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Introduction

Des molécules pro-oxydantes appelées radicaux libres ou espèces réactives de

l’oxygène (ERO) sont produites quotidiennement dans l’organisme. Ces dernières sont

cependant contrôlées par les antioxydants. Un stress oxydatif survient lorsque l’équilibre est

rompu en faveur des radicaux libres. Toute fois, une production excessive de ces molécules

réactives ou une insuffisance des mécanismes antioxydants peut déséquilibrer la balance

oxydant/antioxydant (Papazian et al., 2008 ;Christophe et al., 2011). Ce dernier est à

l’origine de plusieurs maladies, telles que les maladies cardiovasculaires, le cancer, le

diabète…etc (Aruoma,2003). Pour échapper aux conséquences du stress oxydant, il est

nécessaire de rétablir l’équilibre antioxydants/pro-oxydants par une consommation suffisante

d’antioxydants (Ghedira, 2005).

Pour cela 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 l’orange et des produits à base d’orange peuvent protéger la santé contre

différentes maladies à cause de sa richesse au diverses molécules antioxydantes dont l’acides

ascorbique, les caroténoides et les polyphénols (Kim et al.,2002).

La production mondiale d’agrumes est estimée à plus de 115 millions de tonnes par an, 517

milles tonnes ont été produits en Algérie qui occupe la 18eme place mondiale (FAO, 2013).

Grace à cette richesse, l’extraction des composés phénoliques à partir des agrumes a

considérablement attiré l’intérêt scientifiques pour les utiliser comme des antioxydants

naturels, conservateurs principalement dans les aliments mais aussi dans l’industrie

pharmaceutique et cosmétique (Ramful et al., 2010).

Notre travail vise à démontrer la richesse de nos fruits en polyphénols Pour cela notre étude

englobe deux aspects :
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Le premier aspect est basé principalement sur l'extraction des composés phénoliques de la

pulpe des différentes variétés d’oranges (Double fine, Hamlin) et de citron (citron vert, et

citron jaune) ainsi que leur mélange.

Le second aspect est consacré à l’évaluation de l’apport en substance à activité antioxydante

(acide ascorbique, composés phénoliques, flavonoïdes,…..) et la détermination de potentiel

antioxydant (activité anti-radicalaire à l’ABTS et au DPPH et les pouvoirs réducteurs : au

phosphomolybdate d’ammonium et FRAP) des extraits de nos échantillons.



Synthese

bibliographique
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I. Généralités sur les fruits étudiés

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 espèces, selon que les auteurs ont

ou n’ont pas pris en compte les hybrides (Swingle et Reece, 1967). La diffusion des agrumes

à travers le monde s'est faite très lentement. Le bigaradier, le citronnier et l'oranger ont été

introduits dans le bassin méditerranéen vers la moitié du XIIe siècle, et le mandarinier au

XIXe siècle. L’introduction des agrumes en Afrique de l’Est a été faite par les commerçants

arabes et hindous vers le XIVe siècle (Loussert, 1989 ; Spiegel-Roy et Goldschmidt, 1996).

L’expansion dans le sud de l’Europe au XVe siècle est le fait des portugais, qui les ont

exportées d’Asie. Au moment de la conquête, l’orange traverse l’atlantique avec le Bigarade,

la lime et le cédrat. Ces derniers ont été cultivés dans les Antilles, au Mexique et en Amérique

du sud (Loussert, 1989).

 L’orange

L’oranger est un petit arbre ou arbuste, pouvant atteindre 10 à 15 m de hauteur

environ.L’arbre est à rameaux nombreux ; formant une cime touffue, avec un feuillage vert

sombre, glabre, persistant et légèrement ailé. Les feuilles sont persistantes, cireuses, coriaces

et alternes, la floraison blanche très parfumée, Le fruit est une baie, ronde ou allongée,

souvent pourvue d’un mamelon proéminent du côté opposé au pédoncule fructifère

(Teuscheret al., 2005). Les fruits mettent 10 à 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 (Loussert, 1989).

Figure 1 : Feuilles, fleurs et fruits d’oranger
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 Le 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 à 10 m de haut, porte 5-6 branches charpentières très

fournies en rameaux, les racines superficielles forment un réseau dans les 80 premiers

centimètres de sol. Les feuilles des citronniers sont des feuilles vertes, alternatives et

persistantes, très adurantes en raison des multiples poches à essence qu’elles contiennent, qui

sont visible à l’œil nu (Gollouin et Tonelli, 2013).

Figure 2 : Feuilles, fleurs et fruits de citron

I.1. Structure

Tous les fruits des citrus cultivés présentent la même structure anatomique présentée sur la

figure 3. (Ramful et al., 2010).

D’un point de vue botanique les agrumes sont des fruits charnus de type baie avec un

péricarpe structuré en trois parties bien différenciées : l’épicarpe (Flavédo), mésocarpe

(Albédo) et l’endocarpe (pulpe).

Figure 3: Caractéristiques morphologiques d’un citrus (Duan et al., 2014).
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I.2.Composition chimique et valeur nutritive

a. Orange

Les principaux composés de l’orange sont résumés sur le Tableau I (Bousbia, 2011).

Tableau I : principaux composés d’orange

Constituants Teneurs

Acides organiques 8.5 à 12% dans le fruit à maturité, représenté par le

Saccharose (40%).

Autre composés

Energétiques

Lipides concentrés dans les pépins, peu de protéines

Vitamines

Vitamine C (40 à 80 mg pour 100g).

Vitamines hydrosolubles qui sont toutes des vitamines du groupe

B ( B1 et B9, en particulier).

Vitamine A (0.05 à 0.2 mg pour 100g).

Vitamine E (0.24 mg pour 100g).

Oligo-éléments Fer, cuivre, zinc, manganèse, Nickel, Iode.

Trace de Bore et Sélénium.

Fibres Une teneur de 2.4 % en moyenne, elles ont l’originalité d’être

riche en pectine (environ 50%).

Flore mésophile Levures et lactobacilles indispensables à sa bonne digestion

Substances aromatiques Ce sont des composés complexes caractéristiques de ce fruit

(aldéhydes, esters…etc), des essences odorantes

Glucides 8.5 à 12% dans le fruit à maturité, représenté par le

Saccharose (40%).

pigments

Donnent à la pulpe sa couleur plus ou moins marquée jaune

orangé pour les flavonoïdes et les caroténoïdes,

Jaune pour les xantophylles, rouge ou rouge violacé pour les

anthocyanes.
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b. citron

Le citron est un fruit riche en vitamine C et d’un large éventail de vitamines de groupe B

avec des quantités considérables de flavonoïdes. la teneur en glucides et en protéines est

faible, il est riches en substances minéral (le potassium est le minéral le plus abondant).

(Valnet, 2001).

I.3.Utilisation et effets thérapeutiques des fruits de genre Citrus

De nombreuses études ont montré que les espèces du genre Citrus sont riches en principes

actifs tels que les composés phénoliques et les flavonoïdes, utilisés à des fins thérapeutiques

ou dans les domaines cosmétiques ou alimentaires (Kahkonen et al., 1999 ; Shahaib et al.,

2011).

 La saveur amère et aromatiques de la pulpe d’orange amère ouvre l’appétit et facilite

la digestion (Touscher et al. 2005).

 La pulpe d’orange fraiche est utilisée pour traiter les maladies de la peau : l’acné,

soins de visage. (Valnet, 2001).

 Le citron a été utilisé contre l’insomnie, l’asthme et dissoudre des cristaux rénaux

(Okwu and Emenik, 2006).

 Stimulation de l’appétit (zestes) (Santo et al., 2011; Karimi et al., 2012).

 Activité anti-microbienne, anti-inflammatoire, anti-oxydante, anticancéreuse

(Del-rio et al., 2004)

 Abaissement de la pression artérielle, traiter l’obésité (Ramful et al., 2011).
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II. Antioxydants

Les agrumes sont importants en raison de leurs propriétés nutritionnelles et anti-oxydantes.

Les antioxydants les plus connus sont les caroténoïdes (surtout le β-carotène), l’acide 

ascorbique, les tocophérols (vitamine E) et les polyphénols. Ces derniers incluent les

flavonoïdes, les tanins et les acides phénoliques (Hercberg et al., 2004).

II.1. Composés phénoliques

II.1.1.Définition

Ce sont des produits de métabolisme secondaire des végétaux. Ils sont présents dans

toutes les parties de la plante (tiges, feuilles, racines,… etc.). Un composé phénolique est un

composé organique non azoté qui possède un noyau aromatique avec un ou plusieurs

groupements hydroxyles libres ou engagés dans une autre fonction chimique (esters,

glycosides,…etc.) (Bruneton, 1999).

Les oranges sont une très bonne source de composés phénoliques (Balasundram et al.,

2006). Ces derniers se trouvent en grande proportion dans l’écorce (plus de 15% que la pulpe)

(Gorinstein et al., 2001 ; Goulas et Manganaris, 2012).

II.1.2.Classification

Les composés phénoliques ou les polyphénols appartiennent à une famille constituée

d’environ de plus de 8000 composés, répartis en différentes classes, qui vont de molécules

simples de type phénols à des molécules complexes de types tanins (Dacosta, 2003).

II.1.2.1Acides phénoliques

Un acide phénolique est un composé organique qui possède au moins une fonction

carboxylique et un hydroxyle phénolique. Les acides phénoliques sont divisés en deux

classes : les acides hydroxybenzoïques et les acides hydroxycinnamiques (figure.4 en

Annexe) (Richter, 1993).
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II.1.2.2. Flavonoïdes

Les flavonoïdes du latin flavus sont un groupe d’antioxydants naturels comprenant des

composés de couleur jaune, orange ou rouge. Ils constituent la classe la plus importante des

composés phénoliques, plus de 5000 composés ont été décrits.

Les flavonoïdes 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) (Figure 5) (Beecher, 2003).

Figure 5:Structure de base des flavonoïdes (Ghedira, 2005).

Les différents sous-groupes rencontrés sont les : flavones, flavanols(catéchines), isoflavones,

flavonols, flavanones et les anthocyanes (Yang etal., 2001).

Les agrumes sont riches en flavonoides (Di-Carlo etal., 1999 ; Kawaiietal., 2001 ; Belajova

et Suhaj, 2004). Ils contiennent plus de 60 flavonoïdes répartis selon leur

structuremoléculaire en 4 classes : flavanones, flavonols, flavones et anthocyanes

(Benavente-Garcia etal., 1997).

 Flavanones

Les flavanones ou dihydro-2,3 flavones (principalement l’hespéridine et la narirutine)

constituent la majeure fraction des flavonoides des oranges douces (Gil-Izquierdo et al.,

2001 ; Nijveldt et al., 2001).L’hespérédine est le principal flavonoïde de l’orange douce. Il se

trouve en grande quantité dans l’écorce du fruit (El-Nawawi,1995) et en petite concentration

dans le jus et les pépins (Garget al., 2001). Quant à l’orange amère, elle contient

principalement de la naringine ; flavanones responsables de l’amertume des jus (Erlundet al.,

2001).Le plus souvent, les flavanones existent sous forme glycosylée en position 7 par un

disaccharide, comme les néohesperidosides responsables du goût amer dupamplemousse et de

l’orange amère (figure. 6 en Annexe) (Abushita et al., 2000).
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 Flavones

Dans certaines espèces d'agrumes, les flavonoïdes se retrouvent sous forme de

flavonesglycosilés (rutine, isorhoifoline, diosmine, etc.) et polyméthoxylés (sinensétine,

nobilétine, tangerétine, etc.) (Jayaprakasha et Patil, 2007).

La diosmine est un constituant commun de plusieurs espèces d'agrumes (Kanazeet al.,2003).

 Flavonols

Les flavonols ou hydroxy-3-flavones sont des dérivés des flavones par l’addition d’un

groupe hydroxyle en position 3 (Richter, 1993). La quercétine, le kaempférol, la myircétine,

l’isorhamnétine et la fisétine sont les flavonols communs des agrumes (Manthey et al.,

2001).

 Anthocyanines

Le terme anthocyane dérive des mots grecs Athos (fleur) et cyan (bleu). Ces composés

sont responsables de la coloration rouge, bleue ou violette de nombreux fruits,

légumes et fleurs (Sarni-Manchado., 2006).

II.1.3 Tannins

Les tannins peuvent exister dans divers oranges : l’écorce, les feuilles, les fruits, les

racines et les graines, (Khanbabae et Ree, 2001). Chez les végétaux supérieurs, deux groupes

de tanins différents par leur structure aussi bien que par leur origine biogénétiques: Les tanins

hydrolysables et les tanins condensés (Figure 7 en Annexe) (Bruneton, 1999).

a-Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des polyesters de glucides et d'acides phénols, ils sont

facilement scindés par les enzymes de tannases en oses et en acide phénol, ces tannins

sontdivisé en deux types: les tanins galliques (esters d’oses et d’acide gallique) et les tanins

ellagiques (esters d’oses et d’acide ellagique). (Paris et Hurabielle., 1981).
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b-Tanins condensés

Les tanins condensés sont des polymères flavanolique constitués d'unités flavan-3-ols, le plus

Souvent épicatéchine et catéchine (Khanbabaea et Ree., 2001). Les tanins condensés sont

des molécules hydrolysables, leur structure voisine de celle des flavonoïdes est caractérisée

par l’absence de sucre (Paris et Hurabielle, 1981).

II.2. Vitamine C

La vitamine C, ou acide ascorbique (figure. 8 en Annexe), est un micronutriment qui n’est pas

synthétisé par l’organisme humain. Il doit être apporté par les aliments (fruits et légumes). Il a

un rôle antioxydant multiple : il inhibe le brunissement enzymatique, protège contre

l’oxydation, comme il est connu pour ses effets antiradicalaires et réducteurs des métaux de

transition (Willox et al., 2003).
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III. Stress oxydatif

Dans les circonstances quotidiennes normales, des radicaux libres sont produits en

permanence et en faible quantité, et cette production physiologique est parfaitement maîtrisée

par des systèmes de défense, d'ailleurs adaptatifs par rapport au niveau de radicaux présents.

Dans ces circonstances normales, dit que la balance antioxydants/pro-oxydants est en

équilibre. Si tel n'est pas le cas, que ce soit par déficit en antioxydants ou par suite d'une

surproduction énorme de radicaux libres, l'excès de ces radicaux est appelé stress oxydant

(Favier, 2003).

Chaque individu ne possède pas le même potentiel antioxydant selon ses habitudes

alimentaires, son mode de vie, ses caractéristiques génétiques ou l’environnement dans lequel

il vit (Diallo, 2005).

III.1.Conséquences du stress oxydant

Les radicaux libres sont responsables des dommages sur toutes les molécules biologiques

comme les lipides, les protéines, les acides nucléiques, ou les hydrates de carbone (Favier,

2003):

 Au niveau de l’ADN, les radicaux libres peuvent induire des effets oxydatifs et

mutagène ou un arrêt des réplications. Ils agissent en provoquant des altérations de

bases, des pontages ADN-protéines ou des ruptures de brins (Shimizu., 2004).

 Les lipides sont une cible privilégiée des radicaux libres. Ceux-ci provoquent en effet

l’oxydation des acides gras poly-insaturés (AGPI) des phospholipides membranaires

(principaux constituants des membranes des cellules), mais aussi des organites cellulaires et

des noyaux. Ce phénomène est appelé peroxydation lipidique ou lipopéroxydation aboutissant

à la formation de LDL oxydées qui sont captées par des macrophages, formeront le dépôt

lipidique de la plaque d'athérome des maladies cardiovasculaires, l'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).

 Les radicaux libres peuvent aussi agir sur les macromolécules en provoquant des

inactivations enzymatiques, des fragmentations de ces molécules (collagène, protéoglycannes,

acide hyaluronique) et la formation de dimères ou d’agrégats protéïniques dans les

membranes cytoplasmiques (Shimizu H., 2004).
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III.2.Les maladies liées au stress oxydant

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec l'âge, car le

vieillissement diminue les défenses anti-oxydantes et augmente la production mitochondriale

de radicaux. En faisant apparaître des molécules biologiques anormales et en sur-exprimant

certains gènes, le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies :

cancer, cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu,

œdème pulmonaire, vieillissement accéléré.

Le stress oxydant est aussi un des facteurs potentialisant l'apparition de maladies

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

cardiovasculaires (Favier, 2003).

IV. Propriétés anti-oxydantes

 Acide phénoliques

Les acides phénoliques agissent comme donneurs de protons ou d’électrons et chélatent

les métaux de transition (Blokhinaet al., 2003). La position et le degré d’hydroxylation, et la ,

méthylation du cycle aromatique sont des facteurs importants qui déterminent l’activité anti-

oxydante des acides cinnamiques et de leurs dérivés (Robardset al., 1999). L’activité

antioxydante des acides cinnamiques suit l’ordre décroissant suivant : acide

chlorogénique>acide cafiéque> acide férulique> acide coumarique (Soobratteeet al., 2005).

 Flavonoides

a. Piégeage direct des radicaux libres

La réduction de divers radicaux par les polyphénols a été beaucoup étudiée afin de

déterminer les éléments majeurs de l’activité antioxydante. Grâce à leur faible potentiel redox,

les polyphénols et plus particulièrement les flavonoïdes (Fl-OH), sont thermodynamiquement

capables de réduire rapidement les radicaux superoxydes, peroxyles (ROO°), alkoxyles (RO°)

et hydroxyle par transfert d’hydrogène selon la formule suivante :

Fl-OH + X° Fl-O + XH

Où X° représente l’un des EOR mentionnés ci-dessus (Meziti, 2009 ; Nkhili, 2009).
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Le radical carboxyle résultant (Fl-O•) peut réagir avec un autre radical libre pour former une

structure quinone stable.

b. Chélation des ions métalliques

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

physiologiques. Ils peuvent être, soit des constituants des hémoprotéines, soit des cofacteurs

des différentes enzymes du système de défense antioxydant (Meziti, 2009). Mais ils sont aussi

responsables de la production du radical hydroxyle par la réduction du peroxyde d’hydrogène.

Divers polyphénols abondants dans les plantes et dans l’alimentation sont considérés comme

de bons chélateurs des ions métalliques (Nkhili, 2009). Les flavonoïdes sont considérés

comme de bons chélateurs de ces ions métalliques (figure. 9 en Annexe).

c. Inhibition enzymatique

L’inhibition de la production des EOR par les polyphénols et particulièrement les

flavonoïdes 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 duO2.- et

d’autres EOR, comme la xanthine oxydase, la protéine kinase C, la cyclooxygénase,

lipooxygénase, et la glutathion S-Transférase (figure. 10 en Annexe) (Meziti, 2009).

 Tanins

Les tanins ont de grandes capacités anti-oxydantes dues à leurs noyaux phénols. Selon

Bruneton (1999), les tanins hydrolysables sont des piégeurs de RLs et de l’anion superoxyde.

Ils inhibent l’auto-oxydation de l’acide ascorbique et de linoléate ainsi que, la peroxydation

lipidique des mitochondries du foie et des microsomes. Ils sont de très bons donneurs de

protons aux RLs produits lors de la peroxydation d’où la formation des radicaux tanniques

plus stables.
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 Vitamine C

a. Neutralisation des radicaux libres

L’acide ascorbique agit comme un piégeur efficace des espèces oxydantes telles que les

radicaux superoxydes, hydroxyles, peroxyles et l’oxygène singulet(Bermond, 1990).

Le radical libre (R•) est neutralisé par le transfert d’un électron provenant de l’AAc, il en

résulte un produit détoxifié (R) et le radical libre ascorbyl (RLA). La réaction entre deux

molécules de RLA conduit à l’obtention d’une molécule d’AA et une molécule d’ADHA qui

peut être transformée en AA par l’ADHA réductase ou bien se transformé en un composé

stable (l’acide dicétogulonique) (figure. 11 en Annexe) (Rose et Bode, 1993).

b. Régénération des tocophérols

La vitamine C est impliquée dans la régénération de la vitamine E dans les lipides

membranaire, protégeant ainsi ces derniers contre la peroxydation lipidique (Groussard

etal.,2003). Les tocophérols ont la capacité de neutraliser l’alkoxyle (RO•) et de mettre fin à la

réaction en chaine de transfert d’un radical peroxyle (ROO•). Le radical tocopheryl généré est

plus stable que les radicaux peroxyle et alkoxyle(Papas, 1998 ; Vamecqet al., 2004). Par

interaction avec un radical R•,le tocophérol se transforme en un radical tocophéryl. Ce dernier

est régénéré en tocophérol sous l’action de l’AA qui, à son tour, prend une forme radicalaire

(radical ascorbyl). Le glutathion réduit (GSH) permet de régénérer l’AA en se transformant en

un radical thyil (GS•) qui, par réaction avec lui-même, donne du glutathion oxydé (GSSG)

(figure. 12 en Annexe) (Pincemailet al., 1998).



Materiel et methodes
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I. Matériel végétal

I.1.Description botanique

Les espèces des agrumes sont de 3 genres principaux du groupe citrinae dans la famille des

Rutacées : Citrus (agrumes), Forunella et Poncirus (Baches, 2002). Les fruits utilisés dans

notre étude comprennent deux genres de citrus : (Citrus limen, Citrus sinensis)

I.2. Classification

Une classification botanique de Citrus a été récapitulée (figure 13) Kimball (1999) et

Guignard (2001).

Figure 13 : Classification systématique des agrumes

I.3.Collecte des échantillons

Deux variétés d’oranges et de citron ont été récoltées pendant le moins de Février (2017) dans

la région d’Oued Ghir (INRA) de la Wilaya de Bejaia (Algérie). La récolte a été faite d’une

manière aléatoire en fonction de la période de maturation de chaque variété. Chaque

échantillon, possèdent un poids moyen de 500g, a été choisi sur la base de critères établis ; les

Classe : Dicotyledoneae

Division : Embryophyta

Famille : Rutaceae

Tribu : Citreae

Genre : Citrus

Espéce : C. sinensis

(Orange)

Espéce : C. limon

(Citronnier)

Ordre : Géraniales
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fruits sélectionnés sont mûrs et sains. Les caractéristiques de chaque variété sont récapitulées

sur le tableau suivant (tableau IV).

Tableau IV : Caractéristiques des variétés d’agrumes analysées

Catégorie variétés caractéristique Fruit frais

Orange
Douce

Double
Fine

(DF)

Himlin

(Him)

 Peau mince luisante et lisse, très
adhérente a la pulpe, de couleur
orangée au début, rouge sanguin
sur une face à maturité

 Pulpe très ferme, juteuse et sans
pépins.

 les arbres ont un port sphérique à
feuillage clairsemé. Les fruits
oblongs

(Jacqemond et al., 2009)

 Forme régulièrement
oblongue

 Peau mince luisante et lisse,
très adhérente a la pulpe, de
couleur orangée au début,
rouge sanguin sur une face à
maturité

 Pulpe très ferme, juteuse et
sans pépins.

Citron

Citron
vert
(CV)

Citron
Jaune
(CJ)

 fruits plutôt allongés de pulpe
verte très juteuse, sans pépin.
La peau de ces fruit est fine,
jaune en zone froide, restant
verte en région chaude

 Les variétés à petit fruit est
plus acide que les variétés à
grands fruits

(Jacqemond et al., 2009 ; Baches,
2011)

 Les fruits mûr peuvent rester
plusieurs mois sur les arbres
sans pourrir ni perdre leurs
qualités.

 sont assez réguliers et peu
allongés, avec une peau
lisse. Ils sont juteux avec
quelques pépins.

(Jacqemondet al., 2009 ;
Courboulex, 2010)
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I.4. Détermination de la teneur en humidité

La teneur en humidité a été déterminée par dessiccation à l’étuve. Une prise d’essai

d’échantillon (1g) est séchée dans une étuve à 105°C jusqu'à un poids constant. Les résultats

sont exprimés en pourcentage (Nobel, 1991)

L’humidité est calculée selon la formule suivante :

Tapez une équation ici. Où:

TH (%) : Taux d’humidité en pourcentage.

Pc : la masse du creuset vide (g).

Pf : la masse du creuset avec l’échantillon avant le

Séchage (g).

Ps : la masse du creuset avec l’échantillon séché (g).

La matière sèche (MS) est obtenue comme suit :

I .5.Prétraitement des échantillons

Les fruits ont été bien lavés à l’eau du robinet puis épluchés à fin de récupérer le filtrat

(pulpe), ensuite sont écrasés à main dans une boite de pétri à l’aide d’une spatule.

II. Dosage des antioxydants
II.1. Acide ascorbique

 Principe

Le dosage est basé sur l’oxydation de l’acide ascorbique qui conduit à la réduction

de 2,6- dichlorophénolindophenol (DCPIP) de couleur initiale bleu (forme oxydée) vers la

couleur rose (forme réduite).

 Mode opératoire

La teneur en acide ascorbique est déterminée selon la méthode de Mau et al. (2005).

L’acide ascorbique est extrait à partir de 0.5g de pulpe avec 15ml d’acide oxalique (1%).

L’extrait de pulpe est soumis à une agitation pendant 20 minutes et à une filtration.

500µl du filtrat ou d’extrait de pulpe sont mélangés avec 2,5ml de DCPIP.

%ܪܶ = (
Pf − Ps

Pf − Pc
) ∗ 100

MS % = 100- TH%
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L’absorbance est mesurée à 515 nm après 10 minutes d’incubation à l’obscurité ; la teneur en

acide ascorbique est calculée à partir d’une courbe d’étalonnage et les résultats sont exprimés

en mg d’acide ascorbique par 100g de la pulpe (Annexe II).

II.2. Composés phénoliques

II.2.1. Préparation des extraits

+

Figure 14 : Extraction des composés phénolique (Velioglu et al., 1998)

Matériel végétal

(1g de pulpe)

Agitation pendant 40 minutes à

température ambiante

Centrifugation 4000 rpm

pendant 10min

Récupération du

Surnageant

Conservation au fais

100ml d’éthanol 50%
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II.2.2 Dosage

II.2.2.1. Composés phénoliques totaux

 Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d'acide phosphotungstique

(H3PW12O40) et d'acide phosphomolybdique (H3PMo12O40). La méthode de folin-

ciocalteu est basée sur l’oxydation des cycles phénoliques, couplée à la réduction de l’acide

Phosphomolybdique (Castellucci, 2010).

Le réactif de folin-ciocalteuvoit ses propriétés colorimétriques modifiées lorsqu’il

estcomplexé à certaines molécules, il réagit avec la fonction OH des phénols, cette réaction se

traduit par le développement d’une coloration bleu foncée, permettant de déterminer la

concentration des polyphénols en se référant à une courbe d’étalonnage à partir des

concentrations connues (Khatabi et al., 2011).

 Mode opératoire

La teneur en composés phénoliques est estimée selon la méthode de Maisuthisakul et al.

(2007). Un volume de 1 ml du réactif de Folin-Ciocalteu est ajouté à 0,2 ml d’extrait. Après 3

minutes, 0,8 ml de la solution de carbonate de sodium (7,5%) sont ajoutés. Après 30 min

d’incubation, l’absorbance est mesurée à 765nm. La concentration en composés phénoliques

des extraits, exprimée en milligramme équivalent acide gallique par 100 g de matière sèche,

est déterminée en se référant à la droite d’étalonnage (Annexe II).

II.2.2.2. Flavonoïdes

 Principe

Les flavonoïdes possèdent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est

susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure

d’aluminium (AlCl3). Les flavonoïdes forment des complexes jaunâtres par chélation des

métaux (fer et aluminium) (Chang et al., 2002). L’AlCl3 forme un complexe très stable avec

les groupements hydroxydes OH des phénols, ce complexe jaune absorbe la lumière visible à

une longueur d’onde de 430 nm (Ribéreau-Gayon, 1968).
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 Mode opératoire

La teneur en flavonoïdes est déterminée selon la méthode décrite par Ordonez et al.(2006) ;

1ml d’extrait est mélangé avec 1ml de chlorure d’aluminium, l’absorbance est mesurée à 430

nm. La teneur en flavonoïdes est exprimée en mg équivalent quercetine par 100g MS, et

déterminée en se référant à la droite d’étalonnage (Annexe II).

II.2.2.3. Flavonols

 Principe

La méthode du trichlorure d’aluminium AlCl3 (kosalec et al., 2004) est utilisée pour

quantifier les flavonols dans les différents extraits de Citrus (C. sinensis ; C. limon).

 Mode opératoire

la teneur en flavonols des extraits a été déterminée par la méthodes décrite par (Adedapo et

al., 2008). 0,3 ml d’extrait, plus 0,3ml de chlorure d’aluminium (2%) et 0,45ml d’acétate de

sodium (50g/l) sont mélangés, après 40min d’incubation, l’absorbance est mesurée à 440nm,

une courbe d’étalonnage est préparée avec la quercétine, les résultats sont exprimés en mg/

100g MS (Annexe II).

II.2.2.4. Tanins condensés

 Principe

Le dosage des tanins condensés est basé sur la condensation des composés polyphénoliques

(flavanes-3-ols) avec la vanilline en milieu acide (Price et al., 1978).

 Mode opératoire

La méthode d’estimation de la teneur en tanins condensés est décrite par Mélo et al. (2006)Le

réactif de la vanilline a été préparé par solubilisation de 4g de la vanilline dans 100ml de

méthanol. 0,5ml de ce réactif sont mélangés avec 350ul d’extrait. Après agitation on ajoute

0,250 ml HCl concentré, le tout est agité après, et incubé à une température ambiante pendent

30min, l'absorbance est mesurée à 500nm. Les résultats sont exprimés en milligramme

équivalent catéchine par 100 g de matière sèche à partir de la droite d’étalonnage (Annexe II).
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III. Activité antioxydante

III.1. Pouvoir réducteur

III.1.1. Méthode au ferricyanure de potassium

 Principe

Le pouvoir réducteur est basé sur la réduction de Fer ferrique (Fe+3) du ferricyanure de

potassium en fer ferreux (Fe+2), celui-ci se traduit par un changement de la couleur jaune

du ferricyanure de potassium vers une couleur bleue verdâtre, dont l’intensité dépend du

pouvoir réducteur de chaque composé phénolique (Ribéro et al., 2008).

 Mode opératoire

Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent acide galique par 100 g de matière

sèche à partir d’une droite d’étalonnage (annexe II).

Le mode opératoire de détermination du pouvoir réducteur est présenté dans la figure n°

Figure 15 : Détermination de pouvoir réducteur (Gulçin et al., 2002).

III.1.2. Méthode au molybdate d’ammonium

 Principe

Ce test est employé pour déterminer la capacité antioxydante totale, qui est basée

sur la réduction de l’ion M0+6 en ion M0+5 par les antioxydants contenus dans l’extrait. Par

conséquent, il y a formation d’un complexe phosphate-Mo+5 de couleur verdâtre, en milieu

Un volume de 1 ml d’extrait

+

2,5 ml de tampon phosphate (0,2M à pH 6,6) et 2,5 de ferricyanure de potassium (1%)

Incubation à 50 °C pendant 20 min

2.5 ml de TCA (10%) sont ajoutés au mélange

Adition de 1 ml de l’eau distillée +0,2 ml de chlorure ferrique à (0,1%)

Mesure de l’absorbance à 700 nm contre un blanc sans extrait
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acide, dont l’intensité est proportionnelle à la concentration en antioxydants (Prieto et al.,

1999; Sathish-Kumaret al., 2007).

 Mode opératoire

Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent acide ascorbique par 100 g de matière

sèche à partir d’une droite d’étalonnage (annexe II).

+

Figure 16 : Réduction de pouvoir réducteur au molybdate d’ammonium (Mazardi et al.,

2008).

III.2. Pouvoir anti-radicalaire (DPPH°)

Le DPPH est un radical libre stable utilisé expérimentalement pour remplacer les radicaux

libres produits par les cellules en réponse à des stress internes ou externes (Akroum, 2011).

Le composé chimique DPPH est l’un des premiers radicaux libres utilisés pour étudier la

relation structure-activité antioxydants des composes phénoliques (figure 17). Il possède un

électron non apparié sur l’atome du pont formé par les deux azotes (Popovici et al., 2009).

Figure 17 : Structure chimique du radical libre DPPH° (Popovici et al., 2009).

0,2 ml d’extrait 2 ml de réactif de molybdate (molybdate de

sodium + phosphate de sodium+acide sulfurique)

Incubation 90 min à

température 90°C.

Refroidissement.Absorbance a 695

nm.
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 Principe

L’activité antiradicalaire est mesurée par la réduction du DPPH, qui est un radical synthétique

présentant une intense coloration violette (figure. 18). La couche électronique de ce radical est

saturée en contact d’antioxydant, ce qui explique la disparition de sa coloration

(Menichini etal., 2011).

Figure 18: Réaction du DPPH° avec un antioxydant (Bouguerra, 2012).

Cette décoloration explique le pouvoir des extraits de la plante à piéger ce radical selon la

réaction suivante, qu’on peut détecter par spectrophotométre-UV.

Cette activité a été testée selon la méthode d’écrite par Hemalatha (2010)

 Mode opératoire

L’activité antiradicalaire des extraits est déterminée en utilisant le radical stable DPPH

(Harris et al., 2009). 500µl d’extrait est mélangé avec 500µl de DPPH =(60µmol).

L’absorbance est mesurée a 517nm après 1h30 d’incubation.

Le pourcentage d’inhibition est donné selon la formule suivante : (Harris et al., 2009).

A0: Absorbance du control.

A1 : Absorbance de l’échantillon.

DPPH° + AH (violette) DPPH-H + A° (incolore)

Activité antiradicalaire % = ((A0-A1)/A0) x100
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III.3. Effet «scavenger» du radical ABTS

 Principe

C’est l'une des méthodes les plus utilisées pour l’évaluation de l'activité antioxydante

(Milardovic et al., 2007). Ce test est basé sur la capacité d’un antioxydant à stabiliser le

radical cationique ABTS° de coloration bleu-verte en le transformant en ABTS incolore

(figure. 19), par piégeage d’un proton par l’antioxydant (Damintoti et al., 2005; Osman et

al., 2006). L'un des radicaux les plus couramment utilisés pour l'évaluation de l'efficacité anti-

oxydante des composés et des mélanges complexes des cations, est le radical dérivé de 2,2-

azinobis-3-éthyl-benzothiazoline-6-sulfonique (ABTS) (Osman et al., 2006)

Figure 19 : Les étapes de formation du radical ABTS (Stjepan et al., 2007).

La décroissance de l’absorbance causée par l’antioxydant reflète la capacité de capture du

radical libre. La réaction entre les antioxydants et ABTS+ est estimée selon la réaction

suivante

Le pourcentage d’inhibition est calculé selon l’équation suivante (Re et al., 1999).

ABTS°+ +AH ABTS + A° + H

Activité antiradicalaire (%) = (A0-A1)/A0x100
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A0: Absorbance du control.

A1 : Absorbance de l’échantillon.

 Mode opératoire

La solution du radical ABTS° est obtenue par le mélange de réactif ABTS à 7mM avec

(2.45 mM) de persulfate de potassium. Apres 16 heures d’incubation la solution ABTS•+ a été

diluée avec l’éthanol, afin d’obtenir une absorbance de 0,7±0,02à 734nm Froehliche et al.,

( 2009). . Un volume de 500 μl d’extrait est additionné à 500 µl de la solution d’ABTS•+.

L’absorbance est mesuré à 734 nm après 2,5min d’incubation à l’obscurité.

III. Analyse statistique

Une analyse descriptive des résultats est réalisée à l'aide du logiciel Microsoft Office Excel

2007, afin de déterminer les moyennes, les écarts types et les coefficients de corrélations.

D’autres part, une analyse de la variance (ANOVA) au seuil p<0.05 est appliquée à l'aide du

logiciel JMP 7.

Une analyse statistique des résultats a été utilisée avec ACP et CAH.



Discussion des

resultats
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I. Taux d’humidité

Les taux d’humidité (H%) et de matière sèche (MS%) sont calculés et rapportés sur les

histogrammes ci-dessous (figure. 20)

Figure 20 : Taux d’humidité et de matière sèche des échantillons analysés

Au regard des résultats obtenus, il ressort que les différents échantillons analysés est constitué

de presque la totalité de son poids d’eau qui varie de 85,33 à 91.67% (DF, CV)

respectivement. Par conséquent un pourcentage de matière sèche inférieure de 5 à 11 fois que

sa teneur en eau avec des teneurs varient de 8.33 à 14.67%. Des mêmes constatations ont été

enregistrés concernant les mélanges avec des valeurs varient de 8.33% à 14.67 % (CV, DF)

respectivement.

Ces résultats pouvant être comparés avec des données de différents travaux réalisés dansle

même contexte, D’après Pak et al. (2004), qui ont travaillé sur les différentes variétés

d’agrumes cultivées au nord de Bangladesh, les teneurs varient de 84.2 à 90.7%, qui sont

similaires à nos résultats.

Les variations en teneur en eau de différentes variétés d’oranges peuvent être dues aux

différences physiologiques et génétiques (Del Caro et al., 2004).

Cependant, les caractéristiques physicochimiques peuvent être changées d’une manière

significatives, qui dépondent d’un certains nombres de facteurs, ainsi de la diversité entre les

variétés (d’oronge et de citron) et les facteurs environnementaux (climat, fertilité du sol et

degré de maturité).
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II. Dosage des antioxydants

II.1. Acide Ascorbique

Les résultats concernant la teneur en vitamine C des fruits étudiés sont représentés sur la

(figure. 21)

Figure 21: Teneur en acide ascorbique de la pulpe des échantillons analysés

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (a>b>c)

A, B : effet de type d’échantillons

a , b : effet de variétés

les teneurs en acide ascorbique obtenus ne présentent pas de différences significatives

(p<0,05)selon le type d’echntillon (le citron et l’orange) avec des teneurs de 36.07 ; 30.72

mg/100ml (respectivement),à l’exception de mélanges qui contient 53.18 mg/100ml.

Les teneurs en AAc de la pulpe des variétés étudiées sont légèrement inférieurs de celle

rapportés par Gorinstein et al. (2001) pour la pulpe des variétés d’orange et de citron ainsi

pamplemousse dont les valeurs varient de 47.7mg/100g ; 47.9mg/100g et de 35.1mg/100g

respectivement
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Les résultats, montrent que les teneurs de pulpe en acide ascorbique présentent des différences

hautement significatives (p<0,05).Tous Les mélanges marques une augmentation des teneur

en vitamine C de 3.67 à 8.81%) par apport au teneur initial pour l’orange et citron.

Teneur en vitamine C des échantillons analysés sont significativement différentes (P<0,05) au

sein du même fruit, elle varient de 38.99 mg/100ml pour le citron, 36.36 (orange),

64.83(DF+CV), et 55.83mg/100ml Him-CV.

Alós et al., (2014),ont démontré que la pulpe des agrumes contient des teneur en vitamine C

qui varaient de (20 à 70 mg/100 g MF, ces résultats sont en concordance avec nos études.

Proteggente et al. (2002) ont obtenus des tenurs pour l’orange et pomplmousse de 46 à

52mg/100 g MF. Dans la même études, ils ont présentés des valeurs qui varient de 61(fraise) ;

26(fromboise) ; 45(Brocoli) ;6 pour la (pomme, peche) et 10 mg/100 g MF pour la banane.

Moreno et al. (2005), ont obtenus des teneurs en acide ascorbique pour le jus d’orange

varient de 39.67 à 44.67 mg/100ml

SelonRapisarda et al., (1999),les teneurs en acide ascorbique pour le jus d’orange varient de

417 à 781 µg/ml. Kelebek et al., (2008), ont rapporté des teneurs en de jus d’orange 506.5 à

534.2 mg/l.

Lagha et al., (2013) ont notés des teneurs pour l’écorce de la double fine de 4mg EAA/g MF.

Guimarães et al. (2010) Ont cité des teneurs pour les différentes jus d’agrumes

pamplemousse 97.31 ; citron jaune 417.44 ; citron vert 190.52 ; orange 523.89 µg/g ).

La variabilité des teneurs en AA des fruits est influencée par les variations saisonnières ou

annuelles, d’ensoleillement et de l’humidité, la variété du fruit, la position des fruits sur

l’arbre et le degré de maturité. D’autres facteurs peuvent également être impliqués,

notamment la sensibilité de l’acide ascorbique à l’oxydation par l’air et au milieu aqueux

(Silva, 2005). Des études réalisées sur des fruits exotiques ont montré que la concentration en

vitamine C est maximale lors de la phase de pré-maturation et diminue tout au long de la

maturation ( Vinci et al., 1995 ; Iordanescu et al., 2012).
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II.2. Composés phénoliques

II.2.1. Polyphénols totaux

Les composés phénoliques sont largement distribués dans les agrumes. Ils contribuent aux

qualités nutritionnelles et sensorielles des fruits et légumes ; ils sont responsables de leurs

couleur, flaveur et goût

Les résultats de la teneur en composés phénoliques des fruits étudiés sont représentés sur

(figure. 22)

Figure 22 : Teneur en polyphénols des pulpes des fruits étudiés

Les teneurs en composés phénoliques totaux de pulpe des variétés d’orange et de citron ainsi

que les mélange analysés présentent une différence significatives (p<0,05) ; pour le citron a

une valeur de 23776.75 mg/100g MS, excepté le mélange et l’orange qui ne présentent

aucunes différences significatives à des valeurs (13378.85 ; 12874.71 mg/100g MS)

respectivement.

Les teneurs en polyphénols totaux des variétés étudiés sont plus importantes que celles

rapportées par Gorinstein et al. (2001), dont les valeurs sont de 164(limon) ; 154 (orange) ;

135 mg/100g (pamplemousse) et ceux de Tounsi et al. (2010) pour le jus des différentes

agrumes (784.67 orange amer ; citron 333 ; sanguine 255 ; et celle de mandarine 106.22 mg/l)
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Des résultats similaires ont été obtenus par Kamran et al. (2009) (13220 à 22320 mg

EAG/100g MS), et Ghasemi et al. (2009) pour les écorces des oranges douces (washington,

Sanguinelli et Valencia) a des valeurs qui varient de 13290 à 16000 mg EAG/100g MS et

pour les fruits amère (Bigarade et Khosheii) des teneurs sont de 16470 à 22320 mg EAG/100g

MS

La comparaison des deux différentes variétés d’orange par rapport aux mélanges montrent

une différence hautement significative (p<0.05). la teneurs en polyphénols totaux sont élevés

de 1.26% pour La DF-CV et de 1.37% Him-CV par rapport à la DF et Him respectivement.

Alors que les deux mélanges avec le citron jaune ne présentent aucune différence significative

pour la himline et citron jaune.

D’après nos études on constate qu’un mélange des deux variétés riche en PT nous donne une

valeur élevée.

L’étude statistique montre une différence significatives (p<0.05) entres les différentes variétés

d’après les résultats de la (figure. 29), le taux le plus élevé en polyphénols totaux au sein de

même variétés est observés avec le citron vert 33748.68 mg/100gMS, DF

14189.55mg/100gMS tandis que les mélange révèle que les composés phénoliques sont plus

répondus dans la DF-CV et Him-CV à des valeurs de 17951.43 à 15907.62 mg/gMS

respectivement.

Nos données obtenus pour la pulpe des différentes variétés sont largement supérieurs a celle

de Tsai et al., 2007 pour les jus de pamplemousse (rouge) et (blanc) est de 8,26±1,2

et 5,62±0,5 mg EAG/ml respectivement.

D’après l’étude de Lagha et al. (2013) la concentration des écorces et les feuilles de la double

fine en polyphénols totaux est de 1228 à1336 mg EAG /100g MS

Xu et al. (2008), ont montré des teneurs dans le jus de la variété himline et citron qui sont de

1499.71 ± 16.53 et 751.82 ± 13.34 mg/l

Une autre étude réalisée par Gghasemi et ses collaborateurs (2009) sur l’écorce de 13

variétés de citrus, ont exhibé des valeurs qui varient de 104.2 ; 161.7 et 172.1 mg EGA/g MS

d’écorce selon les variétés de Citrus reticulata, ces derniers sont supérieurs a nous valeurs
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orange 14189.55mg/100g MS, similaire a ceux des mélange qui varient de 15907.62 à

17951.43 mg / 100g MS et inférieurs à ceux de citron (33748.68 mg/100g MS)

Guimarães et al. (2010). ont rapportés des teneurs en polyphenols pour le jus des différentes

variétés d’agrumes pamplmousse 946 ; citron jaune11.17 ; citron vert 9.01 ; orange 12.41

mgGAE/g).

Comparé a d’autre produits, les teneurs en composés phénoliques de pulpe des fruits étudiés

sont plus importante que celle rapporté par Shyamala et Jamuna. (2010) pour les carottes et

la betterave avec des valeurs de 250. 220 mg/100g respectivement. Barbera et al. (1995) ont

rapporté des valeurs pour les épluchures de la figue de barbarie (Opontia ficus-indica)

400mg/100g MS.

Les différences observées entre les résultats des différents travaux et ceux obtenus dans la

présente étude peuvent être liées selon krzak. (2002) auxconditions de culture,la saison, la

méthode d’extraction, le degré de maturation des fruits et les conditions de l’environnement,

ces étude concorde avec celle de Balasundramet al. (2005) ;Li et al.(2006).Cette différence

des teneurs est peut êtreaussi expliquée par le fait que la méthode de Folin surestime la teneur

en phénols totaux à cause des interférences de ceréactif avec d’autres composés réducteurs qui

peuvent exister dans la solution (Singleton etal., 1999) comme les sucres réducteurs (fructose,

glucose…) et les acides organiques(vitamine C, acide citrique acide malonique…).

Le réactif Folin-Ciocalteu n'est pas spécifique pour les composés phénoliques parce qu'il

mesure la capacité de réduction de l'échantillon grâce à la capacité anti-oxydante à base de

transfert électronique et, Ainsi, il peut être réduit par de nombreux composés non phénoliques

Tels que la vitamine C, les sucres et les acides organiques (Huang et al., 2005, Li et al.,

2006)

Les composés phénoliquessubissent une réaction redox complexe avec le réactif de Folin-

Ciocalteu, Cependant, il devrait être noté également que quelques groupes chimiques comme

les acides ascorbiques, acides organiques, sucres, les amines aromatiques peuvent réagir aussi

avec ce réactif causantainsi une surestimation des polyphénols (Ghafar et al., 2010).

Pour éviter toute interférence des composés phénoliques avec d’autres substances (cires,

chlorophylles, terpènes et composés non phénoliques) il est préférables de procéder à un

traitement préalable des échantillons avec un solvant non polaire (hexane, benzène,
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chloroforme ou éther) puis extraire les composés phénoliques avec un solvant polaire

(acétone, méthanol, éthanol, eau,….ou un mélange de ces solvants) ( Ribereau-Gayon,1968).

II.2.2. Flavonoides

Les flavonoïdes représentent une grande classe des composants polyphénoliques présent chez

les végétaux ayant des effet bénéfiques sur la santé (Erdman et al., 2007). (figure. 23)

représente les différentes teneurs en flavonoïdes des fruits étudiés.

Figure 23 : Teneur en flavonoïdes des pulpes des échantillons étudiés

Les teneurs en flavonoïdes de pulpe ne présentent pas des différences significatives (p<0.05).

Les résultats enregistrés pour la les teneurs en flavonoïdes de pulpe des deux variétés

d’oranges, citron ainsi que les mélanges analysées, sont représentés dans (figure. 23),

montrent la valeur la plus élevée est observée dans le citron 11197.48 mg/100g MS, suivis de

mélange et citron 8534.4 ; 6607.03 mg/100g MS respectivement.

Les teneurs de la présente étude sont largement inférieur a celle rapporté par Oboh et

Ademosun. (2012) pour les écorces d’orange et pamplemousse 130 à 93 mg/100g.
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Tounsi et al. (2010). Ont noté que les flavonoïdes dans les jus dans la mandarine et le citron

constituaient les groupes le plus élevé 85,33 ; 82.01 mg EC L-1 et pour l'orange amère 67,8 mg

EC L-1, et l’orange sanguine 34,68 mg EC L-1.

L’étude statistique présente une différences hautement significatives (p<0.05) concernant les

mélange avec les différentes, le taux des flavonoïdes dans la DF-CV ; et DF-CJ sont

augmenté de 1.47%; et 1.11% par apport a la DF , et de 1.54 % pour la Him-CV comparé à la

Himline respectivement.

Les teneurs en flavonoides des variétés étudiés au sein de même fruits sont estimés avec une

valeur de 16795.70 mg/100gMS (citron vert), 10627.24 mg/100g MS, (DF-CV), 9261.19

mg/100g MS (Him-CV), et 7221.41 mg/100g MS (DF).

Selon Tsai et al., 2007 La teneur en flavonoïdes de jus de pamplemousse (rouge) et (blanc)

est de 1,240±0,2 et 1,29±0,2 μg EQ/ml MF, respectivement.   

Les teneurs de la présente étude sont supérieursa celle rapportés par Toor et Savage. (2005),

qui ont obtenus des valeurs de 9.8 mg EQ/100g de la pulpe de la tomate alors que dans notre

étude les valeurs sont élevés varient de 7221.41 à 16795.70 mg/100g MS. Kubola et

Siriamornpun. (2011) ont rapporté une teneur qui varie entre 29.20 et 44.47 mg/g de pulpes

de fruits Thailandais.

Del Caro et al. (2004), ont rapporté des teneurs largement inférieurs pour le jus des différents

oranges.

D’après l’étude de Lagha et al. (2013) la concentration des écorces de DF en flavonoïdes est

de 71±0,01 mg EQ/100g MS, alors que celle des feuilles, est de 63±0,07 mg EQ/100g MS, ce

qui est légèrement inférieur aux concentrations en flavonoïdes de pulpes des fruits analysés au

cours de cette étude.

Guimarães et al. (2010) Ont indiqué des teneurs pour le jus d’agrumes des différentes

variétés 0.32 pamplemousse; 0.22 citron jaune ; 0.43 citron vert; 0.62 orange mg CE/g).

karoui etMarzouk. (2013) ont rapporté des teneurs de 136.91 ± 0.17 mg/l pour le jus de la

bigarade.



Résultats et Discussion

34

Selon Melo et al. (2006) Xu et al. (2008), la diversités des teneurs en flavonoïdes peut être

dus aux conditions environnementales (la lumière, climat, saison, et le soleil), le degré de

maturation ainsi que la méthodes analytique.

II.2.3. Flavonols

Elles sont essentiellement représentées par la quercétine. Les flavonols qui s'accumulent dans

les tissus végétaux sont presque toujours sous la forme conjugués glycosylés (Fraga., 2009).

(figure. 24) représente les différentes teneurs en flavonols des fruits étudiés

Figure 24: Teneur en flavonols des pulpes des fruits étudiés

Les teneurs en flavonols des échantillons analysés ne présente pas de différences

significatives (p<0,05) ; selon le type d’échantillon (ciron, d’oranges ainsi leur mélange) les

teneurs varient de (6741.12 ; 5815.99 et 6890.54respectivement).

Le mélange (DF-CV) est augmenté de 1,43% par rapport à DF uniquement. De même pour le

mélange ( DF- CJ) avec un taux de 1,11%.

Pour la Hamelin ce mélange est augmenté de 1,09 % avec le citron vert et de 1,05 %par

rapport au le citron jaune.

Les teneurs obtenues dans notre travail sont largement élevées par rapport à celles de

Justesen et al.(1998), qui ont obtenu 2(pomme) 3.7(raisins) et 1.4 mg /100g (la tomate).

La teneur la plus élevée dans le cas de deux variétés de citron est obtenue avec le citron vert

(8 687,46 mg/100g), alors que la teneur la plus faible est celle de citron jaune (4794,79

mg/100g).
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Pour l’orange, la teneur la plus élevée est celle de la double fine (6420.89), alors que la plus

faible est celle de Himlin (5 211,10 mg/ 100g).

La teneur en flavonols dans le mélange (DF-CV) est de 9201,49 mg/100g, qui est plus élevé

que elle de DF-CJ (7154,94 mg/100g).

Il ressort de résultats des mélanges au sein de même fruits les, que les flavonols sont répondus

dans DF-CV a une teneur de 9201,49 mg/100g, et pour DF-CJ à une teneur de 7154.94

mg/100g.

Selon lagha et al.(2013), les teneur en flavonols de l’écorce et les feuilles de la double

fine(0.71 ; 0.63mg eq/ g MS) sont largement inférieurs à celles de la présente étude

II.2.4. Tannins condensés

Les tannins sont des composés qui ont la capacité de se combiner et de précipiter les

protéines. Ces combinaisons varient d’une protéine à une autre selon les degrés d’affinités

(Harborne, 1997).

Les résultats de dosage des tannins sont présentés sur la (figure. 25)

Figure 25 : Teneur en tannins condensé de la pulpe des échantillons analysés
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Les tannins condensés pour les différents échantillons analysées présentent de différences

significatives (p<0,05) selon le type d’échantillon analysé, à l’exception des extraits de citron

et de mélange qui ne présentent pas de différences significatives. Les teneurs les plus élevés

sont obtenus avec les extraits de citron et d’orange (2481.98 et 2224.5 mg/100g MS

respectivement), tandis que la plus faible a été obtenus avec celui d’orange (927.66

mg/100gMS).

Les teneurs en tannins condensés des mélanges (DF-CV) et (DF-CJ) sont augmentés de

2.50%, et de 1.11% respectivement par rapport à la DF. Et des taux d’augmentation en ces

substances pour les deux mélanges : Him-CV et Him-CJ par rapport a la Himline sont de

3.44% et 3.36 % respectivement.

Selon les résultats obtenus, les teneurs les plus élevés en tannins condensés des variétés

étudiés sont observées avec le citron vert (3913,90mg/100g), et Double Fine (1171.20 mg/

100g).

Concernant les mélanges : le taux en tannins condensés de DF-CV est plus élevé que celui de

DF-CJ, avec des teneurs respectives de 2935,41 et 1304,63 mg/100g.

Oluremi et al. (2007) ont rapporté que l’écorce d’orange renferme 46,3 mg EAT/100 g MS

de tannis.

Les résultats obtenus par Lagha et al. (2013) concernant les tanins hydrosolubles, condensés

et totaux pour l’écorce de différentes variétés sont de 4.48 à 16.28mg /g MS, 3.87 à 6.43mg /g

MS et 4.96 à 6.78 mg /g MS, respectivement).

III. Activité Antioxydants

III.1. Pouvoir Réducteur

II.1.1. Méthodes au ferricyanure de potassium

Le pouvoir réducteur mesure la capacité d’un antioxydant à donner un électron (Lim et Tee,

2007), ces antioxydant sont des piégeurs de RLs et agissent sur certains précurseurs peroxydes

et empêchent ainsi la réaction en chaine de la peroxydation (Chang et al., 2007).

Les résultats du pouvoir réducteur de la pulpe, des variétés analysées, exprimés en

milligramme équivalents en acide gallique, sont représentés sur la (figure. 26)
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Figure 26 : Les teneurs en pouvoir réducteur de pulpe des fruits étudiés

Le pouvoir réducteur de la pulpe des différentes variétés ne présentent aucune différences

significatives (p<0.05) concernant le type d'échantillon (mélange, citron et orange).

les résultats montre globalement que le citron présente un pouvoir réducteur le plus

élevé (26285.55 mg d’acide /100g) suivie de l'orange et de mélange (18037.08,

et 17446.94 mg équivalent acide gallique/100g respectivement).

Proteggente et al. (2002). Dans leur étude sur quelques variétés de fruits et légumes ont

rapporté des teneurs de pouvoir réducteur de 1181(l’orange), 829 mmol/100 g MF

(pamplemousse), dans le même contexte il a obtenus 3352(fraise) et 164mmol/100 g MF

(banane).

Le pouvoir réducteur des mélanges (Him-CV) et (Him-CJ) sont augmentés de 1.63%, et de

1.33% respectivement par rapport à la Himlin.

Il ressort de ces résultats également que la capacité réductrice au sein de mémé fruits sont

indiqués pour le citron vert (33632.54 mg/100g ), et Double Fine (27133.99 mg/100g), a

propos les mélanges la capacité réductrice est marqué pour DF-CV (26132.05mg/100g), et

Him-CV (14574.01mg/100g)
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Guo et al. (2003) ont indiqué un potentiel antioxydant pour la pulpe d’orange et le citron qui

varient de (1.89 ; 1.43mmol/100g) respectivement. La même étude à donner des valeurs de

pouvoir réducteur pour l’aubépine, dates, mûre (13.42 ; 6.98 et 4.11mmol/100g

respectivement).

selon Xu et al., (2008), ont rapporté que le pouvoir réducteur dans le jus de variétésHimlin est

de 899.31 ± 12.61 mg /l et citron 307.43 ± 14.37 mg/l.

karoui et Marzouk. (2013) Ont indiqué un pouvoir réducteur de 1.88 ± 0.05 mg/L pour

l’écorce de la bigarade

Guimarães et al. (2010) Ont apporté des teneurs pour le jus des différentes agrumes

pamplemousse 4.96 ;citron jaune 3.95 ; citron vert 6.07 ; orange 3.19 mg/ml.

Selon Huang et al. (2007), l'activitésanti oxydantes peut être liée aux processus de maturation

et au métabolisme des polyphénols. Cette différence peut être expliquée par la variation de la

nature du standard de quantification utilisé.

III.1.2. Méthode au molybdate d’ammonium

Le pouvoir réducteur au molybdate d’ammonium obtenu à partir des extraits analysés est

représenté dans la (figure. 27)

Figure 27 : Pouvoir réducteur au molybdate de la pulpe des fruits étudiés

Les pouvoirs réducteurs de la pulpe des différents échantillons analysés présentent des

différences significatives selon le type d’échantillon (p < 0.05).
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Les extraits de citron et de mélange présentent des pouvoir réducteurs plus élevés sans

différences significatives (5426.61 ; 4076.60mg/100g MS). Alors que le plus faible est obtenu

avec l’orange (2770.37 mg/100g MS)

Le pouvoir réducteur des mélanges (DF-CV) et (DF-CJ) sont augmentés de 1,74%, et de

1,14% par rapport a la Double Fine. et une augmentation de 2.05% (Him-CV) par rapport a la

himlin

D’après les résultats obtenus au sein de même fruits la capacité réductrice des variétés étudiés

sont indiqués pour le citron vert (8 128,41 mg/100g), et Doule fine (3 356,19 mg/100g),

concernant les mélanges la capacité réductrice est marqué pour DF-CV (5864,10 mg/100g), et

Him-CV (4494,38 mg/100g).

III.2. Pouvoir antiradicalaire (DPPH)

Le modèle de piégeage du radical stable DPPH est largement utilisé comme méthode

d’évaluation de l’activité antioxydante dans un délai relativement court par rapport à d’autres

méthodes. Les résultats illustrés sur la (figure. 28)

Figure 28 : L’activité antiradicalaire (DPPH) de la pulpe des fruits étudiés
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les résultats de la présence étude ne montre aucune différences significatives (p<0.05)selon le

type d’échantillon (le mélange, le citron, et l’orange) la capacité antiradicalaire varient de

82.38, 81.83, 76.24 % respectivement.

Des études réalisées par Tounsi et al. (2010), sur l’orange amer et sanguine, ont montré que

la capacité antiradicalaire est de 96.1%, 90.21% respectivement.

Xu et al. (2008) rapportent que le jus himlin, citron possèdent des activités antioxydantes de

60.24 ; 24.50 respectivement.

L’activité antiradicalaire des pulpes des différentes mélanges avec les variétés initiale

présentent des différences significatives (p<0.05) pour la DF-CJ,ansi him-CVavec une légère

augmentation de 1.09 à 1.18 % respectivement.

D’après les résultats obtenus au sein de même fruits l’activité antiradicalaire des variétés

étudiées sont indiqués pour le citron jaune (85.14%), et Doule fine (84.85%), concernant les

mélanges l’activité antiradicalaire est marqué pour DF-CJ (93.01%), et Him-CV (80.52%).

karoui et Marzouk. (2013) ont rapporté des teneurs de 97.05% pour le jus de la bigarade

Selon Gianar et al. (2014), l’activité antiradicalaire de la pulpe et la peau de pomme (Italie)

varie entre 54,4% à 98% respectivement.

Siddhurajuet al. (2002), ont indiqué que l’activité antiradicalaire de la pulpe de caroubier

(Cassia fistula L) est de 15.7%.

Guimarães et al. (2010) Ont apporté des teneurs pour le jus des agrumes de 8.38

(pamplemousse) 6.41 (citron jaune), 12.47 (citron vert), et 5.30mg/ml (orange).

Moreno et al. (2005), l’activité antiradicalaire de jus d’orange soumis à varient de 163.91 à

206.90 ml/g

Des études réalisées par Giomaro et al. (2014) ont rapporté que la pulpe des pommes possède

une activité radicalaire de 54.4%.

Rapisarda et al. (1999) ont apporté des valeurs pour le jus d’orange qui varient de 24.28 à

80.01µL).

L’activité antiradicalaire peut être affectée par de nombreux facteurs tels que, la polarité des

solvant et la procédure d’extraction, la variation des espèces utilisées (Ismail et al., 2004).
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III.3. Activités antiradicalaire a l’ABTS

Selon Re et al., (1999), la méthode de piégeage du radical ABTS est une excellente méthode

pour déterminer l’activité antioxydante pour une large diversité des substances,

l’activité antiradicalaire à l’ABTS des extraits analysés est représenté sur la (figure. 29).

Figure 29 : Activités antiradicalaire à l’ABTS des échantillons analysés

Les résultats de la présente études ne montre aucune différence significative selon le type

d’échantillon (mélange, citron et orange) avec des activités antiradicalaires de 78.36 ; 77.83 ;

70.33 % respectivement.

Selon Barreca et al. (2001), le jus d’orange a montré la capacité de réprimer jusqu'à 75% du

radical libre, Avec une inhibition de 21,3.

Ya une légère augmentation pour le mélange (Him-CV) et de 0,78% et 0,85 % pour Him-CJ

par rapport à la himlin

L’étude statistique des variétés ne présente aucune différence significative (p<0.05). Entre les

variétés de citron (citron vert, citron jaune), ainsi les mélanges. Tandis que une différence

significative (p<0.05) est enregistrés pour la Double Fine et Himline avec des teneurs qui

varient de 79.53 à 61.13% respectivement.

Ramful et ses collaborateurs (2011) qui ont travaillé sur le fruit du Citrus, ont obtenus des

activités antiradicalaires qui varient de 2.92 à 5.63 μmol équivalent Trolox/g matières sèche. 

Ces différences peuvent être expliquées par la présence des molécules anti-oxydantes

différentes au niveau des feuilles et des fruits et à des taux différents (Ramful et al., 2011).
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IV. Corrélation entre les antioxydants

Les différentes corrélations sont présenté dans le tableau V

Tableau V : Matrice de corrélation entre les différents paramètres (antioxydants et activité

antioxydante) de pulpes des fruits étudiés.

Variables PT Flavonoides flavonols tannins PR DPPH Molybdate ABTS
Acide

ascorb

PT 1 0,947 0,655 0,761 0,795 0,650 0,927 0,666 0,089

Flavonoides 0,947 1 0,792 0,872 0,751 0,804 0,977 0,813 0,325

flavonols 0,655 0,792 1 0,719 0,750 0,741 0,848 0,754 0,597

tannins 0,761 0,872 0,719 1 0,598 0,741 0,848 0,769 0,510

PR 0,795 0,751 0,750 0,598 1 0,547 0,802 0,599 0,208

DPPH 0,650 0,804 0,741 0,741 0,547 1 0,834 0,993 0,629

Molybdate 0,927 0,977 0,848 0,848 0,802 0,834 1 0,854 0,441

ABTS 0,666 0,813 0,754 0,769 0,599 0,993 0,854 1 0,666

Acide ascorb 0,089 0,325 0,597 0,510 0,208 0,629 0,441 0,666 1

D’après l’étude statistique la corrélation de :

 [0 à 0.3] : présente une faible corrélation.

 Polyphénols totaux et acide ascorbuique (r=0.089)

 Flavonoïdes et acide ascorbique (r=0.325)

 Pouvoir réducteur et acide ascorbique (r=0.208)

 [0.3 à 0.6] : présente une corrélation moyenne.

 Molybdate et acide ascorbique (r=0.441)

 [0.5 à 1] : présente une bonne corrélation.

 Polyphénols tautaux et flavonoides (r=0.947)

 Polyphénols totaux et pouvoir réducteur au ferricyanure de potassium (r=0.795)

 Polyphénols totaux et pouvoir réducteur au molybdate d’ammonium (r=0.927)

 Flavonoïdes et flavonols (r=0.792)

 Flavonoïdes et tannins condensés (r=0.872)

 Flavonoïdes et activité antiradicalaire (DPPH) (r=0.804)

 Flavonoïdes et pouvoir réducteur au molybdate d’ammonium (r=0.977)

 Flavonols et pouvoir réducteur au molybdate d’ammonium (r=0.848)
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V. Analyse statistiques des résultats

 Résultats d’Analyses principales des composants (ACP) et classification

ascendante hiérarchique (CAH).

Une fois que les informations de tous les paramètres d'analyse dont les fruits ont été

collectées, une étude statistique a été effectuée pour voir la distribution qui a suivi les

données. L'analyse des composantes principales (ACP) a été considérée comme une option en

raison de son utilité dans l'établissement de relations entre variables. Ainsi, la (figure. 30)

montre le biplot de deux premiers composants principaux qui expliquent 88,51% de la

variance totale dans les données recueillies à partir des fruits étudiés.

Figure 30 : Distribution des variables révélées à partir de l’ACP de huit échantillons étudiés

L’analyse statistique des données a été effectuée sur une matrice de constituée de neuf

variables et huit échantillons, soit 9 variables et 8 individus. Le logiciel statistique XLSTAT

2016 a été utilisé pour le traitement des données.

La Figure 37 : montre la projection de huit échantillons constitués d’extraits de pulpe des

fruits étudiés (CV, CJ, DF, Him, DF-CV, DF-CJ, Him-CV, Him-CJ). Elle montre une bonne
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répartition des cultivars traduisant ainsi une diversité existante au sein des échantillons

étudiés.

L’analyse en composantes principales permet de déterminer deux groupes :

Groupe A : comprends sept échantillons : DF, CJ, Him-CJ, Him, DF-CJ, Him-CV, DF-CV.

dont il englobe trois sous classe : (DF, DF-CV) ; (Him, Him-CJ) ; et (Him-CV, CJ, DF-CJ)

Groupe B : comprend la variété : CV

Pour mieux apprécier la diversité entre les huit échantillons de différents fruits selon la

teneurs en Polyphénols totaux, flavonoïdes, flavonols, tannins condensés , activité

antioxydante <<DPPH et ABTS>> et pouvoir réducteur <<ferricyanure de potassium, molybdate

d’ammonium), nous avons procédé à une classifications ascendante hiérarchique (CAH) sur la

base de chacune de ces neuf variables et les résultats sont présentés sur le dendrogramme

suivant (figure. 31)

Figure 31 : Dendrogramme de la classification hiérarchique des échantillons étudiés
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Conclusion

Les Citrus « agrumes » sont une source fiable des principes actifs connus pour son pouvoir

antioxydant, et leurs propriétés thérapeutiques. Ces propriétés sont recherchées dans

l’industrie alimentaire et pharmaceutique.

Dans notre étude, nous nous sommes intéressées sur l’extraction des composés phénoliques

et l’évaluation de l’activité antioxydant (activité antiradicalaire à l’ABTS et au DPPH, ainsi

que les pouvoirs réducteurs au molybdate d’ammonium et ferrocyanure de potassium) et au

dosage des antioxydants (acide ascorbique), contenus dans la pulpe d’orange et citron ainsi

leur mélange. Ces couples d’activités biologiques ont été choisies pour leurs rôles

primordiaux dans la prévention et le traitement des maladies cardiovasculaires et ses

complications graves qui menacent la santé publique, et constituent la première cause de

décès à travers le monde.

La description pomologique des fruits d’agrumes montre des différences entre les variétés

étudiées de point de vue morphologique, pondéral, ainsi qu’en taux d’humidité et matière

fraiche, ces différences sont la conséquence du patrimoine génétique et par le site

géographique. Généralement, les variétés d’orange et citron possèdent un taux d’humidité

élavés à 86.33 (himline), et 91.67% (CV)

Les résultats du dosage des antioxydants indiquent que la teneur en acide ascorbique varie

de 25.09 (Him), à 64.83 (DF-CV) mg/100ml respectivement

La determination quantitative des extraits phénoliques de pulpe d’agrumes a révélée un

contenu riche en polyphénols, flavonoïdes, flavonols, et tannins, des teneurs sont de l’ordre

de 8 271.74(Him-CJ) à 33 748.68 (CV) mg/100g, 5599.27(CJ) à 16 795.70(CV) mg/100g,

4794,79(CJ) à 9 201,49 mg/100g(DF-CV), et de 684,13(Him) à 3913,90 (CV)mg/100g

respectivement.

L’évaluation du l’activité antioxydante des extraits étudiés a été évaluée en utilisant quatre

méthode : piégeage du radical libre DPPH avec un pourcentage de réduction de 67.92 (Him) à

93.01%(DF-CJ), l’activité anti-radicalaire à l’ABTS varient de 61.13(Him) à 86 %(DF-CJ), tandis

que le pouvoir réducteur (ferricyanure de potassium et molybdate d’amonium) avec une

capacité réductrice de 8 940,17(Him) à 33 632,54(CV) mg/100g et de 2 095,59 (Him-CJ) à 8
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128,41(CV) mg/100g. Ces résultats indiquent que la pulpe d’agrumes apparait comme un

réservoir d’antioxydant susceptible d’être utilisés dans la lutte contre les radicaux libres.

Les résultats de cette étude nous permettent de conclure que la pulpe des agrumes étudiés

et leur mélange constituent une excellente source de différents antioxydants,

En perspectives, il serait intéressent de mener une étude plus approfondie sur la pulpe de

Citrus,et de faire l'association d’extrait de pulpe d’orange et de citron.

il serait donc intéressent de pousser et approfondir ce travail par :

 L’étude d’autres espèces d’agrumes.

 Utilisation des autres solvants d’extraction autre que l’éthanol

 L’évaluation des activités antibactériennes de la pulpe

 Caractérisation des composés phénoliques en utilisant des méthodes plus précises

comme HPLC, LC-RMN pour identifier les composés bioactifs.
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Annexes I

Figure 7: Classification des tanins (Wilfred et Ralph., 2006).

Figure 9: Flavonoïdes et leurs sites proposés pour Figure.8: Structure de la vitamine C (Pincemail et al., 1998).

l’activité antioxydant comme la chélation des

ions métalliques (Chabil, 2006)

Figure.10 :Réaction des flavnoides avec EOR (Meziti,2009).



Annexes I

Figure11: Action de l’acide ascorbique sur un RL et les voies de sa régénération (Rose et Bode,

1993).

Figure.12 : Régénération des tocophérols via l’action de l’AA (Pincemail et al., 1998).

Tableau I : Composition chimique des oranges (Souci et al., 1994).

Composants(g) Moyennes*

Eau 85.70

Protéines 1.00

Lipides 0.20

Glucides 8.25

Fibres 1.60

Acides organiques 1.13

Minéraux 0.48

Tableau II : Composition biochimique moyenne du citron (Gollouin et Tonelli, 2013).



Annexes I

Composants(g) Moyennes*

Eau(g) 90,20

Glucides (g) 3,16

Protéines(g) 0,70

Lipides (g) 0,60

Acides organiques (g) 4,88

Fibres alimentaires (g) 0,50

Les vitamines(mg) 51,26

Les minéraux(mg) 211,95

Apports énergétiques (K Calories) 36,48

(*) : Valeur moyenne par 100g de matière comestible.



Annexe II

Courbe d’étalonnage de dosage de l’acide ascorbique.

Courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols totaux

Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoïdes
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Annexe II

Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonols Courbe d’étalonnage pour le dosage tannins

condensés

Courbe d’étalonnage de pouvoir réducteur.

Courbe d’étalonnage de pouvoir réducteur au molybdate d’ammonium

y = 1,5336x + 0,0131
R² = 0,9847

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0 0,1 0,2 0,3

A
b

so
rb

an
ce

à
5

0
0

n
m

concentration de la catéchine en mg/ ml

Courbe d'étalonnage des tanins
condensées

y = 1,6993x + 0,0156
R² = 0,9875

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

A
b

so
rb

an
ce

à
4

4
0

n
m

concentration de quercétine en mg/ml

Courbe d'étalonnage des flavonols

y = 3,3429x + 0,0182
R² = 0,9909

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

A
b

so
rb

an
ce

à
7

0
0

n
m

concentration de l'acide gallique en mg/ ml

Courbe d'étalonnage de pouvoir réducteur

y = 3,1157x + 0,0237
R² = 0,9801

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0 0,05 0,1 0,15

A
b

so
rb

an
ce

à
6

9
5

n
m

concentration de l'acide ascorbique en mg/ ml

Courbe d'étalonnage de molybdate



Annexe III

Matériels et produis chimiques

1- Matériels du laboratoire

 La verrerie : tube à essai, bécher, erlenmeyer, flacon.

 L’appareillage

- Balance de précision (RADWAG R (PS 600/C/2 et AS 220/C/2)).

- Broyeu

- Etuve ventilé

- Plaque magnétique.

- Spectrophotomètre

 Autre : spatule, micropipettes (100 et 1000 μl), papier d’aluminium, papier 

absorbant, papier filtre, boite de pétri, tube à essais, anse en platine,

écouvillon, ben benzène, para-film

2- Les produits chimiques et les solvants

 Réactif de folin-ciocalteu (FCR).

 Carbonate de sodium (Na2Co3).

 Trichlorure d’aluminium (AlCl3) et Acétate de sodium.

 Eau distillée, Ethanol et Méthanol

 Le DPPH

 L’ABTS et persulfate de potassium.

 Eau distillé.



Résumé : Les citrus comme d’autres fruits et légumes sont une source importante de composés

bioactifs (composés phénoliques, flavonoïdes, acide ascorbique,…etc.).Ces composés ont des effets

bénéfiques sur la santé humaine, car ils possèdent de nombreuses activités biologiques comme

l’activité antioxydante, anti-inflammatoire, antibactérienne,…etc ; ce qui protège et inhibe les effets

néfastes des radicaux libres sur l’organisme humain. Des extraits éthanoliques de la pulpe de citrus

sinensis et de citrus limon ont été testé pour leurs activitésanti-oxydantes. Les polyphénols (

polyphénolstataux et flavonoïdes) extraits par le solvant d’extraction éthanol, présentent des des

différencesselon la variétés et le type de fruits a révélé des capacités anti-oxydantes chez tous les

extraits, la pulpe de citron vert présente des activités anti-radicalairesau DPPH et à l’ABTS les plus

élevées :DPPH 942,32) ; ABTS 893,60 mg/100g, pour la vitamine C la meilleur est enregistrées avec

le mélange(DF-CV) 64,83 mg/100g.Les résultats obtenus montrent que la pulpe de citron vert

présente les teneur en PT, flavonoïdes et en flavonols les plus élevés. De même pour les pouvoirs

réducteurs : au phosphomolybdate d’ammonium et FRAP).

Mots –Clés : Citrus, polyphénols, activité antioxydants, DPPH, ABTS.

Abstract: Citrus and other fruits and vegetables are an important source of bioactive compounds

(phenolic compounds, flavonoids, ascorbic acid, etc.) .These compounds have beneficial effects on

human health because they possess numerous biological activities such as Antioxidant, anti-

inflammatory, antibacterial, ...; Which protects is inhibiting the adverse effects of free radicals on the

human body. Ethanol extracts of citrus sinensis and citrus silt pulps were tested for their antioxidant

activity. The polyphenols (tetal polyphenols and flavonoids) extracted by the extraction solvent

(ethanol) show variations according to the varieties of fruit and effect of enchantions. The evaluation

of antioxidant potency in vitro revealed antioxidant capacities in all extracts, the lime pulp had the

highest DPPH and ABTS contents: DPPH = (942,32); ABTS = (893.60 mg / 100g), For vitamin C the

best and marked by mixing (DF-CV) = 64.83 mg / 100g. Quantification results show that the lime pulp

has the highest PT, flavonoids and flavonols. Similarly for reducing powers: ammonium

phosphomolybdate and FRAP).

Key words:Citrus, polyphenols, antioxidant activity, DPPH, ABTS
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