamique et glycine) (Flora et al., 2008).

Le glutathion est un antioxydant cellulaire important car il posséde un groupe soufre-hydrogéne
(SH) qui explique sa capacité a donner facilement un électron, il s’oxyde et deux molécules de
GSH se lient I’'une a 1’autre par un pont fait d’atomes de soufre pour former ce qu’on appelle
logiquement le glutathion oxydé (GSSG). Le GSSG peut étre retransformé en glutathion réduit.
Afin de maintenir un équilibre de 1’état d’oxydoréduction de glutathion (GSH/GSSG)(Leverse,
2009).Le GSH peut interagir directement avec toute une gamme d’espéces réactives de
I’oxygene (ROS) comme le redoutable radical hydroxyle. En plus de neutraliser directement des
ROS,

Concernant les teneurs érythrocytaires du GSH, nos résultats révelent des teneurs élevées en
GSH lorsque les polyphénols totaux sont en faibles concentrations : (0,125 et 0,062) mg/ml et
non combinés aux TBHP (agent pro oxydants). 1l est clair que les faibles concentrations en poly-

phénols ne peuvent garder des teneurs en GSH élevées lors d’un stress oxydatif.

Lorsque les polyphénols sans tanins sont mises en contact avec Les érythrocytes, les teneurs de

GSH sont élevées et ce pour toutes les concentrations en absence du TBHP.
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Enfin concernant les combinaisons polyphénols/tanins. Les teneurs en GSH sont augmentées
pour les pourcentages de combinaison polyphénols/tannins de (75%/25%) et (25%/75%) lorsque

I’extrait est non combiné au TBHP compar¢ a I’extrait combiné au TBHP.
La diminution du GSH peut étre attribuée a sa forte utilisation. En effet le GSH est capable de

neutraliser les radicaux libres générés par le TBHP empéchant ainsi 1’oxydation des acides gras

(Jones et al ., 2002 ;Martin, 2003).
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L’écorce de la clémentine (citrus clémentina) constitue un gisement riche en ingrédients
fonctionnels connus pour leurs activités anti-oxydantes. Les poly-phénols sont de puissants
antioxydants présents dans 1’écorce. Cependant 1’activité biologique des tanins, fraction des

poly-phénols est peu connu.

Ce travail a pour objectif d’étudier I’effet protecteur in vitro des poly-phénols et les tannins vis-

a-vis des dommages oxydatifs sur les érythrocytes.

Cette ¢tude nous a permis de mettre en évidence I’impact de différentes concentrations des poly-
phenols et les tannins ainsi que leurs combinaisons sur les érythrocytes. Ceci, afin de relever les

concentrations et la combinaison qui protégent le mieux des dommages oxydatifs.

Concernant le test d’hémolyse, nos résultats montrent que les grandes concentrations en poly-
phénols proteégent le mieux de I’hémolyse.

Pour les combinaisons polyphénols /tannins le pourcentage de combinaison qui abaisse la plus le
taux d’hémolyse est 75% polyphénols/25%tanins.

Pour la peroxydation lipidique, elle est diminuée lorsque les polyphénols sont en faibles
concentrations (0,062 ; 0,125) mg/ml en présence d’un stress oxydant.

La combinaison 25%polyphénol /75% tannins diminue les teneurs en MDA maniére
significative lors d’un stress oxydant.

Concernant le glutathion réduit, les concentrations élevées en poly-phénols totaux (4 ; 2 ;

0,5 est 0,25) mg/ml arrivent a maintenir des teneurs stables en GSH en absence ou en
présence du TBHP.

Enfin concernant les combinaisons polyphénols/tanins. Les teneurs en GSH sont augmentées
pour les pourcentages de combinaison de 25% polyphénols/75% tanins.

Il serait intéressant de pousser cette étude en :

e Essayant de d’extraire les différentes fractions de poly-phénols de la clémentine afin
d’identifier la fraction qui posséde 1’activité anti-oxydante la plus eleveée.

e Explorer I’activité anti-oxydante des poly-phenols de la clémentine in vivo.
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Résumé :

La clémentine (citrus clémentina) constitue une source de régime alimentaire riche en composés bioactifs, La peau
de la clémentine constitue des sources considérables d’antioxydants. Le but de ce travail est de mettre en évidence
Iimpact de différentes concentrations des poly-phénols et les tannins ainsi que leurs combinaisons sur les
érythrocytes. Ceci, afin de relever les concentrations et la combinaison qui protégent le mieux des dommages
oxydatifs, par 1’évaluation pouvoir anti-hémolytique et le dosage de deux parameétres de stress oxydants (MDA et
GSH).Nos résultats révelent que les grandes concentrations en poly-phénols protégent le mieux de I’hémolyse. Pour
les combinaisons polyphénols /tanins le pourcentage de combinaison qui abaisse la plus le taux d’hémolyse est 75%
polyphénols/25%tanins. En absence de tanins nos résultats montrent que le taux d’hémolyse est diminué lorsque les
polyphénols simples sont combinés au TBHP et ceci pour toutes les concentrations comparées aux polyphénols non
combinés au TBHP.
Concernant, la peroxydation lipidique, elle est diminuée lorsque les polyphénols sont en faibles concentrations
(0,062 ; 0,125) mg/ml eten présence du TBHP.
La combinaison 25%polyphénol /75% tanins diminue les teneurs en MDA maniere significative lors ’un stress
oxydant. Autrement dit, les tanins est la fraction qui augmente la protection contre la peroxydation lipidique
lorsqu’ils sont présents dans un extrait phénolique.Concernant le glutathion réduit, Les concentrations élevées en
poly-phénols totaux (4 ; 2 ; 0,5 est 0,25) mg/ml arrivent a maintenir des teneurs stables en GSH en absence ou en
présence du TBHP. Lorsque les polyphénols sans tanins sont mises en contact avec Les érythrocytes, les teneurs de
GSH sont élevées et ce pour toutes les concentrations en absence du TBHP. Enfin concernant les combinaisons
polyphénols/tanins. Les teneurs en GSH sont augmentées pour les pourcentages de combinaison de 25%
polyphénols/75% tanins.
Mots clés : Poly-phénols, tanins, hémolyse, écorce, clémentine.
Summary:
Clementine (citrus clementina) is a source of diet rich in bioactive compounds, the clementine bark’s is a
considerable source antioxidants’. The purpose of this work is to highlight the impact of different polyphenols’and
tannins’ concentrations and their combinations on erythrocytes. This is to identify the concentrations and
combination that best protect against oxidative damage, by assessing anti-hemolytic potential and assaying two
oxidative stress parameters (MDA and GSH). Our results reveal that high concentrations of polyphenols best protect
against hemolysis. For the polyphenol / tannin combinations, the percentage of combination which lowers the
hemolysis rate is 75% polyphenols / 25% tannins. In the absence of tannins our results show that the hemolysis rate
is decreased when the simple polyphenols are combined with TBHP for all concentrations compared to polyphenols
not combined with TBHP. Regarding lipid peroxidation, it is decreased when the polyphenols are in low
concentrations (0.062, 0.125) mg / ml in the presence of TBHP. The 25% polyphenol / 75% tannin combination
significantly reduces MDA levels during oxidative stress. In other words, tannins is the fraction that increases
protection against lipid peroxidation when present in a phenolic extract. With regard to reduced glutathione, the high
concentrations of total polyphenols (4; 2; 0.5 is 0.25) mg / ml achieve stable levels of GSH in the absence or
presence of TBHP. When the polyphenols without tannins are brought into contact with the erythrocytes, the GSH
levels are high for all concentrations in the absence of TBHP. Concerning the polyphenol / tannin combinations, the
GSH contents are increased for the combination percentages of 25% polyphenols / 75% tannins.
Key words: Polyphenols, tannins, hemolysis, bark, clementine.
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