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Introduction

Introduction

Depuis des décennies, les plantes constituent une réserve inestimable de remedes naturels
pour I'numanité. Il est fascinant de constater que des feuilles, des racines ou des fleurs peuvent

gueérir ou atténuer des troubles pathologiques ou organiques (Schauenberg, 2006).

Les plantes ont une place prépondérante dans la médecine traditionnelle en Algérie,
étant appliquées pour le traitement et la guérison de nombreuses pathologies, et parmi elles se
trouvent les agrumes. Ces plantes constituent un vaste réservoir de composés actifs
synthétisés sous forme de métabolites secondaires, bénéficiant de leur diversité structurale et
possédant une large gamme d'activités biologiques.

La détermination des propriétés phytothérapeutiques reste un domaine de recherche
fascinant et essentiel et attire de nombreux intéréts de recherche (Maurice, 1997 ; Zeghad,
2009). Les avantages pour la santé de la prise dagrumes existaient déja avant que les

chercheurs ne commencent a étudier la composition de ces fruits.

Ces derniéres années, de multiples recherches ont été réalisees afin de déterminer les
substances bioactives, en particulier les polyphénols, présents dans les différentes parties des
agrumes, notamment I'écorce, le fruit et la pulpe, pour mieux comprendre la corrélation entre
comportements nutritionnels et la santé (Essadik, 2014). En revanche, les feuilles d'agrumes
ont été peu étudiées par les chercheurs par comparaison aux autres parties de la plante (Pietta
et al., 2003 ; Hadrich et al., 2008).

Les composés phénoliques sont définis comme des molécules possedant au moins un
noyau aromatique avec au minimum une fonction hydroxyle sur ce cycle. lls constituent une
vaste famille de molécules synthétisées par les végétaux comme métabolites secondaires.
(Macheix et al., 2006). De nombreuses études ont porté sur les activités biologiques de ces
composes, notamment leurs activités antioxydantes, anti-inflammatoires, anti-enzymatiques et

antibactériennes.

Des recherches menées par des épidémiologistes ont démontré que la prise de
consommation de végétaux ayant une teneur élevée en antioxydants naturels, tels que les
polyphénols et les vitamines est accompagnée d'une baisse du risque de développer divers
cancer, des troubles cardiaques, de la maladie d'Alzheimer et de certaines affections liées a
I'dage (Mutahar et al., 2012).



Introduction

Le présent travail a pour objectif de déterminer et de comparer la quantité de composes
phénoliques et les propriétés anti-radicalaires et antibactérienne des différents extraits de trois
espéces du genre Citrus (Citrus limon, Citrus aurantiifolia et Citrus clementina), obtenus par

deux techniques d’extraction : macération et 1’extraction assistée par ultrasons.

Ce manuscrit est divisé en plusieurs sections, dont la premiére est une section
bibliographique divisée en 2 parties : informations générales sur les agrumes et le stress
oxydatif. La seconde se concentre sur l'aspect expérimental, détaillant le matériel végétal
utilisé et les méthodes employées pour mener a bien cette recherche, suivie des résultats de
six extraits foliaires des trois especes de Citrus choisies et leur discussion. Enfin, I'étude se
termine par un résumé des conclusions tirées de ce travail et des perspectives envisagées pour

les recherches futures.
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[CHAPITRE 1] Généralités sur les agrumes

1.1 Historique

Le terme agrume vient du latin “’acrumen’’, qui anciennement désignait un arbre qui
porte des fruits aigres (Escartin, 2011 ; Millet, 2014).

Selon Webber et al. (1967), I’histoire des agrumes a commencé il y’a 4000 ans avant
J-C, lorsque le cédratier était cultivé en Mésopotamie. L’origine des agrumes vient des
régions tropicales et subtropicales d’Asie, et se sont largement distribués dans le monde
depuis des siecles (Aubert et al., 1997).

Les agrumes étaient cultivés en Chine vers 500 ans avant J-C. Le premier agrume
arrivé en Europe par Théophraste en 310 avant J.-C, fut le cédrat. Les oranges et les citrons
étaient importés par les romains de leurs provinces comme fruits couteux pour les banquets
(Bousbia, 2011).

La propagation des agrumes dans d’autres régions du monde a été lente, en particulier
en Afrique du Nord et en Europe du Sud. Les explorateurs espagnols et portugais ont été les
premiers a introduire les agrumes en Amérique et au XVle siecle, ont introduit plusieurs types

d'oranges douces de qualité supérieure en Europe (Moore, 2001 ; Liu et al., 2012).

Au début du XVIlle siecle, les arabes ont introduit des agrumes tels que les citrons et
les oranges ameres dans la mediterranée grace aux échanges commerciaux a travers la route
de la soie (Loussert, 1985 ; Arias et Ramon-Laca, 2005). Tandis que I’orange amére (le
bigaradier), pousse au sud de I’Europe, la cOte méditerranéenne et dans d’autres endroits
subtropicaux particuliérement le sud de la France, I’Italie, ’Espagne, la Tunisie, I’Algérie, la
Cote d’Ivoire, Haiti, les Etats-Unis et le Brésil (Ghédira et Goetz, 2015).

Les grands explorateurs ont non seulement développé notre vision sur I'univers, mais
ont de méme eu un réle important dans la propagation des agrumes. En 1493, Christophe
Colomb apporta le citron et la lime dans I1le d’Hispaniola (Haiti) lors de son deuxiéme
voyage. Les oranges douces ont été introduites au Portugal en 1494 par Vasco De Gama, le
navigateur ayant découvert la route indienne (Bousbia, 2011). Alors que le mandarinier est le
dernier fruit arrivé en Europe au début du XIXe siécle, qui est devenu I’'une des especes

d’agrumes les plus populaires et une source de développement continu (Bousbia, 2011).
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1.2 Production mondiale

Les agrumes sont l'une des catégories de fruits et légumes les plus intéressantes, tant
en terme de volume que de commerce (Caggia et al., 2020). Ils sont cultivés dans plus de
140 pays, principalement sous des climats tropicaux, subtropicaux et méditerranéens. La
superficie cultivée en agrumes est passée de 8,8 a 13,9 millions d'hectares entre 2000 et
2018, respectivement, ce qui a menée a une augmentation de la production d'agrumes de
115,4 & 194,4 millions de tonnes (MT) (figure 1). Le commerce mondial des agrumes était
estimé a 14,2 milliards de dollars US en 2019 (Niu et al., 2021).

La production mondiale d'agrumes a augmenté régulierement durant les trois
dernieres décennies et dépasse aujourd’hui 194 MT, soit une augmentation d'environ 125%.
Un pourcentage de 73% de la production mondiale sont consommes frais, 26% sont
transformés et 9% sont exportés. Cette fabrication est divisée en diverses variétés d’agrumes,
dont 53,07% sont des oranges, 26,04% sont des mandarines, 14,28% sont des citrons et des
limes et 6,61% sont des pamplemousses (FAO, 2020).

Yield Area
(t) (ha)

<1x10°
B 1 x10°-1x10*
Bl 1x10*-1x10°
Bl 1 x10°-1x10°
Il -1x10°

NoData

Figure 1 : Répartition de la superficie et du rendement de la production mondiale d'agrumes
en 2018 (Niu et al., 2021).

Le premier producteur mondial d’agrumes est la Chine avec 26,25% soit 37,739 MT,
ensuite du Brésil (13,67%), I'Inde avec un taux de 13,314 MT, le Mexique avec 5,85 MT. Au

niveau des payes européennes, I’Espagne est au premier rang avec 06,009 MT suivi de la



[CHAPITRE 1] Généralités sur les agrumes

Turquie (2,99%). Tandis que I’Egypte est le premier producteur africain avec 3,22% de la
production mondial (tableau 1) (FAO, 2020).

Tableau I : Principaux producteurs d’agrumes (FAO, 2020).

Production en millions tonnes Parts en %
Asie 71,888 50,01
Amérique de sud 27,736 19,29
Afrique 15,579 10,84
Amérique du nord 15,043 10,46
Europe 10,538 7,33
Ameérique central 09,676 6,73
Chine 37,739 26,25
Brésil 19,650 13,67
L'Inde 13,314 9,26
Mexique 08,414 5,85
Espagne 06,009 4,17
Egypte 04,633 3,22
Turquie 04,299 2,99
Argentine 03,469 2,41
Iran 03,454 2,40
Italie 02,865 1,99
Afrique du sud 02,772 1,93
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1.3 L’agrumiculture en Algérie

Le programme algérien de développement des agrumes occupe une place importante
dans la nouvelle politique agricole du pays, en prenant en considération les défis du
changement climatique dans les différentes régions agricoles de I'Algérie (Kerboua, 2001).

L'Algérie dispose d'une collection variétale de 178 agrumes, ces derniers
représentent 27% de la production totale d'arbres fruitiers (figure 2), constituant un
patrimoine génétique précieux (Kerboua, 2001).

Vigne
11%
Figuiers
39 Agrumes
27T%
Amandiers
15%
Pépins
12%

Oliviers
22%
Moyaux
10%

Figure 2 : Pourcentage de ’agrumiculture par rapport aux autres cultures en Algérie

(Kerboua, 2001).

Les vergers agrumicoles en Algérie comprennent une variété d'agrumes, avec une
importance particuliere accordée aux oranges et aux clémentines. Parmi les agrumes, les
orangers se distinguent par leur vaste gamme de variétés, notamment des variétés précoces
telles que Washington Navel et Thomson Navel, qui occupent une part importante de la

surface cultivée (environ 50 %) selon le Tableau II.
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Tableau 11 : Composition variétale des agrumes en Algérie (Kerboua, 2001).

Surface (ha) Parts (%0)
Oranges 28000 62,3
Clémentines et Mandarines 13700 30,4
Citrons 2800 6,2
Pamélos 150 0,4
Autres 350 0,7
Total 45000 100

Selon L'Organisation des Nations Unies pour I’alimentation et ’agriculture (FAO), le
total de production d’agrumes en Algérie pour la saison 2021 est estimée a 1137191 tonnes,
ce qui lui permet de se classer a la 9e position des principaux produits de base en Algérie en
2021, qui est dominé par les pommes de terres (4360880 tonnes), suivie par lait de vache

(2409291 tonnes) et le blé en troisiéme position avec un taux de 2168386 tonnes (figure 3)
(FAOSTAT, 2021).

Autres
16%

Pommes de terre
19%
Raisins
3%

Olives
3%
Oranges
5%
Dattes
5%
Autres légumes

frais
% .
Tomates, fraiches échalotes, Pasteques

7% 7% 9%

Lait cru de vache
11%

Blé
9%

Figure 3 : Les principaux produits de base produits en Algérie en 2021 (FAOSTAT, 2021).
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1.4 Les secteurs de production

La culture commerciale des agrumes est située dans la partie nord irriguée du pays, ou
les températures douces assurent de bons rendements (Rebour, 1948).

La superficie totale des Citrus est de 45 000 hectares (Tableau IlI), répartis en trois
régions (figure 4) (Kerboua, 2001):

e Larégion centrale (28.243 hectares).
e Larégion orientale (4.811 hectares).

e Larégion occidentale avec 11 658 hectares.

En raison des besoins en eau et de la qualité des sols, les agrumes se trouvent
principalement dans les bassins irrigués (figure 4) :

v Laplaine de la Mitidja située dans la région centrale du pays, est une zone potentielle pour
I’agrumiculture, représentant environ 44% de la superficie agrumicole totale.
v Le périmétre de la Mina et le Bas Chelif (14%).

<

Le périmetre de Bouna Moussa et la plaine de Saf-Saf a Skikda (16%).
v’ Laplaine de Habra a Mascara (25%) (Kerboua, 2001).
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Figure 4 : La répartition des zones agrumicoles en Algérie (Kerboua, 2001).
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A Bouira, les vergers d’agrumes occupent une place importante avec une production de
56 568,75 quintaux. La superficie totale consacrée a la culture des agrumes est de 526,15
hectares ou plus. Le groupe des oranges avait la plus large gamme de variétés (Thomson
navel, Washington navel, Hamlin, Jaffa, Double fine) avec une production de 48896 quintaux
(Tableau I11) (DSA, 2021).

Les vergers de Lakhdaria sont les plus importants au niveau provincial, avec une
production de 33 562 quintaux, suivis de ceux de la commune de Kadiria (15 285 quintaux).
Guerrouma arrive au troisieme rang (3500 quintaux), suivi de la région de Boderbala (1546
quintaux) (DSA, 2021).

Tableau I11: Composition variétale et taux de production des agrumes a Bouira (DSA ,2021).

Groupes Superficie (Ha) Production (Qx)
Orangers 401,32 48896
Mandariniers 32,75 2315
Clémentiniers 44,6 2830
Citronniers 47,48 2527.75
Total 526,15 56 568,75

*Source : Direction des services agricoles de la wilaya de Bouira (2020/2021).

Selon la direction des services agricoles de la wilaya de Bouira (2022), la superficie
totale des agrumes atteinte 531,83 hectares en 2022. Tandis que la production totale a connu
une augmentation pour ’année 2022, avec un taux de 58 490 quintaux (Tableau 1V) (DSA,
2022), par rapport I’année 2021 (56 568,75 quintaux).
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Tableau 1V: Superficie et taux de production des agrumes a Bouira (DSA, 2022).

Groupes Superficie (Ha) Production (Qx)
Oranges 400,4 50 799
Mandarines 32,75 2329
Clémentines 44.6 2726
Citrons 54,08 2636
Total 531,83 58 490

*Source : Direction des services agricoles de la wilaya de Bouira (2021/2022).

1.5 Exigences climatiques des agrumes

1.5.1 La température

Les agrumes sont fragiles a toutes les températures moindres a 0°C. En revanche, ils
peuvent supporter des températures supérieures a 30°C a condition d’étre correctement
arroses (Loussert, 1985). La température optimale pour la croissance des agrumes ne dépasse
pas 25°C a 30°C. Alors que I’idéal, est entre 10°C a 12°C en hiver et de 22°C a 24°C en été
(Loussert, 1989).

1.5.2 La pluviométrie

Le Citrus est un arbre fruitier tres exigeant. Il nécessite entre 1000 & 1200 mm d’eau par
an, dont 600 mm pendant I’été, qui ne peuvent étre satisfaits que par 1’irrigation notamment

en région méditerranéenne (Mutin, 1977).
I.5.3 L’humidité

Elle n’a pas un effet important sur le comportement des agrumes, en revanche elle a une
influence sur le développement de certains parasites et moisissures, et aussi sur la
reproduction de certains ravageurs tels que les cochenilles en grandes colonies (Loussert,
1989). D’autre part, une faible humidité fait que le végétal respire fortement, ainsi ses besoins

en eau augmentent.
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1.5.4 Le vent

Le vent est un facteur néfaste pour la culture des agrumes, il peut endommager
indirectement le fruit (frottement, ou par transport des grains de sable) ainsi que certaines
détériorations qui rendent les fruits non exportables et aussi le dessechement principalement
en période de floraison concernant les vents chauds et secs (Sirocco) (Loussert, 1989).

1.6 Classification et systématique

Les agrumes appartiennent a la famille des Rutaceae, sous-famille des Aurantioideae,
tribu des Citreae et sous-tribu des Citrinae (figure 5) (Praloran, 1971). Ce sont des arbustes
aux feuilles denses et généralement piquantes, qui renferment des composés antioxydants et

antibactériens présents a la fois dans les feuilles et I'écorce des fruits.

Il existe plusieurs genres d'agrumes, parmi lesquels les trois genres les plus cultivés a
travers le monde sont le genre Poncirus, le genre Fortunella et le genre Citrus (figure 5). Le
genre Poncirus ne comprend qu'une seule espéce, Poncirus trifoliata, dont le fruit n'est pas
comestible, mais qui est principalement utilisee comme porte-greffe dans la culture des
agrumes (M'hiri et al., 2015).

Le genre Fortunella comprend quant a lui six especes, mais seules deux d'entre elles,
Fortunella japonica et Fortunella margarita, sont cultivées a travers le monde. Cependant, le
genre le plus important est le genre Citrus, qui englobe les principaux cultivars d'agrumes tels
que les oranges (Citrus sinensis), les mandarines (Citrus reticulata), les clémentines (Citrus
clementina), les citronniers (Citrus limon) et les pomelos (Citrus paradis) (figure 5) (M'hiri
et al., 2015).

- - L
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Embranchement desSpermaphytes

Figure 5 : Systématique des agrumes et origine des Citrus cultivés (Khefifi, 2015).
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1.7 Le genre Citrus

Ce genre comprend des arbustes de moins de 4 m a 12 m de hauteur avec des feuilles
qui sont usuellement simples et persistantes, le fruit trés spécifique qui est une baie
particuliére appelée Hespéridine, juteux, plus ou moins acide, doux ou amer (Lara Testai et
al., 2017).

Les feuilles et les fleurs possedent des glandes qui produisent une huile essentielle a
l'odeur sucrée caractéristique, méme dans des conditions climatiques favorables, chacun de
leurs stades d’accroissement a une croissance rythmique suivie d'un arrét prononcé (Lara
Testai et al., 2017).

Ses fruits contiennent de la vitamine C mais aussi des polyphénols, dont on retrouve le
sous-groupe des flavonoides appelé flavanones, parmi lesquels on trouve la naringine,
I'hespéridine et [I'ériocitrine. Les flavanones ont un effet protecteur sur le systéeme
cardiovasculaire et ont pour effet de dilater les vaisseaux sanguins. Ils ont également des

propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires (Lara Testai et al, 2017).
1.8 Description de quelques espéces de Citrus
A. Citrus clementina

Le clémentinier (Citrus clementina) est un arbre hybride issu du croisement entre le
Citrus reticulata et le Citrus sinensis. Il appartient a la famille des Rutacées. Cet arbre mesure
environ 4 metres de hauteur et ses feuilles et fleurs dégagent un ardme tres parfumé. Le fruit
du clémentinier, la clémentine (figure 6), se distingue de la mandarine par sa faible teneur en
graines. 1l est délicieux, avec une peau fine et verte qui vire a l'orange lorsque les

températures hivernales sont plus basses (Anonyme, 2010).
B. Citrus sinensis

L'oranger (Citrus sinensis) est un arbre fruitier appartenant a la famille des Rutacées. Il
est considéré comme un hybride ancien, résultant potentiellement d'un croisement entre le
pamplemousse (Citrus maxima) et la mandarine (Citrus reticulata). Cet arbre présente un
feuillage persistant et atteint une hauteur d'environ 10 métres. Son port est harmonieux et sa
croissance est rapide, bien qu'il soit moins vigoureux que d'autres agrumes. Il peut vivre entre

50 et 60 ans. Son apparence est généralement arrondie, parfois en colonne, avec des branches
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portant des feuilles vertes, foncées, ovales, coriaces et finement dentelées (Figure 6)
(Bousbia, 2011 ; Escartin, 2011).

Les fleurs de l'oranger sont treés parfumées, avec cing pétales blancs recourbés vers
l'arriere (Escartin, 2011). Le fruit est généralement une baie ronde (figure 6), dont la couleur
et la taille varient selon la variété (figure 6). La pulpe se divise en quartiers juteux, contenant

des veésicules juteuses et des graines blanches et dures (Escartin, 2011).

L'oranger est I'un des fruits les plus répandus et célebres au monde. 11 existe plusieurs
variétés, dont la Jaffa, la tardive et la Thomson navel. 1l peut étre consommé frais, sous forme
de jus ou transformé en confiture. Il est riche en vitamines (surtout en vitamine C) et en

minéraux, et son jus possede des propriétés diurétiques et purgatives (Escartin, 2011).

Citrus sinensis est également utilisé en parfumerie. L'essence de néroli est produite a
partir des fleurs de I'oranger, tandis que I'essence de petit-grain est extraite des feuilles et des
jeunes pousses (Escartin, 2011).

C. Citrus aurantium

L'orange amére est un bel arbuste epineux, doté de feuilles vertes brillantes qui
dégagent une légere odeur et ont un godt amer. Les feuilles sont elliptiques, avec une
extrémité subaigué, des pétioles articulés et parfois légérement ailés. Elles mesurent environ 8
cm de long sur 4 cm de large. Les fleurs, quant a elles, sont blanches, trés odorantes et
peuvent atteindre 25 mm de diametre. Le fruit, connu sous le nom de Bigarade, est une baie
qui présente une écorce verte-jaune ou rouge-orangé a maturité, avec des ponctuations
caractéristiques (figure 6) (Escartin, 2011). En raison de son godt acide et tres amer, l'orange
amere n'est pas adaptée a la consommation directe. Cependant, ses fleurs sont utilisées pour
produire I'essence de "néroli”, tandis que les jeunes pousses et les feuilles donnent I'essence
de "petit-grain” (Escartin, 2011).

Sur le plan de la phytothérapie, le fruit de I'orange amere est utilisé pour faciliter la
digestion et réduire les ballonnements. En infusion, il est réputé soulager les maux de téte et
faire baisser la fievre. Son jus stimule les défenses du systéme immunitaire, tandis que son
huile essentielle est prescrite pour réguler le rythme cardiaque, apaiser les palpitations et

favoriser le sommeil. De plus, les huiles essentielles de "néroli" et de "petit-grain" sont
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largement utilisées en massages relaxants et jouent un réle majeur en parfumerie (Escartin,
2011).

D. Citrus aurantiifolia

Le citron vert, également connu sous le nom de limettier ou lime acide, est un petit
arbre pouvant atteindre 6 métres de hauteur. Originaire d'Asie du Sud-Est, il est aujourd'hui
répandu en Amérique tropicale, notamment aux Antilles et au Mexique. C'est un arbre
épineux, tres ramifié, avec de fines branches (Escartin, 2011). Le lime acide possede des
feuilles alternes persistantes, coriaces, ovales et d'un vert foncé. Les bords des feuilles sont
délicatement festonnés. Leur mouvement produit un bruissement parfumé. La floraison de
l'arbre est abondante et se produit généralement entre mars et avril, bien qu'elle puisse
apparaitre tout au long de I'année. Les fleurs, solitaires ou en grappes, sont petites, blanches et
étoilées (figure 6) (Escartin, 2011).

Apreés la floraison, le citron vert donne de petits citrons, plus ou moins ronds, dotés
d'une écorce verte, fine et lisse. Ces citrons sont largement appréciés pour leur jus et leur
aréme caracteristiques en cuisine (figure 6). Le citron vert est un fruit hypocalorique et riche
en antioxydants, en vitamine C, en calcium, en magnésium, en fer et en fibres (Escartin,
2011).

E. Citrus limon

Le citronnier, membre de la famille des Rutacées, est un arbuste robuste, vert et
aromatique, dont la hauteur varie entre de 2 a 10 metres avec 5-6 branches piguantes,
ramifiées et des racines peu profondes formant un réseau dans les 80 premiers cm du sol
(Gollouin et Tonelli, 2013). Les feuilles de citronnier sont grandes, vertes, alternes, coriaces
et tres odorantes. Alors que les fleurs sont blanches, peu parfumées, rassemblées a I’aisselle
des feuilles. Le fruit est une baie jaune vif, ovale avec un mamelon au sommet. La peau est

épaisse constituée de multiples poches a essences visibles a I'eeil nu (Escartin, 2011).
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(c) Citrus aurantiifolia (d) Citrus clementina

Figure 6 : Images des feuilles, fleurs et fruits de certaines variétés du genre Citrus
(Anonyme, 2011).

1.9 Utilisation et effets thérapeutiques du Citrus

Effectivement, les variétés du genre Citrus, telles que les oranges, les citrons et les
pamplemousses, contiennent divers composes bioactifs, tels que les composés phénoliques et
les flavonoides, qui présentent des proprietes thérapeutiques potentielles. Ces composés sont
utilisés dans divers domaines tels que la médecine, la cosmétique et lI'alimentation (Shohaib
etal., 2011).

a) Diminuer le risque de maladies cardio-vasculaires

Les substances antioxydantes du Citrus, abaissent les taux sanguins de cholestérol et
de triglycérides et préviennent le processus qui conduit a I'athérosclérose (dép6t de plaques

dans les artéres) et favorisent la vasodilatation artérielle (Whitman et al., 2005).
b) Améliorer la santé osseuse

Plusieurs études ont montré que la béta-cryptoxanthine, un pigment présent dans les
agrumes, en particulier les mandarines et les clémentines, peut améliorer la minéralisation

osseuse et réduire le risque d'ostéoporose (Uchiyama et al., 2004).
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c) Prévenir certains cancers

Les agrumes contiennent d'autres antioxydants, dont la limonine, qui peuvent
réduire la prolifération des cellules cancéreuses (Stahl et al., 2005). Des études montrent la
consommation d'agrumes peut protéger contre certains types de cancers, tels que les cancers

de l'eesophage, de l'estomac, du colon, de la bouche et du pharynx (Chainani, 2002).
d) Freiner la glycémie

En général, les agrumes sont riches en fibres solubles, particulierement en pectine qui
se trouve au niveau de 1’albédo qui entoure la pulpe. Ces fibres forment un gel lorsqu’elles
sont mélangées a I’eau, ce qui ralentit ’absorption des glucides et réduit la sécrétion
d’insuline. Ils favorisent un contr6le relatif de la glycémie, notamment chez les diabétiques, et

prolongent la satiété (Bessesen, 2011).
e) Traiter les symptomes de la grippe et les troubles du sommeil

Les feuilles de l'orange aigre sont utilisées pour abaisser la température d'une fievre
causée par un rhume, pour traiter les symptémes de la grippe (Paul et al., 1995). Les extraits
de feuilles d’agrumes ont également un rdle dans le traitement des troubles du sommeil et

soigner la nervosité sans effets secondaires (Hadrich et al., 2008).
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11.1 Définition

L'oxygeéne est indispensable a notre survie, a notre vie et a notre développement, mais il
est aussi source de toxicité, d'altération et de dégradation. En effet, lorsque le métabolisme de
I'oxygene est perturbé, comme dans les maladies respiratoires, cela conduit & ce que l'on
nomme le "stress oxydatif ', une anomalie métabolique aux conséquences graves (Christelle,
2006).

Le stress oxydatif est défini comme étant la production excessive d'espéces reactives de
I'oxygéne, entrainant un déséquilibre de la balance antioxydant/pro-oxydant (balance redox)
et, par conséquent, une réduction de la capacité antioxydante de l'organisme (Camille et
Mireille, 2011).

Ce déséquilibre peut étre induit par l'activation du systeme de production de ROS de
maniere régulée. Les réponses antioxydantes compensent efficacement cette production, de

sorte que le déséquilibre est temporaire (Camille et Mireille, 2011).
11.2 Les radicaux libres

Les radicaux libres (RLs) sont des especes chimiques qui possedent un ou plusieurs
électrons non appariés (électron célibataire) sur leur couche périphérique, ce qui les rend tres
instables et leur donne une grande réactivité vis-a-vis des substrats biologiques (Camille et
Mireille, 2011).

Ils sont formés chimiquement ou biologiquement, ont généralement une courte durée
de vie et peuvent étre formés par perte ou gain d'électrons a partir de composes non
radicalaires. Leur réactivité consiste a trouver des électrons pour réarranger leurs électrons

simples, conduisant a la formation d'un nouveau radical (Tessier et Marconnet, 1995).
11.3 Sources de formation des radicaux libres

En effet, au cours des processus métaboliques normaux, I'oxygene est utilisé par les
organismes vivants pour produire de I'énergie sous forme d'adénosine triphosphate (ATP) par
le biais de la respiration cellulaire (Camille et Mireille, 2011). Cependant, pendant ces
réactions métaboliques, des radicaux libres et des espéces réactives de I'oxygene (ROS)

peuvent étre produits en tant qu'intermédiaires réactifs (figure 7).

17



Environ 2% de I'oxygene consommé au niveau de la mitochondrie est converti en
radicaux libres primaires tels que le superoxyde O, obtenu lors de la premiere réduction
¢lectronique de 1'oxygene, et le radical hydroxyle OH" formé via les réactions de " Fenton ".
D'autres espéces dérivées de I'oxygéne, comme l'oxygene singulet (O), I'nydroperoxyde
(RO2H) et le peroxyde d’hydrogene (H202), ne sont pas des radicaux libres, mais ils sont
toxiques et peuvent servir de précurseurs capables de générer de nouvelles espéces

radicalaires (Camille et Mireille, 2011).

Cependant, il existe d'autres ROS dits secondaires tels que les radicaux peroxyles
RO, les hydroperoxydes RO2H et les radicaux alkoxyles RO (figure 7) qui sont formés par
la réaction des radicaux libres primaires avec des composés biochimiques intracellulaires
(Camille et Mireille, 2011).

Superoxyde Réaction de Fenton Catalase

dismutases (Fe? : Cu-) Glutathion peroxydase
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Figure 7: Réduction de I’oxygéne et la formation des radicaux libres (Camille et Mireille,
2011).

Des facteurs environnementaux tels que la pollution, le tabagisme, I'exposition
excessive au soleil ou aux radiations sans protection adéquate, ainsi que d'autres mécanismes
physiopathologiques (inflammation et exercice physique intense) peuvent également entrainer

une surproduction de radicaux libres (figure 8) (Youn et al., 2014).
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Figure 8: Facteurs intervenant dans la surproduction des radicaux libres (Bayr, 2005).
11.4 Principales cibles biologiques des ROS

Les radicaux libres sont instables et cherchent a se lier aux électrons d'une autre
molécule. lls sont responsables d'une réaction en chaine qui conduit a la destruction des
cellules. Leurs principales cibles sont I'ADN, les protéines et les membranes cellulaires
(Pastre, 2005).

a. Les protéines

Les RLs peuvent réagir avec plusieurs acides aminés, modifiant leurs structures et
provoquant lI'oxydation des chaines latérales et des chaines polypeptidiques, ce qui entraine
une perte de fonction des protéines. Cependant, les acides aminés les plus réactifs sont

I'histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine (Haleng et al., 2007).

La plupart des dommages sont irréparables et peuvent conduire & des changements
fonctionnels importants (modification de multiples enzymes, récepteurs et transporteurs
cellulaires). Quelques protéines oxydées se dégradent rarement et forment des agrégats qui se

rassemblent dans les cellules et les compartiments extracellulaires (Haleng et al., 2007).
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b. Les lipides

En effet, les composés réactifs de I'oxygéne (ROS) ont une affinité particuliere pour les
lipides, en particulier les acides gras polyinsaturés (AGPI) présents dans les membranes
cellulaires. Les AGPI contiennent des liaisons doubles entre les atomes de carbone, ce qui les

rend plus vulnérables a I'oxydation par les ROS (Pamplona et al., 2000 ; Hulbertl, 2005).

Lorsque les ROS attaquent les lipides, ils peuvent provoquer la peroxydation des
lipides, c'est-a-dire la formation de peroxydes lipidiques. Ces peroxydes lipidiques sont des
molécules tres réactives qui peuvent réagir avec d'autres composés dans la cellule, entrainant
des altérations de la fluidité, de la perméabilité et de I'excitabilité des membranes cellulaires
(Hong et al., 2004).

c. L’ADN

L'ADN est la cible privilégiée des ROS, qui créent de multiples mutations dans I'ADN,
notamment des bases oxydées et des cassures dans les deux brins d'ADN (Cadet et al., 2002 ;
Favier, 2003). En conséquence, l'information génétique est altérée, ce qui déclenche
I'apparition de certaines maladies telles que le cancer et le vieillissement (Haleng et al.,
2007).

11.5 Les pathologies liées au stress oxydant

Bien que les espéces réactives de I'oxygéne (ROS) jouent un réle dans de nombreuses
fonctions physiologiques, elles contribuent également & la progression de diverses maladies
caractérisées par un stress oxydatif. Parmi ces maladies figurent le diabéte sucré, les maladies
cardiaques, les troubles neurodégénératifs tels que la maladie de Parkinson et la maladie
d'Alzheimer, les affections articulaires, la formation de tumeurs cancéreuses, le processus de
vieillissement, les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin telles que la maladie de
Crohn, les maladies rhumatismales comme la polyarthrite rhumatoide, les maladies
respiratoires comme l'asthme, ainsi que les maladies cardiovasculaires, y compris

I'athérosclérose (Camille et Mireille, 2011).

Afin de prévenir le développement de ces maladies, il est essentiel de renforcer notre
systeme de defense antioxydante. Une alimentation équilibrée et en particulier riche en fruits

et Iégumes peut nous fournir les antioxydants nécessaires (Haleng et al., 2007).
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11.6 Le systéme antioxydant

Effectivement, le corps humain dispose d'un systéeme de défense antioxydant complexe
pour contrer les effets néfastes des espéces reactives de l'oxygéne (ROS) et protéger les
cellules contre le stress oxydatif. Ce systeme comprend a la fois des sources exogénes et des
sources endogenes produites par l'organisme lui-méme. La source d'origine exogene,
provenant de l'alimentation, notamment des fruits et Iégumes riches en vitamines C et E, en
caroténoides, en polyphénols et en flavonoides. Ces composés antioxydants sont apportés par

les aliments que nous consommons (Haleng et al., 2007).

La deuxiéme source est endogéene et comprend des enzymes telles que la superoxyde
dismutase, la glutathion peroxydase et la catalase. Ces enzymes jouent un réle essentiel dans
la neutralisation des ROS en les convertissant en produits moins réactifs. En plus des
enzymes, le systeme de défense antioxydant endogene comprend également des protéines
telles que la ferritine et lI'albumine, ainsi que des mécanismes de réparation des dommages

oxydatifs, tels que les endonucléases (Haleng et al., 2007).

Les oligo-éléments tels que le selénium, le cuivre et le zinc sont également importants
en tant que cofacteurs des enzymes antioxydantes. lls facilitent leur fonctionnement optimal

en participant aux réactions chimiques nécessaires a la neutralisation des ROS.

Ainsi, le corps humain déploie a la fois des mécanismes de défense antioxydante
exogenes et endogenes pour contrer les effets nocifs des ROS et maintenir I'équilibre oxydant-

antioxydant nécessaire a une bonne santé (Haleng et al., 2007).

1.6.1 Systeme antioxydant du Citrus

Les antioxydants sont des composés aux structures plus ou moins complexes qui ont la
capacité datténuer, d'inhiber ou de prévenir lI'oxydation des substances qui peuvent étre
oxydées. Ils agissent en piégeant les radicaux libres et en réduisant le stress oxydatif (Kim et
Lee, 2004).

Les agrumes constituent une source remarquable d'antioxydants naturels, comprenant
notamment les caroténoides, l'acide ascorbique, la vitamine E et les polyphénols. Parmi ces
derniers, on retrouve les flavonoides, les tanins et les acides phénoliques (Rapisarda et al.,
2008).
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[CHAPITRE I1] Stress oxydant

i. La vitamine C et E

Il est vrai que de nombreux mammiféres sont capables de synthétiser la vitamine C
dans leur corps, mais chez I'homme, il est essentiel de s'assurer un apport quotidien d'environ
100 mg de vitamine C par le biais d'une alimentation adéquate, notamment en consommant

des fruits riches en vitamine C tels que les agrumes.

L'acide ascorbique (CsHsOs), connu sous le nom de vitamine C, est une molécule
hydrosoluble présente dans le cytoplasme et le liquide extracellulaire. Son réle principal est
d'agir en tant qu'agent piégeur des especes réactives de I'oxygéne (ROS). Il possede également
la capacité d'inhiber la peroxydation lipidique en régenérant la vitamine E liposoluble aprés sa

réaction avec les radicaux lipidiques (figure 9) selon Haleng et al. (2007).

La vitamine C peut exister sous forme de radical (VIT C°) et peut étre régenérée par le
glutathion réduit (GSH), qui se transforme en un radical thyle (GS°). Ce radical thyle réagit

ensuite avec une autre molécule de thyle pour produire du glutathion oxydé (GSSG).

Les fonctions de la vitamine C sont multiples et essentielles pour le bon
fonctionnement de l'organisme. Elle contribue au fonctionnement normal du systéeme
immunitaire, participe a la synthese du collagéne et des globules rouges, et intervient dans les

mécanismes du métabolisme du fer (Haleng et al., 2007).

R VITE VITC GSH

ﬂ GSSG
RH VITE VITC GS” o

Figure 9 : Régénération de la vitamine E par I’action de I’acide ascorbique (Bossokpi, 2002).

ii.  Lescaroténoides
Antioxydants qui piégent les ROS, ce sont des pigments liposolubles qui donnent
aux fruits et légumes leur couleur jaune, rouge et orange. Leur structure chimique est derivee
du lycopéne (CaoHss), une chaine polyinsaturée qui peut également présenter des structures

cycliques aux deux extrémités (Dionne, 2002).

22



[CHAPITRE I1] Stress oxydant
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Figure 10 : Structure chimique d'un caroténoide (Pincemail et al., 1998).
iii.  Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont une classe significative d'antioxydants que I'on trouve
dans les plantes. Chaque jour, notre alimentation nous apporte environ 1 gramme de
polyphénols, principalement par le biais de la consommation de fruits, suivie des légumes et

des céréales (Haleng et al., 2007).

Parmi les composés phénoliques, les polyphénols jouent un réle important. Ils se
présentent principalement sous forme de flavonoides dans les agrumes, qui sont d'excellents
neutralisateurs de radicaux libres. En plus de leurs autres caractéristiques, tels que les groupes
fonctionnels alcooliques (OH) et carboxyliques (COOH), les polyphénols sont caractérisés
par la présence d'un noyau aromatique lié a un groupe hydroxyle. La diversité structurale de
ces composés varie en fonction du nombre et de la position des groupes hydroxyles. Les
classes principales de composés phénoliques comprennent les acides phénoliques, les

flavonoides et les tanins (Muanda, 2010).

1. Les acides phénoliques

Sont des composés organiques qui possédent un groupe carboxyle et un groupe
hydroxyle phénolique. Ils peuvent étre classés en deux catégories principales : les acides
hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques, selon une étude menée par Rentzsch
(2009).

Les acides hydroxybenzoiques (C6-C1) comprennent des composés tels que l'acide
gallique, l'acide catéchique, I'acide vanillique et I'acide syringique (figure 11). Ces composes
ont en commun une structure qui consiste en un cycle benzénique substitué par un groupe
carboxyle (acide benzoique) et un groupe hydroxyle (phénol). Ils peuvent exister sous

différentes formes isomériques.
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D'autre part, les acides hydroxycinnamiques sont des composés aromatiques qui
possédent des chaines latérales composées de trois atomes de carbone (C6-C3). Parmi ces
composes, on trouve l'acide caféique et I'acide férulique, qui sont largement présents dans les

agrumes (figure 11) selon Balasundram et al. (2006).

(o]
(o)
OH H;CO. HO N
OH [ | OH
~ |
HO HO™ N F

HO

Acide cinnamique Acide ferulique Acide caféique

o O
HO ~ N -
OH o
HO 7 \F
OH
Acide benzoique Acide gallique Acide vanillique

Figure 11 : Structure chimique de certains acides phénoliques (Wang et al., 2007).

2. Les flavonoides

Les flavonoides sont une classe essentielle de composés naturels, en particulier des
métabolites secondaires végétaux dotés d'une structure polyphénolique, qui sont largement présents
dans les fruits, notamment les agrumes, les Iégumes et certaines boissons. 1ls possédent une gamme
variée d'effets bénéfiques, notamment des propriétés antimicrobiennes, biochimiques et
antioxydantes, qui sont associées a des maladies telles que le cancer, la maladie d'Alzheimer et

I'athérosclérose (Burak et Imen, 1999).

e Classification

Les flavonoides présentent une structure de base commune, composée de deux anneaux
benzéniques (anneaux A et B) reliés par une chaine linéaire de trois atomes de carbone qui

forme un hétérocycle oxygéné appelé "anneau C" (figure 12) (Panche et al., 2016).

En fonction du carbone de lI'anneau C auquel I'anneau B est attaché, ainsi que du degré
d'insaturation et d'oxydation de I'anneau C, les flavonoides peuvent étre classés en différentes

sous-classes (Panche et al., 2016).
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[CHAPITRE I1] Stress oxydant

a) Flavones

Les flavones représentent une sous-classe importante de flavonoides, qui se trouvent
largement dans les feuilles, les fleurs et les fruits. Elles se caractérisent par une double liaison
entre les positions 2 et 3 de I'anneau C, ainsi qu'un groupe cétone en position 4. La plupart
des flavones possedent un groupe hydroxyle en positions 2 et 3, ainsi qu'un groupe cétone en
position 4. De plus, un groupe hydroxyle est généralement présent en position 5 de I'anneau
A. Cependant, I'nydroxylation peut varier dans d'autres positions, telles que la position 7 de
l'anneau A ou les positions 3’ et 4’ de l'anneau B, en fonction de la taxonomie spécifique du

I[égume ou du fruit considéré (figure 12) (Panche et al., 2016).
b) Flavonols

Les flavonols se réferent a une classe de flavonoides qui possedent un groupe cétone
attaché a leur structure moléculaire (figure 12). L'incorporation de flavonols dans
l'alimentation présente un large éventail d'avantages pour la santé, notamment en termes de
potentiel antioxydant et de réduction du risque de maladies vasculaires. Comparativement
aux flavones, les flavonols se caractérisent par la présence d'un groupe hydroxyle en position
3 sur le cycle C (figure 12) et ils se distinguent par une grande diversité de motifs

d'hydroxylation (Panche et al., 2016).

Parmi les différents sous-groupes de flavonoides, les flavonols sont les plus répandus et
d'une importance capitale dans les fruits et Iégumes. Par exemple, la quercétine, présente dans
de nombreux aliments d'origine végétale, est un exemple bien connu de flavonol (Iwashina,
2013).

c¢) Flavanones

Les agrumes tels que les oranges et les citrons contiennent une autre classe de
flavonoides qui leur est commune. Parmi ceux-ci, on trouve I'hespéritine et la naringenine,
qui sont des exemples de flavanones. Les flavanones sont réputées pour leurs propriétés
antiradicalaires. Sur le plan structural, elles se distinguent des flavones par la présence d'un
cycle C saturé et I'absence de double liaison entre les atomes de carbone C2 et C3 du cycle C.
Cette différence structurelle est la seule distinction entre ces deux sous-groupes de
flavonoides (figure 12) (Iwashina, 2013).
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d) Isoflavones

Les isoflavonoides, tels que la génistéine et la daidzéine (figure 12), sont largement
répandus dans le régne végétal, mais leur distribution est limitée. On les retrouve
principalement dans des sources telles que le soja et dautres légumineuses. Les
isoflavonoides forment un sous-groupe spécifique de flavonoides, caractérisé par la liaison de

I'anneau B a la position 3 de lI'anneau C (Panche et al., 2016).
e) Anthocyanes

Les anthocyanes sont des pigments qui déterminent la couleur des plantes, la cyanidine
et la delphinidine sont les anthocyanes les plus étudiées (figure 12). La couleur des
anthocyanes dépend du pH (rouge pour les milieux acides, bleu-violet pour les milieux
alcalins ou neutres) et de I'hydroxylation des anneaux A et B (figure 12). Ils sont utilisés

comme colorants alimentaires (Iwashina, 2013 ; Panche et al., 2016).

f) Chalcones

Les chalcones se caractérisent par I'absence de I'anneau C dans la structure de base du
squelette des flavonoides, comme le montre la figure 12. Pour cette raison, ils peuvent

également étre appelés "flavonoides a chaine ouverte™ (Panche et al., 2016).
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Figure 12: Structure de base du squelette des flavonoides et leurs classes (Panche et al.,
2016).
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3. Lestannis

Selon la définition classique de Bate-Smith, les tannins sont des métabolites végétaux
secondaires qui possédent la capacité de tanner ou de convertir les peaux animales en cuir.
Ces composeés sont classés comme des composés phenoliques solubles dans I'eau, ayant une
masse molaire comprise entre 300 et 3000 g/mol, et ils sont capables de précipiter les

alcaloides, la gélatine et d'autres protéines (Sieniawska et Baj, 2017).

Les tannins sont généralement distribués en deux catégories principales : les tannins
hydrolysables (TH) et les tannins condensés ou proanthocyanidines. Les tannins
hydrolysables (TH) incluent les polyesters de l'acide gallique et de I'acide
hexahydroxydiphénique, également connus sous le nom de gallotannins et d'ellagitannins
respectivement. Ces tannins sont facilement hydrolysables en présence d'acides ou de bases,

car ils contiennent des groupes esters qui relient les phénols aux sucres (figure 13).

En revanche, les tannins condensés (TC), représentant plus de 90% des 200 000 tonnes
de tannins produits chaque année dans le monde, sont constitués d'unités répétitives de
flavan-3-ol reliées entre elles par des liaisons C-C (figure 13). Ils sont davantage considérés
comme des oligomeres que des polymeres (Bruyne et al., 1999 ; Shirmohammadli et al.,
2018).

Figure 13: Structure chimiques des tannins hydrolysables (a) et condensés (b) (Rajaet al.,
2014).
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[CHAPITRE 1] Matériel et Méthodes

I.1. Echantillonnage

Notre travail est basé sur 1’étude des activités antioxydantes et antibactériennes des
feuilles de trois groupes d’agrumes. Le tableau V, récapitule toutes les especes utilisées.

Les feuilles des trois variétés d’agrumes ont été récoltées sur des arbres cultivés par
I’INRAA (Institut National de Recherche en Agroalimentaire) dans la région d'Oued Ghir,
Wilaya de Béjaia. La récolte a été soumise au hasard, les feuilles de Citrus clementina et
Citrus aurantiifolia ont été récoltées en février 2023, tandis que les feuilles de Citrus limon
ont éte récoltées en avril 2022.

Tableau V: Feuilles des variétés d’agrumes utilisés (Tighilet, 2013).

Nom ordinaire | Nom scientifique Propriétés des feuilles Photographies des

feuilles

Les feuilles sont gréles et

Citrus pointues de 3 a4 cmde
Clémentinier . .
clementina largeur et de 9 a 10 cm de
longueur, vert foncé et
brillantes.
Sont des petites feuilles
Citrus laconiques, arrondies, vert vif
Limettier - .
aurantiifolia | et parfumées. Elles sont de 4
a 5 cm de largeur et de 11 a
12 cm de longueur.
Feuilles constantes, larges,
) ovales et aromatisées, avec
Citronnier Citrus

) un pétiole ailé, de 17 a 18 cm
limon

de longueur et 7 cm de :

largeur.
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1.2. Extraction des principes actifs
1.2.1. Préparation de la poudre des feuilles

Apreés la récolte, les feuilles des trois variétés d’agrumes ont été soigneusement lavees a
I'eau pour éliminer les impuretés et les poussieres. Ensuite, elles ont été séchées a température
ambiante pendant une période de quinze jours, dans un environnement bien aéré et a I'abri de
la lumiére. Pour achever le processus de séchage, les feuilles ont été transférées dans une

étuve réglée a une température de 40°C.

Une fois le séchage est complété, les feuilles ont été réduites en poudre fine et
homogene a l'aide d'un moulin a café. Cette poudre a ensuite été passée a travers un tamis de

200 pm de diamétre, afin d'obtenir une texture uniforme (figure 14).

La poudre obtenue, fine et homogene, a été soigneusement conservée dans des flacons
en verre hermétiquement fermés, correctement étiquetés et protégés de la lumiére, jusqu'a son

utilisation ultérieure.

(c) Tamisage

Figure 14: Les différentes étapes de préparation de la poudre des feuilles de Citrus

(photographie originale).
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1.2.2. Procédure d’extraction

Les méthodes d'extraction utilisées dans cette étude sont I'extraction par ultrasons et
par macération. Ces méthodes font partie du processus d'extraction solide-liquide, dans lequel
la poudre de plante est mise en contact avec un solvant afin d'extraire les substances actives

présentes.
A. Extraction assistée par ultrasons

Dans cette méthode, les ultrasons ont été utilisés pour réaliser les extractions de maniere
rapide, avec une grande reproductibilité, et en garantissant un produit final pur (Chemat et
al., 2011).

Pour chaque espéce d'agrumes, 20 g de poudre ont été ajoutés a 200 ml d'éthanol a 70%
dans des erlenmeyers. La relation entre la quantité de poudre et le volume de solvant était de
1:10 (poids/volume). Les erlenmeyers ont été fermés hermétiquement avec du parafilm, puis
placés dans un bain a ultrasons fixé a une température de 42°C. L'extraction par ultrasons a
été effectuée pendant 20 minutes, en appliquant une puissance de 120 W et une fréquence de
40 kHz (figure 15).

Figure 15 : Extraction des principes actifs par ultrasons.

Aprés I'extraction, le mélange obtenu a été filtré a l'aide d'un filtre en papier Wattman

N°3 pour séparer les résidus solides de I'extrait liquide. Le filtrat a ensuite été recueilli.
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Pour éliminer I'éthanol présent dans I'extrait, celui-ci a été placé dans une étuve ajustée
a une température de 40°C. L'extrait a été laissé jusqu'a évaporation compléte de I'éthanol,

permettant ainsi la concentration des composés extraits.

Une fois I'évaporation de I'éthanol terminée, l'extrait éthanolique résultant a été
recueilli et stocké dans de petits flacons en verre hermétiquement fermés, a l'abri de la
lumiere. Pour assurer une meilleure conservation, les flacons ont été maintenus & une
température de 4°C, ce qui aide a préserver la stabilité des composés actifs présents dans

I'extrait.
B. Extraction par macération

Selon Falleh et al. (2008), une quantité de 20 g de poudre de feuilles de chaque
espéce a été placée dans un bécher, puis mouillée avec 200 ml d'éthanol a 70% dans un
rapport poids/volume de 1:10. Le mélange a été agité pendant 24 heures a température
ambiante, dans un endroit a I'abri de la lumiere, afin de prévenir l'oxydation (figure 16).

Figure 16 : Extraction par macération.

Aprés la macération, le mélange de poudre de feuilles et d'éthanol a été filtré a l'aide
d'un filtre en papier Wattman N°3 pour séparer les résidus solides de I'extrait liquide. Le
filtrat, c'est-a-dire la solution obtenue apres filtration, a été recueillie et a été mis dans une
étuve a 40°C jusqu'a I’évaporation du solvant. L'extrait éthanolique récupéreé a été stocke dans

des flacons en verre fermés, loin de la lumiére a 4°C.
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1.2.3. Calcul des taux d’extraction

D’apres la quantité de la poudre initiale, les rendements d’extraction ont été calculés

selon la formule suivante :

Rendement d’extraction (%) = (PES/ PPI) x 100

v PES: Poids de extrait sec (g)

v PpI : Poids initial de la poudre (g)
1.3. Dosage spectrophotométrique des composes phénoliques
1.3.1. Dosage des phénols totaux

La détermination des polyphénols totaux dans les six extraits de feuilles de Citrus a été
réalisée en utilisant la méthode de Folin-Ciocateu adaptée par Singleton et Rossi (1965) et
modifiée par Ryan (2013).

4+ Principe

Effectivement, la méthode de Folin-Ciocateu est basée sur une réaction
d'oxydoréduction entre le réactif de Folin et les polyphénols présents dans les extraits de

feuilles de Citrus.

Le réactif de Folin est composé d'acide phosphotungstique (HzPW12040) et d'acide
phosphomolybdique, qui sont de couleur jaune. Lorsque les polyphénols réagissent avec ce
réactif, une réaction d'oxydation se produit. Les phénols des extraits de feuilles de Citrus sont

oxydes, tandis que le réactif de Folin est réduit.

Cette réaction d'oxydation conduit a la formation d'un mélange d'oxydes bleus (figure
17) de tungstene et de molybdéne (Catalano et al., 1999). La coloration bleue obtenue est
directement liée a la quantité de polyphénols présents dans les extraits. Plus la concentration

en polyphénols est élevée, plus I'intensité de la coloration bleue est importante.
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L'absorbance de cette coloration bleue est mesurée a une longueur d'onde spécifique,
qui dans ce cas est de 765 nm. C'est a cette longueur d'onde que la coloration bleue présente

un maximum d'absorption (Georgé et al., 2005).
+ Mode opératoire

Dans cette méthode de détermination des polyphénols totaux, 1,5 mL du réactif de
Folin-Ciocalteu (0,1 N) (annexe II) est mélangé a 200 uL de solution de chaque extrait
préalablement dilué dans I'éthanol a 70%. Cette étape permet d'initier la réaction d'oxydation

des polyphénols.

Apres un temps d'incubation de 5 minutes a l'ombre, un volume de 1,5 mL de la
solution de carbonate de sodium (Na2COs) a 6% (annexe I1) est ajouté au milieu réactionnel

qui agit comme un activateur de la réaction d'oxydation des polyphénols.

Ensuite, le milieu réactionnel est incubé dans l'obscurité a température ambiante
pendant 1 heure et 30 minutes. Cette période permet une réaction compléte entre les

polyphénols présents dans les extraits et le réactif de Folin-Ciocalteu.

Enfin, I'absorbance de la solution réactionnelle est mesurée a une longueur d'onde de
765 nm a l'aide d'un spectrophotometre UV/visible SP-3000 nano. Cette mesure permet de
quantifier l'intensit¢é de la coloration bleue formée par la réaction d'oxydation des

polyphénols.

Figure 17 : Dosage standard des polyphénols avec I’acide gallique.
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Le blanc (ne contient pas d'extrait de feuilles), a été préparé dans les mémes

conditions.

Le taux des phénols totaux contenus dans I'extrait est exprimé en milligrammes
d'équivalents d'acide gallique par gramme de matiére seche (mg EAG/g MS), en référence a
une courbe d'étalonnage réalisée avec de I'acide gallique a différentes concentrations comme
polyphénol de référence (annexe I11.1), chaque expérience a été réalisée en triple, ce qui
signifie que chaque échantillon a été analysé trois fois de maniere indépendante pour obtenir

des résultats précis et fiables.
1.3.2. Dosage des flavonoides
+ Principe

La quantification des flavonoides dans les extraits de feuilles a été réalisée en utilisant
une méthode basée sur la réaction entre le trichlorure d'aluminium et les flavonoides présents
dans les échantillons. Cette réaction conduit a la formation d'un complexe stable qui présente

une coloration jaunatre (Arvouet et al., 1994).

Le principe de cette méthode repose sur la capacité des flavonoides a réagir avec le
trichlorure d'aluminium en présence d'oxygene. Les groupements hydroxyle (OH) situés aux
positions C3 et C5 des flavonoides ainsi que l'oxygene présent sur le carbone 4 participent a la

formation du complexe coloré.
+ Mode opératoire

Pour quantifier les flavonoides, 1 ml d'extrait de feuilles a été mélangé avec 1 ml d'une
solution de trichlorure d'aluminium (AICI3) a une concentration de 2% (annexe I1I). Le
mélange a été incubé a I'ombre et a tempeérature ambiante pendant 10 minutes. Apreés cette
période d'incubation, I'absorbance du mélange a été mesurée a une longueur d'onde de 415 nm
a l'aide d'un spectrophotomeétre. Les différentes expériences ont été réalisées en triple de fagon

indépendante.

Le taux des flavonoides est exprimé en milligramme équivalent de quercétine par
gramme de matiére seche (mg EQ/g MS) en référence & une courbe d’étalonnage établi dans

les mémes conditions avec “’la quercétine’’ de différentes concentrations (annexe 111.2).
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1.3.3. Dosage des flavonols
+ Principe

Pour quantifier les flavonols, une méthode similaire a celle des flavonoides a été
utilisée. La réaction est basée sur la formation d'un complexe stable entre le trichlorure
d'aluminium (AICI3) et l'oxygene présent en position C4 des flavonols, ainsi qu'avec les
groupements hydroxyle (OH) en position C3 ou C5. Cette réaction donne une coloration jaune
(Arvouet et al., 1994), qui est mesurée par un spectrophotométre.

Cependant, dans cette méthode, l'acétate de sodium a €té ajouté en tant qu'additif a la
réaction. Il permet d'ioniser les hydroxyles phénoliques fortement acides, ce qui facilite leur

détection et augmente la sensibilité de la méthode (Rosler et al., 1985).
+ Mode opératoire

Dans cette méthode de quantification, 500 ul d'extrait de feuilles ont été additionnés a
500 upl de trichlorure d'aluminium a 2% et 750 pl d'acétate de sodium a 5% (annexe II). Ce
mélange a été incubé a 'ombre pendant 2 heures et 30 minutes pour permettre la formation du
complexe entre le trichlorure daluminium et les flavonols présents dans I'extrait. Apreés
I'incubation, I'absorbance du mélange a été mesurée a une longueur d'onde de 440 nm a l'aide

d'un spectrophotometre.

Un blanc, qui ne contient pas d'extrait de feuilles, a été préparé dans les mémes

conditions pour servir de référence de fond.

Les expeériences ont été réalisées en triple pour assurer la précision des mesures et la

reproductibilité des résultats.

La quantification des flavonols dans I'extrait est réalisée en se référant a une courbe
d'étalonnage établie avec de la quercétine (annexe I11.3) qui est utilisee comme flavonol de
référence. Le taux de flavonols dans I'extrait est ensuite exprimé en milligrammes équivalents

de quercétine par gramme de matiere seche (mg EQ/g MS).
1.3.4. Dosage des pigments liposolubles

Une quantité de 150mg de poudres de chaque espéce a été homogénéisée avec 10 ml

d’un mélange acétone- hexane (v/v : 4/6) pendent 1 min.
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Les mélanges ont été filtrés sur papier wattman N°4, et le filtrat obtenu a été mesuré
avec différentes absorbances a savoir 453, 505, 645 et 663 nm (Barros et al., 2007).

Les teneurs en composés liposolubles des feuilles de Citrus ont été calculées selon les

formules suivantes :

e [B-carotene (mg/g MS) = 0,216 x A663 — 1,220 x A645 — 0,304 x A505 + 0,452 x A453.

e Lycopéne (mg/g MS) = -0, 0458 x A663 + 0,204 x A645 — 0,304 x A505 + 0,452 x A453.
e Chlorophylle a (mg/g MS) = 0,999 x A663 — 0, 0989 x A645.

e Chlorophylle b (mg/g MS) = -0,328 x A663 + 1, 77 X A645.

1.4. Estimation de P’activité antioxydante
1.4.1 Détermination de I’activité antioxydante par la méthode au radical DPPH
+ Principe

Pour évaluer l'activité antioxydante des extraits de feuilles, la méthode du DPPH (2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyle) peut étre utilisée. Le radical libre DPPH, de couleur violette, est
réduit en un composé stable de couleur jaune (figure 19) (Brand et al., 1995) lorsqu'il réagit
avec un antioxydant. Cette réaction se produit par la capture d'un atome d'hydrogéne (H) de

I'antioxydant (figure 18).

o,@g,_.@ o,.@g_f@

DPPH (radical libre) DPPH (non radical)

Figure 18 : Réduction du radical DPPH (Brand et al., 1995).

+ Mode opératoire

Pour évaluer le pouvoir anti-radicalaire des extraits de feuilles de Citrus, nous avons

utilisé¢ la méthode du test DPPH. Dans cette méthode, une solution méthanolique de DPPH"
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(60.86 uM) (annexe Il) a été mélangee avec différents volumes d'extraits de feuilles de Citrus
a des concentrations allant de 25 a 300 ug/mL (figure 20) (Masuda et al., 1999 ;
Misuthisakul, 2007).

Le contrle négatif a été préparé en mélangeant de I'éthanol 70% avec la solution
DPPH’, et le mélange a été incubé a I'abri de la lumicre pendant 30 minutes. Les absorbances

ont ensuite été mesurées a 517 nm.

Le contrble positif a été réalisé de la méme maniére en utilisant I'acide gallique et la
quercétine (annexe I11.4) comme antioxydants de référence, a différentes concentrations (2, 4,
6, 8 et 10 pg/mL).
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Figure 19 : Activité anti-radicalaire des extraits par le test DPPH.

= La dégradation de la couleur est relative a I’activité antioxydante et donc une diminution
de I’absorbance.

= Le pourcentage de piégeage du radical DPPH" a €té calculé a partir la formule suivante :

% | = [Ao—A1/Ad] x 100

Avec :

% | : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH"
Ao : Absorbance du blanc (control négatif) en absence d’inhibiteur du radical.
A1 : Absorbance en présence de I’inhibiteur (extrait + la solution DPPH).
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La réduction du radical DPPH" est estimée en 1Cso, qui convienne a la concentration de
I’extrait qui inhibe 50% du radical DPPH".

1.4.2 Activités scavenger du radical ABTS*
#+ Principe

Le test ABTS est utilisé pour évaluer l'activité antioxydante des extraits veégétaux.
Dans ce test, le radical cation ABTS ™ est généré par l'oxydation de I’ABTS "avec un sel fort,
le persulfate de potassium (Brice et al., 2010). Le radical ABTS ™ a une coloration bleu-vert

intense.

Lorsque des extraits végétaux contenant des antioxydants sont ajoutes a la solution
contenant le radical ABTS ", ces antioxydants peuvent neutraliser le radical en captant un

proton (H"), ce qui entraine la formation d'ABTS" incolore.

NH, + SO~ ,is>> <:5\‘_’/_\\\//,50,-- NH,*
{ [ ——=N——N— I
N N
~ -
CaoHs

CoHs

ABTS : sel d’ammonium de I'acide 2,2"-azinobis—(3-éthylbenzothiazoline-6é-sulfonique)

-e_ ll § e-
NH. = SO~ o s SOs~ = NH,*
\©\ >,iN N*—< ©/
N~ N
~ 7
CaHs

CoHs
ABTS™" CHx
HO =~
. COOH
HsC o Bad = . -
CH3 Trolox
(ou antioxydant a tester donneur de H-)
CHs
NH4 + SO.= P s__ SO5~ « NH," O-
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N PL HsC o " CH3
H CoHs CaHs= CHy

Figure 20 : Réaction de stabilisation du radical ABTS™* par un antioxydant (Lien et al.,
1999).

+ Mode opératoire

i. Préparation de la solution ABTS *

Selon le protocole de Van den Berg et al. (2000), une solution d'ABTS" a 7 mM
(annexe I1) est préparée en melangeant de I'ABTS avec de 1’eau. Ensuite, une solution de

persulfate de potassium (K20sS2) (Re et al., 1999) a 2,5 mM (annexe 1) est ajoutée au
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mélange. Le persulfate de potassium agit comme un agent oxydant pour générer le radical
ABTS ™.

Une fois le mélange préparé, il est conservé a l'obscurité et a température ambiante
pendant 16 heures. Cette période permet la formation du radical ABTS " de maniére stable et
reproductible. Avant utilisation, la solution d'ABTS'* est diluée avec de l'eau distillée de
maniére a obtenir une absorbance de 0,700 + 0,020 a une longueur d'onde de 734 nm (annexe
I1). Cette étape de dilution est importante pour standardiser les conditions de mesure et assurer
une comparaison précise des activités antioxydantes des échantillons.

ii. Mesure de Pactivité

Une quantité de 1,9 ml de la solution ABTS ™ est mélangée avec 100 pl d'extrait a
des concentrations allant de 10 a 80 pg/ml. Le blanc est préparé en mélangeant 100 pl
d'éthanol 70% avec 1,9 ml de la solution ABTS " (figure 21). Aprés un temps d'incubation de
5 minutes a température ambiante et a 'ombre, les absorbances sont mesurées a 734 nm.

Le controle positif est préparé dans les mémes conditions en utilisant l'acide gallique et
la quercétine de différentes concentrations en tant qu'antioxydants standards (annexe 111.5).
Cette étape permet de comparer l'activité antioxydante des extraits de feuilles de Citrus
étudiées avec celle des antioxydants standards.

Figure 21 : Activité scavenger des extraits de feuilles de Citrus par le test ’ABTS”’.
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» Le pourcentage d’inhibition du radical ABTS'* a été estimé a partir de la formule

suivante :

% I = [Ao—A1/Ao] X 100

Avec :

% | : Pourcentage d’inhibition du radical ABTS"*
Ao : Absorbance du blanc (En absence d’extrait).
A1 : Absorbance (Extrait + ABTS™™).

L’activité scavenger du radical ABTS'* est estimée en ICso, qui convienne a la

concentration de I’extrait qui inhibe 50% du radical ABTS"*
1.4.3 Test de reduction du fer (FRAP)
+ Principe

Le test de réduction du fer ferrique est base sur la capacité d'un antioxydant réducteur a
réduire le fer ferrique (Fe®*") du complexe ferricyanure de potassium (KsFe(CN)g) en fer
ferreux (Fe?*). Cette réaction est accompagnée d'un changement de couleur, passant du jaune
(pour le fer ferrique) au bleu-vert (pour le fer ferreux) (Oyaizu, 1986 ; Amarowicz et al.,
2004).

+ Mode opératoire

Un volume de 500 ul d'extrait de feuilles de Citrus, a des concentrations comprises entre
50 et 500 pg/ml, a été mélangé avec 1 ml d'une solution tampon phosphate de pH 6,6 (annexe
I1) et 1 ml d'une solution de ferricyanure de potassium (K3Fe(CN)6) a 1% (annexe 1I). Ce
mélange a été incubé au bain-marie a 50°C pendant 20 a 30 minutes. Aprés l'incubation, 1 ml

d'acide trichloracétique a 10% (annexe 1) a été ajouté pour arréter la réaction.

Ensuite, 1 ml de ce mélange a été prélevé et mélangé avec 1 ml d'eau distillée et 200 pl

d'une solution de chlorure de fer (FeClz, 6H.0) a 0,1%. Apres une incubation de 10 minutes a
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l'obscurité et a température ambiante, I'absorbance a été mesurée & 700 nm par rapport & un
blanc ne contenant pas d'extrait.

Le contrble positif a été préparé de la méme maniére en utilisant de I'acide ascorbique a
différentes concentrations (annexe 111.5) comme antioxydant standard.

1.5 Evaluation de ’activité antibactérienne

Selon Mothana et lindequist (2005) et Mamoudi et al., (2012), I’estimation de
I’activité antibactérienne est effectuée par la méthode de diffusion de disques sur milieu

gélosé.

Pour cette étude, on a préparé deux milieux de culture a savoir la gelose nutritive et le

milieu Muller-Hinton (annexe 1V).

Tout le matériel utilisé dans cette étude a été stérilisé a ’autoclave a 121°C durant 15

minutes.

Les différents extraits de C. clementina, C. limon et C. aurantiifolia obtenus par
maceration et ultrason ont été dissous dans le diméthyle sulfoxyde (DMSQO) avec une
concentration initiale de 100mg de chaque extrait par 1ml de solution de DMSO, puis une

dilution de % a été faite a la solution mére pour obtenir une concentration de 50mg/ml.

Les souches bactériennes utilisées dans cette étude sont des souches cibles (annexe V).
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii et Staphylococcus epidermidis sont ré-
isolées sur gélose nutritive alors que Escherichia coli a été ensemencée sur milieu EMB,

Pseudomonas aeruginosa sur milieu king et Staphylococcus aureus sur chapman.

Les boites de Pétri ont été mis dans 1’étuve pendant 24 heures a 37°C, pour avoir des

colonies pures bien séparées (figure 22) (Bolou et al., 2011).
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Figure 22 : Souches bactériennes repiquées sur les milieux d’isolement (photographie

originale).

Pour préparer les suspensions bactériennes, prélever quelques colonies bien séparées
d'une culture pure de bactéries ayant poussé pendant 24 heures au moyen d’une anse de

platine stérile et les transférer dans 9 ml d'eau physiologique.

Ajustez la densité optique de I'inoculum en mesurant l'absorbance a 625 nm a l'aide d'un
spectrophotometre. L'objectif est d'obtenir une densité optique de I'ordre de 0,08 a 0,1 ; ce qui

correspond & une concentration de 107 & 102 UFC/ml.

Un ensemencement par écouvillonnage de la suspension bactérienne a été fait de haut en

bas en stries serrées a la surface de la gélose Muller-Hinton.

Les disques imprégnés de 20 pl de chaque extrait de concentration 100 et 50 mg/ml
préparés auparavant, ont été déposés sur la surface de la gélose inoculée a I’aide d’une pince

stérile.
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Les boites de pétri sont ensuite laissées pendant 2h a tempeérature ambiante pour
permettre une bonne diffusion des extraits testés avant d’étre incubées a I’étuve a 37 °C
pendant 24h.

L’activité antimicrobienne est déterminée par la mesure des zones d’inhibition apparues

autour des disques.
1.6 Analyse statistique des résultats

Toutes les données de cette ¢tude ont été présentées sous forme de moyenne + I’écart-
type des valeurs obtenues, et toutes les expériences ont été effectuées en triple et de maniere

indépendante.

Les droites d’étalonnage sont obtenues par la méthode de la régression linéaire avec
I’Excel et les concentrations d’inhibition de 50% ont été calculées par le logiciel Origin 9

version 2022.
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11.1. Taux d'extraction

Les résultats de la présente étude indiquent que les taux de rendement des extractions
par macération et par ultrasons des feuilles des trois espéces d'agrumes : Citrus clementina,
Citrus limon et Citrus aurantiifolia, en utilisant I'éthanol a 70 % comme solvant d'extraction,

varient selon l'espéce et de la méthode d'extraction appliquée, comme le montre la figure 23.

25.00%

20.00%

15.00%
10.00%
5.00%
0.00%

uCLM =mCCM CAM =mCLU =CCU CAU

Rendement d'extraction (%)

Figure 23 : Taux d'extraction par macération et ultrasons des feuilles des trois especes de

Citrus. C.C.M : Citrus clementina macération ; C.L.M : Citrus limon macération ; C.A.M : Citrus aurantiifolia

macération ; C.C.U : Citrus clementina ultrasons ; C.L.U : Citrus limon ultrasons; C.A.U : Citrus aurantiifolia

ultrasons.

Les résultats de la figure 23 montrent que les taux d'extraction par macération sont
Iégérement supérieurs a ceux obtenus par ultrasons, quelle que soit I’espéce de Citrus utilisée,
alors que les conditions d'extraction appliquées pour les deux méthodes sont les mémes en
termes de quantité de matériel végétal et de type de solvant d'extraction (20g de poudre et
200ml d'éthanol 70%).

D'autre part, il a été enregistré que C. limon présentait les meilleurs taux d'extraction
avec 19,30% avec l'extraction par macération et 17,20% avec l'extraction par ultrasons par
rapport aux autres especes étudiées, suivi par C. clementina (19,05% et 16,40% pour la
maceration et les ultrasons, respectivement). Citrus aurantiifolia, en revanche, a montré le
taux d'extraction le plus faible, que ce soit par maceération (16,70%) ou par ultrasons
(15,58%).
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Des études précédentes ont montré que le rendement maximal d'extraction par la
technique de macération est comparable a celui que nous avons obtenu. Cependant, les
résultats obtenus dans I’étude actuelle sont largement supérieurs a ceux obtenus par Khettal
et al. (2017), qui ont utilisé la méme technique d'extraction (macération) et les mémes variétés
d'agrumes, avec lutilisation du méthanol comme solvant d'extraction (5,15%, 6,70% et
12,45% pour C.limon, C.aurantiifolia et C.clementina respectivement). Alors que Rahmouni
et Yaiche (2014), ont obtenu un taux de rendement de 5,4% pour l'extraction par macération
des feuilles de C.clementina en utilisant I'éthanol, ce qui est nettement inférieur a celui obtenu

dans notre étude.

Cependant, d'autres études tendent a montrer que l'eau est le préférable solvant
d'extraction pour les feuilles de Citrus, suivi de I'éthanol et enfin du méthanol (Hachemaoui
et Oumbiche, 2013 ; Tighilet, 2013).

Effectivement, les variations des taux d'extraction des composés phénoliques peuvent
étre influencees par plusieurs facteurs comme la solubilité des composés phénoliques dans les
solvants d'extraction, les solvants utilisés et leurs degrés de purete, la méthode d'extraction, le
temps d'extraction, la taille des particules et la température (Hayat et al., 2009 ; Naczk et
Shahidi, 2004).

Dans notre cas, la variation entre les deux méthodes peut étre due au temps
d'extraction qui était de 24h pour la macération et 20min pour les ultrasons, a la température
utilisé pour I’extraction qui était une température ambiante dans le cas de la macération, qui
de préserve les substances thermosensibles, contrairement aux ultrasons ou on a utilisé une
température de 40°C. Cette différence peut étre due également a 1’utilisation, dans le cas de la
macération, de ’agitation est qui assure 'homogénéité du milieu et maintient les particules

végétales en suspension.
11.2. Dosages colorimétriques des extraits des feuilles d’agrumes
11.2.1 Dosage des phénols totaux

L'analyse quantitative des polyphénols totaux a été réalisée en utilisant une équation de
régression linéaire basée sur une courbe d'étalonnage. L'équation spécifique utilisée pour cette

étude était y = 0,0054x - 0,0358, l'acide gallique utilisé comme étalon de référence. Le
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coefficient de détermination (R?) de cette équation était de 0,9913, indiquant un ajustement

satisfaisant des données a la courbe d'étalonnage.
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Figure 24 : Teneurs en polyphénols totaux des différents extraits de feuilles de Citrus. Les

résultats sont la moyenne de trois essais. Les barres verticales représentent les écarts-types. C.C.M : Citrus
clementina macération ; C.L.M : Citrus limon macération ; C.A.M : Citrus aurantiifolia macération ; C.C.U :

Citrus clementina ultrasons ; C.L.U : Citrus limon ultrasons ; C.A.U : Citrus aurantiifolia ultrasons.

Les résultats ci-dessus (figure 24) montrent que la teneur en polyphénols des extraits

obtenus par macération est plus supérieure que celle des extraits obtenus par ultrasons.

La clémentine est lI'espece la plus riche en ces composeés, quelle que soit la méthode
d'extraction appliquée, avec un taux de 137,54 + 3,87mg EAG/g MS pour I'extrait par
maceration et 114,47+6,63mg EAG/g MS pour I'extrait par ultrasons. D'autre part, I'espéce
C.aurantiifolia a donné la teneur la plus faible avec 104,88+5,68 mg EAG/g MS et
96,49+3,14 mg EAG/g MS pour lextrait par macération et I'extrait par ultrasons

respectivement.

Les résultats obtenus dans notre étude sont supérieurs a ceux obtenus par Khettal et al.
(2017) qui montrent que les teneurs en phénols pour les trois especes étudiées varient de
3,83mg EAG/g MS a 11,67mg EAG/g MS pour les extraits méthanoliques et de 98,06 mg
EAG/g MS a 125,28 mg EAG/g MS pour les extrais agueux. De méme que celles rapportées
par Muthiah et al (2012), qui ont travaillé sur trois autres espéces, C. aurantium, C. limetta et
C.limon (entre 07,39 et 33,05 mg/g).
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Par ailleurs, I’espéce C.aurantiifolia a donné la teneur plus faible avec 104,88+5,68mg
EAG/g MS et 96,49+3,14mg EAG/g MS respectivement pour la macération et 1’ultrason.

Différents facteurs peuvent influencer la teneur de ces composés dans les extraits
végetaux. En effet, des études antérieures ont montré que les facteurs extrinseéques (facteurs
climatiques et géographiques), les facteurs génétiques, la maturité des plantes et la durée de
stockage ainsi que la partie de la plante utilisée ont une forte influence sur la teneur en
composés phénoliques (Ganga et Mosase, 2001). Mais aussi la composition des extraits,
notamment la présence de certains groupes chimiques (acides organiques, acide ascorbique,
sucres, amines aromatiques), qui peuvent encore réagir avec le réactif de Folin-Ciocalteu
(Abd Ghafar et al., 2010).

11.2.2 Dosage des flavonoides

Le taux de flavonoides des extraits de feuilles de Citrus a été déterminé a l'aide de la
méthode au trichlorure daluminium. Une courbe détalonnage a été établie en utilisant la
quercétine comme flavonoide de référence (annexe 111.2) L'équation de régression linéaire
obtenue était y = 0,0408x. Le coefficient de détermination (R2) de cette équation était de 0,99,
indiquant une bonne corrélation entre les réponses mesurées et les concentrations en

flavonoides.

Teneur en flavonoides
(mg EQ/g MS)
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Figure 25 : Teneur en flavonoides des extraits éthanoliques des feuilles d’agrumes. Les

résultats sont la moyenne de trois essais. Les barres verticales représentent les écarts-types .C.C.M : Citrus
clementina macération ; C.L.M : Citrus limon macération ; C.A.M : Citrus aurantiifolia macération ; C.C.U :

Citrus clementina ultrasons ; C.L.U : Citrus limon ultrasons ; C.A.U : Citrus aurantiifolia ultrasons.
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Les résultats de ce test montrent que la teneur totale en flavonoides varie
considérablement entre les différents extraits. Les extraits obtenus par la méthode de
macération ont enregistré la teneur en flavonoides la plus élevée par rapport a ceux obtenus

par ultrasons.

L'espéce C.aurantiifolia a la teneur en flavonoides la plus grande pour les deux
méthodes d'extraction (avec 8,28 + 0,26 et 6,61+0,81 mg EQ/g MS pour la macération et les

ultrasons, respectivement).

Dans la méthode d'extraction par macération, les teneurs en flavonoides de C.
aurantiifolia et C.clementina sont trés proches (8,28+0,26 et 8,27+0,42 mg EQ/g MS), tandis
que C. limon a la teneur la plus faible avec 7,56+0,05 mg EQ/g MS. En ce qui concerne la
teneur en flavonoides des extraits ultrasoniques, C.clementina a la plus faible teneur en
flavonoides (6,20+0,13 mg EQ/g MS), tandis que C.aurantiifolia est proche de C.limon
(6,61+0,81 et 6,53+0,34 mg EQ/g MS).

Par rapport aux résultats obtenus par Khettal et al. (2016), qui ont utilisé le méthanol
comme solvant d'extraction, nous notons que les teneurs en flavonoides de nos extraits
éthanoliques, qui varient de 7,56 mg EQ/g MS a 8,28 mg EQ/g MS pour les 3 espéces
étudiees, sont plus élevées (2,72 a 7,99 mg EQ/g MS).

En revanche, les résultats obtenus par Rahmouni et Yaiche (2014), qui ont utilisé la
catéchine comme flavonoide de référence, montrent que la teneur en flavonoides des especes
de C.clementina (2,014 mg EQ/g MS) est inférieure a celle obtenue dans notre étude (8,27 mg
EQ/g MS).

Comme mentionné précédemment, en comparant avec les études antérieures,
I'extraction aqueuse donne une meilleure teneur en flavonoides suivie de I'extraction
éthanolique et enfin méthanolique quelle que soit l'espéce étudiée (Khettal et al., 2017 ;
Tighilet, 2013).

Quelle que soit l'espéce étudiée et la méthode d’extraction utilisée, il parait que les
flavonoides dans nos extraits ne sont pas les polyphénols majoritaires. En effet, d'aprés les
résultats du dosage, le rapport entre les polyphénols totaux et les flavonoides est inférieur a
0,07 (figure 26). Ce résultat est plus au moins en accord avec ceux montré par Khettal et al.
(2017) et Menichini et al., (2011).
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Ces résultats dépendent de plusieurs facteurs tels que, la maturité des feuilles, leurs
stades d’évolution et de la polarité des solvants utilises comme rapportés par Hamia et al.
(2014), mais egalement de la concentration du solvant, la ration solide-liquide et le temps
d’extraction (Taibi et Roudjane, 2022).
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Figure 26 : Teneur en polyphénols (mg EAG/g MS) et flavonoides (mg EQ/g MS) des

extraits des feuilles de Citrus. Les valeurs sont exprimées par la moyenne de trois essais (n=3). Les barres

verticales représentent les écartypes.
11.2.3 Dosage des flavonols

La teneur en flavonols des extraits a été déterminée en utilisant la méthode d'acétate de
sodium. Une courbe d'étalonnage a été établie en utilisant la quercétine comme flavonol de
référence (annexe 111.3). L'équation de régression linéaire obtenue était y = 0,0159x + 0,099.
Le coefficient de détermination (R2) de cette équation était de 0,99, ce qui indique une bonne
corrélation entre les réponses mesurées et les concentrations en flavonols. Les résultats du

dosage des flavonols sont présentés dans la figure 27.
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Figure 27 : Teneurs en flavonols des six extraits des feuilles de Citrus, obtenus par
macération et ultrasons. Les résultats sont la moyenne de 3 essais. Les barres verticales

indiquent les écarts-types. C.C.M : Citrus clementina macération ; C.L.M : Citrus limon macération ;

C.A.M : Citrus aurantiifolia macération ; C.C.U : Citrus clementina ultrasons ; C.L.U : Citrus limon ultrasons ;

C.A.U : Citrus aurantiifolia ultrasons.

Les résultats du dosage des flavonols indiquent que les extraits de macération
contiennent des niveaux plus élevés de flavonols que ceux obtenus par la méthode aux
ultrasons.

Dans le cas de l'ultrason, I'extrait de C.clementina a montré la teneur en flavonols la
plus élevée avec 9,50+1,18 mg EQ/g MS, suivi par C.limon et C.aurantiifolia avec 8,16+0,45
et 7,19+0,45 mg EQ/g MS, respectivement. Alors que dans le cas de I'extraction par
maceration, les teneurs en flavonols sont proches entre les trois especes étudiées (1,55+1,01 ;
11,21+1,20 et 10,40+0,28 mg EQ/g MS, respectivement pour C. limon, C.aurantiifolia et
C.clementina).

Cette variation dans la teneur en flavonols dépend de I’espéce, le type du solvant
utilisé, la méthode d’extraction et les conditions opératoires. Cependant, il est difficile de
comparer ces résultats avec les données bibliographiques a cause de la diversité des
paramétres (méthodes et temps d’extraction, ration solide-liquide, concentration du solvant)

qui influencent les taux des flavonols pour une méme espéce végétale.
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11.2.4 Dosage des composés liposolubles

La détermination des pigments liposolubles (caroténoides, lycopene et chlorophylle)
dans les feuilles de Citrus étudiées (figure 28) a montré que la chlorophylle (a) est le composé
le plus dominant dans les trois espéces par rapport aux autres pigments, en particulier chez C.
limon ou elle est présente & une concentration de 70,62 + 2,86 mg/g MS. C.clementina a la
teneur la plus faible des trois especes (53,60 + 2,84 mg/g MS).

Le lycopene, quant a lui, est le deuxiéme pigment liposoluble le plus abondant, avec
55,36 + 2,52 mg/g MS chez C.aurantiifolia, 52,78 + 1,22 mg/g MS chez C.limon et 40,89 +
2,77 mg/g MS chez C.clementina. La chlorophylle b est le pigment liposoluble le moins

abondant dans nos extraits.

Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par Tighilet et al. (2022), qui ont
révélé que la chlorophylle a et le lycopéne sont les deux pigments lipo-solubles les plus

abondants dans les extraits de rameaux des espéces de Retama.

La présence de chlorophylles en quantité importante dans les feuilles de différentes
espéces d'agrumes suggére un réle dans le phénoméne de photosynthése (Quezel et Santa,
1962).
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Figure 28 : Teneurs en composeés liposolubles chez les trois feuilles de Citrus

étudiées. Les résultats sont la moyenne de 3 essais. Les barres verticales représentent les écartypes.
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Les composés liposolubles sont connus pour jouer un réle important dans la lutte de
l'organisme contre de nombreuses maladies grace a leurs propriétés antioxydantes, qui
peuvent réduire le risque de maladies causées par les radicaux libres, telles que les maladies

cardiaques ou certaines tumeurs (Barros et al., 2013).

En effet, la chlorophylle est connue pour contribuer a protéger les membranes des
mitochondries des dommages oxydatifs causés par certains radicaux libres, en empéchant la

peroxydation des lipides (Lecerf et al., 2004).

Les variations de la teneur en antioxydants des extraits d'agrumes peuvent étre dues a
des modifications des paramétres expérimentaux, a savoir la méthode d'extraction, les
conditions de récolte, la nature du solvant utilisé et l'intervention d'autres groupes chimiques

(Shahidi, 2004)
11.3. Estimation de I’activité antioxydante
11.3.1 Activité scavenging du radical DPPH

Pour évaluer I'efficacité de nos extraits a piéger le radical DPPH, nous avons fait réagir
la solution de DPPH fraichement préparée avec les différents extraits de feuilles d'agrumes.
Aprés 30 minutes d'incubation, nous avons remarqué qu'il y avait une modification de couleur
du violet au jaune dans tous les extraits, ce changement de couleur indique la réduction de

DPPH" et que nos extraits présentent un effet de piégeage du radical DPPH.

L’estimation de ’activité scavenger de nos six extraits est représentée dans la figure 29.
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Figure 29 : Courbes d'activité scavenging du radical DPPH"des extraits de Citrus obtenus par

macération et ultrasons.
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Les résultats obtenus montrent que les extraits de feuilles de C. limon, C. clementina et
C. aurantiifolia obtenus par macération et ultrason, présentent un pouvoir piégeur du radical
DPPH" avec des pourcentages varient de 7,52% a 39,82% pour une concentration de 50pg/mi
d’extrait. Cette activité reste assez moindre a celle obtenue avec I’acide gallique ou la
quercétine qui montrent un pouvoir anti-radicalaire du DPPH" dépassant les 70% pour une
concentration de 10pg/ml (annexe 111.4).

Pour évaluer I’activité antioxydante du radical DPPH" des extraits d’agrumes, les 1Cso
(concentration qui inhibe 50% du radical libre DPPH") ont été calculées par le logiciel Origin
9 version 2022 (tableau VI).

Tableau VI : Concentrations inhibitrices de 50% du radical DPPH" des extraits de Citrus

étudiés.

Extraits de I1Cso (g/ml)

feuilles de Citrus Macération Ultrasons
C. clementina 166,6+ 11,03 150,7+£ 9,2
C. aurantiifolia 188,0345,49 197,6 + 8,49
C. limon 89,8+ 3,84 147,45+ 7,57

Les résultats ci-dessus, montrent que 1’extrait de C.limon présente une meilleure
aptitude antioxydante vis-a-vis le radical DPPH" avec une concentration inhibitrice de
89,375+£3,84 pg/ml pour la macération et 147,45+7,57ug/ml pour 1’ultrason, suivi du
C.clementina avec des concentrations de 150,70+ 9,20 pg/ml et 166,60+11,03 pg/ml pour

I’extrait obtenu par ultrason et macération respectivement.

L’activité la plus faible a été observée dans 1’extrait de C.aurantiifolia obtenu par

ultrasons qui présente la concentration inhibitrice la plus élevée avec 197,60+8,49 pg/ml.

En général, D’efficacité anti-radicalaire des extraits obtenus par macération est
Iégerement améliorée par rapport a celle des extraits obtenus par ultrason avec une moyenne

de (148ug/ml et 165,25ug/ml) pour les extraits de macération et ultrason respectivement.

Il est a noter qu’ICso est inversement lié & la capacité antioxydant de compose. La ICsp
la plus petite évalue la meilleure activité antioxydante d’un composé (Kelebek et al., 2009).

Pour la méme variété végétale, la variation des résultats de ’activité scavenger du DPPH"
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entre les extraits de maceération et ultrason, peut s'expliquer par le degré de maturation des

feuilles mais aussi par la méthode d’extraction appliquée (Xu et al., 2008).

La différence de pouvoir réducteur du radical DPPH" par les extraits de différentes
espéces de Citrus est du possiblement a la variation de composition de ces espéces en
antioxydants principalement les composés phénoliques (Pooter et Schamp, 1986), qui sont
considérés comme de bons donneurs d’électrons et d’hydrogénes. C’est le cas des espéces de
C.limon et C.clementina qui montrent déja des teneurs élevées et proches en polyphénols,
c’est pour cette raison ils ont présenté les meilleures capacités antioxydantes vis-a-vis le
radical DPPH".

11.3.2 Test du radical ABTS"*

D’apres les résultats obtenus de ce test, on a remarqué qu’il y’a une dégradation de
couleur avec 1’augmentation des concentrations des extraits. Cette dégradation indique la

réduction de ’ABTS et que nos extraits présentent un effet scavenger du radical ABTS ™.

Les résultats de I’activité antiradicalaire des extraits de feuilles sont exprimés en

pourcentage d’inhibition de I’ABTS ™ par rapport aux différentes concentrations des extraits.

L’¢évaluation de I’activité scavenger de nos six extraits ainsi que celle d’antioxydants de
référence utilisés (acide gallique et quercétine) est représentée dans le tableau VII et (annexe

I11.5) respectivement.

Pour estimer I’activité antioxydante du radical ABTS " des extraits de Citrus, les 1Cso
(concentration qui inhibe 50% du radical ABTS ") ont été calculées par le logiciel Origin 9
version 2022 (Tableau VII).

Tableau VII : Activité antioxydante des extraits de feuilles de Citrus par le test ABTS.

Extraits Pourcentage d’inhibition(%) pour 20 pg/ml 1Cso (Hg/ml)
C.CM 22,86 46,1+0,071
C.CU 40,88 26,72+1,33
C.LM 30,19 37,85%4,53
C.LU 28,78 41,53%3,65
C.AM 19,86 63,05%1,20
C.AU 26,41 43,03+1,87
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Les résultats obtenus montrent que les extraits de feuilles de C. limon, C. clementina et
C. aurantiifolia obtenus par macération et ultrason, présentent un pouvoir piégeur du radical
ABTS ™ avec des pourcentages varient de 19,86% a 40,88% pour une concentration de 20
pg/ml d’extrait. Cette activité reste assez inférieure a celle obtenue avec I’acide gallique ou la
quercétine qui présentent un pouvoir piégeur d’ABTS " dépassant 60% et 80% pour une
concentration de 7pg/ml de la quercétine et I’acide gallique respectivement (annexe 111.5).

Le tableau VII montre que ’extrait de C. clementina obtenu par ultrason (CLU) présente
une meilleure capacité antioxydante vis-a-vis le radical ABTS* avec une concentration
inhibitrice de 26,72+1,33ug/ml suivi par ’extrait C.limon obtenu par macération (C.L.M)
avec une ICso de 37,85+4,53 pg/ml.

L’activité la plus faible a été observée dans ’extrait de C.aurantifolia obtenu par
macération (C.A.M) qui présente la concentration inhibitrice la plus élevée avec 63,05+1,20

pg/ml.

L’activité anti-radicalaire des extraits obtenus par ultrason est légerement meilleure par
rapport a celle des extraits obtenus par macération avec une moyenne de (37,09 pug/ml et 49

pa/ml) pour les extraits de 1’ultrason et macération respectivement.

Des travaux montrant que les composés phénoliques spécialement les flavonoides sont
impliqués dans D’activité anti-radicalaire. Floegel et al. (2011) ont montré une relation
positive entre l'activité de piégeage du radical cationique ABTS ™ et la teneur en composés

phénoliques, ce qui est en plein accord avec nos résultats.

Dans le cas de I’extraction par ultrason, ’extrait C.clementina présente une meilleure
activité anti-radicalaire, cela s’exprime par leur richesse en composés phénoliques (figure 24)
notamment les flavonols (figure 27) suivi par C.limon et enfin C.aurantifolia. Cette derniére a
montré la plus faible teneur en phénols totaux et en flavonols, donc une faible activité

scavenging du radical ABTS ™

Bien que les polyphénols soient les composés qui effectuent la majeure partie de
l'activité antioxydante, il convient de noter que l'activité antioxydante obtenue peut étre
affectée par des composés non phénoliques tels que les sucres, les lipides et la chlorophylle.
Heim et al. (2002) ont montré que les groupes hydroxyles des polyphénols et flavonoides

jouent un réle important dans le pouvoir antioxydant.
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11.3.3 Test de réduction du fer

Apres environ 30minutes d’incubation de la solution ferricyanure de potassium-extrait,
on a remarqué qu’il y’avait un virage de couleur du jaune vers le bleu-vert avec
I’augmentation des concentrations des extraits. Ce changement de couleur indique que les
antioxydants presents dans les extraits ont réduit le fer ferrique en fer ferreux. L’intensité de
la couleur dépend du pouvoir réducteur des composés présents dans le milieu réactionnel
(Zou et al., 2004).

Les résultats de 1’évaluation du pouvoir réducteur des extraits et celui du standard sont

illustrés dans la figure 30.

Pour une méme concentration d'extraits obtenus par macération et ultrason (50 pg/ml),
I’activité FRAP des extraits de Citrus evaluée par le changement des absorbances a 700 nm
est clairement inférieure a celle du standard avec I’acide ascorbique. De plus, il est important
de noter que l'activité réductrice de fer dépend de la concentration de I’extrait, plus la

concentration est élevé plus le pouvoir réducteur augmente.
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Figure 30 : Potentiel réducteur des extraits de macération et ultrasons des feuilles de

Citrus a une concentration de 50 pg/ml et du standard (Acide ascorbique) a 10 pg/ml. Les

valeurs sont exprimées par la moyenne de trois essais (n=3). Les barres verticales représentent les écartypes.
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Selon les résultats ci-dessus (figure 30), le pouvoir réducteur des extraits de Citrus
obtenus par maceération sont classées comme suite : C.limon (0,178+0,00) > C.clementina
(0,17+0,01) >C.aurantiifolia (0,13+0,00). Alors que la capacité réductrice des extraits obtenus
par ultrason montre que C.aurantiifolia a le pouvoir le plus grand (0,175+0,01) suivi par
C.clementina (0,164+0,01) et enfin C.limon avec (0,16+0,00).

La capacité réductrice peut-étre due a la nature des antioxydants présents dans chaque
extrait, au lieu et au moment de la récolte, aux facteurs environnementaux, aux conditions et

méthodes d'extraction et a la polarité du solvant utilisé.
I1.4. Evaluation de I’activité antibactérienne

L’activité antimicrobienne des différents extraits obtenus par ultrason et macération
sont déterminées par la technique de diffusion sur gélose Muller-Hinton, qui a été estimée en
termes de diamétre de la zone d’inhibition autour des disques contenant les extraits a tester

vis-a-vis de six souches bactériennes.

La souche cible sera qualifiée de résistante (-) pour les diamétres moins de 8 mm,
sensible (+) pour des diaméetres de 8 a 14 mm (Himed, 2014).

Figure 31: Activité antimicrobienne des extraits de feuilles d’agrumes aprés 24h d'incubation.
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D’aprés les résultats montrés dans la figure 31, aucune zone d’inhibition n’est apparue sur

les six boites de pétri.

Les extraits des feuilles d’agrumes testés (C.L.M, C.C.M, CAM, C.L.U, C.C.U, et

C.A.U) n’ont donc pas d’effets sur les souches bactériennes.

Des études ont montré que les polyphénols et flavonoides présents dans les extraits de
feuilles, sont capables de se lier a certaines protéines et enzymes de la bactérie en altérant
1’équilibre enzymatique, du fait de leur richesse en groupements phénoliques (Ozawa et al.,
1987), et comme la cible principale de ces composés naturels est la membrane bactérienne des

germes, ils rendent la membrane perméable, effet précurseur de leur mort (Rhayour, 2002).

L’absence des zones d’inhibition autour des disques indique que les bactéries n’ont pas
subi de lyse cellulaire, ce qui signifie que les principes actifs présents dans nos extraits
peuvent ne pas avoir etée immobilisés sur la membrane bactérienne, ou qu'ils peuvent ne pas

étre présents en quantité suffisante pour provoquer la mort bactérienne.

Le manque d'activité de nos extraits peut étre da a plusieurs facteurs, notamment au
fait que nos extraits n'ont pas eu d'effet sur les souches étudiées, ou que le milieu gélosé
utilisé ne permettait pas une bonne diffusion des molécules bioactives contenues dans nos

extraits.
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Conclusion

Conclusion et perspectives

Les agrumes sont une précieuse source de nutriments qui aident au bon

fonctionnement de notre corps grace aux substances bioactives qu’ils contiennent.

Cette étude a pour objectif d'effectuer une évaluation qualitative et quantitative de
différentes classes de composés phénoliques dans les feuilles de trois variétés de Citrus
récoltées dans la Wilaya de Béjaia. Nous avons également étudié leur activité antioxydante et

antimicrobienne.

Pour atteindre ces objectifs, nous avons utilisé I’extraction par macération a
température ambiante et sous agitation ainsi que I’extraction assistée par ultrasons en utilisant
de I'¢thanol comme solvant. Nous avons observé que I’extrait de Citrus limon présente le

meilleur rendement d’extraction quelle que soit la méthode d’extraction utilisée.

Les différents donnés obtenues sont révélées la présence de diverses catégories de
composés phénoliques ainsi que de composes liposolubles dans les extraits de feuilles de
Citrus. Les taux de ces composés varient d'un extrait a l'autre, cela signifie que la méthode

d'extraction affecte progressivement leur concentration.

La mesure de la capacité antioxydante de nos extraits de feuilles par les techniques de
DPPH, ABTS et FRAP a montré une dépendance a la méthode d'extraction. Ainsi, pour

chaque test, un extrait s'est révélé supérieur aux autres en terme de pouvoir antioxydant.

Pour I’évaluation des pouvoirs antibactériens, aucun des six extraits n'a montré d'effet

sur les souches bactériennes testées, malgré les différentes concentrations utilisées.

En résumé, cette étude révele que les feuilles de Citrus limon, Citrus aurantifolia et
Citrus clementina sont d'excellentes sources de composés phénoliques avec une bonne
capacité antioxydante. Ces composes pourraient potentiellement étre utilisés comme
alternatives a la conservation des aliments, ou dans le domaine pharmacologique pour se

protéger contre les radicaux libres qui conduisent au développement de diverses pathologies.

Il convient de souligner que la majorité des recherches sur les propriétés biologiques
(activité antioxydante, antibactérienne, anti-inflammatoire et antidiabétique) des feuilles

d'agrumes sont également préliminaires et demandent des études plus poussées in vitro ou
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encore in vivo. De plus, l'usage des feuilles d'agrumes a des fins curatives doit étre encadré
par des spécialistes de la santé, étant donné que la concentration et la préparation des extraits

peuvent changer et nécessitent une utilisation adequate.
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Annexe | : Matériels non biologique

Appareillage Verreries et autres Réactifs et solutions
Etuve d’incubation | Béchers Ethanol et Méthanol
Balance de Entonnoir Carbonate de sodium (Na2CO:s)
précision.

Réfrigérant

Eprouvette graduée

Trichlorure d’aluminium (AIClz)

Spectrophotométre Fioles Acide 2,2’-azino-bis (acide 3- '
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS ™)

Moulin a café Tubes a essais Quercétine, Acide gallique

Bain marie Barreau magneétique | Folin-Ciocalteu (0.1N)

Tamiseur Portoir a tubes Persulfate de potassium (K20sSz>)

Autoclave Spatule 2,2-diphényle-1- picrylhydrazyl (DPPH)

pH metre Pipettes graduées Acide Ascorbique

Agitateur Boites de pétri Acétate de sodium (C2HsNaOy)

Bain ultrasons Ecouvillons Chlorure ferrique (FeClz)

Plague chauffante

Pipettes Pasteur

Ferricyanure de potassium (K2Fe(CN)e

Plaque agitatrice

Acide trichloracétique TCA (C2HCI30)

Diméthyle sulfoxyde (DMSO)

Figure: Bain marie.

Figure: Balance de precision.
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Figure : Spectrophotométre UV/Vis. Figure: Etuve de séchage microbiologique.

Annexe Il : Préparation des solutions

4+ Solution de ’acide gallique

» Dissoudre 1 mg d’acide gallique dans un volume de 1ml d’éthanol a 70%.
4+ Solution de Carbonate de sodium a 6%

» Dissoudre 6g de Na,COs dans 100 ml de I'eau distillée.
#+ Solution de Folin-Ciocalteu a 0,1N

> Ajouter 5 ml du réactif Folin-Ciocalteu dans 45 ml d’eau distillée.
<+ Solution de Quercétine

» Dissoudre 1 mg de quercétine dans 1ml d’éthanol 70%.
4+ Solution de Trichlorure d’aluminium a 2%

» Dissoudre 2g d’AlCl3 dans 100 ml de I'eau distillée.
4+ Solution d’acétate de sodium a 5%

» Dissoudre 5g d’acétate de sodium dans 100ml de I’eau distillée
#+ Solution de ferricyanure de potassium (KszFe(CN)s) a 1%

» Dissoudre 1g de ferricyanure de potassium dans 100ml de 1’eau distillée
#+ Solution d’acide trichloracétique a 10%.

» Dissoudre 10g d’acide trichloracétique dans 100ml de I’eau distillée
*+ Solution radical ABTS™

» Meélanger une solution de 7 mM d'ABTS (36mg ABTS en poudre + 10ml eau distillée)

avec une solution de 2,5 mM du persulfate de potassium (K20sS;) (6,6mg du
persulfate + 10ml eau distillée). La solution ABTS " a ensuite été stockée a ’abri de la
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lumiére et a température ambiante pendant 16 heures, puis diluée avec de l'eau
distillée pour obtenir une DO de 0,700 £ 0,02 & 734 nm.

+ Solution de DPPH

» Mélanger dans un Bécher 2.4 mg de DPPH avec 100 ml de méthanol. Le mélange est

maintenu sous agitation continue pendant une heure aprés enrobage par le papier

aluminium.

4+ Solution tampon phosphate a pH=6,6

> Solution de di-hydrogénophosphate de potassium NaH2POs : 2,4 g/100 ml d’eau

distillée.

> Solution de di-sodium hydrogénophosphate : NazHPOs : 2,84 g/100 ml d’eau distillée.
» Mélanger 50 ml Na,HPO4 avec 50 ml NaH2POg, jusqu'a 6,6.

Annexe I11.1 : Courbe d'étalonnage pour le dosage des polyphénols.

0.6

0.5

0.4

0.3

Absorbance a 765 nm

0.2

0.1

y = 0,0054x - 0,0358 .
R2=0,9913
."‘..
e
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Concentration de I'acide gallique (ug/ml)
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Annexe 111.2 : Courbe d'étalonnage pour le dosage des flavonoides.

Absorbance a 415nm

1.4

1.2

0.8

0.6

0.4

0.2

y = 0,0408x
Rz =0,99

Consentration de la quercetine (pg/ml)

T T T T T 1

10 15 20 25 30 35

Annexe 111.3 : Courbe d'étalonnage pour le dosage des flavonols.

Absorbance a 440nm
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0.8

0.6

0.4

0.2

y =0,0159x + 0,099
R2=0,992
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Annexe I11.4 : Courbe d'activité scavenging du radical DPPH des standards (Querceétine et

I’Acide Gallique).

90

80

— .

70

o

60
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// —— Acide gallique

40
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30

20
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Annexe I11.5 : Courbe d'activité scavenging du radical ABTS des standards (Quercétine et

I’ Acide Gallique).
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Annexe 111.6 : Courbe d'étalonnage de ’acide ascorbique pour le pouvoir réducteur.

0.18 +

0.16 - y =0.015x + 0.012
R?=0.9912

0.14 -
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Annexe IV : Préparation des milieux de culture.

+ Gélose nutritive
» Dissoudre 28g de poudre de la gélose nutritive dans un litre d’eau distillée.
» Faire bouillir avec agitation jusqu’a la dissolution compléte, puis auto-claver pendant

15 minutes a 121°C et finalement couler le milieu dans les boites de Pétri.

+ Milieu Muller-Hinton
» Dissoudre 38g de la poudre MH dans un litre d’eau distillée.
» Faire bouillir avec agitation jusqu’a la dissolution compléte, puis auto-claver pendant

15 minutes a 121°C et finalement couler le milieu dans les boites de Pétri.
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Annexe V : Souches bactériennes cibles.

S1

Sy

S3

S4

Ss

Se

Souche cible

Pseudomonas

aeruginosa

Acinetobacter

baumannii

Staphylococcus
aureus résistante a la
méticilline (SARM)

Staphylococcus

epidermidis

Klebsiella

pneumoniae

Escherichia coli

ATCC

ATCC
6633

ATCC
610

ATCC
43300

Clinical

Sample

Souche de

laboratoire

ATCC
25922

pathogénicité

Pathogéne

Pathogéne

Pathogéne

Pathogéne

Pathogene

(Pneumonie)

Pathogene

Antibiorésistance

Imipeneme, Amikacine

B lactame, Imipeneme,

Amikacine

Méticilline

Oxacilline, erythromycine,

clindamycine et mupirocine

Quinolones, piperacilline-

tazobactam

Béta-lactames



Résumé

Les agrumes, parmi les plantes qui occupent une place trés importante que ce soit au niveau mondial
ou en Algérie. IIs ont servi de pharmacothéque naturelle pour I’homme, en vu de leurs propriétés
thérapeutiques. Dans notre travail, les extraits éthanoliques des feuilles de C. limon, C. clementina et
C.aurantiifolia obtenus par deux méthodes différentes a savoir la macération et I’ultrason ont été étudiés
pour déterminer leur contenu en substances bioactives. En premier lieu, une étude quantitative a été réalisée,
par un dosage des composés phénoliques (polyphénols totaux, flavonoides et flavonols) et des pigments
liposolublesdes extraits de feuilles de trois especes de Citrus.Ainsi que, I’évaluation de leurs activités
antioxydantes (effet scavenger du radical DPPH, ABTS et le pouvoir réducteur) et antibactériennes par la
méthode de diffusion des disques. D’apreés les résultats obtenus, les extraits de Citrus clementina sont les
plus riches en polyphénols quelle que soit la méthode d’extraction utilisée. Tandis que 1’extrait obtenu par
ultrason de cette espéce est le plus riche en flavonols contrairement a la macération. Les extrais de Citrus
aurantiifolia enregistrent la teneur la plus élevee en flavonoidespour les deux méthodes d’extractions.
Concernant le dosage des composés liposolubles dans les feuilles de Citrus étudiées, a montré que la
chlorophylle (a) est le composé le plus dominant dans les trois especes par rapport aux autres pigments. Les
résultats de ’activité antioxydante indiquent que le pouvoir antioxydant differe d’un test a un autre et il
dépend de la méthode d’extraction appliquée. Enfin, I’activité antibactérienne s’est avérée négative pour
toutes les espéces et avec toutes les souches bactériennes testées, cela peut étre due a I'inefficacité des
composeés bioactifs de nos extraits vis-a-vis les bactéries.

Mots clés : Citrus, activité antioxydante, composés phénoliques, activité antibactérienne.

Summary

Citrus is one of the most important plants in the world, as well as in Algeria. They have served as a
natural pharmacotherapeutic for mankind, thanks to their therapeutic properties. In our work, ethanolic
extracts of C. limon, C. clementina and C. aurantiifolia leaves obtained by two different methods, namely
maceration and ultrasound, were studied to determine their content in bioactive substances. Firstly, a
quantitative study was carried out, by assaying phenolic compounds (total polyphenols, flavonoids and
flavonols) and fat-soluble pigments in leaf extracts from three Citrus species. Their antioxidant (DPPH
radical scavenger effect, ABTS and reducing power) and antibacterial activities were assessed using the disk
diffusion method. According to the results obtained, Citrus clementina extracts are the richest in polyphenols
whatever the extraction method used. In contrast to maceration, the extract obtained by ultrasound from this
species is the richest in flavonols. Extracts from Citrus aurantiifolia recorded the highest flavonoid content
for both extraction methods. The analysis of fat-soluble compounds in Citrus leaves showed that chlorophyll
(@) was the most dominant compound in all three species, compared with other pigments. Antioxidant
activity results indicate that antioxidant power differs from one test to another and depends on the extraction
method applied. Finally, antibacterial activity was negative for all species and with all bacterial strains
tested, which may be due to the ineffectiveness of the bioactive compounds in our extracts against bacteria.

Key words: Citrus, antioxidant activity, phenolic compounds, antibacterial activity.
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