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Introduction



Introduction

Le corps humain produit des espèces réactives de l’oxygène par plusieurs systèmes à partir de

l’oxygène consommé, ces espèces radicalaires, à des concentrations modérées, sont d’une

importance capitale pour l’organisme puisqu’elles interviennent dans la régulation de la

transduction des signaux. Malgré cela, à forte concentration ces radicaux provoquent un

déséquilibre entre les molécules pro-oxydantes et les antioxydants ce qui génère de

nombreuses maladies, dont le cancer, les crises cardiaques et la maladie d’Alzheimer (Rathee

et al., 2006).

Pour supplier à cela, la recherche scientifique s’est dirigée vers les plantes médicinales, une

source principale d’antioxydants naturels, comme, les vitamines C, E et les polyphénols tels

que les flavonoïdes, vu que les antioxydants synthétisés par voies chimiques présentent eux

aussi des risques cancérigènes.

Depuis quelques années 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 diverses pathologies. En effet, l’orange est un réservoir de diverses molécules

antioxydantes, dont les polyphénols (Kim et lee, 2002).

De nombreux travaux ont été réalisés sur les polyphénols de déférentes parties de fruit

d’agrumes, pulpes, écorces et jus, mais pas autant que ça sur les feuilles, dans ce cadre on a

choisi de réaliser cette étude sur les feuilles de citrus grandis (pamplemousse).

Dans le contexte de valorisation biotechnologique des l’extrait des feuilles des citrus qui

s’inscrit la thématique du sujet rapporté dans ce mémoire. Le travail a été réalisé au sein de

l’équipe d’érigé par le docteur KHETTAL. B de laboratoire de recherche biotechnologie

végétale, et dont l’objectif est la valorisation des substances actives d’origine végétale. Le

sujet de ce travail est l’étude de l’activité antioxydante et effet antiperoxydase de l’extrait

méthanolique des feuilles de citrus grandis, d’origine locale (cultivé à la région d’Akbou

wilaya de Bejaia).

Ce travail est réparti en deux parties, en premier lieu, la synthèse bibliographique qui est

devisée en deux chapitres. Le premier c’est des généralités sur les agrumes et le deuxième sur

1
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les antioxydants, la seconde partie est l’étude expérimentale, elle est de deux chapitres. Le

premier est la description des matériels et méthodes utilisées. Tandis que l’autre chapitre est

une description des résultats obtenus et leurs interprétations.

2
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I. Les citrus 

 I.1. Généralité 

Sous le terme « agrumes » sont regroupées de nombreuses espèces des genres botaniques 

Citrus, Fortunella et Poncirus, différentes hypothèses ont été formulées sur l'histoire et 

l'origine géographique des agrumes. Il semblerait que toutes les espèces du genre citrus sont 

originaires des régions tropicales et subtropicales du sud-est d’Asie ; nord-est de l'Inde et du 

sud de la Chine. Actuellement, ils sont cultivés dans plus de 100 pays situés dans les régions 

tropicales, subtropicales et dans le basin méditerranéen (Nicolosi, 2000). 

Deux grandes classifications du citrus sont généralement utilisées : celle de Tanaka(1961) qui 

comporte 156 espèces, et celle de Swingle et Reece (1967) qui n’en distingue que 16 espèces 

(Nicolosi, 2000). Les citrus appartiennent à la famille des Rutaceae, sous-famille des 

Aurantioideae, tribu des Citreae et sous-tribu des Citrineae..Elles englobent plusieurs 

variétés, parmi lesquelles on trouve l’orange, la mandarine, le citron, la bergamote, la 

bigarade, le cédrat, le kumquat, le pamplemousse, le pomelo, lime et beaucoup d’autres 

hybrides sont aussi commercialement importants (Ladaniya, 2010 ; Khan et al, 2010). 

Quelque espèces appartiennent au genre Citrus sont représentés dans le Tableau I 

Tableau I: Quelque espèces de citrus et leur origine (Fred et al., 2007) 

Nom d’espèce  Nom scientifique  Place possible de leur 

origine 

Citron  C. medica  Inde et Chine 

Pamplemousse  C. grandis  Malaisie et Inde 

Mandarine  C. reticulata  Sud-est Asie 

Lime  C. aurantifolia  Est d’Inde 

Orange amer 

(Pamplemousse×mandarine) 

 C. aurantium  Chine 

Orange  

(Pamplemousse×mandarine). 

 C. sinensis  Chine 

Limon 

(Citron × Lime). 

 C. limon  Inconnu, possible origine de 

Chine 

Pomelo  

(Pamplemousse × orange) 

 C. paradisi  Barbados  Island 
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Les agrumes occupent la première place dans le commerce international des fruits. La 

production mondiale des citrus a augmenté par 4.5% depuis l’année 1990. Il en résulte une 

production de 98.35 millions de tonnes en 2001–2002 et 100 millions de tonnes en 2003–

2004 (FAO, 2006) (Tableaux II). La production mondiale est aujourd’hui estimée à 120 

millions de tonnes par an, dont 58% seraient autoconsommés, 30 % transformés en jus et 

seulement 12 % feraient l’objet d’échanges internationaux (source FAO). 

 La Chine et le Brésil se partagent équitablement le 1/3 de cette production mondiale, suivi 

des USA (10 millions de tonnes), de l’Inde et du Mexique (chacun environ 7 millions de 

tonnes),10–12% étaient en Espagne, Italie, Égypte,  Maroc, Grèce, Algérie, et en Tunisie qui 

sont les principales agrumicoles du bassin méditerranéen (Ladaniya, 2010). Les tendances de 

la production indiquent que les oranges constituent approximativement 60% de la production 

totale des citrus, suivis par les mandarins, clémentines, qui comprennent approximativement 

20 % de la production. Le groupe de citrons et limes constitue 11–12%, pamplemousse et les 

pomelos comprennent 5–6% (FAO, 2006) (Figure 2) 

Tableaux II : La production de citrus dans quelque pays du monde (million de tonnes) 

Pays 1970 1980      1990 2000-

2001 

2001-

2002 

2002-

2003 

2003-

2004 

2004-

2005 

Brésil   7.39 11.67 16.90 16.49 19.91 17.73 21.39 18.90 

 

USA  11.59 10.29 12.65 14.04 14.09 13.73 14.78 10.49 

 

Chine 0.65 1.70 7.36 9.20 12.03 12.46 13.88 15.22 

 

Mexico  1.90 2.48 4.42       6.14 6.35   6.08 6.58 6.91 

 

Espagne  2.68 3.47 5.03 5.40 5.75 5.94 6.23 6.18 

 

Inde  1.89 3.30 4.31 4.39 4.6 3 4.66 4.66 4.66 

 

Italie 2.68 3.10 3.15 3.01 3.01 2.76   2.75 3.32 

 

Égypte  0.90 1.40 2.20 2.50 2.90 2.48 2.31 2.70 

 

Production 

totale 

47.13 57.77 81.12 89.70 98.35 94.08 100.85 94.79 

Source: FAO (2003), FAO (2006). 
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I.2. La valeur nutritive des citrus dans le régime alimentaire humain 

Le jus d'agrume peut être une source excellente de substances nutritives importante pour la 

santé. Il est préférable de manger le fruit que boire son jus, parce que beaucoup d'antioxydants 

présentent dans la pulpe ou la partie fibreuse. Les citrus représentent une excellente source de 

vitamine C. Cette vitamine diminue avec la maturité du fruit dans des oranges, mandarines, et 

pamplemousse. Les citrus renferment également : la vitamine A (rétinol), B3 (nicotinamide), 

B5 (acide pantothénique), B6 (pyridoxine) et E (tocophérols) d'approximativement 0.5–0.6 g 

à 0.75–0.8 g par gramme de jus (Dugo et Di Giacomo, 2004). Les citrus sont riches en acides 

organiques tels qu'acide citrique, acide malique, acide oxalique, acide succinique, et acide 

malonique ainsi qu’en plusieurs métabolites importants pour la santé, tels que les flavonoïdes, 

limonoides, les fibres et la  pectine 

Les agrumes possèdent un faible taux de lipide. Cependant, les agrumes ne sont pas une 

bonne source de protéines. La valeur nutritive et l’apport énergétique de quelque citrus sont 

représentés dans le tableau III. 
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Tableau III : la valeur nutritive du jus de quelque citrus (jésus,2002) 

élément nutritif  Jus d’orange  Jus de la mandarine Jus de pomelo 

 Vitamine C  45–50 mg  30–31 mg 30–35 mg 

Vitamine A  190– 400 IU  350–420 IU Trace–21 IU 

Vitamine D         -          -        - 

Vitamine E  100 μg          -        - 

Thiamine (B1)  50–80 μg  50–80 μg 30–40 μg 

Riboflavine  20–40 μg  20–40 μg        - 

Niacine  300–600 μg  200–250 μg 200 μg 

Calcium  10–11 mg           - 9–10 mg 

Fer  0.1–0.2 mg           -        - 

Vit B6  

(Pyridoxine) 

 

 

47–66 μg  40–50 μg 18–20 μg 

Acide Folique  34 μg  21 μg 8 μg 

Vitamine B12        -        -         - 

Phosphore  14–20 mg  16–18 mg 15–18 mg 

Iode  0.25 μg         -         - 

Magnésium  8–12 mg  10–15 mg 8–10 mg 

Zinc  25–30 μg          -         - 

Cuivre            -          -         - 

Biotine  50–160 μg          - 280–300 μg 

 

I.3. Pamplemousse (Citrus grandis) 

I.3.1. Origine et historique 

 Le pamplemousse est probablement originaire de région tropicale ; d'après Hodgson (1967), 

ce fruit est originaire de l’archipel de Malaisie et d’Indonésie, et qu'il s'est diffusé de là vers la 

Chine et l'Inde, puis vers la Perse, la Palestine et l'Europe. Selon Tolkowsky (1938), il a été 

mentionné après Jésus-Christ en Palestine et en Espagne en (1187). Webber (1943) a rapporté 

que le pamplemousse a été décrit pour la première fois en Jamaïque par Sloane (1696), et le 

même auteur ajoute, plus tard, en 1707 que la graine du  pamplemousse a été apportée à 

Barbade par le capitaine Shaddock, commandant d'un  Bateau  de l’Est indien (Nicolosi, 

2000). 
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Le Pamplemousse (Citrus grandis) est le nom le plus employé en français. Le pamplemousse 

est connu également sous le nom de Chadèque, dérivé de l'anglais Shaddock. Le nom de 

Pomelo est utilisé, à tort puisque cette appellation n'est qu'une des nombreuses dérivations du 

mot Pomelo (pumelow, pumelo); quant à l'Afrique du Nord (Maroc et Algérie notamment), 

seul le mot Pomelo est utilisé, en particulier dans les pépinières et sur les étiquettes des 

caisses d'exportation. Il n'est malheureusement pas possible de réformer cet usage. Il semble 

donc que soient définitivement adoptées les dénominations françaises suivantes : C, grandis 

Osb. = pamplemousse; C. paradisi Macf =pomelo (au lieu de grape-fruit). Risso a pris le mot 

pamplemousse pour désigner l'ensemble des cultivars de citrus maxima, (Chauvet, 1980). 

 

I.3.2. Classification 

Le pamplemousse est aussi appelé Shaddock, (capitaine Anglais Philip Shaddock  qui a 

d’ailleurs donné son nom au pamplemousse en anglais). Son nom botanique est citrus grandis 

ou citrus maxima, il appartient à la famille des Rutaceae et au genre Citrus (Tableau IV). 

 

Tableau IV : Classification botanique de pamplemousse (Aswini et al., 2012) 

 

Taxon  Nom 

Règne  Plantae – végétal 

Division  Magnoliophyta  

 

Classe 

 
 

 
Magnoliopsida 

Ordre  Rosidae 

Genre  Citrus.  

 

Famille  Rutacées 

 

Espèce  Citrus grandis. 
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I.3.3. Description botanique 

Le pamplemoussier est un arbre imposant, impressionnant même qui peut atteindre jusqu’à10 

mètres de hauteur, d’où son  appellation latine grandis. Ses feuilles sont larges (15 à23 

centimètres de longueur), elles sont ovales et pubescentes en dessous avec des pétioles 

largement ailés (Figure 3)  (Aswini et al., 2012). 

Les fleurs de cet arbre sont blanches pouvant atteindre 6 centimètres. Le pamplemousse est un 

fruit dont le diamètre peut atteindre jusqu’à 15 à 20 centimètres, de forme ronde (quelques 

variétés de formes aplaties ou piriformes) dont l’écorce est épaisse à très épaisse (3 à 4 

centimètres) et de couleur  vert à jaune lorsque elle est mature (Figure 3) fruit à peau lisse 

jaunâtre, rose ou rougeâtre (Ladaniya, 2010) 

 

 

 

Figure 3 : le  pamplemoussier, arbre, fleur, feuille et fruit (ferme à akbou) 

 

I.3.4.Composition et valeur nutritive 

La valeur nutritive de pamplemousse pour 100 grammes est représentée dans le tableau V. Le 

pamplemousse est riche en huiles essentielles, sa quantité varie selon la variété et maturité de 

fruit. Les huiles essentielles de citrus maxima sont composées de α-Pinène, Sabenine, β-

Pinine, méthyle hepténone, β-Mycènes, Hexanal,  DL-Limonène, t-Ocimene, Linalool, 1-
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Hexene, 4-méthyle; 1-Hexene,3,3-dimethyl;Geranyl formate, E-Citral, Geranylacetate, β-

Farnesene. Il contient, en outre, du chlore, du cuivre, du fer, du manganèse et du sodium  

(Wu Tian-Shunge et al, 1996).  

 

Tableau V : quelque valeur nutritive de pamplemousse pour 100 grammes (Sylvie haineault, 

2011) 

Composition  Teneur 

Eau               89 g 

Énergie                43 cals 

Glucides                 9 g 

Lipides               0,1 g 

Vitamine P               0,3 mg 

Vitamine C               40 mg 

Vitamine B1               0,07 mg 

Vitamine B2               0 ,05 mg 

Provitamine A               0,1 mg 

Potassium               190 mg 

Calcium               20 mg 

Phosphore               18 mg 

Magnésium               12 mg 

 

Citrus grandis peut être une source majeure d’antioxydants naturels tels que bêta-carotène, 

acide ascorbique, terpénoïdes, alcaloïdes, bêta-sitostérol, carotène, polyphénols tels que 

flavonoïdes, glycosides du flavone et rutine. La Naringine, neohespéridine, et l’hespéridine 

sont  les flavonoïdes majeurs trouvés dans le pamplemousse. Le profil des flavonoïdes varie 

selon les espèces et cultivars, et peut donc être utilisé pour distinguer entre les différentes 

variétés. (Ladanya, 2010). 

 

I.3.5. Utilisation et effet thérapeutique de pamplemousse 

La pulpe juteuse de pamplemousse est consommée fraîche ou elle est utilisée principalement 

pour produire du jus pour la nutrition humaine. Dans quelques pays d'Asie d'Est du sud, les 

fleurs, les fruits et les graines sont utilisés pour les buts médicinaux, les fleurs sont aussi 
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utilisées pour parfumer. La pelure épaisse du pamplemousse est quelquefois utilisée pour 

préparer des marmelades et des bonbons sucrés (Paudyal et Haq, 2000). 

 Le péricarpe de fruit a été utilisé dans ancienne médecine pour traiter l’asthme, douleur 

abdominale et douleur de l'estomac. Les études pharmacologiques ont démontré que les 

extraits des péricarpes de pamplemousse possèdent une activité antioxydante, anti-micro-

organisme et une activité hypoglycémiante (Zhang et al., 2012). 

Le pamplemousse possède une activité antimutagène et un pouvoir anti carcinogène. Les 

flavonoïdes de ce fruit ont une grande gamme d’effets biologiques tels que l’activité anti-

inflammatoire et antimicrobienne. Naringenine joue un rôle dans la réduction de cholestérol 

plasmatique et hépatique.  

Les huiles essentielles extraites à partir de pamplemousse constituent un moyen efficace pour 

conserver le système immunitaire en santé. Ils sont utilisés en parfumerie et en cosmétologie 

(Pichaiyongvongdee et Haruenkit, 2009) 

La consommation du pamplemousse frais chaque jour avec des repas, provoque la perte du 

poids (3.6 kilos dans 3 mois). 

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre II :

Les antioxydants des agrumes
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II.1. les radicaux libres et le stress oxydant 

a. Les radicaux libres  

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules neutres ou chargées portant un électron 

non apparié (électron célibataire) formés par voie chimique, photochimique ou biologique. Ils 

sont très instables, leur durée de vie est généralement très courte et leur réactivité réside dans 

la recherche d’un électron afin de réapparier leur électron célibataire ; elle entraîne la 

propagation du phénomène par création d’un nouveau radical (Tessier et Marconnet, 1995).  

Dans la plupart des cas, les radicaux libres sont formés à partir de l’oxygène, d’où leur 

appellation : espèces réactives de l’oxygène (ERO). Les ERO renferment l’ensemble des 

dérivés oxygénés radicalaires comme l’anion-superoxyde (O2
•¯

), l’oxygène singulet (O2
.
) et le 

radical hydroxyle (OH
.
) mais également d’autres composés non radicalaires, dont le peroxyde 

d’hydrogène (Milane, 2004) 

Il existe deux sources de production des espèces oxydantes, une endogène et l’autre exogène. 

Une faible partie (2% à 5%) de l’oxygène échappe à sa réduction en eau au niveau de la 

mitochondrie, peut être une source endogène des radicaux libres oxygénés (Tessier et 

Marconnet, 1995). Les rayonnements représentent la principale source exogène des radicaux 

libres, soit en scindant la molécule d'eau lorsqu'il s'agit des rayons ionisants X ou γ, soit en 

activant des molécules photosensibilisantes lorsqu'il s'agit des rayons ultraviolets qui vont par 

ce mécanisme produire des anions superoxyde et de l'oxygène singulet  (Favier, 2003) 

b. Stress oxydatif 

On parle d’un stress oxydant lorsqu’il y a un déséquilibre dans la balance antioxydants/ pro-

oxydants en faveur de ces derniers. Le déséquilibre peut être engendré par un 

dysfonctionnement de la chaîne mitochondriale, d’une activation de systèmes enzymatiques, 

d’irradiation ou d’autres choses [Tableau VΙ] (Favier, 2003 ; Haleng, 2007) 

Le stress oxydatif est impliqué dans un certain nombre de maladies telles que les maladies 

cardiovasculaires, le cancer et les maladies neurodégénératives (Valko et al., 2007). 
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Tableau VΙ : sources de stress oxydant (Haleng, 2007) 

 

 

 

Mode de vie 

Tabagisme 

Faible consommation en fruits et légumes 

Alcool 

Médicaments 

Pilule contraceptive 

Exposition en soleil 

Exercice intense ou mal géré 

 

Environnement 

Pollution 

Ozone 

Amiante 

Radiations 

Contacts avec des substances cancérogènes 

 

 

 

Mécanismes 

biochimiques 

Xanthine-oxydase 

Inflammation 

Altération de la fonction endothéliale 

Surcharge en fer 

Oxydation de l’hémoglobine 

Altérations mitochondriales 

Biosynthèse des prostaglandines 

Interventions chirurgicales (Circulation extracorporelle, 

transplantations) 

 

II.2. Les antioxydants des agrumes 

De façon générale, un antioxydant peut être définit comme étant une substance qui est 

présente, dans un milieu à des faibles concentrations par rapport à un substrat oxydable 

capable de retarder ou d’inhiber l’oxydation de ce dernier en éliminant les radicaux libres et 

en diminuant le stress oxydant (Princmail et al., 1999). 

Selon Rice-Evans, Miller et Paganga (1997), un bon antioxydant devrait à la fois agir à des 

concentrations physiologiques relativement faibles; agir spécifiquement sur les radicaux libres 

et être stable après l’oxydation. 

Les agrumes sont importants en raison de leurs propriétés nutritionnelles et antioxydantes. Ils 

contiennent une multitude de composés phytochimiques actifs qui contribuent à la santé. Plus 

de 170 composés phytochimiques ont été identifiés chez les oranges (Betoret et al., 2009). Il 

est bien connu que les agrumes sont riches en vitamine C et en caroténoïdes, tout comme 

d’autres molécules bioactives (les acides phénoliques, les flavonoïdes, etc.) (Rapisarda et al., 

2008). 
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II.2.1. Acide ascorbique 

L’acide ascorbique est une vitamine hydrosoluble importante, cette dernière ne peut pas être 

synthétisée par l’organisme elle doit être apportée par l’alimentation (klimczak et al., 2007). 

La structure de la vitamine C est représentée dans la figure 4 

 

Figure 4: Structure chimique de l’acide ascorbique. 

II.2.1. 1. Propriétés antioxydantes de l’acide ascorbique 

a.  Neutralisation des radicaux libres 

L’acide ascorbique est une molécule antioxydante fortement réductrice, elle est capable de 

piéger l’oxygène singulet et les radicaux libres, dont le radical, superoxyde, le peroxyde 

d’hydrogène et le radical hydroxyle (klimczak et al., 2007). 

La figure 5 montre l’action de l’acide ascorbique (Asc) sur un radical libre (R
o
) et les voies de 

sa régénération. Le R
o 

est neutralisé par le transfert d’un électron provenant de l’acide 

ascorbique (Asc). Il résulte un produit (R) et un radical libre ascorbyl (RLA). Deux molécules 

de ce dernier peuvent réagir entre elles pour donner une molécule d’acide ascorbique et une 

molécule d’acide déshydroascorbique (ADHA) qui peut être transformé en acide ascorbique 

par ADHA réductase ou se transformé en produit stable, l’acide dicétogulonique (Rose et 

Bode, 1993). 
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        2(R
o
+Asc)     2R+ 2RLA 

 

                                               RLA réductase 

    Acide dicétogulonique                              ADHA                 Asc 

 

Figure 5 : Action de l’acide ascorbique sur un radical libre et les voies de sa régénération 

(Rose et Bode, 1993). 

 

b. Régénération des tocophérols 

La vitamine C joue aussi un rôle fondamental en régénérant la vitamine E (Figure 6) (Curtay 

et Robin, 2000). 

Par interaction avec un radical lipidique R
o
, la vitamine E (VIT E) se transforme en un radical 

tocophéryl (VIT E
o
). Ce dernier est régénéré en VIT E. sous l’action de lavitamine C (VIT C) 

qui, à son tour, prend une forme radicalaire (VIT C
o
). Le glutathion réduit (GSH) permet de 

régénérer la vitamine C en se transformant en un radical thyil (GS
o
) et par réaction de ce 

dernier avec une autre molécule thyil, il donne du glutathion oxydé (GSSG). 

 

Figure 6 : Régénération des tocophérols par l’action de l’acide ascorbique (Pincemail et al., 

1998). 

ADHA réductase 
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II.2.2. Les Caroténoïdes 

Les caroténoïdes, pigments liposolubles, sont responsables des couleurs jaune, rouge et 

orange des fruits et des légumes. Leurs structures chimiques dérivent du lycopène (C 40 H 56). 

Elles contiennent une chaîne polyinsaturée et peuvent également comporter une structure 

cyclique à chaque extrémité (Dionne, 2002). 

II.2. 2.1. Propriétés antioxydantes 

Grâce à leur longue chaîne carbonée polyinsaturée, les caroténoïdes présentent une activité 

anti-radicalaire. Ces composés possèdent pour la plupart dans leur structure chimique (Figure 

7) de très nombreuses doubles liaisons conjuguées qui sont responsables de leur activité 

antioxydante (Pincemail et al., 1998 ). 

 

Figure 7 : structure chimique d’un caroténoïde (Princemail et al.,1998). 

 

 Piégeage de l’oxygène singulet 

Les caroténoïdes sont des piégeurs très efficaces contre l’oxygène singulet en le transformant 

en oxygène moléculaire triplet par la réaction suivante (Beutner et al., 2001) 

1
O2+ Car    

3
O2+ 

3
Car 

L’oxygène singulet est piégé par transfert de son énergie d’excitation vers le caroténoïde qui 

va revenir à son état initial par la dissipation de cette énergie sous forme de chaleur (Dutta et 

al., 2004). 
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II.2.3. Les composés phénoliques 

Un composé phénolique est un dérivé non azoté, dont l’élément structural de base est un 

noyau benzénique, auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle libre ou engagé 

dans une fonction chimique (Varcautren et al., 1998). Les composés phénoliques sont des 

métabolites secondaires des végétaux, ils ne sont pas impliqués dans la croissance et le 

métabolisme énergétique. Ils sont ordinairement engendrés en réponse aux stress 

environnementaux (Harnly et al., 2007) 

II.2.3.1. Classification 

Les polyphénols regroupent un vaste ensemble de plus de 8000 molécules, divisées en trois 

grandes catégories : Les acides phénoliques, les flavonoïdes et les tannins (Ba et al.,2010) 

(Tableau VII) qui ont toutes un point commun : un cycle aromatique à 6 atomes de carbone 

qui porte un nombre variable de fonctions hydroxyles (Ladanyia et Ladanyia, 2010). 

 

Tableau VII : Les classes des composés phénoliques (Andersen et Markham,2010 ; 

Bennicki,2002) 

Catégories 

des 

polyphénols 

 

classes 

 

structures 

 

exemples 

 

 

 

 

 

 

 

Acides 

phénoliques 

 
 

Dérivés de 

l’acide 

benzoïque 
 
 
 

 

 

 

 

Dérivés de 

l’acide 

cinnamique 

 
 

 
 
 
 

 
 

 

R1=R2=R3=R4=H Acide benzoïque 

R1=R4=H, R2=R3=OH 

Acideprotocatéchique 

R1=H, R2=R3=R4=OH Acide gallique 

R1=OH, R2=R3=R4=H Acide salicylique 

R1=R4=OH, R2=R3=H Acide gentisique 

 

 

 

 

 

 

 

R1=R2 =R3 = H Acide cinnamique 

R1=R3 =H,R2 =OH Acide ρ-coumarique 

R1 =R2 =OH,R3 =H Acide cafiéque 

R1 =OCH ,R2=OH, R3 =H Acide 

Férulique 

R1=R3 =OCH ,R2 =OH Acide sinapique 
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Flavonoïdes 

 

 

 

Flavonols 

 

 

R2=OH ; R1=R3=H Kaempferol 

R1=R2=OH,R3=H Quercétine 

R1=R2 =R3 = H Myricetine 

 

 

 

Flavones 

 

 

 

 

R1=H, R2=OH Apigénine 

 

R1=R2=OHLuteoline 

 

 

 

Flavanones 

 

 

 

R1=H, R2=OH Narigingenine 

R1=R2=OH Eriodictyol 

R1=OH, R2=OCH3Hesperitine 

 

 

 

Isoflavons 

 

 

 

R1=H  Daidzeine 

 

 

R1=OHGenesteine 

 

 

 
Anthocyanidine 

 

 

 

R1=R2= H Pelargonidine 

 
R1=OH, R2=H Cyanidine 

 

 

 

Flavanols 

 

R1=R2= OH, R3 = H 

Ctéchine 

 
R1=R2 =R3 = OH 

Galocatéchine  
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Tannins 

 

 

 

 

 

Tannins 

hydrolysables 

 

 

 

 

 

 

 

Tannins 

condensés  

 

 

 

 

a. Les acides phénoliques 

Le pamplemousse est riche en acides phénoliques dont l’acide gallique, procatechique, p-

hydroxybenzoïque, vanillique, caffeique, p-coumarique, salicylique, férulique, sinapique et 

anisique. Le pouvoir antioxydant des acides phénoliques réside dans leur capacité à piéger les 

radicaux libres (Gorinstein et al., 2004). 

 

b. Les flavonoïdes 

Les flavonoïdes constituent un groupe de plus de 600 composés naturels qui sont quasiment 

universels chez les plantes vasculaires. Ce sont des pigments responsables de la coloration 

jaune, orange et rouge de différents organes végétaux (Ghedira, 2005). Les flavonoïdes 

dérivent de la même structure de base : les flavanes  (Figure 8) (Derbel et Ghedira, 2005). 
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Figure 8 : Structure de base des flavonoïdes (Derbel et Ghedira, 2005) 

 

Les agrumes sont riches en flavonoïdes ; ils contiennent plus de 60 flavonoïdes, repartis selon 

les quartes classes: flavones, flavanones, flavonols et anthocyanines (Peterson et al ., 2006) 

 

b.1. Les flavanones 

Les flavanones constituent presque la totalité des flavonoïdes présents dans les agrumes : 98% 

dans le pamplemousse. Les flavanones (Figure 9) identifiés dans le jus du pamplemousse 

sont: la didymine,l’ériocétrine, l’héspéridine, la narirutine, la naringine, la néoériocitrine, 

laneoesperidine et la poncérine ; la naringine est le composé dominant dans lepamplemousse. 

La quantité de ces composés varie d’une variété à l’autre (Vanamala et al., 2006). 
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Figure 9 : Flavanones des agrumes (Peterson et al., 2006) 
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b.2. Les flavones 

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

glycosylés (rutine, isorhoifoline, diosmine, etc.) et polyméthoxylés (sinensétine, nobilétine, 

tangerétine, etc.) (Figure 10) (Jayaprakasha et Patil, 2007). 

 

Figure 10 : Flavones des agrumes (Nogata et al., 2006) 

 

II.3.Activité antioxydante des composés phénoliques 

Les antioxydants agissent de plusieurs manières et leur mécanisme d’action peut être direct ou 

indirect. Les mécanismes les plus fréquents sont l’interruption de la spirale oxydative 

(vitamines C et E), la prévention des dégâts par la mise à disposition d’électrons (vitamine C) 

et la réparation de l’ADN (Zn, acide folique, niacine) (Berger, 2006). 

II.3.1. Les polyphénols 

L’efficacité anti-radicalaire d’un composé phénolique dépend de sa capacité à céder un ou 

plusieurs H+ et ensuite à se stabiliser, la position et le degré d'hydroxylation, et la méthylation 

du cycle aromatique sont des facteurs importants qui déterminent l'activité antioxydante des 

acides cinnamiques et de leurs dérivés (Robards et al., 1999). 
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L’activité antioxydante des acides cinnamiques suit l'ordre suivant : acide chlorogénique > 

acide caféique > acide férulique > acide coumarique.  Le mécanisme d’action des polyphénols 

est le suivant : 

ArOH + ROO°           ArO° +ROOH 

ArOH : polyphénol  

ArO° : radical polyphénolique. 

II.3.2.Les flavonoïdes 

L’activité antioxydante des flavonoïdes dépend étroitement de leur structure : la présence de 

groupe hydroxyle dans la position ortho du noyau aromatique B, le nombre de groupe 

hydroxyle libres, la présence de la double liaison entre le carbone 2 et le carbone 3 du noyau 

C et la présence du groupe 3-hydroxyle sont les conditions de leur meilleure activité 

antioxydante. Le groupe hydroxyle libre au niveau de carbone C4’, C3’ et/ou C3 et la double 

liaison entre le carbone C3 et C2 confèrent aux flavonoles une activité anti-radicalaire 

importante. Tandis que les flavanones avec une simple liaison entre les carbones C3 et C2 et 

un groupe hydroxyle au niveau du carbone C4’ du noyau B possèdent une faible activité anti-

radicalaire (Dugo et Di giacomo, 2004): 

Flavonoïdes (OH) + R°    flavonoïde (O°) + RH 

R° : radicale libre 

(O°) : oxygène radicalaire. 

II.4. Autres rôles biologiques des composés phénoliques 

En plus de leur activité antioxydante, les polyphénols sont parmi  les substances bioactives les 

plus puissantes et les plus prometteuses en thérapie. Des activités antitumorales, antivirales,  

antibiotiques,…etc., sont attribuées à ces substances naturelles. 

II.4.1. Activité antiallergique  

Les flavonoïdes sont également connus pour leurs effets antiallergiques. Ils agissent par 

inhibition des enzymes qui favorisent la libération d’histamine à partir des mastocytes et des 

basophiles : l’AMPc phosphodiestérase et la Ca++ ATPase. En outre, la quercétine exerce un 
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puissant effet inhibiteur de la libération d’histamine à partir des mastocytes (Kotani et al., 

2000). 

II.4.2. Activité anti-inflammatoire  

Sous l’action de la cyclooxygénase et la lipooxygénase, l’acide arachidonique se métabolise 

respectivement en prostaglandines et leucotriènes induisant ainsi des phénomènes 

inflammatoires. 

In vitro, plusieurs flavonoïdes sont capables de modifier le métabolisme de l’acide 

arachidonique plaquettaire. C’est ainsi que la myricétine et la quercétine bloquent l’action des 

cyclo-oxygénase et lipoxygénase à des concentrations relativement élevées. À faibles 

concentrations, c’est la lipoxygénase qui est inhibée préférentiellement (Sanchez de Medina 

et al., 2002). 

II.4.3. Activité anti-ulcérogène  

Les flavonoïdes sont capables de protéger la muqueuse gastrique contre divers agents 

ulcérogènes.  

La naringine et la quercétine exercent également une activité anti-ulcérogène mise en 

évidence chez le rat dont l’ulcère gastrique a été induit par l’éthanol. Il a été suggéré que la 

quercétine exerce ses effets cytoprotecteurs grâce à un complexe impliquant la stimulation de 

la prostaglandine et l’inhibition de la production de leucotriènes via la production de mucus et 

ses propriétés antioxydantes. Par ailleurs, il a été établi que la quercétine inhibe la croissance 

d’Helicobacter pylori ainsi que la formation d’acide par les cellules pariétales en réponse à 

une stimulation par l’histamine (Andersen et Makham, 2010). 

II.4.4. Activité antibactérienne 

Les effets antimicrobiens d’extraits de plantes ont été rapportés par de nombreux chercheurs 

(Hayder et al.,2005). Il a été montré que l’activité antibactérienne des extraits de plantes est 

attribuée à leurs composés phénoliques (Vander watt et Pretorius, 2001).  

 Action sur les membranes cellulaires  

La membrane cytoplasmique bactérienne présente la même sensibilité aux composés 

phénoliques qu’il s’agisse d’une bactérie Gram positif ou Gram négatifs. Les polyphénols 

pénètrent dans la cellule bactérienne et inactivent les perméases du périplasme qui sont 
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impliquées dans le transport des aminoacides et des polysaccharides. Cela entraîne une 

modification de la perméabilité cellulaire, avec une lyse de la cellule bactérienne suivie par 

une perte de ses constituants (Dugo et Giacomo, 2004). 
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I. Le matériel végétal  
 

I.1. Description du  matériel végétal   

Notre étude a eu pour but l’évaluation de l’activité antioxydante et anti peroxydase de l’extrait 

des feuilles du pamplemoussier. 

Les feuilles du pamplemoussier sont persistantes de couleur verte, ovale, grandes de 15 à 23 

centimètres de longueur et une largeur variant entre 5,5 et 6,5 centimètres, légèrement ailées. 

(Figure 11) 

Les feuilles ont été récoltées au mois de février au niveau de la région de Guendouza de la 

commune d’Akbou à une altitude de 315 mètres, située à 75 km à l’ouest de Bejaïa (Figure 

12), elles ont été cueillies saine et fraiche sur un seul arbre.     

  

 
 

Figure 11 : A) surface dorsale                        B) surface ventrale 

 

 

    

Figure 12 : localisation géographique du lieu de récolte des feuilles de pamplemoussier 
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I.2. préparation de la poudre végétale 

Après récolte, les feuilles ont été lavées par l’eau de robinet pour éliminer la poussière et tous 

les autres polluants, puis séchées dans l’étuve à 40°C pendant sept jours.  

Les feuilles séchées ont été ensuite broyées à l’aide d’un moulin à café jusqu'à obtention 

d’une poudre homogène puis tamisée avec un tamiseur de marque « RETSCH ». Trois  

tamisages successifs ont été réalisés, dont les diamètres des mailles sont de 500 µm, 250µm et 

200 µm. La poudre ainsi obtenue a été ensuit conservée dans des récipients hermétiques à 

l’abri de la lumière. 

 

II. Extraction méthanolique  

Plusieurs solvants organiques peuvent être utilisés pour l’extraction des composés 

phénoliques, mais le méthanol est le solvant le plus recommandé, car il donne le meilleur 

rendement d’extraction (Fellah et al., 2008).  

Le procédé d’extraction 

L’extraction a été réalisée selon la méthode  décrite par (Fellah et al., 2008). 

10 g de la poudre végétale ont été mélangés à 100 ml de méthanol absolue. Puis laisser 

macérer sous agitateur magnétique pendant 30 minutes à température ambiante et à l’abri de 

la lumière afin d’éviter les phénomènes d’oxydation. Le macérât a été ensuit laissé à 4C° 

pendant 24 heurs, puis filtré à l’aide d’un papier Wattman N° 3. Le filtrat ainsi obtenu a été 

ensuite séché sous hotte pour une durée de cinq jours, puis à l’étuve (40°C) pendant 24 heurs 

jusqu’à évaporation complète du méthanol (stabilité du poids de bécher). 

L’extrait méthanolique récupéré après évaporation a été conservé dans des flacons en verre 

hermétiquement fermés, bien étiquetés et à l’abri de la lumière. 

 

Calcul du rendement 

Le taux d’extraction est calculé selon la formule suivante : 

                               
Taux de matière extraite (%)= (P1-Po/Pi).100 

 

Po : poids du bécher vide en mg 

P1 : poids du bécher avec l’extrait sec  

Pi : poids de la poudre initial 
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ΙII. Dosage des composés phénoliques 

ΙII.1. Dosage des polyphénols totaux 

Principe  

Les composés phénoliques totaux ont été quantifiés par une méthode colorimétrique, utilisant 

le réactif de  Folin  ciocalteu (mélange  d’acide  phosphotungstique, H3PW12O40  et  d’acide  

phosphomolybdique, H3PMo12O40). Ces  derniers de couleur jaune,  lors  de l’oxydation des 

phénols, sont réduits en un mélange d’oxydes bleus de tungstène et de molybdène. (Singleton 

et Rossi, 1965) 

 Mode opératoire  

Le protocole utilisé pour le dosage des polyphénols totaux  est celui de Singleton et Rossi 

(1965) modifié  par Ryan et al. (2013) (Figure 13). 

1 mg d’extrait méthanolique a été solubilisé dans 1 ml de méthanol. 0,2 ml de la solution 

méthanolique sont ensuit mélanger à 1,5 ml de réactif de folin (10%). Après incubation (5 

min) à l’obscurité et à température ambiante, 1,5 ml de carbonate de sodium (6%) ont été 

additionnés. Après 2 heurs d’incubation à l’abri de la lumière et à température ambiante, 

l’absorbance a été mesurée à 725 nm par un spectrophotomètre de type SPECORD 50 

      

                 0,2 ml d‘extrait (1mg/1ml) +  1,5ml du réactif de folin ciocalteu à 10% 

 

Incubation (5 minutes, obscurité, température ambiante) 

 

Addition de 1,5ml de carbonate de sodium à 6% 

 

Incubation pendant 90 minutes à température ambiante et à l’obscurité 

 

Lecture de l’absorbance à 725 nm 

 

      Figure 13 : Protocole de dosage des polyphénols totaux (Ryan et al., 2013) 
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  Expression des résultats 

Le taux des polyphénols totaux est exprimé en se référant à une courbe d’étalonnage, établie 

avec différentes concentrations de l’acide gallique comme standard dans les mêmes 

conditions. Les résultats sont exprimés en équivalent milligramme d’acide gallique/gramme 

de matière sèche.  

 

III. 2. Dosage des flavonoïdes 

 Principe  

La teneur des flavonoïdes est estimée par la méthode du chlorure d’aluminium décrite par 

Quettier Deleue et al.,(2000). Les groupements (OH) libres en  position C3 et C5 et de 

l’oxygène en C4 de la majorité des flavonoïdes sont susceptibles de former des complexes 

(Figure 14) de couleur jaunâtre en présence de chlorure d’aluminium (AlCl3).  

 

                                                                                            

                                                                                                                                                                                                                            

                                                                       

 

 

                                                      + AlCl3 

   

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Complexes flavonoïdes AlCl3 

 

 

Mode opératoire 

1ml de chlorure d’aluminium (AlCl3 à 2%) est ajouté à 1mg de l’extrait méthanolique des 

feuilles de citrus grandis (1mg/ml). Après 15 minutes d’incubation à l’obscurité et à 

température ambiante. L’absorbance est mesurée à 410 nm contre un témoin préparé dans les 

mêmes conditions réactionnelles en remplaçant l’extrait méthanolique par du méthanol. 

(Figure 15)  
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              1ml d’extrait (1mg/ml)                   1ml de chlorure d’aluminium (AlCl3) à 2 % 

 

 

Agitation  

   

Incubation pendant 15 min à température ambiante et à l’obscurité 

 

Lecture de l’absorbance à 410nm 

 

           Figure 15 : les étapes de dosage des flavonoïdes. (Quettier-Deleue et al., 2000) 

 

Expression des résultats 

Le taux de flavonoïdes est exprimé en se référant à une courbe d’étalonnage, établie avec 

différentes concentrations de quercétine comme standard dans les mêmes conditions 

opératoires. Les résultats sont exprimés en équivalent milligramme de quercétine/gramme de 

matière sèche.  

 

IV. Évaluation de l’activité antioxydante 

 

IV.1. Évaluation de l’activité antioxydante par le radical DPPH 

Principe  

En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH. (2.2 diphenyl 1 picrylhydrazyl) de 

couleur violette se réduit en 2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazine de couleur jaune (Figure 16) 

(Brand-Williams et al., 1995) 

 

 

 

Figure 16 : Forme libre et réduite du DPPH (Brand-Williams et al., 1995) 

Mode opératoire 
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L’effet scavenger du DPPH a été  exprimé selon  la méthode décrite par Masuda et al. (1999) 

modifiée par  Mïsuthisakul (2007).  

25 µl de solution de DPPH (2,5 mM) sont ajoutés à 1ml de l’extrait méthanolique  des feuilles 

de pamplemoussier à différentes concentrations (25 ; 50 ; 100 ; 150 ; 200 ; 250 et 300 µg/ml). 

Après 30 minutes  d’incubation à  l’obscurité et à température ambiante  les absorbances sont 

mesurées  à 517 nm.  La lecture d’absorbance a  été réalisée contre un blanc ne contenant que 

la solution méthanolique du DPPH. 

Le pourcentage de captation des radicaux libres a été calculé à partir de la formule : 

                

                                 % = [A0- (A1 – A2)/A0] × 100 

Avec : 

A0 = DO du témoin (méthanol +DPPH) 

A1 = DO de l’extrait + DPPH 

A2 = DO du blanc (extrait + méthanol) 

 

IV. 2. Activité scavenger du radical ABTS
+ 

Principe 

Le test d’ABTS permet de mesurer la capacité d’un antioxydant à  piégé le radical ABTS+, 

qui est généré par oxydation du ABTS avec un sel fort tel que persulfate potassium (Brice 

Nadal et al., 2010). 

Ce test est basé sur la capacité d’un antioxydant à stabiliser le radical cationique ABTS˙+ 

(Figure17) de coloration bleu-verte en le transformant en ABTS+ incolore, par piégeage d’un 

proton. 
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Figure 17 : Formation et piégeage du radical ABTS
•+

 par un antioxydant donneur de H
•
 (Lien 

et al., 1999). 

Mode opératoire 

L’activité  scavenger du radical ABTS est mesurée selon le protocole de Van den Berg et 

al.,( 2000).   

      i-Préparation de la solution radicalaire ABTS+ 

72 mg d’ABTS solubilisés dans l’eau à 7 mM ont été mélangés à 13,24 mg de persulfate  de 

potassium (2,5mM). Le mélange ainsi obtenu est conservé à l’abri de la lumière et à 

température ambiante durant 16 heurs. Avant usage, la  solution d'ABTS
+
  a été diluée avec 

du l’eau distillée  pour obtenir une absorbance à 734 nm de 0.700 ± 0.020. 

 

      ii- Mesure de l’activité  

1,9 ml d’une solution d’ABTS+ ont été mélangés à différents volumes de l’extrait  

méthanolique des feuilles du pamplemoussier (5-100 µg/ml) à concentration de 2 mg /ml puis 

ajustés à un volume final de 2 ml avec du méthanol.  Après 5 minutes d’incubation à 

l’obscurité, l’absorbance a été mesurée à 734nm.   
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 iii-expression des résultats 

Le pourcentage de l’activité scavenger du radical ABTS  de l’extrait méthanolique de feuilles 

de pamplemoussier est calculé comme suit :  

 

PI (ABTS
+
) = [(A0-A1)/A0] × 100 

 

PI : pourcentage d’inhibition de radical ABTS
+ 

 

A0 : absorbance du contrôle (contenant seulement  l’ABTS) 

A1 : absorbance de l’extrait + ABTS  

 

IV. 3. Pouvoir réducteur : test au ferrocyanure de potassium 

Principe 

La méthode est basée sur la réaction de réduction du (Fe
3+ 

) présent dans le complexe 

ferrocyanure de potassium en (Fe
2+

), la réaction est révélée par le virement de couleur jaune 

du fer ferrique ( Fe
3+

) en
 
couleur bleu vert du fer ferreux  (Fe

2+
).  

  

Mode opératoire 

Le protocole expérimental utilisé est celui  d’Oyaizu (1986).  0.5 ml de l’échantillon à 

différentes concentrations (25 ; 50 ; 75 ; 100 ; 150 et 200 µg/ml), sont mélangé avec 1.25 ml 

d’une solution tampon phosphate à 0.2 M (pH= 6.6) et 1.25 ml d’une solution de ferricyanure 

de potassium K3Fe(CN) 6 à 1%. Le tout est incubé à 50°C pendant 20 minutes. 1,5 ml d’acide 

trichloracétique à 10% sont ajoutés pour stopper la réaction, puis les tubes sont centrifugés à 

3000 rpm pendant 10 min. 1.25 ml du surnageant sont ajoutés à 1.25 ml d’eau distillée et 250 

μl d’une solution de chlorure de fer (FeCl3, 6H2O) à 0.1%. La lecture des absorbances se fait 

contre un blanc (absence de l’extrait) à 700 nm. (Figure 18) 

Les résultats exprimés par l’IC50  seront interprétés par comparaison à l’activité antioxydante 

du BHA comme standard réalisé dans les mêmes conditions. 
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0,5 ml d’extrait 

 

1,25 ml de tampon phosphate (0,2 M, ph=6,6) est additionné 

 

1,25 ml de ferricyanure de potassium [K3Fe(CN) 6] à 1% 

 

Agitation 

 

Incubation à 50°C pendant 20 min 

 

Ajouter 1,25 ml de l’acide trichloracétique à 10% 

 

Centrifugation à 3000 rpm pendant 10 min 

 

Récupération de 1,25 ml de surnageant 

 

1,25 ml de l’eau distillée 

 

Ajouter 0,250 ml de FeCl3 à 0,1% 

 

Incubation (10 min, obscurité) 

 

Lecture des absorbances à 700nm 

 

Figure 18 : le protocole de test du pouvoir réducteur d’Oyaizu(1986) in Amarowicz et 

al,.(2004) 
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IV. 4. Pouvoir réducteur : Test au phosphomolybdate d’ammonium 

 

           Principe  

Le test phosphomolybdate (PPM) est basé sur la réduction, en milieu acide, de l’ion M
o+6 

en 

ion M
o+5

 par des substances réductrices présentes dans l’extrait végétal qui forment avec le 

phosphate-M
o+5

 des complexes de couleur verdâtre. (Prieto et al., 1999) 

   

Mode opératoire  

L’extrait méthanolique des feuilles de citrus grandis à différentes concentrations (50 ; 100 ; 

150 ; 200 et 250 µg/ml) est mélangé à 2 ml de réactif  molybdate (préparé à partir de 

molybdate d’ammonium à 4 mM, du phosphate de sodium à 28 mM et de l’acide sulfurique à 

0,6 mM). Les solutions ont été ensuite incubées à 95°C pendant 90 minutes. L’absorbance a 

été mesurée à 695 nm. (Figure 19) 

Les résultats exprimés par l’IC50  seront interprétés par comparaison à l’activité  antioxydante 

des standards tels que l’acide gallique et la quercétine réalisée dans les mêmes conditions. 

 

 

                0,2 ml d’extrait (1mg/2ml)      2 ml de phosphomolybdate d’ammonium 

      

 

                        Incubation au bain-marie à 95°C pendant 90 min 

 

 

                                         Lecture des absorbances à 695 nm 

 

Figure 19 : protocole de test du phosphomolybdate d’ammonium (Prieto et al., 1999) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Partie pratique                                                                      Matériels et méthodes 
 

 

35 

V. Effet sur l’activité de la peroxydase   

V.1. Généralité sur la peroxydase végétale 

Les peroxydases des plantes (E.C. 1.11.1.7), appelées aussi peroxydases de classe III, 

catalysent l’oxydation de plusieurs substrats, dont les phénols, en présence du peroxyde 

d’hydrogène (H2O2). (Baaziz et al., 2006). 

Les POD sont généralement connues comme peroxydase de gaïacol, parce que le gaïacol 

est un donneur d’électrons fréquemment utilisé pour estimer leurs activités  (Talano et 

al.,2006).  Elles possèdent une large variété de substrat et peuvent oxyder un grand 

nombre de composés aromatique en présence de H2O2 tel que les composés phénoliques 

(Marciel et al., 2007) 

V.2. Rôles physiologiques des peroxydases 

Les  peroxydases  exercent  des  fonctions  diversifiées  dans  les  plantes.  Elles  utilisent  

l'eau  oxygénée comme accepteur d'électrons provenant de diverses molécules, tels les 

précurseurs de la lignine ou des phénols (flavonoïdes ou autres). 

Ils jouent des rôles critiques dans la fonction physiologique telle que lignification, 

métabolisme du mur cellulaire, et participent dans le catabolisme de l’auxine, qui joue un rôle 

clé dans le contrôle de l’ensemble des processus de croissance et de développement de la 

plante. Les Produits de ces enzymes sont aussi utilisés communément dans industrie 

pharmaceutique, traitement de l'eau du gaspillage, et industrie de la nourriture.  

 

D’autre part, les peroxydases sont considérées comme un facteur responsable dans la 

détérioration  quand les légumes ou fruits sont traités tel que râper ou couper. En modifiant 

ses caractéristiques organoleptiques et nutritionnelles telles que la  couleur, le goût et l’arôme, 

en causant la dégradation des aliments. (Bakalovic et al., 2012) 

Il s’agit d’une réaction où le peroxyde d’hydrogène sera réduit et le substrat sera oxydé en 

présence de POD selon l’équation suivante : 

 

     H2O2 + RH2                                                  2H2O + R     

 

Ces réactions d’oxydation observée dans les produits alimentaires nuisent fréquemment à 

leurs qualités organoleptiques et nutritionnelles. Par exemple, l’oxydation enzymatique des 

phénols autrement appelée brunissement enzymatique (Dogans et al, 2007). 
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V.3. Mesure de l’activité anti peroxydase 

 

  Préparation de l’extrait enzymatique : 

La peroxydase a été extraite à partir de chou vert selon le protocole décrit par Ponce et ses 

collaborateurs (2004). Après nettoyage des têtes de chou, 10g de chou hachés ont été  

homogénéisés avec 30ml d’eau à laide d’un mélangeur électrique à haute vitesse pendant 3 

minutes à 4°C. La suspension obtenue a été filtrée sur papier de wattman et centrifugée à 

1000g pendant 15 minutes.  Le surnagent  récupéré est aliquoté et conservé jusqu’à utilisation 

à – 20°C. 

Préparation de la solution substrat  

L’activité enzymatique de la peroxydase est mesurée en utilisant le gaïacol comme le substrat, 

et le peroxyde d’hydrogène (H2O2) comme donneur d'hydrogène. L’oxydation du gaïacol en 

présence de l’enzyme donnant une couleur brun-rose  

 La solution de substrat est formée de 1ml de gaïacol (1%), 1ml peroxyde d’hydrogène (0,3%) 

et 10ml de tampon phosphate (0,05M, pH=6,5). 

Mesure de l’activité peroxydasique 

L’activité de la peroxydase a été mesurée en présence et en absence de l’extrait méthanolique 

des feuilles de citrus grandis comme suit : 2,87ml de la solution de substrat  sont mélangés à 

0,03ml de méthanol ou d’extrait méthanolique de feuilles de citrus. L’activité enzymatique est 

initiée par l’ajout de 0,1ml de l’extrait enzymatique.  L’oxydation du gaïacol est ensuite suivie 

en fonction du temps par mesure de la variation de l’absorbance à 470 nm pendant 5 min  à 

température ambiante.   

Le pourcentage de l’activité peroxydase résiduelle  est calculé selon la loi suivante :  

 

 

 

 

EMC= Extrait méthanolique du Citrus  

  DO/min en absence de l’EMC –  DO/min en présence EMC 

DO/min en absence de l’EMC  

 

                   % d’Activité =                                                                                                                    ×  100 

 



Résultats et Discutions
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Ι. Le taux d’extraction 

     Le taux d’extraction par macération au méthanol à partir des feuilles de citrus grandis a été 

calculé par rapport au poids   initial de la poudre végétale (20g).  Le poids de l’extrait sec 

obtenu est de 1,27 g ce qui correspond à un rendement de 6,35%.  

Nous avons choisi le méthanol pur comme solvant d’extraction, car plusieurs études ont 

montré sa capacité à extraire le maximum de composés phénoliques (Falleh et al., 2008 ) en 

plus d’autres facteurs tel que le  diamètre des particules de l’échantillon, la durée et les 

conditions de stockage. (Naczk et Shahidi, 2004). 

 

II. Dosage des composés phénoliques 

Les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoïdes ont été déterminées en se référant aux  

courbes d’étalonnage réalisées soit avec l’acide gallique (Annexe Ι) et la quercétine (Annexe 

ΙΙ) respectivement. Les résultats montrent que l’extrait des feuilles du citrus grandis,  contient 

54,27 ± 1,5 mg EAG/ g MS  en polyphénol et 8,57 ± 0,33 mg EQ/g MS en flavonoïdes. 

 

En comparant aux résultats obtenus par Okwu et ses collaborateurs (2007), dont les 

polyphénols et flavonoïdes des extraits au diethyl éther des feuilles de citrus grandis du 

Nigeria, sont respectivement de 0,1 % et  0,89 %, on en déduit que le citrus grandis d’Algérie 

est plus riche en polyphénols totaux et proches en flavonoïdes. En effet, les taux en 

polyphénol totaux et en flavonoïdes sont de 5,427% ± 0,15 et 0,857 % ± 0,03  respectivement.  

Cette déférence  peut être due à la méthode d’extraction, la nature du solvant utilisé et ainsi 

qu’à l’origine géographique (climat, sol …). 

 

ΙΙΙ. L’activité antioxydante 

ΙΙΙ.1. l’activité scavenging du radical DPPH 

La méthode du DPPH est utilisée généralement pour évaluer le pouvoir anti-radicalaire des 

extraits de plantes, elle est décrite comme étant simple et rapide (Jayaprakasha et Pati, 

2007). 

L’activité antioxydante de l’extrait méthanolique des feuilles de citrus grandis  exprimées par 

le test du DPPH montre que cet extrait présente une activité Scavenging du DPPH dépendante 

de la concentration (figure 20). Pour une concentration  de 300µg/ml, le taux d’inhibition est 

supérieur à 80%.  
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Figure 20 : activité scavenging du radical DPPH des différentes concentrations de l’extrait 

méthanolique des feuilles du citrus grandis. 

 

Dans ce travail, nous avons comparé l’effet anti-radicalaire du DPPH, exprimé en 

concentration inhibitrice à 50%  (IC50), de l’extrait du citrus grandis à celui de deux 

polyphénols purs, l’acide gallique et la quercétine (Annexe IΙI). Les résultats obtenus 

[Tableau VIII] montrent que l’acide gallique, un polyphénol simple et la quercétine, un 

flavonoïde,  présentent une meilleure efficacité anti-radicalaire que l’extrait du citrus.  

 

Tableau VIII : Résultats des IC50 pour le test DPPH 

 
 IC50 

Extrait 94,22 µg/ml 

Acide gallique 1,85 µg/ml 

Quercétine 2,03 µg/ml 

 

En comparant nos résultats à ceux trouvés dans la littérature pour les extraits  méthanoliques 

de feuilles d’autres espèces de  Citrus  tel que Citrus aurantium et Citrus limetta (Muthiah et 

al., 2012) et citrus medica (Menichini et al., 2011)  on a trouvé que le citrus grandis a une 

meilleure efficacité anti-radicalaire pour le DPPH. En effet, les IC50 des feuilles de Citrus 
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aurantium et Citrus limetta et citrus medica sont 142,25µg/ml, 148,16µg/ml et 502µg/ml 

respectivement.  

 

ΙΙΙ.2. l’activité scavinging du radicale ABTS 

       L’activité antioxydante de l’extrait méthanolique des feuilles du citrus grandis 

déterminées par le test ABTS montre que l’extrait citrus possède  l’effet scavenging du radical 

ABTS. L’efficacité de l’activité anti-radicalaire dépend de la concentration de l’extrait (figure 

21). Pour 300µg/ml de l’extrait, le taux d’activité anti-radicalaire atteint 83%. La 

concentration inhibitrice à 50% (IC50)  de cet extrait exprimée par TEAC (Trolox Équivalent 

Antioxydant Capacity) est de 48,12 µg/ml, elle correspond à une concentration de l’extrait 

méthanolique de 49,14 µg/ml,  le résultat est calculé à partir d’une courbe de trolox (Annexe 

IV) 

 

 

 

Figure 21 : Activité scavenging du radical ABTS des différentes concentrations de l’extrait 

méthanolique des feuilles du citrus grandis. 

 

ΙΙΙ.3. Test du pouvoir réducteur de fer ferrique en fer ferreux 

 

La réduction du fer ferrique en fer ferreux par l’extrait méthanolique du citrus grandis montre 

que cet extrait présente une activité réductrice proportionnelle à la concentration (figure 22). 

Pour une concentration  de 200 µg/ml, le taux de réduction est de 69,84%. 
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Figure 22 : Représentation graphique du pouvoir réducteur du fer ferrique en fer ferreux de 

l’extrait méthanolique du citrus grandis. 

 

Dans cette étude nous avons comparé le pourcentage de réduction, exprimé en concentration 

inhibitrice à 50%  (IC50), de l’extrait méthanolique des feuilles du citrus grandis à celui de la 

BHA (Annexe V). Les résultats obtenus [Tableau IX] montrent que la BHA présente une 

meilleure efficacité anti-radicalaire que l’extrait du citrus grandis 

 

Tableau IX : Résultats des IC50 pour le test du pouvoir réducteur du fer ferrique  

 
 IC50 

Extrait 64,75 µg/ml 

BHA 20,9 µg/ml 

 

 

En comparant nos résultats à ceux trouvés dans la littérature pour les extraits  méthanoliques 

de feuilles d’autres espèces de  Citrus  tel que Citrus aurantium, Citrus limetta et citrus limon 

(Muthiah et al., 2012) on a trouvé que le citrus grandis a une meilleure efficacité réductrice. 

En effet, les IC50 des feuilles de Citrus aurantium et Citrus limetta et citrus limon sont 

362µg/ml, 286,16µg/ml et 707, 16µg/ml respectivement. 
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ΙΙΙ.4. Pouvoir réducteur de phosphomolybdate d’ammonium 

La méthode du phosphomolybdate d’ammonium est basée sur la réduction du molybdate 

MO
+6

 en MO
+5

 par les antioxydants de l’extrait méthanolique des feuilles de citrus grandis. 

Les résultats du test (Figure 23) montrent qu’il existe une relation proportionnelle entre le 

pourcentage de réduction du molybdate et la concentration de l’extrait. Pour une 

concentration de 250µg/ml, le taux de réduction est de 76,38%. 

 

 

 

Figure 23 : Représentation graphique du pouvoir réducteur phosphomolybdate d’ammonium 

d’extrait méthanolique du citrus grandis 

 

 

Dans ce travail, nous avons comparé le pourcentage de réduction, exprimé en concentration 

inhibitrice à 50%  (IC50), de l’extrait méthanolique des feuilles du citrus grandis à celui de 

l’acide gallique et de la quercétine (Annexe VI). Les résultats obtenus [Tableau X] montrent 

que l’acide gallique et la quercétine présentent une meilleure efficacité anti-radicalaire que 

l’extrait des feuilles de citrus grandis. 
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Tableau X : Résultats des IC50 pour le test du pouvoir réducteur phosphomolybdate 

d’ammonium 

 
 IC50 

Extrait 43,17 µg/ml 

Acide gallique 6,16 µg/ml 

Quercétine 10,14 µg/ml 

 

 

 

IV. Effet sur la peroxydase  

 

Les résultats d’évaluation de l’effet sur la peroxydase  (Figure 24), montrent que l’extrait 

méthanolique des feuilles de pamplemoussier à une concertation de 200 ug/ml  ne présente 

aucun effet sur l’activité de la peroxydase de chou.   

 

Des études menées par Ponce et al. (2004) sur un extrait brut de la peroxydase de chou en 

présence des huiles essentielles de Citrus lemon montrent une activité anti peroxydase très  

faible avec une concentration minimal  inhibitrice (MIC) de 0,05 ml/100ml, alors que en 

présence des huiles essentiels de Rosmarinus officinalis elle est de 0,13ml/100ml qui 

représente une activité inhibitrice de 59%, elle est de 35% dans le cas de l’acide ascorbique 

(vitamine C). 
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Figure 24 : Cinétique de la peroxydase en absence et en présence de l’extrait méthanolique 

des feuilles de citrus grandis 
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Conclusion

Les feuilles de citrus grandis ont fait l’objet de la présente étude. Différentes analyses sont

appliquées : le dosage des différents antioxydants (polyphénols totaux, flavonoïdes) et

l’évaluation des effets antioxydants de l’extrait méthanolique par deux moyens ; pouvoir

réducteur, test de phosphomolybdate d’ammonium d’une part et l’activité anti-radicalaire à

l’égard du DPPH  et l’ABTS d’autre parte, ainsi que l’effet sur la peroxydase. Cette étude est

faite sur les feuilles du pamplemoussier cultivées dans la région de Bejaïa (Akbou), en

utilisant le méthanol pur comme solvant d’extraction.

L’analyse quantitative des polyphénols par la méthode spectrophotométrique a montré que les

teneurs en polyphénols totaux et en flavonoïdes sont de 54,27 ± 1,5 mg EAG/ g MS et de

8,57 ± 0,33 mg EQ/g MS en flavonoïdes.

À travers tous les testes, nous avons constaté que les feuilles de pamplemoussier présentent

une bonne activité antioxydante, à titre d’exemple, leur capacité à réduire le molybdate est de

76,33% à une concentration de 250µg et qu’elles ne présentent aucun effet sur la peroxydase.

À l’avenir, il intéressant de procéder à une séparation par des méthodes plus avancées telles

que l’HPLC et la RMN, afin d’identifiés les composés responsables de cette activité

antioxydante. Tester individuellement in vivo les composés identifiés.
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Annexe I : courbe d’étalonnage avec l’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux 

 

 

 

Annexe II : courbe d’étalonnage avec la quercétine pour le dosage des flavonoïdes  
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Annexe III : activité scavenging du radical DPPH à différentes concentrations des standards 

(quercétine et l’acide gallique) 

 

 

 

Annexe IV : Activité scavenging du radical ABTS à différentes concentrations du standard 

(trolox) 
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Annexe V : présentation graphique du pouvoir réducteur au fer ferrique  de la BHA prit  

comme standard 

 

 

 

Annexe VI : présentation graphique du pouvoir réducteur au phosphomolybdate 

d’ammonium des deux standards (acide gallique,et la quercétine) 
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Résumé

L’activité anti-radicalaire et réductrice de l’extrait méthanolique des feuilles de citrus grandis
est estimée par le test du DPPH, ABTS, et le pouvoir réducteur, le test de phosphomolybdate
d’ammonium respectivement. Il a été trouvé que l’extrait méthanolique des feuilles de C.
grandis présente a un effet scavenger sur l’ABTS et DPPH, avec des IC50 de 48,12 µg/ml et
de 94,22 µg/ml respectivement. Le taux de réduction de fer et de phosphomolybdate
d’ammonium est de 69,84% à 200 µg/ml et de 76,38% à 250µg/ml successivement.

L’étude de l’effet sur la POD a démontré que l’extrait méthanolique des feuilles de citrus
grandis n’a aucun effet.

Mots clés : Citrus grandis, activité antioxydant, activité anti peroxydase.

Abstract
The antiradical and reducing activity of the methanolic extract of C. grandis leaves, is

investigated by using the décolorisation tests of DPPH and ABTS radicals, the reducing

power and phosphmolybdate test. It has been found that the methanolic extract of C. grandis

leaves present a scavenging effect on the ABTS and DPPH with IC50 values of 48,12µg/ml

and 94,22 µg/ml respectively. The rate of iron and molybdum reduction of the methanolic

extract ranged from 69, 84% to 200 µg/ml and from 76,38% to 250µg/ml. The extracts did not

show an inhibition activity on POD.

Keywords: Citrus grandis, antioxidant activity, anti-peroxidase activity.
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