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Introduction

Introduction

Les agrumes sont le principal genre dans la famille des Rutaceae (Turner, 2013). Et
I’agrumiculture constitue le plus grand secteur de production de fruits dans le monde, avec plus de
90 millions de tonnes pour la compagne 2016/2017, ou 1’ Algérie occupe la 4°™ position dans la
région Méditerranéenne (FAQO,2016). Cette production se décline essentiellement en 4 catégories

: citron, mandarine, pamplemousse et orange (FAO,2016).

L’Algérie détient aussi une collection variable composée de 256 variétés d’agrumes, ce qui
représente un patrimoine génétique inestimable (Larbi et al., 2007). Ce secteur en Algérie joue un

role clé en termes économiques (Schimmenti ez al., 2013).

Les agrumes sont principalement consommés frais ou sous forme de jus en raison de leur valeur
nutritionnelle et de leur saveur particuliere (Ghafar et al., 2010). Cependant, de grandes quantités
de sous produits sont produites (55% du poids des produits). Ils sont constitués d'écorces, des
pépins restant apres 'extraction du jus et constituent un sérieux probléme environnemental pour

leur élimination (Moulehiet al., 2012).

Parmi les agrumes les plus recherché par le consommateur, citant le genre Citrus (Citrus
aurantium) trés souvent utilisée a des fins médicinales en raison des divers composés bioactifs
qu’il contient. Les parties les plus utilisées a sont I'écorce du fruit, les fleurs et les feuilles (Sarrou,
2013). En outre, Les fruits immatures sont parfois marinés ou utilisés comme condiment, tandis
que la peau du Citrus aurantium contient du limonene, principal constituant de 1'huile essentielle,
des polyphénols tels que des flavonoides, des hespéridines et des néohespéridines (Sarrou, 2013).
A cet égard, les polyphénols sont des agents réducteurs associés a d'autres agents réducteurs
alimentaires tels que la vitamine C, la vitamine E et les caroténoides, ils protegent les tissus de
'organisme contre le stress oxydatif, ils sont communément appelés antioxydants (Scalbert ez al.

2000).

Une deuxiéme espece trés prisée est trés populaire ; la mandarine « Citrus reticulata Blanco » trés
largement utilisées comme médicament par les chinois pendant une longue période en raison de
leur activité pharmacologique, une faible toxicité et des faibles couts (Mukharet al., 2005; Li et

al., 2006). Les déchets de mandarine (Citrus reticulata blanco) sont une source riche de composés
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Introduction

bioactifs, tels que les composés phénoliques (les flavonoides et les acides phénoliques), I'acide

ascorbique, les caroténoides, les sucres réducteurs...etc (Singamusong et al., 2015).

L'exploitation des constituants bioactifs des déchets de fruits tel que le citron ou la mandarine
constitue une matrice incontournable de molécules a effets divers notamment antioxydant,

antimicrobienne, anticancéreux, anti-inflammatoires et antidiabétiques (Panwar et al., 2021).
Pour ce faire, notre travail est subdivisé en trois parties:

Une partie bibliographique, débutant sur une synthese bibliographique dans laquelle sera exposer
des généralités sur les agrumes, les deux especes sujet de notre expérimentation et leurs différentes

propriétés.

Une deuxiéme partie, consistant en une présentation détaillée du matériel et des méthodes
expérimentales utilisés dans ces travails relatifs au extractions et dosage de molécules bioactifs

ainsi que I'évaluation de leurs activités biologiques.

La troisiéme partie est consacrée a la présentation des résultats ainsi que leurs interprétations et

discussion.

Enfin, nous terminons par une conclusion générale et quelques perspectives.
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CHAPITRE I. Synthése bibliographique

I.1 Généralités sur les agrumes
I.1.1 Historique
Le mot « agrume » provient du latin « acrumen », qui désignait dans I’ Antiquité des arbres a fruit
acide. Les agrumes appartiennent a la famille des Rutacées sous famille Aurantioideae
(Barboni,2006).
Les agrumes semblent originaires des régions situées au sud-est de I'Himalaya, ainsi que de la
Chine du Sud et du Japon méridional. De ces régions, l'aire de culture s'est étendue vers le Sud-
Est, dans l'archipel indonésien, et vers I'Ouest jusqu'au Moyen-Orient. Puis, les grands
mouvements de colonisation ont ensuite largement étendu cette aire de culture le long de la cote
orientale de 1'Afrique, jusqu’en Amérique centrale. Les premiers agrumes furent ainsi plantés au
Brésil dés 1540 et en Floride dés 1565, en californie en 1767 et en Australie en 1788. La plupart
sont aujourd'hui cultivés dans un domaine climatique tres différent de leur aire traditionnelle. C'est
sous les moyennes latitudes de I'hémisphére Nord que sont produits les 4/5 des agrumes
actuellement récoltés dans le monde : pour plus de 80 % des oranges et des mandarines et pour 10
% des citrons. 35 % des premicres viennent du monde méditerranéen (notamment d'Espagne), 20
% des Etats-Unis, et 12 % du Brésil; 50 % des citrons sont récoltés autour de la Méditerranée et
20 % aux Etats-Unis (Praloran ,1971).
La répartition de cette culture est donc largement le fait des initiatives humaines. Tels sont les
principaux enseignements géographiques d'un ouvrage qui, largement congu a d'autres fins, offre
par ailleurs de trés longs développements sur la botanique, 1'écologie et les techniques de culture
des agrumes (Praloran ,1971)
Selon’APG IV (AngiospermPhylogeny Group classification for the orders and families of
flowering plants) la classification des agrumes est comme suite:
Régne : Planta
Phylum : Tracheobionta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Sapindales
Famille : Rutaceae

Genre : Fortunel, Poncirus,Citrus
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CHAPITRE I. Synthése bibliographique

1.1.2 Le genre Citrus

Selon Barboni, (2006), les agrumes se répartissent en plusieurs genres dont Poncirus, Fortunella
et Citrus qui sont les trois genres les plus cultivés a travers le Monde.

Le genre Poncirus ne renferme qu’une seule espéce a savoir le Poncirus trifoliata. Cette espéce
est essentiellement utilisée en agrumiculture comme porte greffe car ses fruits ne sont pas
comestibles.

Le genre Fortunella comprend six espéces dont deux seulement font 1’objet d’une culture dans le
Monde. 1l s’agit de Fortunella japonica et Fortunella margarita.

Le genre Citrus regroupe 1’essentiel des espeéces d’agrumes cultivés et est le plus diversifi¢ des
genres d’agrumes (oranges, citrons, cédrats, mandarines, pamplemousses, bergamotes, bigarades,
limes, pomelos...). La morphologie des arbres varie d’une espéce a I’autre en forme, taille et port.
La taille, la forme et la couleur des feuilles et des fruits sont variables d’une espéce a 1’autre, le
diamétre des fruits peut aller d’environ 3 cm, pour la mandarine Nasnaran par exemple, a plus de
25 cm pour certains pamplemousses ou cédrats. La forme des fruits est également tres variable :
sphériques comme une orange, piriformes comme la poire du commandeur ou digitées comme le
cédrat Main de Bouddha, avec ou sans mamelon, avec ou sans col.

Les principales especes qui composent ce genre étant sexuellement compatibles entre elles et avec
les genres précédents, il n’y a pas vraiment de consensus quant au nombre d’espece de Citrus
(Franck,2014).

I.1.3 Origine génétique des espéces cultivée

Il existe quatre taxons de base : mandariniers, pamplemoussiers, cédratiers et papedas (Fig.1). Par
différentes combinaisons sexuées, ces taxons de base auraient généré les hybrides initiaux
fondateurs des especes dites secondaires (C.sinensis, orangers ; C. paradisi, pomelos ; C. limon,
citronniers ; C. aurantium, bigaradiers ; C. clementina, clémentiniers...). Les limettiers auraient
des origines multiples, I’une d’entre elles implique une hybridation entre un cédratier (C. medica)

et un représentant du sous-genre Papeda(Citrus micrantha) (Franck, 2014).
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CHAPITRE I. Synthése bibliographique
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Figure 1. Origines phylogénétique supposées des cultivars modernes d’agrumes (photos et
photo-montage : © F. Curk-Inra)

1.1.4 Description morphologique

Selon Barboni, (2006) les plants d’agrumes cultivés sont généralement composés de deux
fractions ; une partie aérienne, essentiellement constituée par la variété (ou cultivar) de 1’espéce
cultivée (oranger, mandarinier, etc....). C’est la partie productive de 1’arbre, c’est-a-dire celle qui
portera le fruit. Une partie souterraine, formée par la porte greffe (ou sujet) et c’est la partie qui
assure a la fois ’ancrage de ’arbre au sol, son alimentation en eau et en sels minéraux.

Les fruits des principales especes et variétés cultivées du genre Citrus différent par leur coloration,
leur forme, leur calibre, la composition de leur jus et leur époque de maturité. Cependant, tous les
fruits des Citrus cultivés présentent la méme structure anatomique.

On distingue différentes parties :

» L’écorce, généralement peu développée, constitue la partie non comestible du fruit. Elle est
formée de I”épicarpe et du mésocarpe externe et interne. A maturité du fruit, c’est I’épicarpe
qui se colore en orangé.

» La pulpe formée par I’endocarpe est la partie comestible du fruit. Elle est constituée par un
ensemble de poils ou vésicules renfermant le jus.

» Les pépins proviennent de la fécondation. Chez le clémentinier, I’absence de pépins est
fonction des conditions de la pollinisation, 1’autofécondation est impossible (Barboni,

2006).
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CHAPITRE I. Synthése bibliographique

I.1.5 Production des agrumes en Algérie

Comme pour de nombreux pays, en Algérie, les agrumes représentent une importanceéconomique
considérable, du moment qu’ils constituent une source d’emploi et d’activité aussi bien dans le
secteur agricole que dans diverses branches auxiliaires (conditionnement, emballage,
transformation, etc.). Les terres utilisées pour la culture des agrumes sont parmi les plus riches du
pays. Les zones de ’ouest sont rassemblées dans des périmétres irrigués. Au centre un bon
pourcentage est concentré hors des périmetres irrigués, alors que pour 1’Est une occupation

appréciable dans les périmetres de Skikda, Annaba et Guelma (Tab.1) (Gougam,2016).

e Dans les années 70 les agrumes ne représentaient que 42.000 ha.

e EnI’an 2000 la superficie agrumicole était de 46.000 ha.

¢ En 2006 une importante période de reprise des plantations 62.902 ha.
e En 2010 le verger agrumicole occupe 63.589 ha.

Tableau 1. Répartition des vergers agrumicoles algériens (FAO,2016)

Wilaya d’Algérie Le pourcentage %

Autre 29%
Blida 27%
Chlef 9%
Alger 8%
Mascara 7%
Relizane 7%
Mostaganem 5%
Skikda 4%
El-taref 4%

page. 6



CHAPITRE I. Synthése bibliographique

1.2 Espéces étudiées
1.2.1 Les Mandarines Citrus reticulata blanco
a. Généralités sur les Mandarines

Citrus reticulata Blanco ou mandarine est originaire de Chine et a ét¢ introduit en Afrique et en
Europe via la route nord-africaine entre le XVe et le XIXe si¢cle grace au commerce avec les

colonies asiatiques portugaises et britanniques (Tahsin e? al., 2017).

Elle est 1'une des trois agrumes originaux du genre Citrus et parmi les agrumes frais les plus
commercialisés. C’est un petit arbre épineux au sommet dense de fines branches, qui aurait été

introduit au cours du huitiéme si¢cle (Apraj et Pandita., 2014).

b. Classification
Selonla APGIV, la classification de 1’espéce C. reticulata blanco est comme suite:
Régne : Plantae
Phylum : Trancheophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : sapindales
Famille : Rutaceae
Genre: Citrus L.
Especes : reticulata

Nom scientifique du taxon : Citrus reticulata blanco
c. Description botanique

Le mandarinier est un arbuste €pineux, persistant et touffu qui pousse jusqu'a 2 a 8 m, la plupart
des variétés mesure en moyenne 7,5 a 13 metres de hauteur (Photo.1. a) (Putnik et al.,2017).
L’arbre a des branches fines portant des feuilles vert foncé en forme de lance, avec une nervure
centrale proéminente (Tab.2). Les pétioles sont étroitementétroits ou légérement marginés et les
fleurs blanches parfumée (Boughendjioua ez al., 2017). La description détaillée du mandarinier

est illustrée dans le tableau qui suit :
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CHAPITRE I. Synthése bibliographique

Tableau n°2. Description botanique de I’arbre du mandarinier (Chapot, 1962 ; Anonyme,

2003)
Fruit I1 est sphérique, 1égerement aplati; la pulpe est juteuse et pleine de pépins, méme

si les sélectionneurs ont cherché a réduire leur nombre; I'écorce est fine, plutot
lisse et vivement colorée (Photo.1.b). Sa saveur est trés parfumée.

Fleur Les fleurs sont glabres, de couleur blanc pur, les boutons sont de forme sphérique,
s'allongeant 1égérement a I ‘ouverture de la fleur. Le pédoncule est court, 3 a 4
mm en moyenne (Photo.1.d).

Feuillet  Sont de taille et de formes particulicres a la variété : elles sont de petite taille, 77
mm De longueur et 24 mm de largeur en moyenne (Photo.1.c).

Le limbe est tres caractéristique, il est de forme étroitement lancéolée.

Le pétiole est court, de 7 a 8 mm, soit 1/10 de la longueur du limbe. Limbe et
pétiole sont articulés entre eux. Les feuilles froissées dégagent une odeur tres
spécifique, tres forte et trés agréable.

Graine Elles sont nombreuses et beaucoup, en moyenne 18 par fruit. Elle caractérise
d'une petite taille, trapue forme sphérique avec bec court et recourbé. Surface
lisse, couleur creme, laissant apparaitre la trace des trés nombreux cotylédons.

Rameaux Sont treés gréles et présentent de jeunes pousses de couleur vert clair pur, sans
coloration pourpre.

Photol. Parties de ’arbre du mandarinier (a.Arbre. b. Fruit. c. Feuillet. d. Fleur)
Photos originales (2023)

d. Variétés de mandarines

Selon Bousbia (2011), Il existe plusieurs variétés de mandarines :
e Mandarine (Citrus reticulata Blanco.).

e Mandarine commune (Citrus reticulata « Ponkan »).
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CHAPITRE I. Synthése bibliographique

¢ (Clémentine.

e Tangerine.

e Satsumas (Citrus unshin) : mandarines précoces, déja miires quand la peau est encore verte.
e Mandarines Méditerranéennes Willowleaf (Citrus deliciosa): les fruits sont sphériques et
aplatis aux poles avec une peau fine, lisse, colorée en jaune orangée. La pulpe, orange clair,

est juteuse, tendre, agréablement parfumée mais présentant de nombreux pépins.

e Mandarine king (Citrus nobilis).

e. Compositions chimiques

La mandarine est une source riche en protéines, fibres alimentaires et minéraux essentiels comme
le calcium, le potassium, phosphore et magnésium (Tab.4). De plus, ils contiennent des quantités
importantes de vitamines C et Aet infimesde vitamines B1, B2, B3, B5, B6, B9 et E8,13(Tab.5).

En moyenne,100 g de mandarine se composent d'eau deglucides et de protéines (Tab.3) (Lui et al.,

2012, Putnik et al.,2017).

Tableau 3. Composition nutritionnelle des mandarines (Collenez al., 2020)

Nutritif Contenuen 100g

53 kacl/222K]J

Energie

Protéines

Glucides

Sucres

Cendre

Fibre alimentaires

Lipides totaux

Acides gras saturestotaux
Acides gras monosaturéstotaux
Acides gras polysaturéstotaux

Tableau 4. Composition des minéraux des mandarines
(Collenet al., 2020)
Contenuen 100g
37 mg
0,15 mg
12 mg
20 mg
166 mg
2 mg

Nutritif
Calcium
Fer
Magnésium
Phosphore
Potassium
Sodium

0,81 g
13,34 ¢
10,58 g
0,38 g
1,8¢
0,31 g
0,039 ¢
0,060 g
0,065 g
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Zinc 0,07 mg
Cuivre 0,042 mg
Manganese 0,039 mg
Sélénium 0,1 pg

Tableau 5. Compositions des vitamines (Collenet al., 2020)

Nutritive Contenuen 100g

Vitamine A 34 ng /6811 U
Vitamine E (alpha-tocophérol) 0,20 mg
Vitamine C 26,7 mg
Vitamine B1 (Thiamine) 0,058 mg
Vitamine B2 (riboflavine) 0,036 mg
Vitamine B3 (Vitamine PP, Niacine) 0,376 mg
Vitamine B6 0,078 mg
Choline 10,2 mg
Acide pantothénique (Vitamine B5) 0,216 mg
béta-cryptoxanthine 407ng
alpha-caroténe 101pg
béta-caroténe 155 ng
Bétaine 0,1 mg
Cholesterol 0 mg

f. Composition phytochimique

Les constituants phytochimiques de I'écorce, le jus et les fruits du Citrus reticulata blanco sont

illustrés dans le tableau n°6.

Partie

Ecorce

Jus

Graine

Fruit

Tableau 6. Composition phytochimique de Citrus reticulata blanco

Constituants Référence

Caroténoides, fibres alimentaires et polyphénols, Rincon ez al,. 2005
flavonoide

Esters de xanthophylle de béta-cryptoxanthine Wingerath et al,. 1995
(zéaxanthine et lutéine, caroténoides, tels que la béta-

cryptoxanthine.

Limonoides, y compris I'obacunone 17 béta-D- Tian efal,.2001
glucopyranoside, I'acide nomilinique 17 béta-D-

glucopyranoside, la limonine, la nomiline et un mélange

de glucosides limonoides.

Alcaloides, flavonoides, tanins, phénols et saponines. Okwu ,2008
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g. Utilisation des mandarines

Les mandarines occupent une place importante dans le marché des agrumes frais, du fait que le
marché mondial a considérablement changé durant les 20 derni¢res années avec une préférence
accrue des consommateurs vers des mandarines sans pépins, savoureuses dotées d'une peau de
belle couleur d'un épluchage facile. Par conséquent, les mandarines sont désormais le plus grand
secteur de l'industrie des agrumes frais dans le monde. Le nombre de variét¢ de mandarines
commercialisées est presque €gal au nombre de tous les types d'agrumes horticoles (Bousbia,

2011).
> Utilisations médicinales

La partie comestible du fruit brut de la mandarine contient des antioxydants tels que la vitamine
C, les caroténoides et les composés phénoliques. Le fruit est également une riche source d'acides
aminés, d'acides organiques, de pectines, de minéraux et de composés organiques volatils (Ye XQ,
2011; Chen,2016). Ces constituants sont essentiels au bon fonctionnement de I'organisme en le
protégeant contre les maladies chroniques et en fournissant une alimentation de base. Les fibres
alimentaires et les composés phénoliques des mandarines sont utiles dans la formulation d'aliments
aliments fonctionnels (Rinconet al., 2005). La mandarine contient également des coumarines par

exemple, le bergaptene qui sensibilise la peau a la lumiere du soleil (Bown,1995).

> Utilisations traditionnellement

Le péricarpe et l'endocarpe sont analgésiques, antiseptiques, antiasthmatiques, anti-
inflammatoires, antiscorbutiques, antitussifs, carminatifs, expectorants et stomachiques. Elles sont
donc utilisées dans le traitement et la prise en charge de la dyspepsie, de l'asthme et de
I'hypertension. De la dyspepsie, de la distension gastro-intestinale, toux avec mucosités
abondantes, hoquet et vomissements. L'exocarpe vert non mir est utilisé dans le traitement des
douleurs thoraciques et de I'hypochondre, de la gastro-entérite et de 1'asthme, la distension gastro-

intestinale, le gonflement du foie (Khan, 2010 ; Chopra, 1986).
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1.2.2 Le bigaradier Citrus aurantium

a. Généralité sur le bigaradier

Le bigaradier est originaire du sud-est de I’ Asie. Les arabes I’auraient introduit a I’IXe ou Xe
siecle en Perse, en Irak, en Syrie, en Palestine, en Egypte, en Afrique du Nord, puis en Sicile, en

Sardaigne et en Espagne (Didier,1984).

Citrus aurantium est I’'un des agrumes appartenant a la famille Rutaceae, est connue pour sont

golit extrémement amer et aigre.

Appeler également I’orange aigre, est une espece unique avec des applications dans les industries
cosmétiques et pharmaceutiques. En raison de leur gott aigre et amer, les oranges ameéres ne sont
pas employées comme fruits comestibles, elles sont plutdt utilisées pour la fabrication de jus et des

marmelades (confitures d’orange) (Ersus et Cam,2007).

b. Classification
Selon la APG 1V, la classification de I’espece Citrus aurantium est comme suite:

Régne : Plantae
Phylum :Tracheophyta
Classe :Magnoliopsid
Ordre : Sapindales
Famille : Rutaceae
Genre : Citrus
Espece : aurantium

Nom scientifique du taxon : Citrus aurantium L.

C. Description botanique

Les bigaradiers sont des arbres vigoureux a branches peu a moyennement épineuses pouvant
atteindre 4 & 6 métres de hauteur, on observe méme des sujets atteignant 7 métres. Les feuilles sont

plus sombres que celles des orangers et possédent un pétiole en forme de coeur(Anne et al.,2022).
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La feuille de bigaradier est vert brillant, coriace, persistante, simple, a disposition alterne (une
feuille par nceud). Elle est constituée, d’une maniére générale d’un limbe (de limbus =coin, rebord)
et d’un pétiole (de petiolus = petit pied). Le limbe est entier, & bords droits, de forme ovale, a

nervation pennée. Il peut atteindre 5 a 6 cm de long sur 3 a 4 cm (Cerdagne, 2004).

Les fleurs sontactinomorphes d’un blanc trés pur, d’odeur agréable sont groupées par 2 a 3 a
I’aisselle des feuilles et possédent 5 a 8 pétales charnus ponctués de poches sécrétrices a huile

essentielle.

La graine résulte de la transformation de I'ovule apres fécondation. Dans chaque carpelle, on trouve
une ou plusieurs graines fixées au placenta axile. Ce sont les « pépins » Ces graines sont entourées
de téguments délimitant un ou plusieurs embryons contenant deux corviedons Ces graines sont

exalbuminées (Cerdagne, 2004).

Le fruit de I'oranger amer est une baie globuleuse cloisonnée a peau chagrinée appelée hespéridé
ou agrume. Elle peut également prendre le nom de bigaradier. Cette baie est rouge orangé a
maturité, 7 a 8 cm de diametre, fort aromatique de saveur amere et acide, ce qui la rend impropre

a la consommation (Cerdagne, 2004).

a. b.

Photo2. Parties de ’arbre du Bigaradier (a.Arbre. b. Fruit. c. Graines. d. Feuilles)
Photos originales

d. Description morphologique du fruit

Le fruit de bigaradier est formé de trois parties constituant le péricarpe (Giraud,1993) :

» Epicarpe = épiderme externe (flavedo). Il est coriace et comporte de nombreuses poches

sécrétrices schizolysigeénes contenant I'huile essentielle. Ces poches sont bien visibles a
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e.

I'ceil nu, colorées en jaune par des caroténoides. D'une taille variant de 0,4 & 0,6 mm, elles
sont réparties de manicre irrégulicre.

Mésocarpe = tissu médian (albedo). Il forme une couche spongieuse, blanche,
mucilagineuse. Il renferme de grandes schizolysigeénes a essence. Il est constitué de cellules
parenchymateuses polyédriques dans lesquelles sont présents des cristaux d'oxalate de
calcium.

Endocarpe = épiderme interne. Il est formé par les carpelles (« quartiers du fruit »). Il
constitue la pulpe du fruit par émission, lorsque le fruit est encore jeune, de poils intra

carpellaires renflés, charnus, vésiculeux.

Variétés de bigarade

Selon Anne et al., (2022), il existe plusieurs variétés :

>

f.

Bigarade de Séville ou bigarade commune : il s’agit de la variété la plus courante aussi
appelée « de Séville ». Elle est a la fois plantée comme arbre d’ornement et cultivée pour
la production de fruits destinés a la confiture ou la confection de spiritueux.

Bigarade bouquet de fleurs : cette variété trés ancienne, au port érigé, est la plus
couramment cultivée pour sa fleur et sa quasi-absence d’épines facilitant la cueillette. Elle
est aussi appelée « bouquetier de Vallauris » ou « de Grasse ».

Bigarade bouquetier de Nice : cette variété a elle aussi les faveurs des parfumeurs compte
tenu de sa double rangée de pétales. Mais elle posséde d’autres qualités : certains fruits
présentent des cornes, isolées ou en couronne a la base, offrant un intérét pour I’ornement.
Bigarade striata (Citrus aurantium striata) : le fruit de cette variété, plus petit, offre une
multitude de rainures sur son écorce formant une cannelure sur toute sa surface.
Bigarade chinotto (Citrus aurantium myrtifolia) : le bigaradier chinotto offre deux
variétés, a petites feuilles et a grandes feuilles. Il possede moins d’épines que ses
congéneres. Une croissance lente et une bonne résistance a la culture en pot font de lui un

bon candidat pour la culture sous forme de bonsai.

Compositions chimiques

Le bigaradie présente une composition diversifiée en €éléments chimiques (Tab.7 et 8). Ils

contiennent tres peu de fibres, de protéines et de lipides et ils présentent une excellente source
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de vitamine C et renferment également : la vitamine A, B3, B5, B6 et E. Parmi les composée
essentiellement de Citrus aurantiaum la cellulose, I’hémicellulose, substances pectiques, des
pigments (flavonoides, anthocyanines et caroténoides) et des huiles essentielles. Elle contient
¢galement d’autres composés tels que, es glucides, les minéraux, des protéines et de lipides.

Tableau 7. Composition nutritionnelle du bigarade
(Abobatta,2019, Sidana ef al.,2013)

Nutritif Contenu dans 100g

Energie 48 k cal
Protein 0,7¢g
Glaucid 10,9 ¢
Cendre 0,5¢g
Fiber alimentaire 03¢g
L’eau % 87,6
Lipides 0,5¢g
Acidesascorbique 45-90 mg
Acidesorganique L13¢g

Tableau 8. Composition en vitamines du bigarade
(Abobatta,2019, Sidana et al.,2013)
Vitamine Contenu dans 100g

Vitamine A 290 mcg
Vitamine E (alpha-tocophérol) 320mg
Vitamine C 49,35mg
Vitamine B1 (Thiamine) 79 ug
Vitamine B2 (riboflavine) 40 ug
Vitamine B3 (Vitamine PP, Niacine) 0,3 mg
Vitamine B6 104 mg
Carotene 19,83ug
vitamine BS 240 mg
Vitamine B3 300ug
Vitamine B8 2,30ug
Vitamine B9 42ug

e. Composition phytochimique de Citrus aurantium

La plante de C. aurantium regorge de composés phytochimiques. Les plus importants sont les

flavonoides, les principaux composés bioactifs, sont regroupés en flavanones, flavones et
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flavanols, les limonoides, tels que la limonine et la nomiline, et les alcaloides, sont également

rencontrés (Tab.9).

Tableau 9. Composition phytochimique de Citrus aurantium

Parties Constituants Référence \
Ecorse = Mucilage, flavones, alcaloides, 1I’octopamine, synéphrine, (Ersus et al., 2007).

caroténoide, limonéne
Jus Flavonoide, limonéne volatil, acides phénolique Tounsi et al., 2011
Graine Mucilage, flavonoide, quercétine, résorcinol, catéchine, Abou Baker et al., 2020
acide phénolique.
Fruit Flavonoide, mucilage. Karimi et al., 2012
Feuillet Flavonoides, d'acide ascorbique et de constituants Labadie efal., 2015
phénoliques, limonéne, phytostérols, glucides, saponines,
tanins, terpénoides

f. Utilisation et effet thérapeutique

L'orange amere contient de nombreux composés bénéfiques pour la santé, notamment des
polyphénols, de l'acide ascorbique, des caroténoides et des tocophérols (Hadjiakhoondi et Baligh,
2005).

> Utilisation en médecine traditionnelle

Les Citrus aurantium ont été utilisés en médecine traditionnelle pour les soins de la peau, les effets
sédatifs, gastriques, antiinflammatoires et antirhumatismaux (Fleming, 2001 ; Hadjiakhoondi et

Baligh, 2005 ; El-akhal, 2014).

Aussi la fleur d'oranger amer est utilisée pour traiter les troubles neurologiques tels que I'hystérie
et la neurasthénie (Akhlaghi ez al., 2011). En phytothérapie, ce fruit est utilisé pour faciliter la
digestion et réduire les gaz (Escardine, 2011). Il possede également des propriétés antiallergiques
en raison de sa richesse en quercétine, hespéridine et diosmine, qui sont des inhibiteurs de
I'histamine, un neurotransmetteur impliqué dans les réponses allergiques et inflammatoires

(Gonzalez et al., 2010).
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» Utilisation en industrie cosmétique

Les huiles essentielles des oranges (douces et améres), les extraits d’écorces d’orange (Citrus
aurantium) ainsi que les graines sont employés pour la fabrication des savons, parfums, produits

de soins et exfoliants (Escartin, 2011).
1.3 Maladies des agrumes

Les agrumes, avec leur diversité, sont assujettis a plusieurs types de maladies physiologiques et
parasitaires. A travers les régions agrumicoles mondiales, il a été rapporté plusieurs cas de ces

maladies graves dont les dégats ont pris un aspect désastreux (Agagna,2016).
On peut classer les maladies des plantes comme suit :

-Maladies non infectieuses (abiotiques) causées par un stress en température, le manque ou
I’exceés d'humidité ou de lumiéere, le manque d'oxygene, la pollution atmosphérique, les déficiences
nutritionnelles, la toxicité minérale, 1’acidité ou 1’alcalinité du sol, la toxicité des pesticides et les

mauvaises pratiques culturales (Salim, 2019).

-Maladies infectieuses (biotiques) causées par des champignons, des procaryotes, des plantes

supérieures parasites, des virus et viroides, des nématodes, des protozoaires.

Les agrumes sont sujets a des maladies virales (tristeza), bactériennes (chancre citrique) ou
cryptogamique (gommose). La certification sanitaire des plants et le choix de porte-greffes et de
variétés résistantes garantissent I’implantation d’un verger sain vis-a- vis de certaines maladies

(Salim,2019).

Les différents types de maladies sont synthétisés dans les tableaux n° 10,11 et 12 qui suivent :
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Tableau 10. Maladies bactériennes (Agagna,2016; Feriani, 2019)

Maladies Agent

pathogéne

hivigeline Pseudomonas Taches noiratres sur le pétiole L'utilisation

syringae

Condida
tusliberibater

Spp.

Greening

Nature des dégats

des feuilles, des nécroses sur
les rameaux.

Dessechement du limbe de la
feuille.

Rabougrissement des arbres
affectés, le feuillage devient
épais et le systéme racinaire
affaiblie développement
asymétrique des fruits et
parfois absence de coloration
des fruits a maturité, faible
teneur en sucre.

Méthodes de lutte

des produits
cuprique pour limiter son
extension.
Supprimer les vieux arbres
malades.

Planter de matériel végétal sain.
Désinfecter le matériel de travail.

Tableau 11. Maladies virales (Agagna,2016; Feriani, 2019)

Maladies Agent

pathogéne

Citrus
tristeza virus
(C.T.V)

Tristeza

IOy Citrus
exocortis

virus (C.E.V)

Nature des dégats

Dépérissement  soudain, les
feuilles prennent une coloration
bronzée et se desséchent
Progressivement les fruits restent
accrochés, se desseéchent et se
momifient.

L'écaillement de I’écorce.
Mauvaise circulation de la séve,
un affaiblissement de ['arbre
(nanisme, jaunissement,
réduction des productions).

Méthode de lute

Désinfecteur les outils, traiteur
les parasites, arbres greffés sur
porte greffe, arracher et briler
désinfection les sols

Désinfecter les outils de taille.
Utiliser des porte-greffes sains.

Tableau 12. Maladies fongiques (Agagna,2016; Feriani, 2019)

Fumagine

Capnodiumcitri.

De nombreux ravageurs secrétent Luttercontre les insectes

du miellat sur lequel la fumagine

se développe.

Taches
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superficielles, veloutées et
noiratres. Baisse de
I’activitéphotosynthétique
-Capnodium De nombreux ravageurs secrétent Lutter contre les
citri. du miellat sur lequel la fumagine insectes
se développe. Taches Piqueurssuceurs.
superficielles, veloutées et Traitement aux huiles
noiratres. Baisse de [D’activit¢ Blanches
photosynthétique

L.4Propriétés biologiques des polyphénols d’agrumes

Les activités biologiques des polyphénols et leurs métabolites dépendent de leur structure
chimique, qui peut varier avec la nature et la position des substituants, et le nombre de groupes
hydroxyle (Rahman, 2007). Ces facteurs déterminent également si un polyphénol agit comme

antioxydant ou comme modulateur de l'activité¢ enzymatique (Rahman, 2007).
» Activité anticancéreuse

Les flavonoides d'agrumes pourraient étre des agents anticancéreux efficaces, en particulier contre
le cancer de la peau, du colon, de la prostate, des poumons et du foie (Rawsonet al., 2014). Les
polyméthoxyflavones (PMF) ont démontré 1'inhibition de la croissance des lignées de cellules
leucémiques humaines. Les PMF dont la tangerétine ont joué un rdle inhibiteur important dans la
phase de prolifération et de métastase des cellules cancéreuses, en inhibant 'adhésion et 1'invasion
cellulaire, et par I’arrét du cycle cellulaire a la phase G1, par ’inhibition de la cycline kinase
dépendante et le facteur IGF-1, réduisant ainsi le potentiel métastasique des tumeurs (Rawson et
al., 2014 ; Mojzer et al., 2016). Les polyphénols peuvent également supprimer les effets
secondaires de certaines thérapies, déja utilisées dans le traitement du cancer comme la

chimiothérapie et la radiothérapie, et améliorer leurs actions (Mojzer et al., 2016).
> Activité antioxydant des polyphénols

Depuis longtemps, les produits naturels notamment ceux d'origine végétale ont toujours été une
source importante d'agents thérapeutiques (Djamil, 2020), en raison de leur forte activité
antioxydante (Barattoet ef al., 2003; Katalinic ez al., 2006). Les fruits couramment consommés,

tels que les Citrus(Djamil, 2020). Ces dernies composés de trois familles de molécules, 1’acide
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ascorbique (vitamine), la cryptoxanthine (caroténoides) et les flavanones (polyphénols) (Rock et
Fard et, 2014) dont la plupart se trouvent au niveau de leurs feuilles et écorces (Zhang et al.,
2018), qui jouent un role important dans le systtme de défense contre les radicaux libres leurs

activité antioxydant se produit par plusieurs mécanismes (Tripoli et al.,2007):

» Inhibition de la lipopéroxydation : diverses études expérimentales ont montré 1'existence
d'une relation importante entre les flavonoides de citrus limon et la diminution de
I'oxydation de taux des lipoproteines de faible densité LDL dans le sang.

» Renforcement de I'activité des enzymes antioxydants : les citroflavonoides jouent un role
important dans l'augmentation de 'activité antioxydante du superoxyde-dismutase et de la
catalase et par la modulation de 1'expression de geéne de su-peroxyde dismutase, catalase et

de glutathion peroxydase (Tripoli et al., 2007).

Chacun des composés possédant aussi des activités biologiques indépendantes de leur propriété

antioxydante (Rock et Fardet, 2014).
» Activité antimicrobienne

Les polyphénols sont doués d'activités antimicrobiennes importantes et diverses. Les sites et le
nombre des groupes hydroxyles sur les groupes phénoliques sont supposés étre reliés a leur relative
toxicité envers les microorganismes, avec 1'évidence que le taux d'hydroxylation est directement

proportionnel a la toxicité (Cowan, 1999).

I1 a été aussi rapporté que plus les composés phénoliques sont oxydés et plus ils sont inhibiteurs

des microorganismes (Scalbert, 1991).

Les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur toxicité vis-a-vis
des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre li¢é a l'inhibition des enzymes
hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour inactiver les

adhesines microbiennes, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire (Cowan, 1999).

Les flavane-3-ols, les flavonols et les tanins ont regu plus d'attention di a leur large spectre et forte
activité antimicrobienne par rapport aux autres polyphénols, a leur capacit¢ desupprimer un

nombre de facteurs de virulence microbienne telle que 1'inhibition de la formation de biofilms, la

page. 20



CHAPITRE I. Synthése bibliographique

réduction de 1'adhésion aux ligands de I'hote et la neutralisation des toxines bactériennes ainsi qu'a

leur capacité d'établir une synergie avec certains antibiotiques (Aglia, 2011).
» Activité antivirale

Plusieurs études expérimentales ont montré que les flavonoides des agrumes ont une activité
antimicrobienne trés importante. La quercétine et l'hespéridine inhibent l'infectiosité et, le

poliovirus, le virus para influenza et le virus syncytial (Tripoli ef al.,2007).

> Activité anti-inflammatoire

Ils sont capables d'inhiber les kinases et phosphodiesterases essentiels pour l'activation et la
transduction du signal cellulaire. Ils ont également une incidence sur l'activation de certain nombre

de cellules impliquées dans la réponse immunitaire, y compris les lymphocytes T et B (Manthey

etal., 2001).
» Activité antiallergique

Les citrus sont également des propriétés antiallergiques qui sont dues a sa richesse en quercétine,
hespéridine et diosmine, étant des inhibiteurs de I'histamine, un neurotransmetteur impliqué dans

les réactions allergiques et l'inflammation (Gonzalez-Molina et al., 2010).
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Chapitre II. Matériel et Méthodes
Les travaux ont été réalisés au niveau du laboratoire de Biotechnologie Microbienne (Labo.
15), ainsi qu’au laboratoire de Biotechnologie Végétale (Labo. 2.35), tous deux a la Faculté des
Sciences de I’Universit¢ M’Hamed Bougara de Boumerdes (UMBB).
Les expérimentations se sont étalées sur une période de quatre mois, soit du mois de Mars au

mois du Juin de 1’année universitaire 2022-2023.

I1.1 Matériel

I1.1.1. Matériels non biologiques
Le matériel non biologique utilis¢ pour réalisation de cette étude est composé de verrerie,
d'équipements et d'appareils. Il comprend aussi un ensemble de réactifs et de produits chimiques

tous représentesen annexel.

I1.1.2. Matériel biologique
I1.1.2.1 Matériel végétal
Deux especes ont été utilisées dans cette étude a savoir: le bigarade (Citrus aurantium) et la

mandarine (Citrus reticulata Blanco). Les parties utilisées : écores, feuilles, et graines (pépins).

-a- -b-

Photo 3. Fruitdes especes étudiées : a. Mandarine b. Bigaradier
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I1.1.2.2 Le sol
Le sol isolé provient d’une zone agricole dans la région de Hamadi la wilaya de Boumerdes.

I1.1.2.2 Microorganismes

Les souches microbiennes utilisées pour le test de 1’activité antimicrobienne proviennent
pour les souches fongiques de la collection du laboratoire de recherche Valorisation et
Conservation des Ressources Biologiques de la Faculté des Sciences, UMBB.

Concernant les souches bactériennes se sont ceux qui seront isolés d’un sol Rhizosphérique
et identifier dans ce travail en plus de deux souches bactériennes référencier...... (Tab.13)

Les souches sont entretenues par repiquage sur milieux nutritif favorable a leur croissance

pendant 24h a 37°C pour les bactéries et de 48h a 27°C pour les champignons.

Tableau 13. Souches microbienne utilisées lors de 1’évaluation de ’activité antimicrobienne

Les souche Famille Gram Référence
Souches Escherichia coli  Enterobacteriaceae Gram - ATCC8739
bactériennes
Streptocoque sp. Streptococcaceae Gram + ATCC9027
Souche 3 / Gram + Isolé (2023)
Souche 5 / Gram+ Isolé (2023)
Souches Aspargillus sp Trichocomaceae / /
fongiques
Pinicilium sp Trichocomaceae / /
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I1.2Méthodes

I1.2.1 Isolement

11.2.1.1 Prélévement des échantillons

L'échantillonnage a été réalisé en mars 2023, dans la région de Hamadi (wilaya de Boumerdes).
Cette derniere est située dans I'Est de I’ Algérie. Son climat est chaud et sec en été, froid et pluvieux
en hiver.

Les échantillons de sol ont été collectés stérilement a partir de la couche rhizosphérique de I’arbre
de mandarine a une profondeur de 20 cm. Le matériel biologique recueilli a été placé dans des
sachets en plastiques étiquetés (la date de 1'échantillonnage, la localité) (photo 4). Ces derniers ont
été gardés au frais et transportés stérilement au laboratoire pour réaliser les analyses

microbiologiques nécessaires.

Photo 4. Prélévement et conservation des échantillons de sol

11.2.1.2 Isolement et purification

a. Préparation des solutions méres
Au niveau du laboratoire le sol rhizosphérique a été tamisé a 1’aide d’un tamiseur de diamétre de
2 mm.
10 g de sol ont été pesé puis introduit dans 90 ml d’eau physiologique stérile, la solution résultante

a subi une agitation pendant 2 min 4 200 rpm.
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b. Préparation des dilutions

La solution mére subi une série de dilutions décimales (10! a 10-7), en effet 1 ml de la solution
mere a été introduit dans 9 ml d'eau physiologique stérile pour obtenir la premiere dilution et ainsi

de suite jusqu'a la dilution 10”’(Photo 5).

Photo 5. Préparation des dilutions

c. Ensemencement

A proximité d’un bec Bunsen, un volume de 0,1 ml de chaque dilution a été prélevé puis étalé
épuisement a la surface d’une boite de Pétri contenant le milieu nutritive (GN), dans le but d’isoler

des souches microbiennes. Les cultures ont été incubées pendant 24 4 72 heures 4 30° C.

d. Purification d’isolats bactériens

L’ensemencement par des stries est la technique préférée pour la purification de la culture
bactérienne, afin de disperser les bactéries 4 la surface du milieu de culture (GN) et obtenir des
colonies bien isolées, aprés incubation de 24 4 72 h pendant 30° C.

Pour se faire, des repiquages successifs ont été réalisés jusqu’a 1’obtention d’une culture pure (des

colonies bien individualisées).

e. Conservation des isolats

La méthode de conservation consiste a repiquer les souches dans des tubes contenant de l'eau
distillée stérile et du glycérol a 30% (annexe 2), puis incubé a 30C° pendant 24h, ces dernieres
sont stockées par la suite a 4°C pour favoriser leurs viabilités et limiter les possibilités de

variations.
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I1.2.1.3 Caractérisation phénotypique des isolats

I1.2.1.3.1Etude macroscopique
L'examen macroscopique des cultures est le premier examen effectué apres la purification. L'aspect
des colonies est visible a I'eeil nu. Il ne pourra étre décrit convenablement qu'a partir de colonies
bien isolées. Cet examen est basé¢ sur les ¢léments d'identification donnés par Joffin et Leyral,
(2006) et qui sont : la forme, la taille, I'odeur, 1'opacité, 1'aspect, 1'élévation, la couleur et la

consistance des colonies.

11.2.1.3.2Etude microscopique

» Double Coloration de Gram
- Lapréparation d'un frottis bactérien est la premiére étape, elle consiste a étaler un fragment
bactérien jeune sur une lame propre puis séché et fix¢ a la flamme.
- Lapréparation est par la suite colorée par une solution de cristal violet pendant une minute.
- La coloration est ensuite rincée rapidement a I'eau distillée puis traité pendant 45 secondes
par une solution de Lugol et de nouveau rincé rapidement a l'eau distillée ensuite,
- La préparation est soumise a une décoloration par I'éthanol a 85% pendant 30 secondes.
Apres lavage a I'eau, le frottis est & nouveau coloré par la fuschine pendant 1 minute.
-Suivie d’un bref rincage a 1'eau distillée, il est séché a la flamme d'un bec Bunsen.
Enfin, on passe a I'observation microscopique.
Avec cette coloration double, les bactéries a « Gram positif » apparaissent en violet foncé tandis

que les bactéries a « Gram négatif » sont colorées en rose (Perry et al., 2004 ; Camille,2007).

11.2.1.3.3 Etude biochimique

> Test catalase
La mise en évidence de cette enzyme consiste a mettre sur une lame propre et s€che une goutte
d'eau oxygénée a 10 volumes et émulsionner un peu de la colonie suspecte ou de la culture obtenue

sur gélose a l'aide d'une pipette Pasteur stérile.
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La lecture du résultat s'effectue aprés 2 min ; le test catalase est positifpar I’observation d’un
dégagement gazeux abondant sous forme de mousse ou de bulle et qui traduit la décomposition du

dioxygene. S'il n'y a pas de bulles le test est négatif (Singleton, 2005 ;Delarras, 2007).

» Test de mannitol
L'ensemencement d'une colonie bactérienne issue d'une culture jeune agée de 24 h est réalisé par
piqire centrale a l'aide d'une pipette Pasteur dans le milieu (mannitol mobilité) puis incubé a 30°C
pendant 24 h.
Lecture
La fermentation du mannitol se traduite par un virage de la couleur du milieu de culture au jaune

(Guiraud, 1998).

» Test de type respiratoire
Le type respiratoire est mis en évidence sur milieu « Viande Foie » (VF) ayant un gradient de
concentration en oxygene dissous élevé en surface et faible en profondeur (Guiraud, 2003).
L'ensemencement des souches bactériennes se fait dans des tubes a essais contenant le milieu VF
a l'aide d'une pipette Pasteur plongée au fond du tube puis retirée en décrivant des tours de spires
trés serrés .Apres incubation pendant 24h a 30C°, le résultat se traduit par une poussée bactérienne

selon les quatre cas suivants:

*Une poussée en surface Acérobies strictes

*Une poussée au fond du tube Anaérobie strict

*Une poussee tout le long du tube Aéro -anaérobies facultatif
*Une poussée a proximité de la surface 8 Micro-aérophiles
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I1.2.1 Etude phytochimique
I1.2.1.1 Préparation du matériel végétal
> Echantillonnage

La récolte de la bigarade s'est faite manuellement dans la régionde Corso (Wilaya de Boumerdes)
durant le mois janvier-février, tandis que les fruits du mandarinier ils ont été récolté dans la région
de Ain El Hamra (Wilaya de Tipaza) durant le mois de mars. Les fruits étaient bien murs et ne
présentaient aucun signe de blessure ou d'infection.

» Lavage
Dans un premier temps les parties utilisées du bigaradier et de la mandarine (feuilles, écores,
graine), ont été lavées puis rincées plusieurs fois a I’eau du robinet jusqu’a ce que I’eau en contact
avec ces parties devienne claire. Cette opération a permis d’éliminer les moisissures et une grande
partie des impuretés.

» Séchage
Le matériel végétale (feuilles, écores, graine), ont été mises a sécher a I’air libre, a température de

30 a 37 °C pendant deux semaines.

a. b. C.

Photo 7. Parties du bigaradier séchée (a. graine. b. écores. c. feuilles.)

Page | 28



CHAPITRE Il. Matériel et Méthodes

> Broyage
Le matériel végétal séché a été broyé par un broyeur électrique afin d'obtenir des poudres
granulométriques fine pour permettre une bonne extraction des biomolécules. Les poudres ont

¢taient stockées dans des flacons en verre a I'abri de la lumiére jusqu'a leurs utilisations (Photo 8).

Photo 8. Echantillons végétal broyé et conservées (a. mandarine. b. bigaradier)

I1.2.1.1 Screening phytochimique

Le screening phytochimique est un test qualitatif permet de déterminer les différents

composés chimiques présents dans un organe végétal.

Afin de déterminer la présence de divers substances bioactives (métabolites primaires et
secondaires) tel que les tanins totaux, tanins galliques, tanins condensés, les anthocyanines, les
saponines, les alcaloides, les flavonoides, les mucilages; existant dans les feuilles et écorces des
deux especes du genre Citrus; un test phytochimique a été effectué en utilisant la poudre ou l'infusé
selon la méthode décrite par Harbone (1973). Tout changement de couleur ou formation d’un

précipité ont été utilis¢é comme indicateur d'une réponse positive a ces tests (Tab.13).

a. Préparation de ’infusé
L’infusé a 20% de chaque échantillons (feuilles et écorces) est préparé par 1’addition de 20 g de
poudre végétale a 100 ml d’eau distillée chaude. Aprés 15mn de temps, le mélange est filtré et le
filtrat obtenu est ajust¢ a 100 ml par ’eau distillée (Photo9) (Harbone,1973; Paris et
nothis,1978).
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a. b.

Photo 9. Infusé a 20% des échantillons de feuilles et écorces de : a. le bigarade (Citrus
aurantium) b. la mandarine (Citrus reticulata Blanco)

b. Recherche de composes phénoliques

Les étapes des screening phytochimique sont présentées dans le tableau 14ci-dessous .La méthode
d’extraction est celle adoptée par le laboratoire des substances naturelles de CRD SAIDAL

Tableau 14. Molécule recherchée avec leurs réactions de caractérisation et
les résultats attendus

Composé Constituant Réaction Revelation \
Totaux 5 ml de l'infusé +
quelques gouttes de Coloration blue
Tanins FeCls a 5%. noire
Galliques 5 ml de l'infusé + 2g
Composé d'acétate de sodium + Coloration bleu
Phénoliques quelques gouttes de foncé
FeCls
Catéchique 15 ml d'infusé + 10 ml
du formol a 40% + Sml Coloration rouge
d'HCI concentré

Flavonoide 5 ml d'infusé + 5ml

d'HCl1 + coupeau de Mg  Coloration rouge-

+ 1 ml d'alcool iso orange

amylique

Anthocyanes 5 ml d'infusé + quelques

gouttes d'HCl Coloration rouge
Composé Mucilages 1 ml d'infusé + 5 ml Un précipité
réductifs d'alcool 100° (éthanol) floconneux
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Composés Saponosides Sml d’infusé + quelques  Formation de
terpéniques gouttes acétates de précipité blanc
plomb
Amidon 2g poudre végétale + Coloration bleu
quelques gouttes d’iode  violette
composés Glucosides 2g poudre végétal + Coloration rouge
glucosides quelques gouttes H2SO4  brique + violette
Composé Alcaloides 2ml d’infusé + 2 ml de Précipité rouge
Azotes wagner (annexe 2)
+++ : Fortement positif ; ++ : Moyennement positif ; + : Faiblement Positif ; - : Négatif ; ND : Non
déterminé.

I1.2.1.2Extractions des composés phénoliques
a. Extrait des polyphénols totaux

L'extraction des composés phénoliques a partir des feuilles de Citrus utilisées dans notre étude

passe par les étapes suivantes (Revilla ef al. 2001 et Ojeil ez al. 2010).

> KEtape 1:20 g de poudre végétale est macérée dans 100 ml de méthanol pendant3 jours.

> KEtape 2 : séparation de solvant méthanol de la poudre par filtration.

> Ktape 3 : le filtrat récupéré est mis dans un Rotavapeur & 70C pendant 20 mn afin
d'éliminer le méthanol.

L'extrait des polyphénols est obtenu au fond du ballon sous forme d'extrait sec.

Le calcul de rendement en polyphénols dans I'extrait éthanolique est déduit par la formule suivante

R%= (M-M* /Mr)

e R% : taux de la maticre extraite.

e M: masse du ballon apres l'extraction.

e M* : masse de ballon vide (avant I'extraction).

e Mr : masse totale de la poudre végétale utilisée dans 1'extraction.
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» Mode opératoire
+
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a. b.

Photo10. Infusées apres filtration (a. bigaradier. b. mandarine)

b- Extrait aqueux

Selon la méthode de Bougandoura et Bendimerad (2012) modifiée, 50g de la poudre végétale
(graine de mandarine et bigaradier) a été mise a une extraction par macération avec 500ml d’eau
distillée, pendant 24H a température ambiante (environ 20°C), I’ensemble est filtré sur du papier

filtre afin de séparer le marc du filtrat .en utilise ce extrait dans ’activité antimicrobiennes

c- Extraction des flavonoides

L'extraction des flavonoides est basée sur leur solubilité dans les alcools (éthanol, méthanol) selon
qu'il s'agit de matériel frais ou sec.

30 g de poudre d’écorces de mandarine et de bigaradier sont placée dans des récipients en verre,
additionné de 100 ml d’éthanol. La macération dure 72h.

Apres filtration, la solution est évaporée sous par un Rotavapeur, puis 'extrait résultant est traité
par 50 ml d'eau distillée chaude.

Apres refroidissement, on procede une série d'extraction liquide/liquide, décantation, par des
solvants non miscibles a I’eau.

L'extrait sec des flavonoides est obtenu par évaporation sous vide de I'extrait butanolique terminal
a une température compris entre 50°C et 85°C. L'extrait sec des flavonoides est obtenu finalement
au fond de ballon. Les démarches de protocole d'extraction des flavonoides sont résumées dans la

figure suivante.
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U

Macérer 72 h

8

Filtration et évaporation a | air libre

||

N
Résidu +90 ml chloroforme

J

Décantation
Elimination de chlorophylle et Résidu +90 ml

Les lipides éther d’éthylique

Décantation

Elimination des Génines libres > clésidu +

90 ml acétate d'éthyle

L

Décantation

Elimination des Monosides : c

Résidu

+ 90 ml butanol

L

Evaporation a I'air libre pendant 3 & 4 jour

Extrait sec des flavonoides
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Le rendement de I"extraction est calculé par la formule suivante :

Rendement % =Masse de I extraction sec /Masse de la poudre végétale utilisée
%100

Avec :

La masse de I’extrait sec =masse de ballon aprées I’extraction — masse du ballon vide.

Méthode de récupération des extraits
Apres la pesée des ballons contenant les extraits, ces derniers sont extraits a l'aide d'une spatule.
Puis, ils sont transvasés dans des piluliers ombrés, en verre. Ils sont stockés dans un réfrigérateur

a4°C.

11.2.1.3Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été réaliser sur I’extrait éthanolique des feuilles de Citrus
reticulata blanco et de Citrus aurantium .
» Principe

Cette méthode est basée sur les réactions d'oxydo-réduction. Le réactif de Folin-Ciocalteu, acide
de couleur jaune, est utilis€ comme oxydant, il est constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique (H:PW12040) et d'acide phosphomolybdique (H;PMO12040).Lors de I'oxydation
des polyphénols, le Folin est réduit en un mélange bleu d'oxyde de tungsténe et de molybdene et
ca en présence de carbonate de sodium .L'intensité de la coloration est proportionnelle aux taux

des polyphénols présents dans les extraits(Ribereau-Gayon, 1968).

> Mode opératoire
Le dosage des composés phénoliques a été réalisé par la méthode de Meyers et al. (2003).
100 ul d'extrait sont mélangés avec 750 ul de carbonate de sodium (7,5%) et 750 ul de réactif de
Folin-Ciocalteu (dilu¢ a 1/10). Apres 2 heures d'incubation (a la température ambiante et a

l'obscurité) les absorbances sont mesurées a 750 m.
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La courbe d'étalonnage est préparée de la méme manicre que 1'extrait, en utilisant I'acide gallique
comme standard (annexe3,fig 1). La concentration moyenne de I'extrait en polyphénols totaux est

exprimée en milligramme équivalent d'acide gallique par gramme des feuilles (mg EAG/g).

I1.2.2 Activités biologiques
I1.2.2.1 Activité antioxydant

> Evaluation de I'activité antioxydant par le test DPPH
- Principe

Ce test est basé sur la mesure de l'aptitude d'un antioxydant a exercer un effet scavenger sur le
radical libre DPPH* (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl). Le radical DPPH* est réduit en son
hydrazine correspondant lorsqu'il réagit avec un donneur d'hydrogeéne. La réduction du DPPH
s'accompagne par le passage de la solution d'une couleur violette a une couleur jaune, 1'absorbance
est mesurée par spectrophotometre a 515 m. Une faible absorbance indique une meilleure activité

anti-radicalaire (Milardovic et al., 2006).

- Préparation de la solution DPPH

On prépare 100ml d'une solution du DPPH dans le méme type de solvant que celui utilisé pour
préparer 1'échantillon et ses dilutions (éthanol). Pour cela on prépare 100ml d'une solution; 2,5mg

équivalent a 0,0025g du DPPH dans 100ml de solvant.

- Mode opératoire
L'activité antioxydante a été évaluée par la méthode DPPH (1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl) selon
le protocole décrit par Sanchez-Moreno (2002).

50 ul d'extrait de 1’écores de Citrus aurantium et Citrus reticulata blanco mirs a différentes
concentrations sont ajoutés a 1950 pl de solution éthanolique de DPPH (0,0025g/ml). Apres
homogénéisation, le mélange est préservé a l'obscurité pendant 30 minutes et la densité optique

lue a 515 nm.
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Le témoin négatif ne contient que la solution de DPPH et le témoin positif est représenté par des
solutions antioxydantes standard ; I'absorbance de 'acide ascorbique a été mesurée dans les mémes
conditions que I'échantillon testé(annexe 3 fig 2).

L'activité antioxydant est estimée en pourcentage d'inhibition ou en pourcentage de l'activité

antioxydant, selon la formule suivante :

Activité antioxydant = (controle Abs - test Abs) / (contréle Abs x 100)
Ou, Abs est I'absorbance lue a 515 nm.

Contréle abs : absorbance du blanc (DPPH dans 1’éthanol)
Test abs : absorbance du compose d’essai.
La concentration en milligramme d'extrait sec par millilitre de solvant (mg/ml) qui inhibe la

formation de 50 % de radicaux libres DPPH est définie par la valeur IC50.

11.2.2.2 Activités antimicrobiennes

Afin d’évaluer I’activité antimicrobienne in vitro des extrait des composés phénoliques de Citrus
aurantium et Citrus reticulata blanco, nous avons utilisé la méthode de la diffusion sur milieu
gélosé standardisée par NCCLS (National Comite for Clinical Laboratory Standards) et qui
permet de déterminer I’activité inhibitrice de la croissance des agents microbiens par la mesure du
diametre d’inhibition autour du disque imprégné de ’extrait (Celiktas ez al.,2017).
» Principe

L’activité antimicrobienne est testée in vitro par la méthode de diffusion des disques en milieu
solide. Cette méthode a exactement le méme principe que celui des tests d’antibiogramme (Duval
et Soussy, 1990). C'est-a-dire, 1’application de disques imprégnés de principes actifs sur des
milieux de culture ensemencés de microorganismes. La présence de I’activité antimicrobienne, se
manifeste par ’apparition d’une zone circulaire transparente autour du disque qui correspond a

I’absence de la croissance. Plus le diamétre de cette zone est grand, plus la souche est sensible.
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a. Revivification et repiquage

La revivification des souches, est une étape nécessaire avant leur utilisation car leur activité
biologique est nulle a 1'état conservé, et qui a pour objectif I'obtention d'une culture jeune et pure.
En premier, les souches testées sont revivifiées par la méthode des stries (milieu Muller Hinton
pour les bactéries PDA pour les champignons), puis on les incubes a 37 C pendant 24h pour les
bactéries et a 28 C pendant 48h pour les levures et champignons (Bolou ef al.,2011).

b. Préparation de l'inoculum

La préparation de I'inoculum est faite a partir culture jeune, pour cela on réalise des suspensions
microbiennes en prélevant quelques colonies a I'aide d'une pipette pasteur stérile. Et en introduisant
dans 9ml d'eau physiologique stérile.
La lecture de la suspension bactérienne est réalisée a 1’aide d'un spectrophotométre en estimant
l'absorbance a une longueur d'onde de 620nm (Bolou et al.,2011).
L'absorbance doit étre comprise entre 0,2 a 0,3 pour les bactéries. Les valeurs comprises dans les
intervalles cités ci-dessus correspondent a une concentration optimale de 107 - 10®germes/ml.
Concernant les souches fongiques une série de dilution a été préparé (10-3,10-2,10-3,10-4) la
suspension 10-3 a été utiliser.

C. Meéthode de diffusion sur disques (aromatogramme)
Les disques sont préparés a partir du papier wattman a 6 mm de diameétre, ensuite elles sont mises
dans un tube a essai, stérilisés a l'autoclave 1 heure a 120 °C, puis stockés a une température
ambiante (le tube a essai est hermétiquement fermé).
A l'aide d'une pince stérile, des disques de papier Wattman sont déposés sur le milieu de culture,
puis les imbibés par 25 ul des extrait des composés phénoliques de notre plante. Les boites de pétri
sont ensuit fermées et laissées diffuser a température de 37 C° dans I'étuve pendant 24h pour les

bactéries et 28 C° pendant 48h pour les champignons et levures (Duval et Soussy, 1990).

d. Lecture et expression des résultats
L’absence de croissance microbienne se traduit par un halo translucide autour du disque,
identique a la gélose stérile, dont le diametre est mesuré a I’aide d’un pied coulisse ou avec une

simple régle (Basse et Buchbauer, 2010).
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e. Estimation de ’activité antimicrobienne

D’aprés Ponce et al., (2003), I’estimation de I’activité antimicrobienne est basée sur une échelle

de mesuré qui classe le pouvoir antimicrobien en fonction du diamétre de la zone d’inhibition de

la croissance microbienne en 05 classe (Tab.15)

Tableau 15.Echelle de mesure de I’activité antimicrobienne (Ponce et al., 2003).

Echelle de sensibilité des souches Diamétre de la zone d’inhibition (mm)
Extrémement inhibitrice 0>20
Fortement inhibitrice 15>(0>19
Modérément inhibitrice 9>0>14
Légerement inhibitrice 8>0
Non inhibitrice 60
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Chapitre I11. Résultats et discussions

1I1.1 Résultat de I’isolement

Le travail présenté dans notre étude porte sur I’identification des différents isolats bactériens
dans la rhizosphére de mandarine, une caractérisation phénotypique basée sur les caractéres
macroscopiques, microscopiques et biochimiques a été faite.

IT1.1.1 Résultats de la caractérisation phénotypique des souches bactériennes isolées
Quatre souches bactériennes ont été isolées a partir de la couche rhizosphérique de mandarine.
I11.1.1.1 Etude macroscopique

Apres purification de l'ensemble des isolats bactérienne sur GN, nous avons obtenus des colonies
bien isolées avec des aspects tres variable.

Photos 11. Aspect de quelques colonies purifiées sur GN (original, 2023)

Les caractéristiques macroscopiques de ces isolats sont résumées dans le tableau qui suit ;

Tableaul6. Caractéristiquesmacroscopiques des quatre souches isolées

Isolats Forme Consistance des Couleur Opacité Elévation Aspect de
sélectionnes colonies surface
Souchei CBR  Crémeuse Beige Opaque Plate Lisse
Souche: CBI Muqueuse Transparent Translucide Convexe = Rugueux
Souches CBI Mugqueuse Blanchatre = Opaque Convexe  Lisse
Souches CBR  Crémeuse Jaune Opaque Plate Lisse

CBI: Circulaire a bord irrégulier - CBR : Circulaire a bord régulier.

D'apres nos résultats, les caractéristiques macroscopiques de la plupart des souches bactériennes
sont les suivants : les taille de ces colonies sont tres variables avec une forme circulaire (ronde),
un contour régulier(S1,S4) ou irrégulier(S2,S3), une différence couleur beige (S1), blanchatre(S3),
jaune(S4) et transparent(S:), leur surface est lisse(S1,S3,S4)ourugueux(Sz), ces colonies sont

opaques(S1,S3,S4) ou translucide(S2) avec une élévation convexe(S2,S3) ou plate(S1,S4).
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I11.1.1.2 Etude microscopique

La détermination du type de Gram et leurs positions sont des critéres d'identification tres
importants qui ont été€ réalisé sur certaines souches isolées.

> Double coloration de Gram

L'observation au microscope photonique des cellules apres coloration de Gram nous a montré
que les souches isolées ont une forme batonnet long a extrémité arrondie ou carrée, elles
apparaissent avec une couleur violéte donc elles sont & Gram positif. D'autres ont une forme
coccobacille ou batonnet avec une ciliature polaire.
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Photos12.Résultat de la coloration de gram (Original, 2023)
Les caractéristiques microscopiques des isolats sont résumées dans le tableau qui suit ;

Tableaul7.Caractéristiques microscopiques des souches isolées.

S1 Coque + Isolées,

Sz Batonnet + Isolées, en chainette
S3 Bacille + Isolées, en chainette
S4 Bacille + Isolées, en chainette

Les résultats du tableau montrent que les isolats (S1, So, S3, S4) sont des bactéries a Gram positive,

de forme bacille, batonnet (S2, S3 et S4) et coque(S1), ces isolats possédent des caractéristiques
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comparables au genre Bacillus .assemblés en différents type d'arrangement soit isolées(S1),en
chainette(S2,S3 et S4)

I11.1.1.3 Etude biochimique
» Test de catalase
L'ensemble des souches isolées ont une réponse positive pour ce test, cette réponse se traduit par

un dégagement gazeux sous forme des bulles d'air, c'est la décomposition de peroxyde d'hydrogéne

avec libération d'oxygeéne (Guiraud, 1998).

sS4

Photos13.Résultat du teste catalase (Original, 2023)
> Type respiratoire (TR)

L’ensemble des souches testées pour leurs types respiratoires sur milieu VF sont des aéro-

anaérobies facultatif, cela se traduit par leur croissance tout le long de la piqure centrale.

Photos14.Résultats de type respiratoire Si, Sz, S3, S4(Original, 2023)
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> Test de mannitol

Les résultats obtenus nous montrent que les souches sont capables de fermenter le mannitol par le
virage de l'indicateur coloré vers le jaune orangé et d'autres ne le fermente pas et la couleurreste

rouge.

Témoin

Photos15. Résultats du test mannitol (Original, 2023)

L’ensemble des résultats biochimiques et physiologiques réalisé sur les 04 souches isolées sont

résumés dans le tableau qui suit :

Tableaul8.Résultats des tests biochimiques et physiologiques de certains isolats

| Tesie Mannitol  Type respiratoire = Catalase
Souches

S1 + AAF +
S2 + AAF +
S3 + AAF +
Sa + AAF +

AAF :aéro-anaérobies facultatif

Apres isolement et caractérisation phénotypique des rhizobactéries a partir d’un sol rhizosphérique
de la culture de mandarine de la région de Boumerdes sur milieu GN, nous constatons que les
souches appartiennent probablement au genre Bacillus sp.

Ce résultat est en accord avec celui de Bouizgarne (2013), qui décrit le groupe de PGPR le plus

représentatif et le plus important dans le sol appartient au genre Bacillus sp.

D'apreés nos résultats, les caractéristiques macroscopiques de la majorité des souches sont les

suivantes: une taille variable avec une forme circulaire. Un contour régulier ou irrégulier et une
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couleur beige a créme, une surface lisse ou rugueuse, aussi les colonies sont opaques ou
translucides avec une €lévation convexe ou plate.

Ces résultats sont en accord avec ceux de Prescott et al., (2010),qui ont décrit le genre Bacillus
sp, par une forme punctiforme et ronde avec un diamétre comprit entre 1 a 3 mm et une couleur
beige ou créme. Arahalet al., (2002), les ontdécrits par leur aspect lisse, opaque et leur élévation
plat ou convexe.

L'étude microscopique de souches isolées montre qu'elles sont des bacilles a Gram positif,
assemblés en différents type d'arrangement soit isolées, en chainette. Selon les travaux de Guiraud
(2003), ces résultats caractérisent le groupe de bactérie appartient au genre Bacillus sp.

Les autres colonies bactériennes ont une couleur blanchatre ou beige, plate ou convexe, opaque
avec présence d'une odeur caractéristique. Ces résultats sont cités dans la littérature par Botellho
et Leda, (2006).

L'ensemble des isolats ont donné une réponse positive au test catalase par un dégagement gazeux
sous formes des bulles d'air indiquant qu'il y a eu destruction de peroxyde d'hydrogéne et libération
d'oxygene (Guiraud,2003).

L'incubation de certaines souches dans le milieu Mannitol (Martin-lapiere, 2011) pendant 48 h a
28C° a permet d'observer chez les Bacillus Si, Sz, S3 et S4 un changement de couleur rouge vers
le jaune ce qui signifie la dégradation de ces bactéries le D-mannose en fructose.

L'étude du type respiratoire sur le milieu VF confirme que les souches BacillusS1, Sz, S3 et S4sont

des aéro-anacrobies facultatives, ce résultat est en accord avec ceux deLogan et al.,(2009).
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I11.2 Etudes phytochimiques
I11.2.1 Screening phytochimique

L’¢tude du screening phytochimique met en évidence la présence de certains groupements
chimiques qui peuvent étre responsables de l'activité biologique étudiée. Les résultats obtenus
englobent les métabolites primaires et secondaires réalis¢ sur les feuilles et les écorces

deC.reticulata blanco et C.aurantium, et consignés dans les tableaux19 et 20 qui suivent.

Tableau19. Résultats du screening phytochimique de Citrus reticulata blanco

Tanins
totaux Coloration blue
noire
Tanins ++
galliques Coloration bleu
foncé
Tanins 4
catéchiques Coloration rouge
Flavonoide -
Coloration
rouge-orange
Anthocyanes +
Coloration rouge
Mucilages +++
Précipité
floconneux
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saponosides ==Hr +++ Précipité Blanc
Amidon - - Formation de
précipité Blanc
Glucosides e +++ Coloration bleu
violette
Alcaloides +++ + Coloration rouge

brique + violette

Les réactions qui se produisent sont classées de : négative (-) jusqu'a franchement positive (++++). L'absence de la
substance est représentée par: - Une réaction faiblement positive est représentée par: + Une réaction moyennement
positive est représentée par: ++ Une réaction franchement positive est représentée par: +++ ou ++++

Les résultats du Screening phytochimiques de Citrus reticulata blanco(Tab.19) ont montré des
niveaux élevés de tanins totaux, tanins galliques, flavonoides, saponines et glucosides dans les
deux échantillons. Alors que les tanins catéchiques et les anthocyanes sont présent en quantité
appréciable dans ’écores et les feuilles de Citrus reticulata blanco. La quantité d'alcaloides, de
mucilage et de flavonoides sont plus ¢levés dans les feuilles que dans 1'écorce. Et ’amidon est

totalement absence dans des deux échantillons (écorces et feuilles)
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Tableau20. Résultats du screening phytochimiquede Citrus aurantium

Tanins
totaux

Tanins
galliques

Tanins
catéchiques

Flavonoide

Anthocyanes

Mucilages

Saponosides

Amidon

++

e

+

A

e

Coloration
blue noire

Coloration
bleu foncé

Coloration
rouge

Coloration
rouge-orange

Coloration
rouge

Un précipité
floconneux

Formation de
précipité
Blanc

Formation de
précipité
Blanc
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Glucosides T=HE T=H=E Coloration
bleu violette

Alcaloides +++ ++ ‘3 Coloration
rouge brique
+ violette

Les réactions qui se produisent sont classées de : négative (-) jusqu'a franchement positive (++++). L'absence de la
substance est représentée par: -. Une réaction faiblement positive est représentée par: + .Une réaction moyennement
positive est représentée par: ++ .Une réaction franchement positive est représentée par: +++ ou ++++

Les résultats des tests phytochimiques de Citrus aurantium (Tab.20) ont montré que 1'écorce et les
feuilles contiennent de grandes quantités de tanins totaux, tanins galliques, flavonoides, saponines
et glycosides. Par contre, ces deux échantillons ne contiennent pas d’amidon. Les tanins
catéchiques et les anthocyanes sont présents en tres faible quantité dans les feuilles et totalement
absents dans 1'écorce, par contre les alcaloides et les mucilages sont présents en grande quantité

dans les feuilles et modérément dans I'écorce.

En comparons entre les deux espéces Citrus aurantium et Citrus reticulata blanco sur le plant
phytochimique, les résultat srévelent la présence des composés phénoliques (tanins totaux, tanins
galliques, flavonoides), des composés réductifs (mucilage), des composés terpéniques
(saponosides), composés glucosides (glucosides) en quantité tres €levée chez les deux espéces.
Les anthocyanes (composé phénoliques) sont présents en quantité faible et I’amidon est totalement
absence dans tous les extraits (écores et feuilles) de C. reticulata blanco et C. aurantium La
majorité des composés phénoliques détectés dans les feuilles de C. aurantium et C.reticulata
blanco sont identique.

Les résultats des tests phytochimiques sont préliminaires et qualitatifs, ils nous renseignent sur les
phyto-constituants majoritaires présents dans les échantillons étudiés .Cette différence dans les
résultats peut étre due a plusieurs facteurs tels que la nature du solvant, la méthode d’extraction,
la période de récolte ou aux facteurs génétiques, climatiques et édaphiques de la région de la récolte

(Lagha-benamrouche et al., 2017).
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D’aprés Arora et Kaur (2013), les alcaloides et les terpenoides sont présent dans I’écorce de
I’orange amere (C.aurantium).Aussi, I’étude de Oulebsir-Mohandkaci ef al.,(2016) a montré la
présence des tanins, des saponosides, des flavonoides, des mucilages et 1’absence de alcaloides
dans les feuilles d’orange amere (C.aurentium)récolté dans la région d'Annaba (Est de 1'Algérie).
Selon Gorinsteinet al.,(2001); Londono-londono et al.,(2010); Moulehi et al.,(2012), et
Ballester et al.,(2013)les écorces d’agrumes contiennent différents types de flavonoides et les
anthocyanes faisons partie de la famille des flavonoides sont identifiés uniquement dans les
variétés rouges.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Ashok Kumar et al.,(2011)travaillons sur les
¢corces des agrumes. Ces derniers ont révélé la présence des composés phénoliques (tanins et
flavonoides), des terpénoides et des composés réducteurs dans les écorces, avec une différence qui
est la présence des alcaloides et des saponosides.

He et al.,(2011)affirment également la présence des alcaloides dans les écorces de différents
hybrides d’agrumes. Cette présence peut étre expliquée par la différence des méthodes et des

solvants d’extraction utilisés, par des facteurs climatiques de la région de la récolte.

I11.2.2 Extractions des composés phénoliques

I11.2.2.1Extrait des polyphénols totaux

L'extraction des composés phénoliques a partir de la matiere végétale dépend de plusieurs facteurs
qui contribuent a son efficacité: la méthode d’extraction, la durée d'extraction, la nature et le
volume du solvant utilise.

La couleur, ’aspect et le taux de 1’extrait phénolique sont classes dans le tableau suivant

Tableau21. Couleur et aspect d’extrait phénolique totaux des feuilles de C.aurantium et
C.reticulata

Citrus Vert Compact
reticulata Foncé visqueux
blanco

Polyphénols

Totaux Citrus Vert Compact  11,4%
aurantium  Foncé visqueux
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La méthode d'extraction par macération en utilisant 1'éthanol comme solvant d'extraction nous
offre une variabilit¢ de rendement avec respectivement 11,4% et 7,1% pour les feuilles du
bigaradier et les feuilles du mandarinier .Cette variabilité du rendement peut étre due a la différence
du type de matériel végétal utilisé.

D'autre part, indépendamment du solvant utilisé, il a été noté que 'espece de C. auramtium
présente les meilleurs taux d'extraction par rapport a 1'espéce C. reticulata blanco

Muthiah et al., (2012) ont obtenus un rendement en polyphénols de 17,5% pour C. aurantium

bien supérieurs aux notre.

le rendememt d'extrait phénolique

xX
x
=}
S
C.aurantium C.reticulata blanco
M Series 1 11.4 7.1

Figured4. Taux de ’extrait des polyphénols totaux de C.aurantium et C.reticulata blanco

Selon Amartiet al., (2010) la composition chimique des composés phénoliques, du point de vue
qualitatif et quantitatif, peut varier. Ces variations sont en rapport avec certains facteurs
écologiques, la partie de la plante utilisée et I’age de la plante ou méme les facteurs génétiques.

I11.2.2.2 Extrait aqueux

L’extrait aqueux a été réalisé sur la poudre des graines de Citrus aurantium et Citrus reticulata

blanco. Les résultats obtenus sont classes dans le tableau (22) suivant :
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Tableau22.Aspect et couleurs de 1’extrait aqueux des grains de C.aurantium et C.reticulata
blanco

Citrus reticulata 3 g de poudre Jaune foncé
blanco
Citrus aurantium 5g de poudre Jaune claire

111.2.2.3Extraction des flavonoides

L'extraction des flavonoides a partir de la mati¢re végétale dépend de plusieurs facteurs qui
contribuent a son efficacité: la méthode d'extraction, la nature et le volume du solvant utilisé.

Le rendement en flavonoide des écorces des deux espéces nous donne des valeurs respectivement
de 0,23% pour C.aurantium et 0,20%pourC.reticulatablanco (Tab 23).Ce sont des valeurs

approximativement identiques.

Tableau23. Couleur et le taux d’extrait flavonoides d’écorces de C.aurantium et C.reticulata

blanco

Espéces La couleur Les photos

\

Citrus reticulata Orange foncé

blanco

Citrus Orange 0,23%

auranrium
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I11.2.3 Dosage des composés phénoliques

Apres 2 h d’incubation la couleur bleue confirme la présence des polyphénols qui ont réduit le
réactif de Folin-Ciocalteu. L’intensité de la couleur varie entre le bleu clair et le bleu foncé est
fonction de la teneur en polyphénols. Les concentrations des polyphénols totaux sont calculées a
partir de I'équation de régression de la gamme étalonnage établie avec 1'acide gallique (Y=0,01x
+0,002).

Une courbe d’étalonnage réalisée a 1’aide de I’acide gallique a différentes concentrations est
réalisée dans les mémes conditions que les échantillons (voir annexe 3). Les résultats sont exprimés
en milligrammes équivalent d’acide gallique/gamme de matiére végétale séche (mg EAG/g MS).
D’aprés les résultats obtenus avec les extraits de Citrus aurantium et Citrus reticulata blanco, on
remarque que 1’extrait de C.aurantium représente la concentration la plus élevée en polyphénols
estimée a 32,8+0,05mg EAG/g MS suivi par les feuilles de C.reticulata blanco avec des
concentrations de 27,7 +£0,07mg EAG/g MS. Les concentrations des polyphénols totaux obtenue

sont présentées dans la figure5 qui suit ;

Teneur polyphénol totaux

concentration

C.aurentium C.reticulata blanco
m Column1 32.8 27.7
Figure5. Teneur en polyphénols des extraits de C.reticulata blanco et C.aurantium

Une étude faite par Menichini ez al., (2011) sur, les feuilles et les fruits de Citrus medica enregistre
une teneur de 4.016 + 0.5 mg /g de matiére séche dans les feuilles, cette valeur est largement

inférieure a celle obtenu dans les feuilles de Citrus reticulata blanco.
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D’autres études réalisées sur les feuilles du Citrus aurantium ont donné des taux de polyphénols
plus élevés, de I’ordre de 69,97+1,67 mg GAE/g MS (Khettal et al., 2017) et de 44,41 + 0,49 mg
GAE/g MS(Lagha-Benamrouche et Madani, 2013).

En effet, la solubilité des composés phénoliques est influencée par la polarité du solvant, le degré
de polymérisation des composés phénoliques (Naczk et Shahidi, 2004). En plus, la présence de
certains groupes chimiques (acide ascorbique, acides organiques, sucres, amines aromatiques)

peuvent ¢galement réagir avec le réactif Folin—Ciocalteu (Ghafar et al., 2010).
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I11.3 Résultats des activités biologiques

IIL.3.1 Activité antioxydante

Il existe un certain nombre d'essais d'activité antioxydante dans la littérature avec différentes
méthodologies. Le test DPPH (2,2-diphenyl-1-picarylhydrazyl) est la méthode la plus couramment
utilisée pour déterminer le pouvoir antioxydant des matériaux naturels et synthétiques (Akaret al.,
2017).

Cette activité anti-radicalaire est basée sur la réduction du radical 2,2-diphényl-1- picarylhydrazyl
suite a un transfert d’hydrogéne qui provient des différents antioxydants qui se trouvent dans le
milieu réactionnel se traduisant par le virage de la coloration violette vers la coloration jaune
mesurable a 515 nm (Hadbaoui, 2012).

Nous avons évalué D’activité antioxydante des différents extraits de flavonoides de Citrus
aurantium et Citrus reticulata blanco, par la méthode de DPPH on se référant a 1’acide ascorbique
comme molécule de référence.

La figure6 qui suit représente le pourcentage d’inhibition de 1’extrait flavonoides ainsi que le

standard (acides ascorbique).

pourcentage d'inhibition%

C.reticulata blanco C.auremtium acide ascorbique

Figure6. Pourcentage d’inhibition extraite de flavonoides de Citrus aurantium,Citrus
reticulata blanco et de 1’acide ascorbique
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L’activité antioxydante est tributaire de la mobilité de I’atome d’hydrogéne du groupement
hydroxyle des composés phénoliques de 1’extrait. En présence d’un radical libre DPPH®,
I’atome H est transféré sur ce dernier pour le transformer en une molécule stable DPPH, ceci
provoque une diminution de la concentration du radical libre et également I’absorbance au
cours du temps de réaction jusqu’a I’épuisement de 1’antioxydant donneur d’hydrogene
(Khoudali ef al., 2014), se traduisant par une phase constante qui s’accompagne par la

saturation des couches ¢électroniques du radical (Bouyahya et al., 2017).

Nous remarquons que [’extrait flavonoide d’écorces de C.reticulata blanco présente le
pourcentage d’inhibition le plus élevé estimé a 58,027%, suivi par 1’extrait flavonoide
d’écorces de C.aurantium avec un pourcentage d’inhibition de57,253%,alors que 1’acide
ascorbique a montré une capacité moindre a inhiber le radical DPPH égale a 43.5 %.
L’¢tude réalisée par Lagha-Benamrouche et Madani, (2013) a montré que 1’écorce de
bigarade présente un pourcentage d’inhibition du radical DPPH de 88% supérieures a nos
résultats.

Cet écart s'expliquerait par les différentes compositions chimiques des mémes especes

d'agrumes dans différentes régions (Teneva et al., 2019).

Détermination des IC50 :

Nous avons déterminé a partir des graphes la concentration correspondante a 50% d’inhibition
(IC50, concentration inhibitrice a 50%) pour chaque extrait, c'est-a-dire la concentration requise
pour piéger les radicaux DPPH a 50%, exprimées en déviation standard moyenne (Talukder e al.,
2013). Plus la valeur de I’IC50 est petite, plus I’activité anti-radicalaire de I’extrait est grande. Les
valeurs d’IC50 obtenues (Tab. 24) permettent de classer la capacité de piégeage du radical DPPH
par les extraits testés par rapport a I’acide ascorbique et entre elles.

Tableau 24 : valeurs des IC50 des extraits flavonoides de Citrus aurantium, Citrus reticulata
blanco et de ’acide ascorbique

Extraits et le standard IC50 (mg/ml \

EFR 48.40
EFA 50.148
Acide ascorbique 0.0286

EFR; extrait flavonoide C.reticulata blanco- EFA; extrait flavonoide C.aurantium
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D’apres les valeurs des IC50 obtenues dans le tableau ci-dessus, nous remarquons que 1’extrait de
flavonoide d’écorces de C.reticulata blanco présente 1’'1C50 la plus faible avec 48,40mg/ml, suivi
par ’extrait des écorces de C.aurantium avec 50,14 mg/ml. Cependant, I’acide ascorbique ayant
I’IC50 le plus faible, de 0,0286 mg/ml, possede alors la plus grande activité anti-radicalaire
comparativement aux autres extraits testés.

D’autres travaux réalisés sur I’écorce du Citrus aurantium ont montré des valeurs d’IC50 de 1,9
mg/ml(Ghasemi et al., 2009) et 0,19 mg / ml(Marzouk,2013) largement inférieures a celles dans
notre analyse. Et Ghasemi et al., 2009 sur le fruit des Citrus reticulata Blanco avec une valeur de

210pg/ml dans le cas de I’extrait méthanoique seulement.
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II1.3.2 Activité antimicrobienne

Nous avons étudié in vitro le pouvoir antimicrobien des extraits des différentes parties écores,
feuilles et grains de Citrus aurantium et Citrus reticulata blanco par la méthode de diffusion sur
milieu semi gélosé¢ , Mueller-Hinton pour les bactéries et PDA pour les champignons en présence
d’un témoin.

L’activité antimicrobienne des extraits a été estimée en termes de diametre de la zone
d’inhibition autour les disques contenant les extraits a tester vis-a-vis de quatre bactéries :
Escherichia coli , Streptocoque sp. et les souches Sset S4 isolée. et de deux champignons
Aspergillus sp. et Penicillium sp.

L’effet des témoins (eau distille et éthanol) sur I’ensemble des souches testées est résume dans le
tableau (tab 25) qui suit ;

Tableau 25 : Résultats des zones d’inhibitions des témoins (eau distille et éthanol)

Extrait Diametre de la zone d'inhibition (mm)
Germes
Souches Escherichia 7 -
Bacteriennes coli
Streptocoque sp. - -
SoucheS3 - -
SoucheS4 6.5 -
Souches Aspergillus sp. 7 -
Fongiques

Penicillium sp. - -

TE : témoinéthanol, EA : eau distillée
L’eau distille qui est un témoin neutre ne manifeste aucun effet par contre pour I’éthanol une faible

sensibilité est obtenu avec Escherichia coli ,Souche S4 et Aspergillus sp. a des diamétres (7, 6.5et

7T)respectivement.
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Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 26et 27, qui suivent ;

Tableau 26. Résultats des zones d’inhibitions des extraits de Citrus reticulata blanco

M-EF M-EPT M-EAG

Souches Escherichi coli 30 20 -
Bacteriennes = Streptocoque sp. 22 30 16
Souche 3 12 10 -
Souche 4 11 34 -
Souches Aspergillus sp. 20 18 28
Fongiques Penicillium sp. 24 12 -

- M- EF: Mandarine Extrait flavonoide - M-EPT : Mandarine Extrait de
polyphénols totaux.-M-EAG :Mandarine Extrait aqueux des graines.

Extrait flavonoide

L'extrait flavonoide de C. reticulata blanco, montrent des zones d’inhibitions élevées avec des
diamétres d'inhibition de 22 et 30 mm sur Streptococcus sp. et Escherichia coli respectivement.
Suivi par des activités Iégerement inférieure, obtenu avec les souchesS3 et S4 de 1’ordre de 12 et
11 mm .En ce qui concerne 1'activité antifongique, les diametres maximaux observés de la zone
inhibitrice étaient compris entre 20 et 24 mm contre Aspergillus sp.et Penicillium sp.

respectivement.

Extrait phénolique

L’action de I’extrait phénolique sur les souches testées révele une extréme sensibilité de la souche
S4, de Streptococcus sp. d’Escherichia coli. avec des valeurs de 30, 20 et 34 mm respectivement.
Suivi par la souche S3 présentant une faible activité et une zone d’inhibition de 10mm.En ce qui
concerne 1’activité antifongique nos résultats ont montré des diamétres d'inhibition compris entre

18 et 12 mm, observées pour Aspergillus sp .et Penicillium sp.
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Extrait aqueux

Les bactéries Escherichia coli, soucheS; etS4 ne montre aucune sensibilité contre 1’extrait aqueux
des graines de C. reticulata blanco, par contre pour Streptocoque sp. nous obtenons un diametre
de 16 mm. Pour I’activité antifongique, des diametres d'inhibition de 28 mm sont obtenus avec
Aspergillus sp. Par contre Penicilliumsp.ne manifestent aucune activité contre 1’extrais aqueux des

graines

Tableau 26. Résultats des zones d’inhibitions des extraits de Citrus aurantium

B-EF B-EPT B-EAG

Souches Eschrichia 15 10 -
Bacteriennes coli
Streptocoque sp. 24 22 17
SoucheS3 - - -
SoucheS4 30 30 -
Souches Aspergillus sp. 20 9 36
Fongiques Penicillium sp. 22 10 -

B-EF :bigaradier Extrait flavonoide -B-EPT :bigaradier Extrait polyphénols totaux - B-EAG :
bigaradier Extrait aqueux graine.

Extrait flavonoide

Le résultat de I'extrait flavonoides de I’écorce de C. aurantiaum révele que le plus haut niveau
d'activité a été enregistré par Streptocoque sp. et la souche S4 avec un diametre d'inhibition de
l'ordre 24 et 30 mm respectivement, suivi par une activité légérement moins importante de la
bactérie Escherichia coli de 1'ordre de 15 mm, par contre la souche S3n’induit aucune une zone
d’inhibition vis-a-vis de l'extrait flavonoides. En ce que concerne l'activité antifongique nos
résultats ont montré des diametres d'inhibition comprissent entre 20 et 22mm observée pour

Aspergillus sp. et Penicillium sp .respectivement.
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Extrait phénolique

L’action de I’extrait phénolique a enregistré une activité appréciable sur Streptocoque sp. Et la
souche S4 avec des valeurs de 22 et 30 mm respectivement, suivi par Escherichia coli avec une
faible activité et une zone d'inhibition de 10 mm .La souche S3n’induit aucune activité contre
I’extrait phénolique. En ce que concerne l'activité antifongique nos résultats ont montré des
diamétres d'inhibition comprissent entre 9 et 10mm observées pour Aspergillus sp. et Penicillium
Sp.

Extrait aqueux

Escherichia coli, 1la souche S3 et la souche S4 ne manifestent aucune sensibilité a 1’encontre de
I’extrait aqueux des graines de C.aurantium, alors que Streptocoque sp. Présente une zone
d'inhibition de 17 mm. Pour l'activité¢ antifongique, un diametre d'inhibition de 36 mm pour
Aspergillus sp. et aucune activité contre Penicillium sp.

Comparaison de ’activité des deux espéces C.aurantium et C.reticulata blanco

» D’apres les résultats comparatives nous remarquant que 1’extrait phénolique des feuilles
de C.reticulata blanco présente une activité inhibitrice qui s’est avérée la plus élevé
envers la souche Ss,alors que la souche S3ne manifestent aucune activité contre les deux
extraits phénolique.

» Pour I’activité antifongique, Aspergillus sp. Présente la plus importante zone d’inhibition
avec I’extrait phénolique des feuilles de C.reticulata blanco, par contre pour Penicillium
sp. une activit¢ moyenne est obtenue avec |’extrait phénolique des feuilles de
C.aurantium.

» Les extraits aqueux des graines de C.aurantium et C.reticulata blanco présentent une
activité moyennement sensible avec Streptocoque sp., alors que les autres germes testés
ne manifestent aucune activité.

» L’activité antifongique des extraits aqueux des graines de C.aurantium a manifesté une
activité inhibitrice tres éleveé envers Aspergillus sp., alors que Penicillium sp. Ne présente
aucune activité.

» L’extrait flavonoide de C.aurantium et C.reticulata blanco donne un résultat

extrémement sensible avec Escherichia coli et 1a souche Sa.
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» Lactivité antifongique, présentent une zone d’inhibition intéressante avec 1’extrait
flavonoide de C.reticulata blanco envers Penicillium sp. Par contre 1’extrait des deux

espeéces Manifeste une faible action sur Aspergillus sp.

D’apres Hindi et Chabuck (2013), les extraits aqueux d’écorce de Citrus limon et de Citrus
limetta, testés sur E.coli ont révélé la résistance de cette bactérie a ces extraits. C’est résultats
corroborent nos observation obtenus avec les extraits aqueux.

Par contre les résultats de Santhosh ez al.,(2015) ont décelé une zone d’inhibition de 16,67 mm
obtenus sur E.coli avec I’extrait aqueux de C.aurantium. Aussi les zones d’inhibition obtenue par
Egbuonu et Osuji (2016), avec I’extrait aqueux des pépins de C.sinensis ont révélé une zone
d’inhibition de 9,67 mm contre E.coll.

Melendez et Capriles (2006), ont mis en évidence un effet antibactérien des extraits appartenant
aux genres Citrus a ’égard de S. aureus, Bacillus subtilis et E. coli. Cette derni¢re s’est montrée
sensible a Citrus aurantium et Citrus aurantifolia avec des zones d’inhibition respectivement de
12 mm et 20 mm, quant a S. aureus, les zones observées sont respectivement de 27 et 30 mm. Pour

Bacillus subtilis les zones sont de 17 et 20 mm respectivement.

Selon Cowan (1999), les polyphénols sont les principaux composés antimicrobiens des plantes
possédants des modes d’action divers et des activités inhibitrices et 1étales vis-a-vis d’un nombre
important de microorganismes.

L’activité antimicrobienne des flavonoides serait liée a leurs groupements hydrosolubles et
liposolubles qui se fixent sur la membrane lipidique de la bactérie en dénaturant sa structure,

entrainant ainsi la perte de ses fonctions vitales et sa perméabilité (Tsutoma et al., 2005).
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Photos 18. Quelques résultats positive pour l'activité antimicrobienne de C.aurantium.

Photos 19. Quelques résultats négatif pour I'activité antimicrobiennes de C.aurantium .
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Conclusion et perspectives

Les agrumes contiennent des niveaux élevés de composés présentant des avantages pour la
santé, notamment des polyphénols, de 1’acide ascorbique, des caroténoides et des flavonoides.
IIs ont une valeur trés importante dans la médecine traditionnelle et moderne et présentent
plusieurs activités biologiques, telles que D’activité antimicrobienne, anti-inflammatoire,

antioxydant et anticancéreuse.

Notre etude expérimentale realiser sur les écorces, feuilles et grains de deux espéces d’agrumes
Citrus auramtium et Citrus reticulata blanco,avait comme objectif de tester 1’activité
antioxydant et antimicrobienne de certains composé biochimiques. Les conclusions de ce

travail sont présentées selon un ordre chronologique d’achévement ;

L’isolement et 1’identification des bactéries du sol constituent la premicre étape de cette étude.
Pour cela, nous avons choisi un sol d’agrumiculture de la région de Hamadi de la wilaya de

Boumerdes.

Ces souches ont fait I'objet d'une étude macroscopique et microscopique, d’une coloration de

gram et d’une évaluation biochimiques par les tests des enzymes respiratoires et catalase.

La majorité des souches étaient probablement du genre Bacilles a Gram positif, assemblés en
différents type d'arrangement soit isolées ou associer en amas ou en chainette. Un contour
régulier ou irrégulier et une couleur beige a creme, une surface lisse ou rugueuse, aussi les
colonies sont opaques ou translucides avec une élévation convexe ou plate. La plupart des

souches sont aéro-anaérobie facultatif.

Le screening phytochimique a révélé la présence des composés phénoliques (tanins totaux,
tanins galliques, flavonoides), des composés réductifs (mucilage), des composés
terpéniques(saponosides), composés glucosides (glucosides) en quantité tres élevée chez les
deux especes. Les anthocyanes (composé phénoliques) sont présents en quantité faible et
I’amidon est totalement absence dans tous les extraits (écores et feuilles) de C. reticulata blanco

et C. aurantium.

La majorité des composés phénoliques détectés dans les feuilles de C. aurantium et C.reticulata
blanco sont identique. La méthode d'extraction par macération en utilisant I'éthanol comme
solvant permet 1’obtention de rendements intéressant avec 11,4% pour C. aurantium et 7,1%

pour C. reticulata blanco.
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La fraction flavonoide des écorces obtenues par la méthode d'extraction liquide-solides par
différents solvants a mis en évidence des rendements intéressant avec 0.23% pour C. aurantium

et 0.2% pour C. reticulata blanco.

D'autre part, indépendamment du solvant utilisé, il a été noté que l'espece de C.auramtium
présente les meilleurs taux d'extraction de flavonoides et polyphenols par rapport a I'espece C.

reticulata blanco.

Les extraits agqueux obtenu par macération et réaliser uniquement sur les poudres des pépins
de Citrus auramtium et Citrus reticulata blanco nous ont permis d’obtenir des macérates utiliser

directement a 1’état frais pour 1’activité antimicrobienne.

A T’issu des résultats obtenus, le dosage des composés phénoliques contenus dans les deux
extraits de feuilles de C. aurantium et C.reticulata blancoa révelé des concentrations moyennes
en polyphénols et qui sont respectivement de a 32,8+0,05 mg EAG/g de MS.et 27,7 £0,07mg
EAG/g de MS.

L’étude de I’activité antioxydante des extraits flavonoides de Citrus aurantium et Citrus
reticulata blanco par la méthode de piégeage du radical libre DPPH. Montre que I’extrait de
flavonoide d’écorce de C. aurantium & une activité moyenne comparée a celle de C. reticulata

blanco.

Enfin les résultats du test antibactérien vis-a-vis de 4 bactéries a Gram ~ et Gram * selon la
méthode de diffusion utilisant des disques, indiquent que les extraits phénoliques et flavonoides
(feuilles et écorce) des deux espéces possedent une bonne activité antibactérienne. Sauf I’extrait

aqueux (graines)qui ne présentent aucune activité antibactérienne.

En ce qui concerne I'activité antifongique réalisée sur deux souches ,les extraits testés sont actifs

sur Aspergillus sp. Et ne donne aucun résultat avec Penicillium sp.

A Tissus de toutes ces données et en perspectives,il serait intéressant de poursuivre cette

recherche en étudiant les points suivants ;

v' Utilisation d’autres méthodes d’extraction en étudiant profondément les principaux
parameétres modulant les rendements et les propriétés de ces extraits.

v" Utilisation des moyens de caractérisations des polyphénols et flavonoides comme la
chromatographie CG-MS.

v' Tester d’autres méthodes évaluation de I’activité antioxydant tel que le test FRAP.
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v" Evaluer I’activité antimicrobienne sur une large gamme de souches bactériennes et

fongiques.
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Résumé

La valorisation des déchets d'origine végétaux, représente un créneau important dans l'exploitation
des biomolécules. Dans cette optique d'idée, notre travail a été réalisé sur les écorces de deux
especes du genre Citrus (C. reticulata blanco et C. aurantium). Le travail commence par
l'isolement des bactéries a partir de sols rhizosphériques de la région de Hammadi (Wilaya de
boumerdes). Quatre souches isolées ont ét¢ identifi¢es comme membres du genre Bacillus et

retenue pour la suite du travail.

Un criblage phytochimique des feuilles et des écorces des deux genres de Citrus sp. a été effectué
et a révele une richesse en molécules du métabolisme secondaires. Des extractions des flavonoides
et des polyphénols totaux nous renseigne sur des rendements 0,23% et 0.2 % respectivement pour
I"extrait flavonoides C. reticulata blanco et C. aurantium, alors que pour 1" extrait des polyphénols
totaux avec des rendement de 11,4 % et 7,1% successivement pour C. aurantium et C. reticulata

blanco.

L’appréciation de 1’activité antioxydant a été faite par le principe de DPPH, marquer de IC50 le

plus élevé a une valeur de 50, 148 pour I"extrait flavonoide C.aurantium.

L’¢évaluation de l'activité antimicrobienne sur une gamme de souche bactérienne et fongique
permet l'obtention de zone d'inhibition variable selon 1'extrait, avec un maximum pour I extrait
phenolique des feuilles avec un diamétre d’inhibition 34 mm vis-a-vis la souche 4 , et un maximum
pour I'extrait aqueux des grains avec un diametre d’inhibition de 36 mm vis-a-vis la souche

fongique Aspergillus sp.

Mots clés : Citrus reticulata blanco — Citrus aurantium — Isolement bactérien — Flavonoides —

polyphenols totaux — DPPH — Activité antimicrobienne.

The volarization of plant waste represents an important niche in the exploitation of biomolecules.
With this in mind, our work was carried out on the barks of two species of the Citrus genus (C.
reticulata blanco and C. aurantium). The work began with the isolation of bacteria from
rhizospheric soils in the Hammadi region (Wilaya of Boumerdes). Four isolated strains were

identified as members of the Bacillus genus and retained for further work.



Phytochemical screening of the leaves and barks of the two genera of Citrus sp. was carried out
and revealed a wealth of secondary metabolism molecules. Extractions of flavonoids and total
polyphenols gave yields of 0.23% and 0.2% respectively for the flavonoid extracts from C.
reticulata blanco and C. aurantium, and 11.4% and 7.1% respectively for the total polyphenol

extracts from C. aurantium and C. reticulata blanco.

Antioxidant activity was assessed using the DPPH principle, scoring the highest IC50 at 50.148
for the flavonoid extract of C. aurantium. Evaluation of the antimicrobial activity on a range of
bacterial and fungal strains showed a variable inhibition zone depending on the extract, with a
maximum for the phenolic leaf extract with an inhibition diameter of 34 mm against strain 4, and
a maximum for the aqueous grain extract with an inhibition diameter of 36 mm against the

fungal strain Aspergillus sp.

Key words: Citrus reticulata blanco - Citrus aurantium - Bacterial isolation - Flavonoids - total

polyphenols - DPPH - Antimicrobial activity.



LES ANNEXES

Annexe 1.matériels et produits chimiques

Balance de précision
Etuve
Spectrophotometre
Microscope optique
Agitateur

Bec benzéne

Plaque chauffante
Broyeur (moulinex)
Regle
Vortex
Réfrigérateur

Bain-marie

Rotavapeur

Autoclave
Tamiseur

Béchers
Pince + ciseau
Cuve de spectrophotométre
Embouts
ampoule a décanté
micropipettes a volume
réglables (100 et 1000ul)
Spatule
Flacon avec bouchon
Fioles
Erlenmeyers
Eprouvettes
Tubes a essai+ portoir tube
Disque d’antibiotique
Boites de pétri stériles

Boites en verre
Anse de platine
Barreaux magnétique
Entonnoir
Pipettes pasteur
Pipettes gradues



Reéactif de folin—ciocalteu
Eau distillée
Eau physiologique
Ethanol
Alcool
Acétate de sodium
Acétat d’éthyle
Acétat de plomb
Carbonate de sodium
Coupeau de Mg
Eau oxygénée
Glycérol
Cristal violet
Lugol
Fuschine
Chlorure de fer
Alcool isoamylique
Acide sulfurique
Reéactif de Wagner
lode
chloroforme
Ether d’éthylique
acetate d éthyle
Acide ascorbique

Butanol

2,2-diphenyl -1- picrylhydrazyl

Formol 40 %

/
/
NACL
C2H60
C2H60
C2H3NaO2
C4HgOz
C4H604pb
NazCo 3
Mg
CH3COO-
C3HgOs
CasH30CIN3
/
C20H20CIN3
Fecls
CsH120
H2SO4
HCL
CHCLs
C4H100
C4HgO2
CsHsOs
CsH100
CisH12Ns0s
/



Annexe 2: : Préparation des milieux de culture des solution.

Gélose nutritive

PDA

Gélose Mueller-Hinton
Milieux VF

Mannitol mobilité

Autre : papier d’aluminium, papier absorbant, papier filtre, bavette ,les gants.

Réactif de WAGNER :

lodure de potassium
lode
Eau distillée

e Acide gallique
e Acide ascorbique

29
1.279
100ml

Préparation de milieux PDA Potato dextrose agar (g/l):

Filtrat de pomme de terre

Agar-agar
glucose
Eau distillée
Eau physiologique :

Eau distillée

NacCl

100g
109
10g
500ml

1000ml
99

Préparation de milieux Mueller-Hinton :

Mueller
Eau distillée
Agar-agar

Milieu de conservation :

glycérol
Eau distillé

Folin—ciocalteu

Folin—ciocalteu
Eau distillé

389
1000ml
209

30ml
100ml

1ml
Iml


https://microbiologiemedicale.fr/gelose-mueller-hinton/
https://microbiologiemedicale.fr/gelose-mueller-hinton/

Annexe 3

absorbance 750 (nm)

Courbe d'etallonage d'acide gallique

y =0.01x - 0.002

R*=0.999

20 40 60

Concentration (ul/g)

80
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Figure 1.courbe d’étalonnage d’acide gallique.
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Figure2 . la courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique
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=~
[=]

y=0.9316x+3.282
R?=0.9853..""'®

porcentage d'inhibition
= I w = u (=)
[en] [en] [an] [e=] [an] [an]
6]

o
. ".

0 10 20 30 40 50 60 70

concentration

Figure 3 les différent concentration de 1C50 de C.aurantium
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Figure 4 . les différent concentration de 1C50 de C.reticulata blanco
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