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Au cours de la dernière décennie, la médecine préventive a considérablement 

progressé. Les recherches ont démontré que le rôle essentiel de l’alimentation est de fournir 

des substances nutritives nécessaires pour couvrir les besoins nutritionnels d’un individu qui 

contribue à la prévention des maladies chroniques (Lobo et al., 2010 ; Bouyahya A, 2016). 

 

Un grand nombre d’études scientifiques ont été menées pour découvrir les propriétés 

fonctionnelles des composés d’origine végétale, antioxydants ou autres, qui pourraient être 

efficaces pour la santé (Tumbas et al., 2010). 

 

Les polyphénols sont particulièrement intéressants et sont actuellement considérés comme des 

alicaments de part leurs propriétés antioxydantes. Il a été montré in vitro que les polyphénols 

avaient des effets protecteurs sur des modèles de stress oxydatif (Scalbert et al., 2000). 

 

Cependant, des recherches récentes ont montré que les sous-produits d’agrumes sont 

prometteurs dans l’industrie alimentaire en tant que sources de composés bioactifs ; 

représentant ainsi un excellent candidat pour les nutraceutiques et les aliments fonctionnels 

destinés à réduire ou empêcher les maladies causées par le stress oxydatif (Rafiq et al., 2016). 

 

De plus, les graines d’agrumes restent en grande partie non utilisées, elles deviennent une 

source de pollution environnementale. Ainsi, de nouveaux aspects concernant l’utilisation de 

ces sous-produits comme additifs alimentaires ou comme suppléments à haute valeur 

nutritionnelle ont suscité un grand intérêt. Ceci, nous a porté sur la valorisation de ces sous 

produits qui passe essentiellement par l’extraction de leurs huiles végétales qui sont 

importantes dans divers utilisations. 

 

A cet égard, Nous nous sommes intéressés à l’huile de pépins de deux variétés 

d’oranges (Citrus aurantium et Citrus réticulata), agrumes très utilisées en pharmacopée 

traditionnelle, pour ses vertus thérapeutiques. Malgré leurs importances biologiques et 

médicinales, ces espèces ont été très peu exploitées en Algérie.  

 

De ce fait, l’objectif de notre travail porte tout d’abord sur la détermination des indices 

physicochimiques de l’huile du Citrus aurantium et Citrus réticulata, ainsi que leur 

compostions en métabolites secondaires notamment les polyphénols et les flavonoïdes.  

Ensuite nous avons évalué l’activité biologique des deux huiles, à savoir leur activité 

anti-oxydante et antimicrobienne.  
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Pour cela notre travail est structuré comme suit : 

 

➢ Une synthèse bibliographique comportant trois chapitres : 

Un chapitre consacré à la présentation générale sur les agrumes, notamment nos espèces 

étudiées (Citrus aurantium et Citrus réticulata), un deuxième chapitre présentant les huiles 

végétales et un dernier chapitre concernant les activités biologiques (activité antioxydante et 

antimicrobienne). 

 

➢ Une partie pratique consacrée à l’extraction des huiles des pépins de nos échantillons 

étudiés en utilisant un appareil Soxlhet à l’aide d’un solvant organique (le n- hexane), suivie 

d’un analyse chimique (détermination des indices physico-chimiques et dosage spectral des 

métabolites secondaires notamment les polyphénols totaux et les flavonoïdes), ainsi que 

l’évaluation de leur activité antioxydante et antimicrobienne. 
 

➢ Une troisième partie présente les résultats obtenus ainsi que leur discussion. 
 

 

➢ Ce travail se terminera par une conclusion et perspectives. 
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I. Les agrumes (Citrus aurantium et Citrus reticulata) : 

I.1 Origine et histoire des agrumes : 

 

Le terme agrume (Citrus) provient du latin «  acrumen » qui signifie dans l’antiquité des 

arbres à fruits acides, les agrumes englobent plusieurs variétés (Ladaniya, 2008 ; Khan et al., 

2010),  ils sont originaires d’Assie tropicale et subtropicale (Aubert et al., 1997). 

 

L’histoire de leur domestication et de leur culture remonte jusqu’à 2100 avant JC (Gmitter 

et al., 2007) ; 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 al., 1996). 

 

En Algérie, la culture commerciale des agrumes est récemment développé, bien que la 

présence du bigaradier a été  rapportée dans l’empire des almohades et embelli les jardins des 

Beys dans les Casbahs pendant l’occupation Ottomane ; par contre les orangers furent sans 

doute introduits d’Andalousie quelques siècles après (Mutin, 1969 ). Puis au début de la 

colonisation en 1850, le Mandarinier fut introduit en Algérie par M. Hardy. Au dix-neuvième 

siècle le père Clément de l’Orphelinat agricole de Misserghin (W. d’Oran), effectuant un 

croisement de Mandarinier avec l’Oranger découvrit la Clémentine qui s’est avérée une 

variété précoce parmi le groupe des mandarines. Cette variété a été lancée et développée en 

verger de production dont actuellement plusieurs variétés et clones sont issus et 

commercialisés à travers le monde (Hadj Sahraoui, 2007) (Tableau 1). 
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Tableau 1 : Origine de quelques espèces de Citrus ( Gmitter et al.,2007) 

Agrumes Nom Scientifique Origine 

Citron Citrus medica Inde et Chine 

Mandarine 

tangerine 
Citrus reticulata Sud-est Asiatique 

Lime Citrus aurantiifolia Est d’Inde 

Orange amer Citrus aurantium Chine 

Orange Citrus sinensis Chine 

Pamplemousse Citrus grandis Malaisie et Inde 

Pomelo Citrus paradisi Iles Barbade 

Clémentine Citrus clementina Algérie 

 

I.2 Production des agrumes dans le monde et en Algérie : 

 

Cultivés à très grande échelle, les agrumes sont en tête des productions fruitières dans le 

monde. En 2012, la production mondiale a dépassé les 131 millions de tonnes (FAO, 2014). 

L’industrie de l’orange représente un chiffre d’affaire mondial de l’ordre de 2 milliards de 

dollars américains. Les premiers producteurs étant le Brésil et les États-Unis (Non déterminé, 

2017). 

 

En Algérie, la production d’agrumes est passée de 1 million de quintaux en 1962 à plus de 

11 millions de quintaux en 2012. Faisant ainsi de notre pays le 19ème producteur d’agrumes au 

monde, et le 3ème dans l’Union du Maghreb arab (Lagha-Benamrouche et al., 2013). La 

production nationale couvre 178 variétés d’agrumes dont la majeure partie est réalisée dans le 

centre du pays, notamment dans les vergers de la Mitidja, avec 5.323.165 quintaux, suivi par 

la wilaya de Chlef et de Mostaganem (Non déterminé, 2012). 

 

A la fin de 20ème siècle, le secteur d’agrumiculture couvre une superficie de 45 040 

hectares, ce qui représente 11 % de la surface cultivée dans le pays, constitué par diverses 

groupes d’agrumes spécialement les oranges (Washington navel, Thompson navel, 

Sanguinelli, Hamlin, Cadenera et Maltaise) (62,3 %)  suivi des clémentines et mandarines 

(30,4%) et du citron. (6%) (Kerboua, 2002).  
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I.3 Classification botanique des Citrus : 

 

Le genre Citrus appartient à la famille des rutacées. Il renferme la plupart des agrumes 

cultivés pour leurs fruits. Ce genre est subdivisé en deux sous genres : Eucitrus et Citrus 

Papeda. Le sous genre Papeda regroupe des espèces aux fruits petits et très acides souvent 

non comestibles avec la présence de gouttelettes d’huile amère dans les vésicules de pulpe. 

Parmi ces espèces : C.celebica ; C.macrophylla ; C.macroptera ; C. kerrii ; C. combara ; 

C.excelsa : C. hystrix et C. micrantha. Alors que le sous genre Eucitrus comprend des espèces 

de Citrus comestibles tels que : C. aurantium, C. sinensis, C. clementina, C. reticulata 

Blanco,C. paradisi, C. limon, C. médca, C. aurantiifolia, C. grandis (Ortiz, 2002). D’après 

GUIGNARD (2001), la position systématique des agrumes est comme suite : 

 

Règne Végétal 

Embranchement Spermaphyte 

Sous-embranchement Angiosperme 

Classe Eudicotylédon 

Ordre Rutele 

Sous-classe Rosidée 

Famille Rutaceae 

Genre Poncirus, Fortunella, et Citrus 

 

 

1.4. L’espèce Citrus aurantium  (Bigarade) : 
 

1.4.1. Description et identification botanique : 

 

L’oranger bigaradier est un petit arbuste épineux, de croissance rapide, très décoratif 

de 4 à 5 m de haut, qui produit l’orange amère (la bigarade, tranj en arabe). 

Elle se distingue des oranges douces par son fruit à peau plus épaisse et plus rugueuse 

et à pulpe acide et amère (Leroy, 1968). 
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Figure 1 : Fruits du Bigaradier 

 

Les caractéristiques du bigaradier sont illustrées dans le Tableau 2 :  

  

Tableau 2 : Les caractéristiques du bigaradier 

Feuilles  

Ces feuilles vertes brillantes ont une odeur faible et une saveur amère, elles 

sont ovales, subaiguës au sommet, à pétiole articulé et plus ou moins ailée, 

elles mesurent environ 8cm de longueur et 4 cm de largeur.  

Fleurs 

Les fleurs pouvant atteindre 25mm, sont blanches et parfumées (Escartin, 

2011), possèdent de 4 à 5 pétales imbriqués, et sont souvent recourbés vers 

l’arrière (Polese, 2008). Les fleurs poussent isolément ou en groupes, 

dispersées sur les branches.  À la surface des feuilles, de très petites 

ouvertures appelées stomates sont facilement visibles.18-19(Khouri V et al., 

2006  de Moraes et al., 2006)  

Fruits 

Le fuit appelé « Bigarade » est ronds parfois ovalisant ou aplatis de couleur 

rouge, orange. Tient longtemps sur l’arbre sans perdre leur parfum, les fruits 

sont des oranges à jus très chargé d’acidité et d’amertume. Au moins de 15 

à 20 pépins par fruit. La peau rugueuse plus au moins épaisse et piquetée. 

(Masaoudi, 2005). 

Graines 

Les graines sont de couleur blanchâtre à verdâtre pâle, aplaties et 

angulaires. Elles sont poly embryonnaires, ce qui signifie qu’elles ont 

plusieurs embryons qui peuvent germer. Les embryons sont soit Zygotiques, 

dérivent de la pollinisation de l’ovaire par reproduction sexuée, soit 

Nucellaire, provenant entièrement à partir de la plante mère et présentent 

des caractéristiques très similaires à la plante mère (Polese, 2008).  
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• Systématique du Citrus aurantium : 
 

La classification qu’occupe Citrus aurantium dans la systématique est la suivante : 

 

 

Systématique du Citrus aurantium :  

Règne…....................... Plantae  

Sous-règne….............. Tracheobionta 

Division…................... Magnoliophyta  

Classe…....................... Magnoliopsida  

Sous-classe….............. Rosidae 

Ordre…....................... Sapindale 

Famille ….................... Rutaceae 

Genre…........................ Citrus  

Espèce…........................ Citrus aurantium 

 

1.4.2. Utilisation et effets thérapeutiques :  

L’orange amère est utilisée pour la fabrication de jus et des marmelades (confitures 

d’orange) (Ersus et al., 2007). La  saveur amère et aromatique de la pulpe ouvre l’appétit et 

facilite la digestion (Teuscher et al., 2005).  

 

Très parfumée, la fleur du bigaradier sert à la fabrication de l’eau de fleur d’oranger et de 

l’essence de néroli riche en terpènes est utilisée en parfumerie et pour aromatiser les aliments. 

Cet agrume est très prisé en phytothérapie, il est utilisé comme Sédatif, anxiolytique, 

hypotenseur, propriétés anticancéreuses, hypolipémiant, anti-inflammatoire, somnifère léger, 

spasmolytique, anti-infectieux léger, tonique digestif, hémostatique, grâce à sa composition 

en : flavonoïdes, synéphrine (alcaloïde qui stimule le système nerveux central), pectines, 

huiles essentielles, limonènes, coumarines, vitamine C et carotènes (Kim et al.,2003 ;Fugh-

Beman et al.,2004 ;Morley et al.,2007 ;Espina et al.,2011). 
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I.5 L’espèce Citrus réticulata (mandarine) : 
 

Les mandarines, (youssufi ou menderine en arabe), Citrus reticulata Blanco (Rutaceae), 

sont parmi les agrumes les plus réputés pour leur consommation fraîche. 

On les appelle parfois «tangerines », bien que «mandarine» soit le nom le plus courant. Il 

existe plusieurs variétés et hybrides de l’espèce mandarine (Njoroge et al., 2006). Elle est 

largement cultivée dans les régions subtropicales. Elle est beaucoup plus résistante au froid 

que l’orange douce et l’arbre est plus tolérant à la sécheresse (Lim, 2012).  

 

Les mandarines sont cultivées dans les pays méditerranéens, le Japon le brésil, l’argentine, 

les états unis et l’Australie. Les cultivars de mandarine présentent une grande diversité des 

caractères morphologiques et horticoles (forme, volume, couleur du fruit, adhésion de 

l’écorce) (Mukhtar et al., 2005). 

 

 

 

 

Figure 2 : Les fruits et les feuilles de la mandarine (Lim, 2012) 

 

I.5.1 Description et identification botanique : 

 

C’est le groupe le plus important parmi les agrumes frais commercialisés, en raison de 

ses apparences attrayantes, son goût agréable avec la facilité d’épluchage. (Ladaniya, 2008). 

Les caractéristiques de mandarinier sont illustrées dans le tableau 3 : 
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Tableau 3 : Les caractéristiques du mandarinier 

Feuilles Ses feuilles sont lancéolées, persistantes et brillantes (Barbelet, 2015) 

Fleurs  Il donne des fleurs blanches parfumées (Barbelet, 2015) 

Fruits 

La mandarine est un fruit d’environ 6,5 à 7,5 cm dont l’écorce est dans les 

couleurs vertes au moment de la récolte et développe la couleur orange 

pendant la phase de maturation (Ladaniya, 2011) Elle est de forme aplati 

(Dugo et al., 2002),et composée de 9 à 12 quartiers juteux (Sawamura et 

al.,2004). 

L’écorce  

L’écorce est d’épaisseur moyenne, non adhérente, surface relativement lisse, 

dans laquelle se trouvent les glandes oléifères remplies d’huiles essentielles 

(Bousbia, 2011) 

Graines la mandarine comporte de nombreux pépins (Barbelet, 2015) 

 

 

La classification qu’occupe Citrus réticulata dans la systématique est la suivante : 

 

• Systématique du Citrus réticulata : 

 

Règne :……………………………… Plantae  

Sous-règne :………………………. Magnoliophyta 

Classe : ……………………………..Magnoliopsida  

Sous-classe : ………………………Rosidae 

Ordre : ……………………………..Sapindales 

Famille : ……………………………Rutaceae  

Genre : ……………………………..Citrus L. 

Espèces : ………………………….Citrus reticulata blanco (mandarines commune) 
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1.5.2. Utilisation et effets thérapeutiques : 

 

Les fruits Citrus reticulata sont riches en flavonoïdes notamment la naringine, 

l’hespéridine, la didymine, la mandarétine et la nobilétine et sont utilisés en tant 

qu’ingrédients antioxydants fonctionnels pour le traitement de l’athérosclérose et du cancer, 

etc. (Sun et al., 2010) et en tant qu’un anti-inflammatoire. Elle permet de stimuler le système 

immunitaire et lutter contre la fatigue comme les coups de froid hivernaux grâce à sa richesse 

en vitamine C (Lakshmi et al., 2014). 

 

La mandarine est excellente pour les os grâce aux caroténoïdes qui vont stimuler la 

production de cellules osseuses et stimuler l’absorption du calcium, Les écorces de fruits sont 

traditionnellement utilisées comme agents toniques, stomacaux, astringents, carminatifs et 

antiscorbutiques (Nakayama et al., 2011). 

La peau de C. réticulata peut être utilisée dans les formulations de soins de la peau antirides. 

(Apraj.et al., 2016).  

 

II Les huiles végétales :  

 

Les graines de plantes sont d’importantes sources d’huiles pour des applications 

nutritionnelles, industrielles et pharmaceutiques (Matthaus et al., 2012), elles pourraient être 

utilisées avec succès dans l’extraction de l’huile et comme source de concentrés protéiques 

pour consommation humaine et comme source d’alimentation à haute teneur énergétique. Les 

graines peuvent également être utilisées comme engrais en raison de leur teneur élevée en 

minéraux et en azote. (Kamel et al., 1982). Par exemple, les graines de Citrus constituent une 

bonne source de K, Ca, Na, Fe et de Mg. Elles contiennent de 26 à 42 % d’huile, qui présente 

des degrés élevés d’insaturation et d’acides gras essentiels, et 14% de protéines. 

 

Les huiles possèdent également des antioxydants naturels, en particulier les tocophérols et 

les composés phénoliques. La stabilité oxydative et l’activité anti oxydante sont affectées par 

les acides gras insaturés et la teneur en tocophérol des huiles (Braverman,1949 ; El-Adawy et 

al., 1999 ; Saïdani et al., 2004 ; Malacrida et al.,2012). 
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II.1 Méthodes d’extractions des huiles végétales  :  

 

L’extraction des huiles est une étape nécessaire qui est présente dans de nombreux 

procédés de fabrication et dans différents domaines industriels relevant de la pharmacie, de la 

cosmétique, de la parfumerie et de l’agroalimentaire (Chemat, 2011). 

 

Les plantes oléagineuses sont riches en huiles végétales, ces derniers sont extraits de la 

plante à partir de deux organes principaux, les graines et les fruits (Rakotorimana, 2010). Afin 

de produire l’huile «finale», ces derniers subissent une préparation : les feuilles et les tiges 

sont retirées, les graines sont décortiquées et parfois chauffées légèrement.  

 

Il existe différentes méthodes d’obtentions des huiles végétales : 

 

• L’extraction par pression, qui est un procédé classique d’extraction d’huile végétale 

qui passe par les étapes suivantes : écraser grossièrement le matériau, le chauffer à la 

vapeur, le presser et le purifier par filtrage. L’huile obtenue est une huile très pure ne 

contenant aucune substance étrangère.  

 

• L’extraction par solvant, qui nécessite l’utilisation d’un solvant organique, elle est 

destinée à dégraisser le résidu des graines broyées à l’aide d’un extracteur tel que le 

Soxhlet. Cette méthode est simple et convenable permettant de répéter infiniment le 

cycle d’extraction avec du solvant frais jusqu’à l’épuisement complet du soluté dans la 

matière première (Penchev, 2010). 

 

II.2 La Composition des l’huiles végétales : 

 

Les huiles végétales sont principalement composées de triglycérides (90 à 99 %) eux-

mêmes essentiellement constitués d’acides gras (90 à 95 %) et de glycérol (3 à 5 %)et, de 

constituants mineurs naturels (1 à 5 %) regroupant des composés de structure variée tels que 

les stérols, tocophérols, caroténoïdes (0,1 à 0,2 %) (Pagès, 2008). 

 

L’analyse des huiles de pépins des Citrus par chromatographie en couche mince a montré  

que ces huiles contenaient des hydrocarbures, triglycérides, acides gras libres, stérols, 

diglycérides, monoglycérides, alcool et phospholipides (El-Adawy et al., 1999) (Tableau 4). 
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Cependant, les huiles de graines des Citrus sont riches en acides oléique et linoléique. 

Elles ont de bonnes propriétés de semi-séchage et pourraient être utilisées comme excellente 

huile de cuisine comestible, huile de salade ou pour la fabrication de la margarine (El-Adawy 

et al., 1999). 

 

Tableau 4 : Composition en acides gras de l’huile de pépins de Citrus aurantium et de 

 Citrus réticulata : (Malacrida et al.,2012 ; Brixi Gormat et al.,2015). 
 

Acides gras Citrus reticulata Citrus aurantium 

Acide palmitique C16 :0 23.34± 0.09 26,851 

Acide stéarique  C18 :0 5,26 ± 0.05 7,149 

Acide oléique C18 :1 27.78± 0.02 27,703 

Acide linoléique C18 :2 38.89± 0.06 38,295 

AGS 29.43 34 

AGIS 70.57 65,998 

AGIS/ AGS 1/2,40 1,941 

AGMI 28.33  

AGPI 42.24  

AGE 42.23  

 

AGMI : acide gras mono insaturé, AGPI : acide gras polyinsaturé, AGE : acide gras essentiel 

 

III. Les activités biologiques : 

III.1. Activité antioxydante : 

 

L’être humain est un organisme aérobie, ce qui signifie que l’oxygène est un élément 

indispensable à la vie (Mohammed et al., 2004), dans certaines situations, à des effets néfastes 

sur le corps humain (Bagchi et al., 1998). Lorsque les cellules utilisent l’oxygène pour 

générer de l’énergie, des radicaux libres sont créés à la suite de la production d’ATP 

(adénosine triphosphate) par les mitochondries, Ces sous-produits sont généralement des 

espèces réactives de l’oxygène (ROS) ainsi que des espèces réactives de l’azote (RNS) 

résultant du processus d’oxydoréduction cellulaire.  
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Ces espèces jouent un double rôle en tant que composés toxiques et bénéfiques. 

L’équilibre entre leurs deux effets antagonistes est nécessaire au bon fonctionnement 

physiologique. À des niveaux faibles ou modérés, les ROS et les RNS exercent des effets 

bénéfiques sur les réponses cellulaires et la fonction immunitaire. À forte concentration, ils 

génèrent un stress oxydatif, un processus délétère qui peut endommager toutes les structures 

cellulaires (Halliwell B et al., 2007 ; Young et al., .2001).Pour échapper aux conséquences du 

stress oxydant, il est nécessaire de rétablir l’équilibre oxydant/antioxydant afin de préserver 

les performances physiologiques de l’organisme (Packer et al.,1999). Cependant, la recherche 

de composés naturels efficaces et non toxiques ayant une activité anti oxydante s’est 

intensifiée ces dernières années.  

 

III.1.1Les antioxydants naturels : 

 

Fournis par le biais d’aliments ou de suppléments, tels que la vitamine E (α-

tocophérol), la vitamine C (acide ascorbique), les caroténoïdes, les oligo-métaux (sélénium, 

manganèse, zinc), les flavonoïdes, les omégas et les Acides gras 3 et oméga-6, etc (Pham-Huy 

et al., 2008).  

 

1) Les composés phénoliques : 

 

Nommée aussi polyphénols, sont présents dans toutes les parties des végétaux 

supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs, fruits et graines) (Boizot et al., 2006), ils agissent en 

tant que terminateurs de radicaux libres (Shahidi et al., 1992). 

 

Plusieurs activités biologiques et propriétés bénéfiques ont été documentées pour les 

polyphénols tels que les propriétés anti-oxydantes, antiallergiques, anti-inflammatoires, 

antivirales, antimicrobiennes, anti –proliférantes, antimutagènes, anti cancérogène, piégeant 

les radicaux libres, régulation de l’arrêt du cycle cellulaire, de l’apoptose et de l’induction 

d’enzymes anti oxydantes ; modulation de certaines voies de signalisation cellulaires 

importantes telles que le facteur nucléaire kappa-B (NF-κB), la liaison à l’ADN de la 

protéine-activateur-1 (AP-1),  etc (Han, X,et al., 2007). 
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Les constituants phénoliques présents dans les espèces du genre Citrus sont 

importants, et diversifiés d’une variété d’orange à une autre. L’analyse par HPLC des 

flavonoïdes indique que les fruits des Citrus sont riches en flavonoïdes, ainsi que d’autres 

composés : acides organiques (acide citrique, malique, oxalique, caféique, férulique…etc.), et 

en composés bioactifs tels que limonoïdes, huiles essentiels, caroténoïdes, les polyphénols et 

d’autre micro-éléments (Oufedjikh et al., 2000).  

 

Les polyphénols sont caractérisés par la présence d’unités phénoliques dans leur 

structure moléculaire (Masaki, 2010). L’élément structural fondamental qui les caractérise est 

la présence d’au moins un noyau phénolique à 6 carbones, auquel est directement lié au moins 

un groupe hydroxyle (OH) libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside 

(Richter, 1993 ; Brunton, 1999 ; Balasundram et al 2006) . 

 

Les poly phénols peuvent être classés en plusieurs catégories en fonction du nombre de 

cycles phénoliques et d’éléments structurels liant ces cycles les uns aux autres. (Pietta P et al., 

2003 ). On distingue :  

 

1.1 Les acides phénoliques : 

Les acides phénoliques représentent environ un tiers des composés polyphénoliques du 

régime alimentaire et comprennent deux classes principales de dérivés d’acide 

hydroxybenzoïque (acide protocatéchique, acide gallique, acide p-hydroxybenzoïque) et de 

dérivés d’acide hydroxycinnamique (acide caféique, acide chlorogénique, acide coumarique, 

acide coumarique, acide sinapique) ; les baies, le kiwi, les cerises, les pommes, les poires, les 

endives et le café sont les aliments riches en acides phénoliques (Manach et al.,2004). 
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Figure 3 : Structure de quelques acides phénoliques (Wang et al., 2007). 

 

1.2 Les flavonoïdes : 

 

Les flavonoïdes sont une famille de pigments jaunes polyphénoliques naturels ubiquitaires 

et présents en quantités substantielles dans les fruits, les légumes, les céréales, les noix, les 

graines, le thé et les herbes médicinales traditionnelles (Jeong  et al., 2009 ;Pacifico et al., 

2010 ; Kim  et al., 2012). Ce sont des pigments végétaux comestibles responsables d’une 

grande partie de la coloration dans la nature (Lee et al., 2007 ; Shih et al.,2009).  

 

Selon la structure chimique, plus de 4000 flavonoïdes ont été identifiés et classés en 

flavanols, flavanones, flavones, isoflavones, catéchines, anthocyanines, proanthocyanidines. 

Les effets bénéfiques des flavonoïdes sur la santé humaine résident principalement dans leur 

puissante activité antioxydante (Miller, 1996). Elles peuvent fonctionner comme des 

antioxydants directs et des capteurs de radicaux libres, et ont la capacité de moduler les 

activités enzymatiques et d’inhiber la prolifération cellulaire (Duthie et al., 2000).Chez les 

plantes, ils semblent jouer un rôle défensif contre les agents pathogènes envahissants, 

notamment les bactéries, les champignons et les virus (Sohn et al.,2004).  
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Les flavonoïdes d’agrumes comprennent une classe de glycosides, à savoir l’hespéridine 

et la naringine, et une autre classe d’O-méthylatedaglycones de flavones telles que la 

nobilétine et la tangerétine, qui sont relativement deux flavones polyméthoxylées communes 

présentes dans les pelures de mandarine , orange douce et orange amère (Citrus aurantium) 

(Li et al., 2014). 
 

Un certain nombre d’études scientifiques a montré que le zeste de mandarine séchée 

représente une riche source de nombreux flavonoïdes, en particulier les glycosides de 

flavanone et les polyméthoxyflones, qui jouent un rôle important dans la protection contre les 

maladies comme le cancer, l’athérogénèse, (Tripoli et al., 2007 ; Benavente-Garcia et al., 

2008) et les troubles de neuro-dégénérescence (Youdim et al., 2004 ; Hwang et al., 2012).  

L’hespéridine est le flavonoïde le plus prédominant dans les zestes de mandarine, suivie de la 

mandarétine et de la nobilétine (HO S C et al., 2014). 
 

Les pépins du Citrus aurantium pourraient aussi être utilisées comme source 

potentielle de flavonoïdes (néohespéridine et la naringine) (Bocco et al., 1998 ; Moulehi et 

al., 2012). Ainsi que leur écorce qui est composée essentiellement de la cellulose, 

l’hémicellulose, substances pectiques, des pigments (flavonoïdes, anthocyanines et 

caroténoïdes) et des huiles essentielles (Lu et al., 2009).  
 

 
 

Figure 4 : Structure chimique des 5 flavonoïdes d’agrumes (Sun et al., 2010). 
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1.3 Les caroténoïdes :  

 

Ce sont des pigments liposolubles, fortement insaturés d’origine végétale, largement 

distribués dans la nature, plus de 800 molécules ont été identifiées à ce jour (Fazel et al, 

2008), ce pigment est présent dans de nombreux fruits, céréales, huiles et légumes (carottes, 

plantes vertes, courges, épinards) (Willcox JK et al., 2004). 

 

Les caroténoïdes sont regroupés en deux grandes familles : les carotènes et les oxo 

caroténoïdes (xanthophylles), qui différent respectivement par l’absence ou la présence des 

fonctions hydroxyles (Stahl et al., 2003).  

 

Cependant, le β-carotène ou provitamine A précurseur de la vitamine A, un membre 

liposoluble des caroténoïdes principalement présent dans l’orange possèdent des propriétés 

antioxydantes ; c’est-à-dire qu’ils sont capables de neutraliser les radicaux libres, peut 

également agir en tant que pro-oxydant, entraînant une augmentation de la peroxydation des 

lipides (Palozza et al., 2003). Le bêta-carotène est converti en rétinol, ce qui est essentiel pour 

la vision (Mayo Clinic Medical Information).  

 

Les caroténoïdes sont composés d’un enchaînement d’unités isopréniques et un noyau 

cyclique porteur de diverses fonctions. Les caroténoïdes exercent leurs activités anti 

oxydantes à basse température en diminuant la réactivité de l’oxygène singulier et, comme 

des piégeurs des radicaux libres des acides gras ou des synergistes avec les tocophérols 

(Kamal-Eldin, 2005) (Figure 5) 

 

 
 

Figure 5 : Structure de la β –carotène (Léger, 2006) . 
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1.4 La vitamine C : 

 

L’acide ascorbique ou «vitamine C» est un monosaccharide antioxydant que l’on 

trouve chez les animaux et chez les plantes. Comme il ne peut pas être synthétisé chez 

l’homme, il doit être obtenu à partir de son alimentation (Smirnoff , 2001).C’est un agent 

réducteur qui réduit et neutralise les ROS telles que le peroxyde d’hydrogène (Padayatty  et al 

., 2003).Les sources naturelles de vitamine C sont les fruits acides, les légumes verts et les 

tomates(Naidu , 2003).  

 

 

1.5 La vitamine E : Tocophérols et tocotriénols  

 

Il s’agit d’une vitamine liposoluble existant sous huit formes différentes. Chez 

l’homme, l’α-tocophérol est la forme la plus active et le principal antioxydant puissant lié à la 

contre la peroxydation des lipides (Pryor, 2000). Elle a également un effet protecteur contre la 

cancérogenèse en renforçant l’inhibition des substances mutagènes, la réparation des 

membranes et de l’ADN, la réponse aux lymphocytes T etc (Shklar et al., 1988).(Figure 6) 

 

 

Figure 6 : Structure générale d’un tocophérol. 

 

Les huiles de graines des agrumes sont d’excellentes sources de vitamine E 

(tocophérols). Les tocophérols sont des antioxydants naturels ayant une activité biologique. 

La principale fonction biochimique des tocophérols est censée être la protection des acides 

gras polyinsaturés contre la peroxydation (Dompert et al., 1976 ;Kamal-Eldin et al., 1997). 
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III.1.2Les antioxydants synthétiques : 

 

Parmi les antioxydants synthétiques utilisés en industrie alimentaire, le 

butylhydroxytoluène (BHT), l’hydroxyanisol butyle (BHA), et le tertbutylhydroquinone 

(TBHQ).Ces derniers ont montré des effets nuisibles (effet carcinogène) de part leur toxicité 

élevée lorsqu’ils sont utilisés comme additifs alimentaires, ce qui a conduit à la recherche des 

sources naturelles d’antioxydants comme les plantes (Marongiu et al., 2004 ;Japón-Luján et 

al., 2008 ). 

 

III.2Activité antimicrobienne : 

 

Les bactéries ainsi que les infections fongiques constituent une grave menace pour 

l’humanité, et l’utilisation aveugle de médicaments antimicrobiens a provoqué une résistance 

des microbes (Khan et al., 2009). Face à l’apparition de ces formes résistantes, la recherche de 

nouvelles molécules actives et à large spectre d’action est devenue une nécessité (Haddouchi 

et al., 2013).  

 

En effet les métabolites secondaires qui comprennent les acides phénoliques, les 

flavonoïdes, les tanins et les alcaloïdes ont une forte activité inhibitrice contre les 

microorganismes tels que les bactéries et les champignons (Anwar et al., 2009). 

 

Les caractéristiques antimicrobiennes de certaines classes de polyphénols ont été 

étudiées afin de développer de nouveaux traitements pour les différentes infections 

microbiennes (Jayaraman et al., 2010 ; Saavedra et al., 2010), causées par différents 

miroorgnismes tels que Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa 

(voir tableau 5). 
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Tableau 5 : Micro-organismes utilisés dans les tests antimicrobiens 

 

Micro-

organismes 
Caractéristiques généraux : 

Escherichia coli 

Escherichia coli est une bactérie Gram négatif, de type anaérobie 

facultative ; elle colonise le tractus intestinal des mammifères (Drasar, 

1974). 

Pseudomonas 

aeruginosa 

L’agent pathogène opportuniste humain P. aeruginosa est une bactérie à 

Gram négatif qui infecte les patients blessés, brûlés, immunodéficients qui 

cause un large éventail d’infections (Wood, 1976). 

Staphylococcus 

aureus 

Staphylococcus aureus est une bactérie Gram positive anaérobie 

facultative. C’est une bactérie ubiquitaire qui colonise 20 à 30% de la 

population humaine (Van Belkum et al., 2009) est connu en tant qu’agent 

toxique alimentaire, ainsi qu’une cause fréquente d’infections, telles que 

les infections hospitalières graves résistantes aux antibiotiques (Farr et al., 

2001).   

Candida albicans 

Candida albicans est l’agent pathogène fongique le plus répandu et est 

l’organisme responsable de la majorité des infections fongiques localisées 

chez l’homme (Beck-S et al., 1993 ; Dupont, 1995 ; McCullough et al., 

1996). 

Peut être trouvé dans la cavité buccale et dans les voies digestives et 

vaginales, et est unique parmi les agents pathogènes opportunistes car il 

fait partie de la flore microbienne normale de l’hôte (Shepherd et al., 

1986). 

Il a été démontré que C. albicans joue un rôle important dans la candidose 

orale, la stomatite des prothèses dentaires et la parodontite sévère (Fotos et 

al., 1992 ; McCullough et al., 1996 ). 
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I. Lieu de l’étude : 

 

Le présent travail a été réalisé au sein du laboratoire pédagogique de biochimie du 

département de Biologie du Centre universitaire Université Belhadj Bouchaib d’Ain 

témouchent. 

 

L’identification des espèces végétales à été faite par Dr Amara M., maître de conférences 

classes A, à l’université Belhadj Bouchaib de Ain témouchent. 

 

II. Matériel végétal : 

1. Echantillonnage : 

 

La récolte de la bigarade s’est faite manuellement dans la région d’Ain Témouchent du 

mois de Janvier au mois de Mars (2019) ; tandis que les fruits de mandarinier ont été achetés 

d’un marché local à Ain Témouchent durant le mois de Janvier. Les fruits étaient bien murs et 

ne présentaient aucun signe de blessure ou d’infection. 

 

2. Traitement des échantillons : 

 

A fin d’extraire les pépins, la bigarade (Citrus aurantium)  et la Mandarine (Citrus 

reticulata) ont été  lavés puis épluchés, découpées en deux pour faciliter leur extraction.  

Les pépins ont été donc récoltés manuellement, ensuite lavés abondamment avec de l’eau du 

robinet et mis ensuite dans l’étuve ventilée à 40°C pendant 24 heures. 

Les pépins séchés ont été ensuite broyés à l’aide d’un broyeur électrique afin de subir les 

différentes analyses phytochimiques. 

 

3. Extraction des l’huiles :  

 

L’extraction des huiles fixes des pépins des deux espèces de Citrus (C. aurantium ; C. 

réticulata) a été effectuée en utilisant un appareil Soxlhet à l’aide d’un solvant organique (le 

n- hexane). Une quantité de 10 à 20 grammes de broyat de pépins séchés ont été placés dans 

une cartouche d’extraction et disposée dans l’appareil Soxlhet. La quantité du solvant ajouté 

est deux fois la capacité du réservoir à siphon d’extraction de l’appareil. 
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L’avantage dans ce procédé d’extraction est que le solvant condensé s’accumule dans le 

réservoir à siphon, ce qui augmente la durée de contact entre le solvant et le produit à extraire. 

Quand le solvant atteint un certain niveau, il amorce le siphon et retourne dans le ballon en 

entrainant la substance dissoute (Haidara, 1996). 

 

Ces extractions ont été faite pendant 6 heures  avec plusieurs cycles afin d’extraire le 

maximum d’huile (Figure 7). 

 

 

Figure 7 : Extracteur Soxhlet. 

 

Le solvant est ensuite évaporé dans un évaporateur rotatif sous vide Stuart (figure 8) et 

les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport à la matière initiale après pesée d’un 

ballon préalablement taré. 

 

Les huiles obtenues ont été conservées dans des flacons sombres à l’abri de la lumière 

afin d’éviter toute oxydation. 
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Figure 8 : Evaporateur rotatif sous vide (photo Originale, 2019). 

 

Les rendements en huile obtenus des deux espèces ont été calculés par la formule suivante : 

 

Rdt = (m/m0) ×100 

 

• Rdt : Rendement (en %)  

• m : Quantité en g de l’huile obtenue par extraction 

• m0 : Masse en grammes de la prise d’essai (les graines broyées)  

 

4. Détermination des indices physicochimiques des huiles étudiées :  

 

4.1. L’indice d’acide :  

 

L’indice d’acide est défini comme étant le nombre de milligrammes d’hydroxyde de 

potassium nécessaire pour neutraliser l’acidité d’un gramme d’huile (Pardo et al., 2007).   

 

Le principe de la méthode consiste en un titrage des acides gras libres présents par une 

solution éthanoïque d’hydroxyde de potassium, selon la réaction suivante :  

 

RCOOH  + KOH →RCOOK +  H2O 

  



Partie expérimentale 

 
24 

 

• Mode opératoire :  

 

❖ Dissoudre une prise de 0.5g d’huile dans 20 ml d’éthanol à 96% ;  

❖ ajouter 3 à 5 gouttes de phénolphtaléine à 1% ;  

❖ À l’aide d’une burette, titrer les acides gras libres par une solution de KOH à 0,1 N   

❖ noter le volume V versé à l’équivalence dès l’apparition de la couleur rose.  

Un essai à blanc (contenant la même quantité que le solvant sans l’huile) est réalisé dans les 

mêmes conditions.  

 

• Expression des résultats : 

L’indice d’acide est donné par la formule suivante :  

 

IA = (V1 – V0) x M x N x f/ m 

 

V1 : volume en ml de potasse alcoolique utilisé pour neutraliser les acides libres de la prise 

d’essai.  

V0 : volume en ml de potasse alcoolique utilisé pour le témoin. 

M : masse molaire de KOH (56,11 g / mol).  

N : normalité de la solution de potasse : 0,1N. 

F : facteur de correction de la normalité de la solution de potasse.  

M : masse de la prise d’essai.    

 

4.2 L’indice de densité d20 : 

 

Cette méthode consiste à déterminer le rapport de la masse d’un volume donné d’huile 

à 20°C et la masse d’un volume égal d’eau distillée à la même température, en utilisant un 

pycnomètre muni d’un thermomètre gradué et étalonner à 20°C. 

La densité relative d20 est donnée par la formule suivante : 

 

d20 = (m2 – m0) / (m1 – m0) 

 

m0 : la masse du pycnomètre vide,  

m1 : la masse du pycnomètre rempli d’eau distillée,  

m2 : la masse du pycnomètre rempli d’huile. 
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4.3 Indice de saponification :  

 

L’indice de saponification ou indice de Koettstoerfer est la masse en milligrammes de 

Potasse nécessaires pour saponifier 1 g de corps gras. En effet, plus les molécules d’acides ont 

d’atomes de carbone, moins l’indice de saponification est élevé. Il rend compte de la longueur 

des chaînes hydrocarbonées des acides gras (Ollé, 2002 ; Salgarolo, 2003). 

 

• Principe :  

 

La saponification consiste à la décomposition des esters d’acides gras présents dans les 

triglycérides des huiles par l’action de NaOH ou de KOH (bases) suivie de la régénération du 

glycérol et de l’apparition d’un acide sous forme de sel, appelé savon selon la réaction 

suivante(R.2) : 

 

 
 

• Mode opératoire :  

 

❖ Introduire dans un ballon 1g d’huile et 25 ml de KOH éthylique de 0,5 mol/l ;  

❖ porter le mélange à l’ébullition à reflux pendant 60 min (figure 9) 

❖ laissé refroidir et ajouter 2 à 3 gouttes de phénolphtaléine à 2% ;  

❖ titrer le contenue du ballon par l’acide chlorhydrique de 0,5 mol/l ;  

❖ agiter constamment jusqu’au virage à l’incolore de la phénolphtaléine ;  

❖ déterminer le volume V1 de la neutralisation de l’échantillon ;  

❖ réaliser un témoin (1 ml d’eau distillée+25 ml de KOH éthylique)  dans les mêmes 

conditions de l’échantillon en déterminant le volume V0 du titrage. 
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Figure 9 : Montage saponification (photos   Originale ,2019). 

 

• Expression des résultats :  

 

Calcul de l’indice de saponification IS (mg de KOH/g huile) :  

IS =MKOH × (V0−V1) × CHCl / m  

 

V0 : Volume de neutralisation de témoin en ml ;  

V1 : Volume de neutralisation de l’échantillon en ml ;  

CHCl : concentration de la solution d’acide chlorhydrique en mol/l (0,5mol/ l) ; 

MKOH : masse molaire du KOH en g/mol (56,1g/mol)  

m : masse d’huile pesée en g (1g).  

 

4.4 Indice d’ester :  

 

L’indice d’ester (IE) est la quantité en milligrammes de KOH nécessaire à la 

saponification des glycérides présents dans 1 gramme de matière grasse. L’IE n’est pas 

mesurable. Il est calculé à partir des deux indices IS (indice de saponification) et IA (indice 

d’acidité). C’est la différence entre l’indice de saponification et l’indice d’acidité (IE = IS – 

IA) (Selka et Tchouar , 2014).  
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4.5 Indice de réfraction (Ndt ) : 

 

L’indice de réfraction (Ndt) consiste à déterminer le rapport entre le sinus de l’angle 

d’incidence et le sinus de l’angle de réfraction d’un rayon lumineux de longueur d’onde 

déterminée passant de l’air dans l’huile à une température constante (20°C), en utilisant le 

réfractomètre. L’indice de réfraction est donné par la formule suivante :  

Nd20 = ndt + 0.00035 (t 20) 

 

Nd20 : indice de réfraction à la température 20°C. 

ndt : valeur de lecture à la température à laquelle a été effectuée la détermination.  

T : la température à laquelle a été effectuée la détermination. 

 

 

 
 

Figure 10 : Réfractomètre (photo originale, 2019). 
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III. Dosages des métabolites secondaires : 
 

III.1 Dosage des polyphénols totaux (réactif de Folin Ciocalteu) :  

 

Un dosage spectrophotométrique a été réalisé directement dans l’huile en utilisant la 

méthode de Singleton et Rossi (Singleton et al., 1965), reporté par (Dogan et al., 2005). 

 

• Principe :  

 

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

(H3PW12O40) et d’acide phosphomolybdique (H3Pmo12O40P) de couleur jaune. Il est réduit, 

lors de l’oxydation des phénols, en un mélange d’oxyde bleu de tungstène (W8O23) et de 

molybdène (Mo8O23). La coloration produite est proportionnelle à la quantité de polyphénols 

présente dans l’huile (Li et al., 2007). 

 

• Mode opératoire :  

 

❖ Diluer une prise de 1g de chaque échantillon d’huile  dans 5ml de méthanol ;  

❖ prendre 125μl de chaque dilution d’échantillon ;  

❖ ajouter 500μl d’eau distillée et 125μl du réactif de Folin-Ciocalteu 0,2 N ;  

❖ agiter et laisser reposer pendant six minutes ;  

❖ ajouter 1250μl de la solution de Na2CO3 à 7% et 3ml d’eau distillée ;  

❖ incuber le mélange dans l’obscurité pendant 90 minutes ;  

❖ mesurer la densité optique de ces solutions avec un colorimètre à 760 nm contre un blanc.  

❖ effectuer les mêmes opérations pour réaliser une gamme d’étalonnage utilisant l’acide 

gallique à des concentrations de 0,01 à 4 mg/ml. 

 

• Expression des résultats : 

 

Le taux des poly phénols totaux dans nos huiles a été calculé à partir de l’équation de 

régression de la courbe d’étalonnage (y = a x + b) établie avec des concentrations précises 

d’acides gallique et exprimée en milligramme équivalent d’acide gallique par gramme d’huile 

(mg EAG/ g H). 
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III.2 Dosage des Flavonoïdes : 

 

• Principe : 

 

La quantification des flavonoïdes a été effectuée par une méthode adaptée par Zhishen et 

al, (1999) avec le trichlorure d’aluminium (AlCl3) et le nitrite de sodium (NaNO2). Le 

principe de la méthode est basé sur l’oxydation des flavonoïdes par ces réactifs. Le trichlorure 

d’aluminium forme un complexe jaune avec les flavonoïdes et le nitrite de sodium forme un 

complexe de couleur rose qui absorbe à 510 nm. 

 

• Mode opératoire :  

 

❖ Diluer 1g de chaque échantillon d’huile  dans 5ml de méthanol ;  

❖ Prendre 125 μl de chaque dilution de l’huile ;  

❖ additionner 75 μl de nitrite de sodium NaNO2 à 7% ;  

❖ incuber le mélange pendant 6 min  à température ambiante ;  

❖ ajouter 150 ul de trichlorure d’aluminium AlCl3 à 10% ;  

❖ laisser reposer 5min dans une température ambiante ;  

❖ ajouter 500 μl de soude NaOH à 1 M ;  

❖ additionner 1525 μl d’eau distillée et agiter afin d’homogénéiser le contenu ;  

❖ lire l’absorbance de la solution à 510 nm contre un blanc ;  

❖ réaliser une gamme d’étalonnage en parallèle dans les mêmes conditions opératoires en 

utilisant la catéchine à des concentrations de 0,01 à 2 mg/ml. 

 

• Expression des résultats :  

 

La teneur en flavonoïdes totaux des échantillons d’huile étudiés est exprimée en 

milligramme équivalent de la catéchine par gramme d’huile (mg EC/g H).  
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IV. Tests des activités biologiques : 

IV.1 Evaluation de l’activité antioxydante : 

 

IV.1.1 Evaluation de l’activité antioxydante par le piégeage du radical libre DPPH : 

La méthode au DPPH (1,1-di-phenyl-2-picrylhydrazyl radical) est utilisée pour 

déterminer la capacité des extraits à céder des protons et/ou des électrons. La réduction des 

radicaux DPPH• implique une baisse de l’absorbance. Sous la forme radicalaire, le DPPH• 

absorbe à 515 nm (Williams et al., 1995).  

 

DPPH•+ AH           DPPH –H + A• 

 

Figure 11 : réaction de réduction de DPPH. 

 

• Mode opératoire :  

 

Le protocole utilisé dans cette méthode est celui de Ramadan et al., (2003). Il consiste à 

mélangé 200 µL d’huile toluènique (100 mg d’huile + 100 µL de toluène) avec 390 µL d’une 

solution toluènique de DPPH à 10-4 M. Un blanc est préparé (100 µL d’huile à tester + 390 µL 

de toluène) pour chaque test effectué. Le contrôle est préparé en parallèle, en mélangeant 100 

µL du toluène avec 390 µL de DPPH toluènique. 

 

La lecture des absorbances est effectuée à 515 nm au spectrophotomètre après 30 minutes 

dans l’obscurité et à température ambiante. 
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• Expression des résultats : 

 

L’activité anti-radicalaire est exprimée en pourcentage d’inhibition du radical DPPH est 

calculé par la formule suivante : 

 

(%) d’inhibition du DPPH = (Ac – Ae / Ac) × 100 

 

Ac : Absorbance du contrôle ;  

Ae : Absorbance de l’échantillon. 

 

Les concentrations correspondant à 50% d’inhibition (EC50) ont été déterminées 

graphiquement par la régression linéaire des graphes tracés, pourcentages d’inhibition en 

fonction des différentes concentrations (Scherer et al., 2009 ; Fabri et al., 2009).  

L’activité anti-radicalaire est comparée à celle du BHT (butylhydroxytoluène). 

 

IV.1.2 Test du blanchissement du β-carotène : 

 

Le β-carotène est physiologiquement un composé important reconnu par sa forte activité 

biologique. Dans l’industrie agro-alimentaire, il est utilisé dans les boissons comme un agent 

de coloration et sa décoloration indique la réduction de qualité de ces produits. (Bougatef et 

al., 2009).  

 

L’évaluation de l’activité anti oxydante par le test de blanchissement du β-carotène repose 

sur la mesure d’inhibition des composés organiques volatils, des hydroperoxydes et des diènes 

conjugués résultant de l’oxydation d’acide linoléique (Dapkevicius et al., 1998). Cependant, 

la présence des 11 paires de doubles liaisons rend le β-carotène extrêmement sensible aux 

radicaux libres dérivés d’hydroperoxydes qui sont formés à partir de l’oxydation d’acide 

linoléique dans un système émulsion aqueuse en résultant le blanchiment du β-carotène 

(Unten et al., 1997). La présence d’un antioxydant (extraits, témoins positif) permet de 

neutraliser les radicaux libres dérivés de l’acide linoléique, et donc la prévention de 

l’oxydation et le blanchissement du β-carotène. (Yanishilieva et al., 1995 ; Belhattab, 2007 ; 

Yang et al ., 2008). 
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• Mode opératoire : 

 

Le test de blanchiment de β-carotène utilisé pour évaluer l’activité anti oxydante des  

huiles des  pépins des deux variétés d’orange est celui du Sun et Ho (2005). 

 

Une émulsion est préparée en dissolvant 2 mg de β-carotène dans 10 ml de chloroforme, 

on prélève 1 ml de cette solution dans une fiole dans laquelle sont ajoutées 200 mg de Tween 

80 et 20µl d’acide linoléique. Le tout est mis sous la haute jusqu’à évaporation du 

chloroforme. Un volume de 100 ml d’eau oxygénée dilué est ajouté dans la fiole et le mélange 

résultant est agité vigoureusement. Dans des tubes à vis, l’émulsion β-carotène/acide 

linoléique de 4 ml est additionnée à 200 μl des dilutions (huiles +méthanol) de différentes 

concentrations. Un blanc est également préparé comme précédemment décrit sans le β-

carotène. Le control négatif est constitué par 200 μl de méthanol au lieu des dilutions 

(huile /méthanol). La mesure de l’absorbance à 470 nm est réalisée à t = 0 et à t = 120 min 

après incubation à 50°C au bain marie. L’activité anti oxydante des huiles est évaluée en 

termes de pourcentage d’inhibition de la dégradation du β-carotène selon la formule : 

 

Pourcentage d’inhibition (%)= [(A (120)-C(120))/ (C(0)-C(120))] x100 

 

A (120) : représente l’absorbance en présence de l’extrait à 120 min. 

C(120) : représente l’absorbance du contrôle à 120min. 

C(0) : représente l’absorbance du contrôle à 0 min. 

 

La valeur EC50 est définie comme la concentration des anti- oxydants correspondant à 50 

% d’inhibition. Elle est calculée en traçant la courbe des pourcentages d’inhibition en fonction 

des concentrations des huiles des pépins d’oranges. 
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IV.2 Evaluation de l’activité antimicrobienne : 

 

L’activité antimicrobienne des huiles des pépins des deux variétés de Citrus (C.  

aurantium, C. réticulata) a été testée sur des souches de référence type culture collection 

ATCC (American type of culture collection) qui ont toutes été fournis par le laboratoire de 

microbiologie du centre universitaire d’Ain Témouchent. 

 

Gram négative :Esherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

Gram positive :Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 43300 

Candida albicans ATCC 10231. 

 

• Conservation des souches : 

 

Les souches ont été conservées à 5°C dans des tubes stériles contenant 10 ml de milieu de 

culture incliné (gélose nutritive). 

 

• Les milieux de cultures : 

 

Selon la méthode et selon les souches nous avons utilisé les milieux de cultures suivants : 

La gélose nutritive pour l’isolement et l’entretien des souches bactériennes ;  

Le bouillon Breat Heart Infusion (BHI) pour la préparation des suspensions bactériennes, 

La gélose Mueller Hinton pour l’étude de la sensibilité des bactéries aux deux huiles des 

pépins de Citrus. 

La gélose PDA pour l’étude de la sensibilité de souches fongiques aux deux huiles des pépins 

de Citrus. 

 

• antibiotiques : 

 

Les disques d’antibiotiques utilisés dans ce travail sont : 

Gentamicine (10µg) et Ciprofloxacine (5µg) 
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• Préparations et pré-cultures : 

 

Un inoculum de chaque souche-test d’une densité optique de 0,5 Mc Farland a été 

préparée à partir d’une culture pure et jeune (Âgée de 18 heures) avec de bouillon BHI. 

Cet inoculum ajusté devra contenir 108 UFC/ml (unité formant colonie/ml) et ne doit pas être 

utilisé au de la de 15 minutes. Il sert à ensemencer par écouvillonnage des géloses de Mueller 

Hinton (MH) coulées dans des boites de Pétri sur une épaisseur d’environ de 4 mm (pour les 

souches bactériens) et la gélose PDA (pour la souche fongique). 

 

• Test antimicrobien : 

 

Afin d’évaluer l’activité antimicrobienne des huiles des pépins de C. aurantium et C. 

réticulata, nous avons utilisé la méthode de diffusion en milieu gélosé. Cette méthode suit le 

même principe de l’antibiogramme décrit par Kirby-Bauer (1960) et standardisée par le 

comité national des normes pour laboratoires cliniques (NCCLS, 1999 ;Prescott et al., 2003), 

elle repose sur l’apparition des zones d’inhibitions autour des disques contenant l’huile à 

testée. La méthode de diffusion des disques comporte les étapes suivantes : 

 

✓ Préparation de l’inoculum : 

 

A partir d’une culture pure et jeune et à l’aide d’une anse de platine stérilisée, on prélève 

quelques colonies pures et bien isolées qu’on décharge dans un tube contenant 5 ml de 

bouillon BHIB. Les tubes sont ensuite incubés à 37°C pendant 24 heures. (Souches 

bactériennes) et 30°C pendant 48h (souche fongique). 

 

✓ L’ensemencement : 

 

Après préparation et stérilisation du milieu Mueller Hinton ainsi que le milieu PDA, 20 ml 

de chaque milieux sont coulés dans des boites de pétri de 90mm de diamètre et l’épaisseur 

doit être impérativement de 4 mm à l’aide d’un écouvillon stérile les boites Pétri contenant les 

milieux Mueller Hinton stérilisé ainsi que PDA pour les bactéries et la levure respectivement 

ont été ensemencées par l’inoculum préparé d’une densité optique (DO) de 0,08 à 0,.1 pour 

chaque souche. L’inoculum doit être bien étalé sur la surface du milieu dans la boite Pétri, 

puis la boite est retournée de 60° à chaque application.  
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✓ Dépôt de disques : 

 

Des disques en papier filtre Whatman stériles de 6 mm de diamètre ont été 

Imprégnés de 5 µl, 10 µl Et 20 µl de chaque huile et sont appliqués sur le milieu Mueller 

Hinton et sur le milieu PDA. 

 

Les disques témoins de ciprofloxacine à 5µg et de gentamycine à 120 µg sont disposés 

sur la même boite de pétri. 

 

✓ Incubation : 

 

Les boites Pétri sont incubées dans l’étuve à 37°C pendant 24 heures pour les souches 

bactériennes et à 30°C pendant 48 heures pour la levure.  

 

✓ Lecture des résultats  

 

Après l’incubation des souches, la lecture est effectuée en mesurant le diamètre de la 

zone d’inhibition de chaque disque.  
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1. Rendement des huiles après extraction : 
 

Les huiles des deux variétés d’oranges étudiées (Citrus réticulata et Citrus aurantium) ont 

été extraite des pépins par la méthode soxhlet en utilisant l’hexane comme solvant. D’autres 

solvants d’extraction sont décrits dans la littérature tels que l’éther de pétrole et le 

chloroforme (Adrian et al., 1998). Cependant, l’hexane est parmi les solvants privilégié pour 

l’extraction des graines oléagineuses aujourd’hui c’est le seul solvant employé 

industriellement pour l’extraction des huiles végétales grâce à ses propriétés apolaires qui lui 

confèrent une grande affinité pour les lipides. En outre, il présente l’avantage d’être très 

sélectif vis-à-vis des huiles et d’avoir une chaleur latente de vaporisation assez faible ce qui 

permet de l’évaporer facilement (Fine et al., 2013). 

Le rendement des huiles des pépins du Citrus aurantium, et Citrus réticulata, exprimé 

en pourcentage de matière sèche, est représenté dans le tableau 6. 

 

Tableau 6 : Rendement d’extraction des huiles fixes de deux variétés de Citrus : 

Type de Citrus Citrus aurantium Citrus réticulata 

Rendement en huile 

(exprimé en %) 
38,21± 0,014 39,25± 0,07 

 

 

Les graines sont connues par leur richesse en gras et leur pauvreté en eau. En effet, nos 

résultats montrent que les pépins de mandarine (C. réticulata) sont fortement riches en huile 

(39.25%), ces résultats sont supérieurs à ceux rapportés pour les pépins du Citrus réticulata 

italien (19%) (Rosa et al., 2019), les mandarines pakistanaises (31,15% et 28,5%) (Anwar 

Farooq et al ., 2008 et Rashid et al ., 2013) et les pépins de mandarine Nigérienne (24,3%) 

(Ajewole et al., 1993) ; mais restent inferieurs a ceux trouvés par Malacrida et al., (2012) 

(pépins de mandarine brézilienne) qui est de 41,66%.  
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Concernant les teneurs en huiles du C. aurantium, nos résultats montrent un rendement 

de (38,21%) qui sont en accord avec ceux rapportées par Brixi Gormat et al.,(2015) pour les 

pépins du Citrus aurantium Algérien (région de Tlemcen) (38,21%) ,mais reste supérieur par 

rapport aux pépins de du bigarade pakistanais (21,6%) (wahid Amran et al., 2009) ; tandis que 

le rendement en huile des pépins de l’orange amère Turque (58,8%) (Matthaus et al., 2012) 

reste supérieur à celui trouvé dans notre échantillon. 

 

Cette différence de rendement des huiles des deux espèces Citrus reticulata et Citrus 

aurantium étudiées avec les huiles des mêmes espèces décrites par d’autres auteurs est 

probablement due à la technique d’extraction des huiles ; à l’origine géographique et de la 

zone de production de l’huile (climat, latitude)  (Mohamed Mousa et al., 1996 ; Abaza et 

al.,2002) ; Mais aussi à la période de récolte des agrumes, qui influence le rendement 

d’extraction (Telli et al., 2010). Le mode de séchage des pépins est aussi un facteur influant la 

teneur en huile des graines car il est recommandé avant l’étape d’extraction puisqu’il entraine 

l’inhibition des enzymes et permet une conservation de longue durée (Owen et Johns, 1999). 

Tous ces paramètres influent sur les teneurs des graines en huile ainsi que leur composition en 

acides gras. 

 

2. . Valeurs des indices physico-chimiques de l’huile de pépins d’oranges 

(C .aurantium et C. réticulata) : 

 

Les analyses physico-chimiques (densité ; acidité, réfraction ; saponification ; 

estérification, peroxydation …etc.) sont des paramètres plus faciles d’accès dont l’intérêt 

principal réside dans l’identification des  propriétés physico-chimiques de l’huile étudiée. 

Les résultats des indices physico-chimiques des deux huiles choisies dans notre étude 

sont représentés dans le tableau 7.  
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Tableau 7 : Valeurs des indices physico-chimiques des huiles de pépins  

de Bigarade et de Mandarine. 
 

 

 

2.1. L’indice d’acide : 

L’indice d’acide est l’un des paramètres chimiques courants qui déterminent la qualité 

des graisses et de l’huile. Ce paramètre est une mesure des acides gras libres dans la graisse 

ou l’huile (El-Ananya et al., 2018), considéré comme un excellent moyen pour 

déterminer son degré d’altération (Ollé, 2002). 

 

L’indice d’acide des graisses et huiles vierges ne doit pas dépasser 4 mg KOH /g de 

graisse ou d’huile (Alimentarius, C. 1999).cependant, La détermination de l’indice d’acide 

des huiles extraites des deux variétés d’oranges a donné des valeurs identiques de 1,12 mg de 

KOH/g huile. 

Par comparaison de l’indice d’acidité des huiles de pépins de bigarade et mandarine 

décrites par d’autres auteurs ; notre résultat est confirmé par celui de Brixi Gormat et al., 

(2015) ( 1,121) pour la bigarade de la région de Tlemcen) et El Adawy et al., (1999) pour la 

mandarine égyptienne, nos valeurs se rapprochent de ceux de Anwar Farooq et al., (2008) 

(1.30) et restent inferieurs à celles trouvées par Ines El Mannoubi et al., (2010) qui est de 2,74 

pour la variété l’orange maltaise (Citrus sinensis) poussant en Tunisie, et supérieures de 

l’huile des pépins de mandarine égyptienne (0,53) rapporté par Metwally et al., (1975). 

  

Indices physico-chimiques Citrus aurantium Citrus réticulata 

Indice d’acide (mg de KOH/g huile) 1,12 1,12 

Indice de saponification  
(mg KOH/g d’huile) 

134,64± 1,09 280,5 ±0,60 

Indice de réfraction 20° c 1,461 ±0,001 1,470 ±0,001 

Indice d’ester 133,52 279,38 

Indice de densité (mg/ml) 0,926 ± 0,02 0,927 ±0,03 
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2.2. L’indice de densité d20 : 

 

Cet indice est considéré comme un critère physique qui permet le contrôle de la pureté 

de l’huile extraite. Nous avons constaté que les valeurs d’indice de densité de l’huile de 

pépins de C.aurantium ainsi que de C.réticulata sont dans le même ordre (0,926 et 0,927 

mg/ml) respectivement. Ces valeurs sont proches de celles de l’huile de tournesol (0,920) et 

de l’huile de lin (0,924-0,930) (Firestone, 1999). 

 

2.3. L’indice de réfraction : 

 

L’indice de réfraction est une propriété liée au degré d’insaturation, à la longueur de la 

chaîne d’acide gras et au degré de conjugaison. (Ali et al., 2014), il augmente avec 

l’augmentation de l’insaturation et de la longueur de la chaîne d’acide gras. 

 

Les mesures de cet indice permet de surveiller les processus impliquant une modification 

de la composition des graisses et des huiles (Sadrolhosseini et al., 2011 ; Ismail et al., 2015). 

Les huiles de pépins de bigarade et de mandarine présentent un indice de réfraction dans le 

même ordre de 1,461et 1,470 respectivement. 

L’indice de réfraction déterminé dans notre analyse est identique à celui trouvé par Brixi 

Gormat et al., (2015) (1,4671 pour l’huile de bigarade) et concorde avec celui rapporté par 

(Rossell and Pritchard, (1991) pour les huiles de graines de tournesol (1,467-1,469), du soja 

(1,467 à 1,470), et par Gharby et al., (2015) pour  l’huile  de grains de nigelle (1,473 ± 0,002). 

Ollé (2002) a proposé une classification des huiles en fonction de leur composition en 

acide gras majoritaire (acide oléique, acide linoléique, acide linolénique) et leur indice de 

réfraction : 

 

• Huile riche en acide oléique 1,468<R<1,472 

• Huiles riches en acide linoléique 1,471<R<1,477 

• Huiles riches en acide linolénique 1,480<R<1,523 

 

On peut donc prévoir de façon approximative que l’huile des pépins de mandarine ainsi de 

bigarade contiendrait majoritairement l’acide oléique.  
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D’après Brixi Gormat et al., (2015) ; la composition en acides gras de l’huile de pépins du 

Citrus aurantium analysée par la chromatographie en phase gazeuse (CPG) présentait une 

teneur élevée (38,29%) en acide linoléique (C18 :2) suivie par l’acide oléique (C18 :1) le 

principal acides gras mono insatué (AGMI), qui présente un taux de 27,70%. 

Par contre ; selon Waheed et al., (2009) les teneurs de l’acide oléique et de l’acide 

linoléique pour l’huile de pépins du C. aurantium pakistanaise sont de 30,87% et 22,03% 

respectivement. 

 

2.4. L’indice de saponification : 

 

La valeur de saponification indique la quantité d’unités saponifiables (groupes acyle) 

par unité de poids d’huile. Une valeur de saponification élevée indique une proportion plus 

élevée d’acides gras de faible poids moléculaire dans l’huile ou inversement (Diwakar et al ., 

2010). L’indice de saponification est utilisé pour mesurer le poids moléculaire moyen en huile 

et exprimé en milligrammes d’hydroxyde de potassium (mg KOH /g huile). 

 

L’indice de saponification de l’huile de nos échantillons, bigarade et mandarine est de 

134,64 et 280,5 mg KOH /g huile respectivement.  

 

On remarque que la valeur de l’indice de saponification de l’huile du C.reticulata  est 

supérieure  à celui de l’huile de C. aurantium, ce qui pourrait indiquer que l’huile de 

C.reticulata  des acides gras à chaîne carbonée pas trop longues et vis- versa. 

 

Nos résultats ne sont pas comparatives aux valeurs de saponification de l’huile de pépins 

d’agrumes égyptiens qui variaient entre 186,8 et 191,3 (Habib et al .,1986 ; El-Adawy et 

al.,1999 ; El-Ananya et al., 2018). 
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2.5.  L’indice d’ester : 

 

A partir d’indice d’acide (IA) et d’indice de saponification (IS) des huiles des pépins 

des échantillons d’oranges (Bigarade et Mandarine), nous avons calculé l’indice d’ester (IE) 

qui représente la différence entre les deux indices (IE =IS- IA). 

 

L’indice d’ester de nos huiles étudiées (C. aurantium et C. réticulata) de 133,52 et 

279,38 respectivement. 

 

Une huile qui présente un indice d’ester élevé est une huile dont le nombre de moles 

d’acides gras libres est élevé par rapport aux nombre de moles de triglycérides (Selka et 

Tchouar, 2014). 

 

Il ressort de l’analyse des indices physico-chimiques des huiles de pépins de Citrus aurantium 

et Citrus reticulata que ces ceux des huiles pures et riches en acides gras insaturés de chaîne 

moyenne. 

 

3. Dosages des métabolites secondaires : 
 

Les différents dosages réalisés ont mis en évidence la présence de poly phénols totaux et 

de flavonoïdes dans les huiles de pépins des deux variétés d’oranges (C. aurantium et 

C.réticulata). 

 

3.1.Teneurs en composés phénoliques totaux (CPT) : 

 

La concentration des polyphénols totaux est déterminée par la méthode de Folin-

Ciocalteu (Li et al., 2007) à partir d’une courbe d’étalonnage utilisant l’acide gallique comme 

référence dont la quantité est exprimée en milligramme d’équivalent d’acide gallique par 

gramme d’huile de pépins d’oranges (mg EAG/ g huile). La gamme d’étalonnage d’acide 

gallique et présenté dans les Annexes 2 et 3. 
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L’absorbance est étroitement corrélée à la concentration de l’acide gallique utilisée 

dans la gamme d’étalonnage avec un R2 de 0,964. 

Les taux relatifs des polyphénols totaux dans l’huile du Citrus aurantium et 

Citrus reticulata sont représentés dans la figure 12. 

 

A l’issue des dosages effectués, il s’est avéré que les deux échantillons des huiles des 

pépins des oranges, bigarade et mandarine, étudiés renferment des teneurs faibles en 

composés phénoliques totaux 0,023 ±0,03 et 0,041 ± 0,04 mg d’équivalent d’acide gallique 

par gramme d’huile respectivement. 

 

La teneur en CPT de l’huile des pépins de mandarine de notre échantillon est 

inférieure à celle décrite par Rosa et al., (2019) (0.41mg EAG/ g d’huile).De même, selon 

Inan et al., (2017) l’huile de pépins de mandarine turque contient des teneurs en polyphénols 

allant de 0,233 mg d’EAG / g à 0,296 mg d’EAG / g d’huile de pépins. 

 

Le taux infime obtenu en composés phénoliques des huiles des deux variétés des 

Citrus étudiées peut être expliquée par l’existence d’autres composées qui absorbent à la 

même longueur d’onde que les composés phénoliques (Solinas & Cichelli., 1981 ; Chimi et 

al., 1990). 

 

En plus, au cours de la procédure d’extraction, la qualité d’un extrait peut être 

influencée par plusieurs paramètres, à savoir la partie de la plante utilisée, la polarité du 

solvant, ainsi que le temps, la température et le mode d’extraction (Tiwari et al.,2011) 

 

De même, le degré de maturité du fruit influence fortement la concentration en 

polyphénols. En général, au cours de la maturation, la concentration en acides phénoliques 

diminue et celle en anthocyanes augmente (Nakbi et al., 2010).  
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Figure 12 : Teneur en composés phénoliques de l’huile de pépins  

du C.aurantium et Citrus. réticulata. 
 

Toutes les valeurs sont exprimées par la moyenne des deux essais (n=2). Les résultats sont exprimés 

en moyennes ± ES,  EAG : équivalent d’acide gallique  

 

3.2.Teneurs en flavonoïdes : 

 

Les flavonoïdes représentent l’un des groupes les plus importants des phénols. Ces 

métabolites secondaires ont été quantifiés par une méthode adaptée par Zhishen et al.,(1999) 

avec le trichlorure d’aluminium (AlCl3) et le nitrite de sodium (NaNO2),dont la catéchine est 

prise comme  flavonoïde témoin dans la gamme d’étalonnage présentée dans les Annexes 4et 

5. 

Jung et al., (2006) rapportent que les espèces d’agrumes notamment Citrus aurantium 

contiennent une large gamme d’ingrédients actifs tels que les limonoïdes et les flavonoïdes, 

tels que néohespéridine et la naringine (Moulehi et al., 2012). Ces derniers peuvent présenter 

diverses activités biologiques comme antioxydant, anti-inflammatoire, anti-athérosclérose et 

anti-cancérigène (Aubret and Mireille, 2003, Kitts, 2005, Aggarwal et al., 2010) à travers une 

variété de mécanismes (Manthey and Grohmann, 2001 ; Xiao et al.,2011).  
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La figure 13 représente les teneurs en flavonoïdes des deux huiles étudiées. Les 

teneurs en flavonoïdes des deux huiles de pépins d’oranges (Citrus aurantium et Citrus 

réticulata) étudiés sont estimées de 0,170 ± 0,03 et 0,112 ± 0,01 milligramme d’équivalent de 

catéchine par gramme d’huile de pépins d’oranges (mg EC/gH) respectivement. 

 

Cependant, John Ndayishimiye et al., (2018), rapportent dans leur étude que les  

teneurs en flavonoïdes de l’huile de pépins du Citrus junos (Koréa) sont de l’ordre de 6,75 mg 

EQE/g d’huile, ce qui est largement supérieur par rapport à celles trouvées dans nos 

échantillons. 

 

Par ailleurs, d’autres études ont trouvé que les teneurs des pépins du bigarade algérien 

en flavonoïdes étaient  estimées à 0,043 mg CE/gMS (Brixi Gormat et al., 2015), et ceux des 

pépins tunisiens varient entre 1,31 et 1,50 mg CE/g MS (Moulehi et al.,2012). De même, 

Lagha-Benamrouche et al., (2013) qui ont étudié les écorces et les feuilles de la bigarade ont 

montré des valeurs largement supérieures que celles des pépins (31,62±0,88 mg GAE /g MS, 

44,41± 0,49 mg GAE /g MS respectivement) (Lagha –Benamrouche and Madani ,2013). 

 

En fait, cette variabilité de la teneur en flavonoïdes est largement dépendante de 

plusieurs facteurs tels que la partie de la plante étudiée, le degré de maturation (Boudhrioua et 

al., 2008), les conditions climatiques et géographiques (Mylonaki et al ., 2008), l’état 

physiologique et l’âge de la plante (De Leonardis et al., 2008). 
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Figure 13 : Teneur en flavonoïdes de l’huile de pépins des oranges 

(C.aurantium,C.réticulata). 

 

Toutes les valeurs sont exprimées par la moyenne des deux essais (n=2). Les résultats sont exprimés 

en moyennes ± ES,  EC : équivalent de catéchine : 

 

 

4   L’évaluation de l’activité antioxydante : 

 

1.1 Piégeage du radical libre DPPH :  

 

La méthode par le DPPH a été choisie pour évaluer l’activité antioxydante de nos 

huiles parce qu’elle est l’une des méthodes la plus simple, rapide et efficace à cause de la 

grande stabilité du radical (Bozin et al., 2008) 

 

L’activité antioxydante des deux huiles de pépins d’orange (C.réticulata,C.aurantium) 

vis-à-vis du radical DPPH à été évaluée spectrophotométriquement en suivant la réduction de 

ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette à la couleur jaune 

mesurable à 515 nm. 
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Les échantillons sont directement dilués dans le toluène. Après 30 mn d’incubation de 

la solution DPPH-huile (à différentes concentrations), la coloration violette vire vers une 

coloration jaune dans les deux huiles de pépins de C.aurantium et C.reticulata, ce 

changement de couleur est dû à la réduction de DPPH, ce qui montre que les échantillons ont 

un effet scavenger de radical DPPH. 

 

D’après les résultats de la figure 14, l’activité anti radicalaire augmente avec 

l’augmentation des concentrations des huiles dans le milieu réactionnel. 

 

L’activité antioxydante des huiles est exprimée en IC50 (mg/ml) déduite 

graphiquement à partir de la courbe des taux d’inhibitions (Figure 14 et l’annexe 8), il définit 

la concentration d’huile qui cause la perte de 50 % de l’activité du radical libre DPPH. Plus la 

valeur de l’IC50 est petite, plus l’activité antioxydante de l’extrait testé est grande (Pokorny et 

al., 2001). L’ensemble des résultats de l’activité antioxydante exprimée en IC50 est représenté 

dans la figure 15 

 

Les résultats obtenus montrent que les huiles des pépins de Citrus aurantium et de 

Citrus réticulata ont des valeurs d’IC50 de l’ordre de 130,689±0,049 mg/ml et 162,685± 

0,042 mg/ml respectivement. 

La valeur d’IC50 de l’huile de Citrus aurantium est plus importante par rapport à celle 

de l’huile de pépins de Citrus réticulata  mais reste largement inférieur à celle de 

l’antioxydant de synthèse BHT (ButhylHydroxytoluène) (1,603±0,064 mg/ml). 

Les huiles de pépins de nos échantillons (Citrus reticulata et Citrus aurantium) ont 

donné de faibles concentrations inhibitrices par rapport aux études faites par Ozlem Inan et 

al., (2017) sur l’huile de pépins de mandarine avec une valeur d’IC50 de l’ordre de 3,74 et 

5,93. Cette différence peut dépendre de la variété d’orange, la localisation et les conditions 

analytiques tels que la méthode d’extraction, et le solvant utilisé pour la dilution de l’huile 

(dans notre étude toluène) (Ozlem Inan et al., 2017). 

 

La capacité antioxydante est généralement en rapport avec la richesse des huiles en 

composés polaires comportant dans leur structure, des groupements OH qui jouent un rôle 

primordial dans l’activité antioxydant en tant que donneur d’hydrogène (Rincon et al., 2005). 
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Récemment il a été montré que l’activité antioxydante des extraits peut être liée à leur 

composition phénolique et dépend fortement de leurs structures (Kwee and Niemeyer., 2011). 

 

 

 

Figure 14 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH des huiles des pépins de Citrus 

aurantium et Citrus réticulata. 

 

 
 

Figure 15 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH des huiles des pépins de 

C.aurantium et C.réticulata ainsi que le standard BHT. 
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1.2 Test du blanchissement du ß-carotène : 

 

Nous avons évalué l’activité antioxydante de nos huiles de pépins de Citrus aurantium 

et Citrus réticulata par la décoloration du β-carotène qui est une méthode 

spectrophotométrique qui permet de suivre, à 470nm, la décoloration du β-carotène au cours 

du temps de la réaction. 

 

Le mécanisme de blanchissement de β-carotène est un phénomène à médiation des 

radicaux libres résultant d’ hydroperoxydes formés à partir d’acide linoléique, Ces radicaux 

libres sont formés lors de l’élimination d’un atome d’hydrogène d’un de ses groupes 

méthylène diallyliques et attaquent les molécules du β-carotène hautement insaturées qui vont 

s’oxyder par la suite, en entraînant ainsi la disparition de sa couleur rouge. 

 

Cependant, la présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés 

de l’acide linoléique et/ou inhibé l’oxydation donc prévenir le blanchissement du β-carotène 

(Naidu et al ., 2011 ;Kubola et al., 2008). 

 

Les résultats d’inhibition de décoloration de la solution du β-carotène des huiles de 

pépins de C.aurantium et de C.réticulata ainsi que le BHT sont représentés dans les figures 16 

et 17 et l’annexe 9). 

 

Les résultats indiquent que les huiles de nos échantillons de Citrus aurantium et Citrus 

réticulata  ainsi que le BHT, inhibent l’oxydation couplée de l’acide linoléique β- carotène et 

que le pourcentage d’inhibition est proportionnel aux concentrations testées.  

Les valeurs d’IC50 de l’oxydation de l’acide linoléique couplée au β- carotène sont 

représentées dans figure 18. 

A partir des valeurs d’IC50 obtenus, il a été observé que l’huile de pépins de 

C.reticulata, montre une activité inhibitrice avec une IC50 estimée à 166,42±0,58 mg/ml par 

rapport à l’huile de C.aurantium avec une IC50 de l’ordre de 185,93±0,024 mg/ml. Ces 

résultats restent toujours inférieures à celle du standard BHT qui présente une valeur d’IC50 

plus faible (IC50= 2,58±0,031mg/ml). 
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Les huiles de pépins de nos échantillons (Citrus reticulata et Citrus aurantium) ont 

donné de faibles concentrations inhibitrices par rapport aux études faites par Brixi Gormat et 

al., (2015) qui montre que l’extrait phénolique de l’huile de pépins de bigarade inhibe le 

blanchissement du β-carotène à différentes concentrations par le piégeage des radicaux libres, 

et qui présente une valeur d’IC50 égale à 1,18±0,009 mg/ml. 

 

Ces résultats peuvent être attribués à ces composés antioxydants mineurs tels que les 

tocophérols et les polyphénols (Brixi Gormat et al., 2015). 

 

L’activité antioxydante de l’huile de pépins de C.réticulata est supérieure à celle de 

l’huile de C.aurantium ; Il existe probablement des différences qualitatives dans la nature des 

composés phénoliques (qui entrent dans la composition des huiles de pépins de C.réticulata et 

C.aurantium) influençant le pouvoir antioxydant (Sokol-Letowska, 2007). 

 

En effet, les résultats obtenus peuvent être attribuées au fait que, les huiles de Citrus 

aurantium et de Citrus réticulata sont pourvues de petites quantités d’antioxydants apolaires 

puissants permettant d’inhiber l’oxydation de l’acide linoléique couplée à la β-carotène car ce 

test est similaire à un système d’émulsion de lipides dans l’eau d’ou les antioxydants apolaires 

montrent des propriétés antioxydantes et ils se concentrent au sein de l’interface lipide-eau, 

permettant ainsi la prévention de la formation des radicaux lipidiques et l’oxydation du β-

carotène (Frankel et al., 2000). 

 

L’évaluation de l’activité antioxydante des extraits phénoliques par les deux méthodes 

utilisées (DPPH, et β carotène) a montré que les deux huiles de nos échantillons possèdent 

une capacité antioxydante malgré que ce soit faible comparés au standard.  

 

Des chercheurs montrent que les huiles extraites de graines d’orange, de citron ,de 

mandarine et de bigarade  sont une riche source d’acides gras insaturés, notamment d’acides 

gras essentiels (n-6 et n-3), ainsi que d’autres substances phytochimiques liposolubles telles 

que les tocophérols, les caroténoïdes et composés phénoliques (malacrida et al., 2012 ;Brixi 

Gormat et al., 2015) qui sont probablement responsables de l’activité antioxydante de nos 

huiles de pépins de Citrus aurantium et Citrus réticulata. 
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Plusieurs auteurs attestent que la composition chimique et l’activité antioxydante de 

l’ensemble des fruits et des sous-produits d’agrumes peuvent varier en fonction du type de 

culture et du stade de maturation (Castillo.et al., 1993 ;Sun et al., 2005 ;Huang et al., 2007). 

 

 

Figure 16 : Pourcentage d’inhibition du test du blanchissement du ß-carotène des huiles des 

pépins de Citrus aurantium. 

 

 

Figure 17 : Pourcentage d’inhibition du test du blanchiment du β-carotène des huiles des 

pépins de Citrus réticulata 
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Figure 18 : IC50 du test du blanchiment du B-carotène des huiles des pépins de Citrus 

aurantium et Citrus réticulata 

 

5 Evaluation de l’activité antimicrobienne des huiles de pépins d’oranges :  

L’émergence de bactéries et de champignons résistants à de nombreux antibiotiques rend 

la maitrise des infections bactériennes et fongiques plus complexe. Face à ce problème, Les 

remèdes à base de plantes constituent une nouvelle alternative pour combattre ces épidémies 

qui, à notre ère ne devaient plus exister.  

 

C’est dans ce contexte, que nous avons voulu tester si les huiles des pépins de nos 

échantillons étudiée (Citrus aurantium et Citrus réticulata) ont un pouvoir antimicrobien sur 

les souches bactériennes, pour cela, nous avons utilisés la méthode de diffusion en milieu 

gélosé. 

Pour ce faire, des disques imprégnés de l’huile du C. aurantium et C.reticulata avec 

des volumes de 5μl, 10μl et 20μl sont déposés sur la gélose Mueller-Hinton ensemencée. 

Après incubation, on mesure les zones d’inhibitions qui sont sous forme d’un halo clair autour 

des disques. Les résultats obtenus sont représentés dans la figure n°19, photographiées au 

laboratoire après incubation. 
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Aucune zone d’inhibition n’a été détectée pour les différentes concentrations, donc ce 

test a confirmé la résistance des 5 souches microbiennes vis à vis des huiles étudiées. 

L’étude de Boublenza (2011) est en accord avec nos résultats, qui a signalé une résistance des 

espèces bactériennes  S. aureus, E. coli, E. faecalis, P. aeruginosa à l’huile coloquinte 

(Citrullus colocynthis). 

 

On cherchant l’activité antimicrobienne des autres huiles végétales, Harzallah et al., 

(2012) ont trouvé dans leur étude , que la souche de référence Staphylococcus aureus ATCC 

25923 était la plus sensible à l’huile de nigelle parmi l’ensemble des souches testées dont le 

diamètre de la zone d’inhibition était de l’ordre de 16.66 mm, Concernant l’activité 

antifongique, l’huile de Nigelle sativa semble être inactive sur C. Albicans.. (Tanis et al., 

2009 ; Mariam et abu-al-basal, 2009). 

 

Ces résultats controversés peuvent être expliqués par : 

 

➢ Les conditions et la saison de la récolte (Mashhadian, 2005). 

➢ Stade de maturité des fruits : les extraits de fruits et de graines immatures présentent une 

bonne activité antifongique surtout vis-à-vis de différentes espèces de Candida 

(Marzouk et al., 2009) 

 

➢ La quantité et la qualité des métabolites secondaires : par exemple les alcaloïdes et les 

flavonoïdes diffèrent d’une région à l’autre. 

 

➢  l’activité antibactérienne de chaque partie de la plante est tributaire de sa composition 

(Marzouk et al., 2009 ; Marzouk et al., 2010). 

 

Ce qu’on pourrait conclure dans cette partie que l’activité antibactérienne et antifongique de 

nos huiles des pépins des deux variétés d’oranges (bigarade et mandarine) ne réside pas dans 

l’huile mais dans les autres composants de la graine (riches en métabolites secondaires). 
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Figure 19 : résultats de la méthode de diffusion des disques 

B : Huile de bigarade M : huile de mandarine,  Cip : Ciprofloxamine, Genta : Gentamycine 
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La transformation des agrumes génère des sous-produits riches en substances 

bioactives. Le présent travail, nous a permis de réaliser une étude phytochimique et d’évaluer 

l’activité antioxydante et antimicrobienne des huiles des pépins des deux espèces de Citrus 

(C.aurantium et C.reticulata). 

 

L’analyse physico-chimique des huiles des pépins d’oranges a révélé grâce à l’indice 

de réfraction, acide, peroxyde, saponification que nos huiles sont pures classées parmi les 

huiles végétales avec une  richesse en acide gras insaturés et présence de chaînes carbonées 

moyennes. 

 

Dans la section suivante, notre attention s’est accordée aux dosages des métabolites 

secondaires. A l’issu des résultats obtenus, le dosage des composés phénoliques des huiles des 

pépins de l’orange amère et des mandarines a révélé des teneurs plus faibles (0,023 ±0,03 et 

0,041 ±0,04 mg EAG/g d’huile) que ceux des flavonoïdes (0,170± 0,03 et 0,112± 0,01mg 

EC/g d’huile). 

 

Dans la dernière partie, nous avons évalué les activités biologiques des deux huiles, à 

savoir l’activité antioxydante par deux méthodes, DPPH et β-carotène, et l’activité 

antimicrobienne par méthode de diffusion. Les résultats ont montré que les deux huiles 

possèdent une capacité antioxydante avec des valeurs d’IC50 de l’ordre de 130,70 ±0,049 et 

162,69±0,042 mg/ml pour l’huile de bigarade et mandarine respectivement pour la méthode 

DPPH et des IC50 estimés à 185,93±0,024 et 166,42±0,58 mg/ml pour la bigarade et la 

mandarine respectivement pour la méthode de la β-carotène. 

 

Ces résultats seraient probablement dus à l’association de plusieurs composés bioactifs 

ayant une activité antioxydante, présents dans l’huile de pépins de bigarade notamment la 

vitamine E et les flavonoïdes. 

 

Cependant, Nos huiles n’ont montré aucune activité sur les souches bactériennes 

testées (Gram– et Gram+). Cette inefficacité des huiles testées à également concerné Candida 

albicans qui n’a manifesté aucune sensibilité. En plus, peu de travaux sont rapportés sur 

l’activité antimicrobienne de ces huiles. 
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Pour approfondir ce travail, il serait plus intéressant d’exploiter par chromatographie 

en phase gazeuse en utilisant des étalons appropriés pour identifier d’autres types des 

molécules bioactifs ; de tester l’huile fixe des pépins de bigarade et de mandarine sur d’autres 

souches de bactéries et de champignons, cette étape permet de chercher d’autres molécules à 

l’origine d’une propriété antimicrobienne. Et enfin on propose d’utiliser d’autres méthodes 

d’extractions et de préservation des extraits phénoliques. 
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Annexes 

Annexe 1 : Dosages des polyphénols et des flavonoïdes des huiles de 

Citrus aurantiumet C. reticulata 

 

Huiles Citrus aurantium Citrus reticulata 

Polyphénols mg GAE/g d’huile 0,023±0,03 0,041±0,04 

ssFlavonoïdes mg EC/g d’huile 0,17±0,03 0,112±0,01 

 

Annexe 2: la gamme d'étalonnage d'acide gallique 

 

 

Annexe 3: La courbe d'étalonnage de l'acide gallique. 
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Annexe 4: la gamme d'étalonnage du catéchine. 

 

 

Annexe 5: la courbe d'étalonnage du catéchine. 

 

 

Annexe 6 : 50% d’inhibition du radical libre DPPH et β carotène des huiles des pépins du 

Citrus aurantium et C. reticulata. 

Echantillons Citrus aurantium Citrus reticulata BHT 

IC50 DPPH 130,698±0,049 126,685±0,042 1,603±0,064 

IC50 β-carotène 185,93±0,024 166,42±0,58 2,58±0,031 
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Annexe 7: la gamme d'étalonnage du ButhylHydroxyToluène 

 

 

Annexe 8: Pourcentage d'inhibition du radical DPPH du BHT. 
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Annexe 9: Pourcentage d'inhibition du test du blanchiment du β carotène d'antioxydant 

synthétique BHT 
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Résumé :  

De nombreuses graines sont sources d’huiles d’importance alimentaire, industrielle et pharmaceutique. 

L’objectif de notre travail est d’étudier la composition phytochimique (indices physicochimique et dosage des 

phénols totaux et flavonoïdes) de l’huile de pépins du Citrus aurantium et Citrus reticulata et d’évaluer l’activité 

antioxydante (DPPH, β-carotène) et antimicrobienne de ces deux huiles. Dans un premier temps, les huiles ont été 

extraite dans un extracteur de type Soxhlet , leurs rendements été de 38,21% pour l’huile du C.aurantium et de 

39.25% pour l’huile du C reticulata. Les caractéristiques physicochimiques des huiles  extraites présentaient  un 

indice d’acide de 1,12 (mg de KOH/g huile) pour les deux huiles ; l’indice de réfraction 1,461 et 1,470 ; l’indice 

de saponification 134,64 et 280,5 (mg KOH/g d’huile) ; l’indice d’ester 133,52 et 279,38  et l’indice de densité 

0,926 et 0,927 pour C.aurantium et C. reticulata respectivement. Le dosage des polyphénols a révélé des teneurs 

estimées à 0,023 ±0.03 mg EAG/g d’huile de C. aurantium et 0,041±0.035 mg EAG/g d’huile de C. reticulata, ces 

valeurs sont inferieurs par rapport à celles des flavonoïdes qui sont de l’ordre de 0,170 ±0,09 et 0,112 ±0.014 (mg 

EC/g d’huile) pour les bigarades et mandarines respectivement. L’évaluation de l’activité antioxydante a montré 

que les deux huiles étudiées avaient une activité antioxydante différente pour les deux méthodes utilisées, En effet, 

l’huile du C. aurantium possède une activité meilleure que celle du C.reticulata à neutraliser le DPPH et 

contrairement l’huile du C. reticulata est plus efficace dans l’inhibition de la décoloration du β carotène. En 

revanche, les deux huiles étudiées n’ont pas eu d’activité sur les souches bactériennes utilisées.  

Mots clés : Citrus reticulata, Citrus aurantium,  l’huile de pépins, composés phénoliques, activité antioxydante, 

activité antibactérienne. 

Abstract: 

Many seeds are sources of oils that have alimentary, industrial and pharmaceutical importance. The objective of 

our work is to study the phytochemical composition (physicochemical indices and determination of total phenols 

and flavonoids) of the seed oil of Citrus aurantium and Citrus 77eticulate and to evaluate the antioxidant activity 

(DPPH, β-carotene) and antimicrobial of these two oils. At first, the oils were extracted in a Soxhlet type extractor; 

their yields were 38.21% for C.aurantium oil and 39.25% for C. 77eticulate oil. The physicochemical 

characteristics of the extracted oils had an acid value of 1.12 (mg KOH / g oil) for both oils; the refractive index 

1.461 and 1.470; saponification number 134.64 and 280.5 (mg KOH / g of oil); the ester number 133.52 and 

279.38 and the density index 0.926 and 0.927 for C.aurantium and C. 77eticulate respectively. The determination 

of the polyphenols revealed levels estimated at 0.023 ± 0.03 mg EAG / g oil of C. aurantium and 0.041 ± 0.035 

mg EAG / g oil of C. 77eticulate, these values are lower compared to those of flavonoids which are of the order of 

0.170 ± 0.09 and 0.112 ± 0.014 (EC mg / g of oil) for bigarades and mandarins respectively. The evaluation of the 

antioxidant activity showed that the two oils studied had a different antioxidant activity for the two methods used. 

Indeed, the oil of C. aurantium has a better activity than that of C.reticulata to neutralize the DPPH. And unlike C. 

77eticulate oil is more effective in inhibiting the discoloration of β carotene. On the other hand, the two oils 

studied did not have any activity on the bacterial strains used. 

Key words: Citrus 77eticulate, Citrus aurantium, seed oil, phenolic compounds, antioxidant activity, 

antibacterial activity 
 

 : الملخص

. الهدف من عملنا هو دراسة التركيب النباتي الكيميائي )المؤشرات صيدلانيةلعديد من البذور هي مصادر للزيوت التي لها أهمية غذائية وصناعية وا

 Citrus réticulata والحمضيات  Citrus aurantiumالفيزيائية والكيميائية وتحديد مجموع الفينولات والفلافونويدات( لزيت بذور الحمضيات 

لزيتين. في البداية ، تم استخراج الزيوت في مستخرج من نوع كاروتين ( ومضادات الميكروبات ل-DPPH  ،βوتقييم نشاط مضادات الأكسدة )

Soxhlet  لزيت  38.21، وبلغت عائداتها ٪C.aurantium  لزيت 39.25و ٪ C. reticulata لزيوت المستخلصة الخواص الفيزيائية ل

و  134.64التصبن  مؤشر، 1.470و  1.461ية ، مؤشرالانكسارالزيتين لكلتا (غ من الزيت/KOH مع) 1.12والكيميائية التالية: مؤشر الحموضة 

على  C. reticulataو  C.aurantiumلـ  0.927و  0.926ومؤشر الكثافة  279.38و  133.52( ؛ رقم الأستر غ من الزيت/KOH مع) 280.5

±  0.041و  C. Aurantium / جم من زيت EAGملغ  0.03±  0.023البوليفينول عن مستويات تقدر بـ  كميةكشفت عملية تحديد  كماالتوالي. 

 0.09±  0.170، هذه القيم أقل بالمقارنة مع تلك الخاصة بالفلافونويد والتي تتراوح قيمتها بين  C. reticulata/ جم من زيت  EAGملغ  0.035

ستين كان و( للبيغاراد والماندرين على التوالي. أظهر تقييم نشاط مضادات الأكسدة أن الزيتين المدرمن الزيت غرام /ملغ EC) 0.014±  0.112و 

 C.reticulataبنشاط أفضل من  C. aurantiumلهما نشاط مختلف من مضادات الأكسدة للطريقتين المستخدمتين ، وفي الواقع ، يتمتع زيت 

ستين أي ون المدرتيكاروتين. من ناحية أخرى، لم يكن للزي βهو أكثر فعالية في تثبيط تلون   .reticulataC زيت عكسال. وعلى DPPHلتحييد 

 نشاط على السلالات البكتيرية المستخدمة.

 البكتيرياالنشاط ضد ،زيت البذور،المكونات الفينولية،نشاط مضادات الاكسدة Citrus reticulata, Citrus aurantium, : الكلمات المفتاحية

 


