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INTRODUCTION

Depuis des milliers d'années, I'humanité a utilisé diverses plantes trouvées dans son
environnement, afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies. Ces plantes représentent un
réservoir immense de composés potentiels attribués aux métabolites secondaires qui ont
I'avantage d’avoir une diversité structurale et qui  possedent un trés large éventail d'activités
biologiques. Cependant I'évaluation de ces activités demeure une tache tres intéressante qui

peut faire I'intérét de nombreuses études (Zeghad, 2009; Maurice, 1997).

Les polyphénols sont en effet doués de multiples vertus thérapeutiques, ils jouent
unréle tres important, principalement, dans la lutte contre les cancers, les maladies
cardiovasculaires et la peroxydation lipidique. Ils interviennent aussi dans la protection
des plantes contre les différentes attaques microbiennes risquant de causer la perte d’une
grande quantité de végétation (Bruneton, 1999; Bahorun et al., 1996).

Un grand nombre d'études scientifiques ont été menées pour découvrir les propriétés
fonctionnelles des composés d’origine végétale, antioxydants ou autres, qui pourraient étre
efficace pour la santé (Tumbas et al., 2010). Des études épidémiologiques et expérimentales
récentes sur I’homme et I’animal suggerent gue les composés phénoliques trés abondants dans
les plantes médicinales et alimentaires pourraient jouer un réle dans la prévention de
certaines maladies (Treki et al., 2009 ; Hammoudi et al., 2012).

En général, les agrumes occupe une place unique dans le régne végétal et ont une
position importante vue leur grande consommation, car ils contiennent des composés bioactifs
ayant des propriétés liées a la santé humaine (Tripoli et al., 2007; N’dri Séraphin et al.,
2011). Parmi toutes les especes d'agrumes, la mandarine « Citrus reticulata Blanco » est trés
populaire (Mukhar et al., 2005; Li et al., 2006). Les différentes variétés de Citrus reticulata
Blanco ont éé largement utilisées comme médicament par les chinois pendant une longue
période en raison de leur activité pharmacologique, une faible toxicité et des faibles couts (Yu
et al., 2009).

Dans ce mémoire, nous avons étudié les composés phenoliques des feuilles de Citrus
reticulata Blanco, une plante trés utilisée en pharmacopeée traditionnelle, pour ses vertus

thérapeutiques. Malgré son importance biologique et médicinale, cette espece a été trés peu



étudiée en Algérie. C’est pourquoi notre éude est destinée a étudie les métabolites
secondaires et plus précisement les polyphénols et flavonoides des feuilles de Citrus
reticulata Blanco afin de prouver I’intérét biologique de cette plante et évaluer I’importance
de laflore de notre pays.

L e but de notre travail est d’évaluer I’activité antioxydant et I’activité antibactérienne
de Citrusriticulata Blanco. Pour celanotre travail est structuré comme suit :

+ Une synthese bibliographique comportant un chapitre consacré a la présentation
générale sur les agrumes dont notre plante, un deuxiéme chapitre présentant |’activité
antioxydant et un dernier chapitre présentent I’ activité antibactérienne.

+ Une partie pratique consacrée a |’extraction des substances active de Citrus riticulata
Blanco par quatre méthodes : une méthode utilisant le méthanol a 80%, une méthode
utilisant I’éthanol a 80%, une méthode utilisant I’eau bouillante et une méthode par
épuisement de la poudre utilisent le methanol a 80%, suivie d’un dosage spectral des
composeés actifs, ainsi que |’évaluation de leur activité antibactérienne.

+ Unetroisieme partie présente les résultats obtenus ainsi que leur discussion.
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Chapitre | : Généralités sur les agrumes

1- Geénéralités

Le mot «agrume » provient du latin « acrumen », qui désignait dans I’ Antiquité des
arbres afruit acide. Les agrumes appartiennent a la famille des Rutacées. On ne dénombre pas
moins de 900 variétés a ce jour, pouvant mesurer de 2 a 10 m. leur tronc est assez court, leur
feuillage dense, et persistant sauf pour le genre Ponciras ou il est caduque (Barboni, 2006;
Ramful et al., 2011).

Les agrumes comprennent trois genres principaux : le genre Citrus, le genre
Fortunella et le genre Poncirus. La majorité des agrumes appartiennent au genre Citrus
(Benedicte et Michel, 2011).

2- LegenreCitrus

Le genre « Citrus » est compose de nombreuses espéces comestibles, dont les oranges,

les citrons verts, les pomelos et les mandarines (Tableau I).

Tableau | : Les différentes especes du genre Citrus (Milind et Dev, 2012).

Nom commun Nom scientifique
L es mandarines Citrusreticulata
L es clémentines Citrus clementina

Lesoranges Citrus sinensis

Lescitronniers Citrus limon

L espomelos Citrus paradis

La plupart des espéces de ce genre sont compatibles avec une pollinisation croisée et peuvent
étre greffés les uns sur les autres (Benedicte et Michel, 2011). Les espéces du genre Citrus
sont des arbres ou des arbustes de moins de 4 m a 12 m de haut. Les feuilles sont
généradement persistantes sauf chez les hybrides de Poncirus. Beaucoup portent des épines
axillaires. Lesinflorescences sont des cymes de feuillés.

Les fleurs ont généralement 5 sépales et 5 pétales elles sont blanches, teintées en
pourpre chez les citronniers. Le fruit, trés caractéristique est une baie envel oppée d’une écorce
parfois trés épaisse. La pulpe est formée de « poils » devenant juteux a maturation, souvent
plus ou moins acide ou sucrée ou ameére (pamplemousse). Ces baies se nomment hespéridés.
Les graines sont souvent polyembryonies. Les feuilles et les fleurs portent des glandes

produisant une huile essentielle (Dorji et Yapwattanaphun, 2011).
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3- Originedesfruitsdu genre Citrus

L’origine du genre Citrus semble étre le sud-ouest asiatique et la région indienne. Les
Européens ont découvert, la premiere fois les agrumes a I’occasion de I’expédition
d’Alexandre en Medie (IRAN) au 3°™ siécle avant J-C.

Les premiéres orangeraies ont éé mises en place en Espagne en 1792, en Italie en
1870 et au Maroc en 1922 (Lim, 2012).

Traditionnellement, en médicine arabe classique, |es fleurs servent a préparer une huile
carminative, alors que les écorces des fruits sont utilisées contre les coliques. En Europe les
feuilles et les fleurs sont réputées antispasmodiques, stomachiques et sédatives.

En médecine chinoise les zestes sont préconisés dans les troubles digestifs et les
douleurs thoraciques et abdominales (Yu et al., 2009).

4- Propriétésthérapeutiques desfruitsdu genre Citrus

De nombreuses études ont montré gque les espéces du genre Citrus sont riches en principes
actifs tels que les composés phénoliques et les flavonoides, utilisés a des fins thérapeutiques
ou dans les domaines cosmétiques ou alimentaires (Shahaib et al., 2011; Kahkonen et al.,
1999).

Parmi les propriétés thérapeutiques de ces principes actifs citons :

¢ Effet veinotonique, facilitant la circulation sanguine (flavonoides)

¢ Effet antispasmodique (extrait d’écorce)

¢ Effet hypocholestérolémiant (naringine, hétéroside flavonique)

¢ Effet antibactérien (surtout I’huile essentielle)

¢ Effet antivira (flavonoides)

¢ Effet anti-tumora (limonene, tangérétine, nobilétine)

¢ Traitement desinsomnies et de lanervosité (feuilles et fleurs)

¢ Stimulation de I’appétit (zestes) (Santo et al., 2011; Karimi et al., 2012)
¢ Effet antioxydant et antiradicalaire (flavonoides)

¢ Effet antialergique (flavonoides)

¢ Effet antidépresseur (polyphénols) (Li, 2006; Khizar et al., 2010; Madani et al.,

2012).
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5- Citrusreticulata blanco

Citrus reticulata blanco communément « mandarine » est largement cultivé dans les
régions subtropicales. Elle est beaucoup plus résistante au froid que I’orange douce et I’arbre
est plus tolérant ala sécheresse (Lim, 2012).

Les mandarines sont cultivées dans les pays méditerranéens, le Japon le brésil,
I’argentine, les états unis et I’Australie. Les cultivars de mandarine sont nombreux et
présentent une grande diversité des caractéres morphologiques et horticoles (forme, volume,
couleur du fruit, adhésion de I’écorce) (Figure 1) (Mukhtar et al., 2005).

Figurel: Lesfruitset lesfeuilles de lamandarine. (Lim, 2012).

5-1- Classification botanique (Hallal, 2011)
Régne : Plantae
Sous-regne : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Rosidae
Ordre : Sapindales
Famille : Rutaceae
Genre: Citrus L.

@ @ P PSP

Espece : Citrusreticulata blanco
5-2- Composition chimique de la mandarine

Le tableau 1| donne une composition chimique en métabolites primaires et secondaires de la

mandarine.
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Tableau Il : Lacomposition chimique de lamandarine.

Composants

L ocalisation

Références

Les sucres : Fructose, Glucose,

Saccharose.

Fruit, feuilles, écorce.

Protéines et les fibres.

Fruit, écorce, feuilles.

Sals minéraux : Calcium, Fer,
Mg, Phosphore, sodium, Zinc,
Cuivre, Mn, Se.

Fruit, feuille, écorce

Lesvitamines: Thiamine (B1),
Riboflavine (B2), B3, Pyridoxine
(B6), Acide ascorbigue (C),
Vitamine A, Vitamine E.

Fruit, feuilles

Acides aminés : Tryptophane,
Isoleucine, Leucine, Lysine,
Méthionine, Cystine,
Phénylalanine, Tyrosine, Valine,
Arginine, Histamine, Alanine,
Acide Aspartique, Acide
Glutamique, Glycine, Proline et
Serine.

Fruit

Les métabolites Secondaires :
Acide Phénoliques, Flavonoides
(Flavanone, Flavone,Flavonal,
Hespéridine), Huiles essentielles,
l[imonoides incluant : obacumone
17 beta D- glucopyranoside, acide
momilinique 17 beta-D
glucopyranoside, limonemi,

monilline.

Fruit, Feuilles, Ecorce

Tripoli et al., 2007
Diankov et al., 2001
Maet al., 2008
Rashid et al., 2013
Rapisarda et al., 2009
Boudrieset al., 2012
Vinson et al., 2002
Rincon et al., 2005
Tumbaset al., 2010
Lianfang et al., 2009
Mukhtar et al., 2005
Lim, 2012

Menichini et al., 2011

LourdesMata Bilbao et al.,

2007
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Chapitre 11 : Activité antioxydant des composes phénoliques

1- Définition

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance capable, a concentration
relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ains retarder
ou empécher |’ oxydation de ces substrats (M eziti, 2009; Rezaie et al., 2007).

Les antioxydants sont des composés naturels ou synthétiques, capables de piéger les
radicaux libres et dinhiber les processus d'oxydation (Khizar et al., 2010). Les antioxydants
de sources naturelles peuvent étre utilisés pour augmenter la stabilité des aiments en
empéchant la peroxydation lipidique (Droji et Yapwattanaphun, 2011; Neéve, 2002;
Akowuah et al., 2005).

2- Mécanisme d’action
D’une maniere générale, un antioxydant peut empécher I’oxydation d’une autre

substance en s’oxydant lui-méme plus rapidement que celle-ci.

Les antioxydants sont en fait des agents de prévention, ils bloguent I’initiation en
complexant les catalyseurs, en réagissant avec I’oxygene, ou des agents de terminaison. lls
sont capables de dévier ou de piéger les radicaux libres, et agissent en formant des produits
finisnon radicalaires (Hellal, 2011; Akman et al., 2012).

3- Systémes de défenses antioxydants

3-1- Systéme enzymatique: 1l s’agit principalement de trois enzymes.

- Lasuper oxyde dismutase (SOD) : Elle accélere la dismutation de I’anion super oxyde
en peroxyde d’”hydrogene.

- Lacatalase: présente en particulier dans les hématies et les peroxysomes hépatiques.
Elle agit en synergie avec la SOD puisgue son role est d’accélérer la dismutation du
peroxyde d’hydrogene en eau et en oxygene moléculaire.

- La glutathion peroxydase et réductase : Elles sont localisées dans le cytosol et les
mitochondries. La glutathion peroxydase joue un rdle tres important dans la
détoxification du peroxyde d’hydrogene et d’autre hydro peroxydes résultant de
I’oxydation du cholestérol et des acides gras (AG). La glutathion réductase (GR),
guant a elle, a pour réle de régénérer le GSH (glutathion reduit) a partir du GSSG
(glutathion oxyde) tout en utilisant le NADPH comme cofacteur. (M eziti, 2009).

3-2- Systeme non enzymatique

Ce groupe de systéme renferme de nombreuses substances endogénes (glutathion,

acide urique, la méatonine, bilirubine...) et d’autres substances exogéenes apportées par

I’aimentation (le tocophérol, acide ascorbique,...) agissant en piégeant les radicaux et en
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neutralisant |’électron non apparié, les transformant ainsi en molécules stables. Des composés
comme les alcaloides, les polyphénols, huiles essentielles ; flavonoides apportés egalement
par I’alimentation, jouent un réle similaire de piégeurs de radicaux libres (M eziti, 2009).
3-2-1- L es composés phénoliques comme antioxydant

Les agrumes ont recu beaucoup d'attention, en raison de leur composition chimique,
contenant une quantité élevée des composes bioactifs, en particulier les polyphénols, les
vitamines C, les caroténoides et les fibres aimentaires. Les composes phénoliques sont des
molécules qui appartiennent au métabolisme secondaire (Camille, 2009; Atanasova, 2009).
IlIs sont classés en deux grandes catégories. Flavonoides et non Flavonoids (Acide
phénolique) (Kmran khan et al., 2010). Ce sont des composes qui contiennent un groupe
phénol et peuvent avoir différents substituants.

IIs forment un groupe de composés trés divers (Barboni, 2006). Sont considérés
comme des composes quas universels des végétaux (Nkhili, 2009; Galvan d’alessandro et
al., 2012). Ils sont répartis principaement dans les vacuoles et la paroi, sont synthétises
également dans le cytosol, au sein d’une méme feuille la répartition des composés est
variable, certains composeés ne sont accumulés que dans des organes bien définis (Mordl,
2011; Camille, 2009).
3-2-1-1- Lesprincipales classes de composés phénoliques

Les métabolites secondaires peuvent étre classés en fonction de leur origine: les
terpénoides ou isoprénoides, les alcaloides et les composés phénoliques (Bellow, 2012;
Duda-chodak et al., 2011). lls sont divisés en plusieurs catégories.

= Les acides phénoliques (acides hydroxybenzoiques, acides hydroxycinnamiques) : font
partie des formes les plus ssimples des composés phénoliques et se séparent en deux
grands groupes: les acides Hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques

(figure 2) (Michel, 2011; Nkhili, 2009).
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Figure 2 : structure de base des acides hydroxybenzoiques (1) et acides hydroxycinnamiques
(2) (Zeghad, 2009).
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= |es flavonoides : Ce sont des pigments hydrosolubles responsables de la couleur des
vegetaux (Ojeil et al., 2010). IlIs sont présents dans presque tous les organes de la
plante (racines, fleurs, tiges...) et jouent un réle important dans le systéme de défense
comme antioxydants (Harkati, 2011; Isory, 2007; Lourdes Mata Bilbao et al.,
2007).

Les composés de chaque sous-classe se distinguent par e nombre, la position et la nature des
substituants (groupements hydroxyles libres, méthylés ou glycosylés) sur les deux cycles
aromatiques A et B et le cycle central C (figure 3) (Ghedira, 2005).

> 4

Figure 3: Structure de base des flavonoides (M ouffok, 2011; Barreca et al., 2011).

= |estanins obtenus par polymérisation des flavonoides (Bellebcir, 2008).

3-2-1-2- Lesactivités antioxydants des composées phénoliques

# Piégeagedirect desradicaux libres

La réduction de divers radicaux par les polyphénols a été beaucoup étudiée afin de
déterminer les éléments majeurs de I’activité antioxydant. Gréce a leur faible potentiel redox,
les polyphénols et plus particuliérement les flavonoides (FI-OH), sont thermodynamiquement
capables de réduire rapidement les radicaux superoxydes, peroxyles (ROO°), alkoxyles (RO®)
et hydroxyle par transfert d’hydrogene selon laformule suivante :

FI-OH + X°* —m» FI-O + XH
Ou X° représente I’un des EOR mentionnés ci-dessus (M eziti, 2009 ; Nkhili, 2009).

Le radical carboxyle résultant (FI-O¢) peut réagir avec un autre radical libre pour former une

structure quinone stable (figure 4).
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ROO" + FIOH = ROOH + FlO°
HO' + FIOH = H,0 + FIO°
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Figure 4: Réaction des flavonoides avec les EOR. (M eziti, 2009)

# Chéation desions métalliques

Les ions du fer (Fe*") et du cuivre (Cu?*) sont essentiels pour certaines fonctions
physiologiques. IIs peuvent étre, soit des constituants des hémoprotéines, soit des cofacteurs
des différentes enzymes du systeme de défense antioxydant (M eziti, 2009). Maisils sont auss
responsables de la production du radical hydroxyle par la réduction du peroxyde d’hydrogene.

Divers polyphénols abondants dans les plantes et dans I’aimentation sont considérés
comme de bons chélateurs des ions métaliques (Nkhili, 2009). Les flavonoides sont

considérés comme de bons chél ateurs de ces ions métalliques (figure 5).

Figure5 : Flavonoides et leurs sites proposeés pour |’activité antioxydant comme la chélation
desions métalliques (Chabil, 2006).
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Chapitre 11 : Activité antioxydant des composes phénoliques

# |nhibition enzymatique

L’inhibition de la production des EOR par les polyphénols et particulierement les
flavonoides peut procéder directement par formation de complexe inhibiteur-enzyme et/ou par
piégeage directe des EOR (Nkhili, 2009).

Les polyphénols sont capables d’inhiber une large gamme d’enzymes génératrices du

0,* et d’autres EOR, comme la xanthine oxydase, la protéine kinase C, la cyclooxygénase,
lipooxygénase, et la glutathion S-Transférase (M eziti, 2009).

11
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Chapitre 111 : Activité antibactérienne des composes phénoliques.

1- Activitéantibactérienne

Les activités antibactériennes des plantes aromatiques et médicinales sont connues
depuis l'antiquité. Toutefois, il aura falu attendre le début du XXe siecle pour que les
scientifiques commencent a sy intéresser (Benarous, 2006).
2- lesprincipales substances antibactériennes

2-1- Lesantibiotiques

Les antibiotiques se définissent comme des molécules capables d'inhiber la croissance
ou méme de tuer des bactéries (Van Bambeke et Tulkens, 2008). Les antibiotiques actuels
peuvent se diviser en 5 groupes, en fonction de leur cible pharmacologique : antibiotiques
actifs sur la paroi bactérienne et membrane cytoplasmique, antibiotiques actifs sur la synthése
protéique, antibiotiques actifs sur le métabolisme des acides nucléiques et de leurs
Précurseurs, antibiotiques inhibiteurs de voies métaboliques (L avigne, 2007).

L’étendue de I’activité antibactérienne d’un antibiotique définit son spectre d’action.
En effet, ces derniers possedent une haute activité contre les bactéries Gram positives, mais
demeurent peu actifs contre les bactéries Gram négatives et les levures (Guinoiseau, 2010).

2-2-  Lescomposés phénoliques

Les actions des polyphénols peuvent étre distinguées sur la base du type dactivité
guils exercent. Un extrait bactériostatique arréte la croissance des bactéries en évitant sa
prolifération, il facilite la destruction des germes par le biais des défenses de I'héte et I’extrait
bactéricide tue les bactéries (Van Bambeke et Tulkens, 2008).

% Meécanismede |'effet antibactérien

Le mécanisme de l'effet antibactérien des composés phénoliques est tres complexe, et
implique multiples modes d'actions tels que :

I'inhibition des enzymes extracellulaires bactériennes, la séquestration des substrats

nécessaires ala croissance bactérienne ou la chélation de métaux tels que lefer.

I'inhibition du métabolisme microbien, dégradation de la paroi cdlulaire, perturbation

de lamembrane cytoplasmique, ce qui cause une fuite des composants cellulaires.

Interaction avec la synthese de I'ADN et I'ARN, des protéines, des lipides et de la

fonction mitochondriale ainsi que la formation des complexes avec la paroi. Le mode

d'action des agents antibactériens dépend également du type de micro-organismes. Les

composés phénoliques ont une action antibactérienne surtout contre les Gram- dont les

groupes C=0 réagissent avec les S-H et empéchent la croissance bactérienne, ils ont

auss une activité fongicide parfois vermifuge et cytotoxique (M ouffok, 2011).
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Chapitre 111 : Activité antibactérienne des composes phénoliques.

3- L’aromatogramme et son inter pr étation

L’aromatogramme est un examen de routine qui permet de mesurer et de déterminer
la capacité d’un des extraits a base des plantes a inhiber la croissance bactérienne in vitro. Il
renseigne, par conséquent, sur la sensibilité des germes vis-avis des agents anti-infectieux
(Benouda et Tagajdid, 2008). A part les techniques automatisées, le test de diffusion et la
détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI1) sont les méthodes les plus
fréguemment utilisées (Gennéa et Siegristb, 2003).
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Chapitre IV : Matériels et méthodes

- Préparation de matériel végétal
I-1-Larécolte

Le matériel végétal est constitué par les feuilles de Citrus reticulata blanco. Elles ont été
récoltées alafin du mois de Janvier 2013 dans la région d’Oued Ghir de la Wilaya de Bgjaia
(Algérie), dans les meilleures conditions possibles en évitant la rosée, la pluie ou une
humidité excessive.

Le site de la récolte est une zone boisée montagneuse, éoignée de toutes sources de
pollution. Le choix du matériel végétal utilisé dans notre étude est principalement basé sur :

# L’abondance de I’espéce Citrus réticulata blanco dans la région de Bejaia en

particulier et en Algérie en général.

# Larichesse de ces variétés en composes phénoliques notamment en flavonoides.
|-2-Séchage

Les feuilles fraichement récoltées ont été lavées afin d’enlever la poussiere et d’autres
polluants. Elles ont été mises a sécher dans une étuve a la température de 37 °C (pour éviter
toute sorte de dénaturation de ces constituants) pendant une semaine.

L’intérét du séchage est d’éviter tout effet nocif di al’excés d’humidité qui favorise la
fermentation microbienne de feuillage et le développement des moisissures. || empéche aussi
I’action de polyphénols-oxydases et de glycosidases qui dégraderaient les composés
phénoliques (Escribano-Bailon et Santos-Buelga, 2003).
|-3- Broyage et Tamisage

Le matériel vegétal séché a été broyé par un broyeur éectrigue puis tamisé a I’aide d’un
tamiseur a une vitesse de vibration de 1.60 mm/g.

Une poudre trés fine de diamétre 250 um a été récupérée a la fin du tamisage et
préservée dans des flacons en verre étiquetés et fermés hermétiquement pour protéger la

poudre contre I’humidité et |’ attaque par |es moisissures.
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Figue 6 : Tamiseur électrique.
[I-  Méthode d’extraction
L’extraction des polyphénols a partir du feuilles de Citrus reticulata blanco est effectuée par :
#  Macération par les solvants d’extraction : Méthanol, Ethanol.
# Infusion avec I”eau distillée bouillante.
# Latechnique d’épuisement de la poudre en utilise le méthanol a 80 % comme
solvant d’extraction.
[1-1- La macération
La macération est une méthode d’extraction solide-liquide qui consiste a faire tremper une
substance (matiére végétale) dans un solvant froid ou chaud en extraire les especes
(molécules) solides ou liquides présentes dans une substance naturelle par sa dissolution dans
ce solvant atempérature ambiante (Bellebcir, 2008).
# Avantages et inconvénients
Avantage
» Defaibles quantités de matériel végeétal sont utilisées ;
= Procédé simple pour I’application ;
= Extraction efficace.
I nconvénients
= Méthodes d’extraction longue ;
= Utilisation d’un volume considérable de solvant ;
» Le risque de destruction (dénaturation) des composés thermolabiles en cas de
chauffage (extraction par le soxhlet).

15



Chapitre IV : Matériels et méthodes

I1-2- Protocoles d’extraction
|1-2-1- Extractions par les solvants
Les polyphénols de Citrus réticulata blanco ont éé extraits en utilisant trois solvants
différents: I'éthanol, le méthanol et I'eau distillée bouillante (Figure 7) (Karimi et al., 2012).
# Extrait Méhanolique/ Ethanolique
La poudre des feuilles de citrus (5 g) est pesee et placée dans un bécher et traitée avec 320
ml d'éhanol ou du méthanol a 80% suivie par une addition de 80 ml d’eau distillé. Le
mélange est agité pendant 2 heures a température ambiante. L’extrait est ensuite obtenu apres
filtration avec du papier Wattman N °1 puis mis dans I’étuve & 40°C pendant une semaine
pour évaporer les solvants.
# Extrait aqueux
25 g de la poudre de citrus sont placés dans un bécher et méangé avec 500 ml |'eau
distillé bouillante, suivie par agitation magnétique pendant 15 min. L'extrait est ensuite filtré

(papier filtre Wattman N°1) et évaporé dans I’ éuve a40°C pendant une semaine.

Extraction par les solvants J

- a4
5g de lapoudre des feuilles 259 de la poudre des feuilles
+ +
Ethanol ou méthanol 480% 500 ml d’eau distillée bouillote.
| |
4 7
Agitation pendant 2 heures a Agitation pendant 15min a
température ambiante température ambiante.

“_p Filtration avec papier Wattman N°1

~
Récupération du surnager et évaporation
Dans |’étuve pendant une semaine.

Figure 7 : Protocole de macération par déférentes solvants d’extraction (Karimi et al.,
2012).
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|1-2-2-L a technique d’épuisement

La méthode d'extraction utilisée a été adaptée par Ramful et al. (2011), 1.5 g de la
poudre des feuilles de citrus sont pesés et placés dans un bécher avec 15 ml de méthanol a
80 . Le contenu du bécher est laissé a macérer pendant une nuit a 4° C. La filtration est
ensuite réalisée par le papier de wattman N°1 et le surnageant clair obtenu est transverse dans
un flacon propre et stocké a- 20°C.

La méme procédure est répétée: deux macérations successives dans 15 ml de
méthanol a 80 %, puis 6 ml de méthanol a 80 % qui sont ensuite ajoutés au résidu pour
obtenir un volume final de 36 ml. Les sur nageant de ces trois extractions ont été réunies et
stockées a -20°C jusgu'a leur utilisation pour le dosage des phénols et flavonoides total et
pour les activités antioxydants et antibactériennes (Figure 8)

I1-3- Déter mination du rendement d’extraction

Le rendement d’extraction est défini comme étant le rapport entre le poids d’extraction

obtenue apres I’extraction et le poids de la poudre utilisé.

Il est calculé par laformule suivante:

R(%)=—

Avec: P;: poidsde I’extrait sec aprés I’extraction.

Py : poids de la poudre avant I’extraction.
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Latechnique d’épuisement J

1.5 g de poudre des feuilles + 15 ml de méthanol a 80 %

iR

Incubation pendant une nuit a4°C
I

Filtration sur papier Wattman N°1

l l

Recupération du residu + Recupération du filtrat |
15 ml de méthanol a80 % et conservation a-20°C
1N

Incubation pendant une nuit a4°C

! }

Récupération du résidu + Récupération du filtrat
6 ml de méthanol a 80% et conservation a-20°C.
I

Incubation pendant une nuit a 4°C et récupération du filtrat

l v

Récupération de tous les sur nageant dans un flacon et conservation a-20°C | ——

Figure 8 : Protocole d’extraction par épuisement (Ramful et al., 2011).
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I11- Analyses chimiques
I11-1- Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux dans les différents extraits est réaise par la méthode de
Folin-Ciocalteu selon latechnique décrite par Yap et al. (2009) avec une |égere modification.

# Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d'acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (HsPM0:2,040). La méthode de folin-ciocalteu est
basée sur I’oxydation des cycles phénoliques, couplée a la réduction de I’acide
phosphomolybdique (Castellucci, 2010).

Le réactif de folin-ciocalteu voit ses propriétés colorimétriques modifiées lorsgu’il est
complexé a certaines molécules, il réagit avec la fonction—-OH des phénols, cette réaction se
traduit par le développement d’une coloration bleu foncée, permettant de déterminer la
concentration  des polyphénols en se référant a une courbe d’étalonnage a partir des
concentrations connues (K hatabi et al., 2011).

# Mode opératoire

5 mg de I’extrait (Méthanolique, Ethanolique, épuisement et aqueux) dilué dans 3 ml de
méthanol, sont gjoutés a 1.5 ml du réactif de folin-ciocalteu (10 ) puis ce mélange est incubé
pendant 3 &5 minutes a I’obscurité. 0.2 ml de carbonate de sodium (N& Coz) a 7.5 % sont
ensuite goutés a ce méange qui est incubé pendant 2 heures a I’abri de la lumiere.
L’ absorbance est lue & 765 nm.

Contre un témoin contenant :

0.3 ml de méthanol.

1.5 ml du réactif de folin-ciocalteu.

0.2 ml de N&Cos,

La concentration des polyphénols totaux est exprimée en milligramme d’équivalent en
acide galigue par gramme de la matiere seche (L’extrait aqueux est dissout dans I’eau
distillée au lieu du méthanal).

[11-2- Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides totaux des extraits des feuilles de Citrus du reticulata blanco a
été estimée par un dosage colorimétrigue basée sur la méthode de Mimica-Dukic (1992) in
Abdou Bouba (2010) avec quelques modifications.
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#® Principe
Les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est
susceptible de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure
d’aluminium (AICl3). Les flavonoides forment des complexes jaunétres par chélation des
métaux (fer et aluminium) (Chang et al., 2002).
L’AlCl3; forme un complexe trés stable avec les groupements hydroxydes OH des phénols, ce
complexe jaune absorbe la lumiére visible a une longueur d’onde de 430 nm (Ribéreau-
Gayon, 1968).

#® Mode opératoire

2 ml de la solution d’extrait sont additionnés a 1ml du mélange d’AlCl; et d’acétate de
sodium (C,;H3NaO,), aprés incubation a température ambiante pendant 10 minutes on mesure
I’absorbance a430 nm contre un témoin contenant 2 ml d’extraits et 1 ml d’eau distillée.

Le protocol e de dosage des polyphénols totaux et les flavonoides sont illustrés dans la

figure9.
! Dosage des polyphénolstotaux ! ' Dosage des flavonoidestotaux !
0.3 ml delasolution d’extrait 2 ml de la solution d’extrait
1.5 ml du réactif folin-ciocateu (10%) Iml du mélange du AICI; et
0.2 ml de NaxCoz a 7.5% acétate de sodium
Incubation pendant 2 h incubation pendant 10 minutes
Absorbance a 765 nm. Absorbance a 430 nm.

Figure 9 : Protocole de dosage des pol yphénols et flavonoides totaux (Yap et al.,
2009; Mimica- Dukic, 1992) .
V- Pouvoir antioxydant
Pour étudier les activités antiradicalaires et antioxydants des composés phénoliques des
feuilles de Citrus reticulata blanco, deux méthodes ont é&é employées: la méthode de
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reduction du DPPH (2 ,2-diphényl-1-picrylhydrozyle) et la méhode d’ABTS (se
d’ammonium de acide 2,2- azinobis (3-éthylbenzothiazoline)-6-sulfonique).

IV-1- Méthode deréduction du DPPH®

Le composé chimique DPPH est I’un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la
relation structure-activité antioxydant des composes phénoliques. 1l poséde un éectron non

apparié sur |’atome du pont formé par les deux azotes (figure 10) (Popovici et al., 2009).

O,N

N_,N NO-

NO,

Figure 10 : Structure chimique du radical libre DPPH® (Popovici et al., 2009).

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

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

# Principe
L’activite antiradicalaire est mesurée par la dégradation du DPPH, qui est un radical
synthétique présentant une intense coloration violette. La couche électronique de ce radical est

saturé en contact d’antioxydant (figure 11), ce qui explique la disparition de sa coloration
(Menichini et al., 2011).

' ™

e - O
. +RH - H +R"

O2N N—N O,N N—N
NO » @ N°2 @
DPPII’ (radical libre) DPPII (non radical)
RH : antioxvdunt ; K : radical libre

N c ’ ; A

Figure 11: Réaction du DPPH° avec un antioxydant (Bouguerra, 2012).
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Cette décoloration explique le pouvoir des extraits de la plante & pieger ce radical

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

DPPH°® + AH (violette) —— > DPPH-H + A° (incolore)

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

|égére modification.

# Mesuredel’activité

Un aliquote de 1.5 ml de I’extrait (0.1 mg/ ml) a déférentes concentrations (100, 200, 300,
400, 500 pg/ ml) est mélangé avec 0.5 ml de solution de DPPH (0.1 mM). Apres une agitation
vigoureuse et une incubation pendant 30 minutes a I’obscurité et a température ambiante,
I’absorbance est mesurée 4517 nm contre un :
Témoin : contenant 1.5 ml de m éthanol et 0.5 ml de DPPH.
Blanc : contenant 1.5 ml de I’extrait et 0.5 ml de méthanol.
N.B : Pour les extraits aqueux on utilise de I’eau distillée au lieu du méthanol.
Pour chaque concentration, le test est répété 03 fois.L activité anti radicalaire est estimée en

pourcentage d’inhibition selon laformule suivante :

)

At : Absorbance du témoin; Ae: Absorbance du test; Ab : Absorbance du blanc.
La rédlisation de la cinétique de cette activité a permis de déterminer les concentrations qui
correspondent a 50 % d’inhibition (Clsp); lavaleur de Cls est exprimeée en pug/ ml.
|V-2- Réduction du radical ABTS™

# Principe

C’est I'une des méthodes les plus utilisées pour |’évaluation de I'activité antioxydant
(Milardovic et al., 2007). Ce test est basé sur la capacité d’un antioxydant a stabliser le
radical cationique ABTS™ de coloration bleu-verte en le transformant en ABTS" incolore, par
piégeage d’un proton par I’antioxydant (Damintoti et al., 2005; Osman et al., 2006) (figure
12). L'un des radicaux plus couramment utilisés pour I'évaluation de I'efficacité anti-oxydante
des composés purs et des mélanges complexes des cations, est le radica dérivé de 2,2-
azinobis-3-éthyl-benzothiazoline-6-sulfonique (ABTS) (Osman et al., 2006).
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Figure 12 : Les étapes de formation du radical ABTS (Stjepan et al., 2007).

La décroissance de I’absorbance causée par I’antioxydant reflete la capacite de capture
du radical libre. La capacite antioxydant, exprimée en equivaent Trolox (TEAC), correspond

donc ala concentration de Trolox ayant la méme activité que la substance tester. La réaction

entre les antioxydants et ABTS" est estimée selon la réaction suivante :

ABTS" +AH—> ABTS+A° +H"

La solution d’ABTS°" se caractérise par une absorbance de 0.700 + 0.020 a 734 nm et le
pourcentage d’inhibition est calculé selon I’équation suivante (Li et al., 2012; Guedes et al.,
2013).

Activité scavenging % —

Ac: Absdu blanc; As: Absdu I’extrait.
# Mode opératoire
La solution du radical ABTS™ (7 mM) est obtenue par le mélange de la poudre ABTS
avec la solution de persulfate de potassium (2.45 mM). Elle est ensuite incubée a I’obscurité
pendant 16 h atempérature ambiante.
Lasolution d” ABTS™ est diluée ensuite avec I’eau distillée afin d’obtenir une

absorbancede 0.7 0.02 a 734 nm; laprocédure est illustrée dans la figure 13.
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Leblanc contient : 1.9 ml d’ABTS et 100 ul du méthanol ala place de I’ extrait.

Figure 13 : Protocole de réduction deradical ABTS (Leet al., 2007).
IV-3- détermination du pouvoir réducteur des composes phénoliques
Le pouvoir réducteur des composés phénoligues a été déterminé selon la méthode
développée par Oyaizy (1986) in Ogunlana (2008) avec quelques modifications.
# Principe
Le pouvoir réducteur est basé sur la reduction de Fer ferrique (Fe*®) du ferricyanure de
potasium en fer ferreux (Fe™), celui-ci se traduit par le changement de la couleur jaune du
ferricyanure de potasium vers une couleur bleue verdatre, dont I’intensité dépend du pouvoir
réducteur de chagque composé phénolique (Ribéro et al., 2008).
# Protocole

Le mode opératoire de détermination du pouvoir réducteur est présenté dans lafigure n® 14.
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1ml de solution d’extrait
+

2.5 ml d’une solution tampon phosphate (ph : 6.6 et 0.2 M) + 2.5 ml de
K3 F&(CNe)

Incubation &50 °C pendant 20 min
|

v

25ml deTCA (10%)

|

Récupération 2.5 ml de surnagent

v

Addition au surnagent de 2.5 ml de H,O + 0.5 ml de FeCl; (0.1%)

b

Mesure de I’ absorbance a 700 nm contre un blanc sans extrait.

Figure 14 : Protocole de détermination de pouvoir réducteur (Oyaizy, 1986).

V- L’évaluation del’activité antibactérienne
L’ objectif de cette éude est de déterminer parmi les extraits préparés, ceux qui ont une
activité inhibitrice des bactéries a Gram-positif et des bactéries a Gram-négatif. L’évaluation
de I’activité antibactérienne est effectuée selon la méthode de diffusion en milieu gélosé selon
Mothana et lindequist (2005) et Mamoudi et al., (2012).

V-1- Préparation des dilutions des extraits de Citrusreticulata blanco

Les extraits de Citrus reticulata Blanco ont été dissous dans I’eau physiologique pour

préparer les différentes concentrations avec des dilutions successives (Terki et al., 2009).
Sachant que la concentration de la solution mere de chague extrait est de 100 mg/ml pour les
extraits méthanolique, éhanolique et a I’eau bouillante, 40 mg/ml pour la méthode par

épuisement (figure 15).
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1 100 mg/ml

40 mg/ml
Imldela
1@ de I? solution mére
solution mere 1 ml de la premiére 1 ml de la premiére
dilution + 1ml d’eau dilution + 1ml d’eau
physiologique physiologique
"L I_____:I_____:lr____ I_____|I____-;|_____;I _____ A
L2 /A /8 i 1/16 Y 1/32 Y2 1A Y8 1 1/1e 1 1/32
: Lesdilutions pour les extraits I : Lesdilutions pour I’extrait par la 1
i1 méthanolique, éthanolique et aqueux : I méthode d’épuisement :

Figure 15 : Préparation des dilutions des extraits de Citrus reticulata blanco.

V-2- Souches bactériennes et milieux de culture

Les bactéries utilisées dans ce travail sont des souches de référence: E. coli ATCC
4157 - Bacillus subtilis ATCC 6633 — Saphylococcus aureus ATCC 25923 et Salmonella
typhi S.R hospitaliére (Tableau I11).

Tableau I11 : Souches bactériennes testées (L arpent ,2000 ; Humbert, 1998 ; Sutra, 1998 ;
Magraset al, 1998; Bernard et Alain, 2002).

Souches bactériennes Famille Gram | pathogénicité
Escherichia coli Enterobacteriaceae - +/-

Saphylococcus aureus Micrococcaceae + +
Bacillus subtilis Bacillaceae + +/-
Salmonella typhi Enterobacteriaceae - +
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V-3- Standardisation
A partir d’une culture pure et fraiche de 24 heures, les bactéries isolées sont raclées a
I’aide de I’anse de platine, I’anse est ensuite déchargeée dans 9 ml d’eau physiologique. Aprés
homogénéisation de la suspension bactérienne au vortex, les inocula sont gustés jusqu’a
obtenir une DO de 0.08 4 0.1 environ ce qui correspond & 10’ & 10° UFC/ml 4625 nm.
V-4- | solement des souches
Les souches ont été isolées a partir d’une culture fraiche, obtenue sur bouillon nutritif
Un ensemencement par strie est réalisé sur les milieux : Hekteon pour E. coli et Salmonella
typhi, gélose nutritive S aureus et Bacillus subtilis. Les boites de Pétri ont été incubées
pendant 24 heures a 37°C, I’objectif de la technique est d’avoir des colonies bien isolées
(Bolou et al., 2011).
V-5- L'inoculum
A partir d'une culture pure sur milieu disolement, on racle a I'aide d'une anse de
platine ou d'une pipette Pasteur stérile quelques colonies bien isolées et semblable. On
décharge |'anse dans de bouillon nutritif stérile, on homogénéise la suspension bactérienne et
on I’incube pendant 18 heures a37 °C (Bolou et al., 2011).
V-6- Préparation des disques
@ les disgues sont préparés a partir de papier filtre, avec un diamétre de 6 mm, suivant le
diameétre de I'emporte-piéce (Bekhechi et al., 2008).
@ une fois les géloses Muller — Hinton ensemencées, les disques sont disposés sur la
surface de la gélose al'aide d'une pince stérilisée au bec bunsen.
V-7- L'ensemencement
L’ ensemencement est réalisé par écouvillon selon les étapes suivantes :
Le milieu de culture utilisé est Muller—Hinton, c’est e milieu le plus employé pour
les tests de sensibilité aux agents antibactériens.
Tremper I’écouvillon stérile dans la suspension bactérienne, |'essorer en le pressant
fermement, en tournant sur la paroi interne du tube, afin de le décharger au
maximum.
Sur une boite de Pétri présentant 4 mm d’épaisseur de gélose Muller—Hinton, frotter
I'écouvillon sur latotalité de la surface gélosée, seche, de haut en bas, en stries serrées.
Répéter I’opération en tourne la boite sans oublier de faire pivoter I’écouvillon sur lui-
méme. Finir |'ensemencement en passant |'écouvillon sur la périphérie de la gélose.

Déposer les disques imbibés de 15 pl de chaque extrait sur la gélose de Muller-Hinton.
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V-8- Incubation et lecture
Les boites sont incubées pendant 24 heures a 37°C, les résultats sont observés le
lendemain des expériences, en mesurant les diamétres des halos clairs tout autour des disques,
ou zones dinhibition.
# Préparation des contr6les

Contréle négatif : ensemencement d’extrait sur la boite de Pétri contenant la gélose Muller-

Hinton.

Contréle positif : ensemencement les bactéries sur la boite de Pétri contenant la gélose

Muller-Hinton.
V-9- Déermination dela Concentration Minimale I nhibitrice (CMI)

Cette technique se pratique sur milieu solide, elle consiste a réaiser des dilutions
d'extrait, et alesincorporer dansle milieu gélosé fondu et refroidi, et atester sur ces milieux
les souches bactériennes a étudier. Ce test donne un intervalle de valeurs de la concentration
minimale inhibitrice de chaque souche apres 24 heures d’incubation dans I’étuve a 37°C
(Alzoreky et Nakahara, 2003; Salie et al., 1996).

Il s’agit de déterminer les plus petites concentrations aux quelles les extraits
présentent encore une activité antibactérienne visible a I’eil nu. Des dilutions successives,
ont été réalisées. En préléve 15 pl et on imbibe les disgues qui sont ensuite déposés sur les
boites de Pétri.

V-10-Evaluation de I’activité bactériostatique ou bactéricide

La détermination de I’effet bactériostatique ou bactéricide a été réalisée en frottant la
gélose dans les zones d’inhibition autour des disques, puis en réalisant un ensemencement
dans des tubes contenant du bouillon nutritif. Aprés agitation au vortex, les tubes sont incubés
a 37°C durant 24h. L’absence de trouble indique I’inhibition de la croissance de I’inoculum
bactérien, dans ce cas I’extrait est considéré comme étant bactéricide. La présence de trouble

indique par contre que I’ extrait est bactériostatique.
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1- Détermination du rendement d’extraction des composés phénoliques
D’apres les résultats présentés dans la figurel6, I’extrait agqueux des feuilles présente
un meilleur rendement : 23.44% par rapport a celui de I’extrait é&hanolique : 22.2% et 16.2%
pour I’extrait méthanolique.

Les variations des rendements d’extraction peuvent étre attribuées a la différence de
solubilité des composés phénoliques dans les solvants d’extraction. A c6té de la méthode
d’extraction, d’autres facteurs peuvent influencer I’efficacité de I’extraction des polyphénols
on cite:

Lanature et le volume du solvant utilisé.

La récolte des échantillons, en effet la période de récolte a une influence sur le
rendement d’extraction (Telli et al., 2010).

Latempérature et le temps d’extraction (macération).

On constate que I’eau est le solvant e plus approprié pour cette extraction.

P 23,44 22,2

[
w
1

20 -~

10 A

; | | | S

Aqueux Méthanolique Ethanolique

rendement d'extraction (%)

Figure 16 : Comparaison des rendements d’extraction des quatre extraits de C. reticulata
blanco.
Selon Amarti et 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, |a partie de la plante utilisée et 1’age de la plante ou méme les facteurs
génétiques.
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2- Teneursen polyphénals et flavonoides des extraits de Citrusreticulata

blanco
2-1- Teneur en polyphénolstotaux

La couleur bleue aprés 2 h d’incubation confirme la présence des pol yphénols qui ont
réduit le réactif Folin-Ciocalteu. L’intensité de la couleur qui varie entre le bleu clair et le bleu
foncé est fonction de la teneur en pol yphénols.

La teneur totale en composés phénoliques des extraits de Citrus rediculata blanco a
été caculée a partir de la courbe d’éaonnage utilisant I’acide gallique (annexe V) comme
polyphénol de référence. Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivaent d’acide
galique par g de matiére seche (mg EAG/gde MS) et présentés dans le tableau V.

Tableau IV : Résultats du dosage des pol yphénol s totaux.

Extrait Extrait Extrait Extrait par
méthanolique | ethanolique | aqueux | épuisement
Concentration en E AG 83 77.03 274 55.03
(ng/ml)
Taux en mg EAG/gdeMS 833.3 773.39 1375.5 13.75

Les résultats obtenus (figure 17) confirment que les différents solvants d’extraction
utilisés présentent des différences dans leur capacité a extraire les composés phénoliques de
Citrus reticulata blanco.

La teneur la plus élevée est obtenue par I’extrait aqueux 1375.5 mg EAG/g de matiere
seche (MS), la plus faible est enregistrée pour |’extrait obtenu par la technique d’épuisement
13.75 mg EAG/g de matiere séche. Ceci confirme que la méthode d’extraction influence la

teneur en polyphénols.
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Figure 17: Teneurs en polyphénols des quatre extraits de C. reticulata blanco.

Une étude menée par Li et ses collaborateur (2006) sur I’effet de la concentration du
solvant et la durée d’extraction, sur la teneur en composés phénoliques de plusieurs variétés
de Citrus, montra que I’extraction avec I’éthanol a 72 % apres 6 heures de macération donne
une teneur de 1.21 + 0.11 mg EGA / g d’écorce sec de lamandarine et 1.616 + 0.17 mg EGA/
g d’écorce sec de limon ce qui est inférieur aux valeurs obtenues dans notre étude avec
I’extrait a é&hanolique a 80 %.

L’éude de Boudries et al. (2012) sur le jus de mandarine présente une valeur de 3888
+ 43.71 mg équivalent d’acide gallique ce qui est largement supérieur au taux enregistré par
tous les extraits des feuilles de Citrus reticulata blanco dans notre éude. Ceci prouve gque les
concentrations en polyphénols varient selon la partie de la plante utilisée dans les tests
(Boudrieset al., 2012).

Une autre étude réalisée par Gghasemi et ses collabor ateurs (2009) sur I’écorce et les
tissus de 13 variétés de citrus exhibe des valeurs variant de 104.2 ; 161.7 et 172.1 mg EGA/ g
de matiére séche d’écorce selon les variétés de Citrus reticulata, ces derniers sont largement
inferieur a tous les résultats des extraits des feuilles de Citrus reticulata Blanco sauf pour
I’extrait par épuisement.

Une étude faite par Menichini et al. (2011) sur les fleurs, les feuilles et les fruits de
Citrus medica enregistre une teneur de 4.016 + 0.5 mg /g de matiére seche dans les feuilles,

cette valeur est largement inférieure a celle obtenu dans les feuilles de Citrus reticulata
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blanco. Cette différence est probablement due a la technique d’extraction utilisée par cet
auteur.

2-2- Teneur en flavonoides

La quantité de flavonoides contenus dans les extraits des feuilles de citrus reticulata
blanco a éé calculée a partir de la courbe d’éaonnage utilisant la quercétine comme
flavonoide de référence (Annexe V). Les résultats du dosage des flavonoides sont consignés
dansletableau V.

Tableau V: Résultats du dosage des flavonoides.

Extrait Extrait Extrait Extrait par

méthanolique | éthanolique | aqueux | épuisement
Concentration en EQ (pg/ml) 3.667 12.772 4.886 18.045
Taux en mg EQ/gdeMS 5.525 1.923 36.792 8.152

Suivant les données obtenues (figure 18), le taux le plus élevé en flavonoides est
repéré dans |’extrait aqueux avec 36.79 mg équivalent de quercétine / g d’extrait, suivi de
I’extrait par épuisement avec 8.15 mg EQ/g MS, puis I’extrait méthanolique avec 5.52 mg
EQ/g MS et enfin I’extrait éthanolique qui présente une faible teneur en flavonoides
correspondant a 1.92 mg EQ/g d’extrait.
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Figure 18 : Teneurs en flavonoides des quatre extraits de C. reticulata blanco.

La teneur moyenne des feuilles de Citrus reticulata blanco en flavonides est

relativement plus élevée dans le cas de |’extrait aqueux, par épuisement et méthanolique par
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rapport a la teneur de I’écorce des fruits des citrus étudiées par Huang et al. (2010) qui est
de 4.78 £ 0.7 mg équivalent de rutine/ g d’extrait pour citrus rediculata. Une étude menée
par le méme auteur, montre un taux de 1,93 £ 0.8 mg équivalent rutine / g de matiere seche
dans I’écorce des fruits de variété Citrus reticulata x Citrus sinensis (Murcott), Cette valeur se
rapproche de celle retrouvée par I’extrait éthanolique et est inferieure a celle des extrait
méthanolique, aqueux et par épuisement dans les feuilles de Citrus reticulata blanco.

Une étude réalise par Ramful et al. (2011) sur les fruits des citrus exhibe une valeur
variant de 0.4 a 0.6 mg/g de matiere séche ce qui est largement supérieur a tous les résultats
des extraits de notre étude. Cela est probablement du a la différence entre la méthode €t |a
partie de la plante utilisée.

3- Evaluation del’activité antioxydant et antiradicalaire

Le pourcentage d’activité scavenger est proportionnel a la concentration des différents
extraits, elle augmente avec I’augmentation de la concentration. En effet, les extraits des
feuilles de Citrus reticulata blanco expriment une capacité scavenger importante vis-a-vis du
radical DPPH et ABTS. Cette capacité varie considérablement d’un extrait a un autre, elle est
en fonction de la concentration et de la nature des composés phénoliques.

3-1- Activité scavenging du radical DPPH®°

Les résultats figurant dans le tableau VI et les figures 19, 20 illustrent I’activité anti-
radicalaire vis-a-vis du radical libre DPPH aussi que les I1Csy des différents extraits utilisés
dans cette étude (Annexe 1V).
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Figure 19 : Variation de I’inhibition de DPPH" en fonction des concentrations des
extraits.
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L’activité antioxydant des extraits est exprimée en 1Cs, il définit la concentration de
I’extrait qui cause la perte de 50 % de I’ activité du radical DPPH.
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Figure 20 : Activité anti-radicalaire des extraits de C. reticulata blanco et des standards.

Tableau VI : Activité anti-radicalaire des extraits vis-a-vis du radical DPPH.

L es concentrationsinhibitrices de 50% du radical DPPH® (I Csp)
Extrait méthanolique 202.49 £ 0.02
Extrait éhanolique 274.97 £ 0.01
Extrait par épuisement 428.43 £ 0.02
BHA 0.87+£0.10
Acide ascorbique 1.63+£0.14

D’apres les résultats obtenus (figure 20), les extraits méthanolique et éthanolique ont
exhibé les meilleures capacités antioxydant vis-a-vis du radical DPPH, enregistrant ains des
ICso de 202.49 + 0.02, 274.97 £ 0.01 pg/ml respectivement. Une faible capacité antioxydant
est enregistrée par I’extrait par épuisement qui présente une valeur de 428.43 + 0.02 ug/mi.
Tous les extraits ont un pouvoir anti-radicalaire contre le DPPH°. Plus la valeur de Clsp est

petite plus I’extrait est considéré comme un antioxydant puissant.

La capacité antioxydant est en rapport avec la richesse de I’extrait en composes polaires
comportant, dans leur structure, des groupements OH qui jouent un role primordial dans
I’activité antioxydant en tant que donneur d’hydrogene (Rincon et al., 2005).

Les extraits des feuilles de Citrus reticulata blanco ont donné de meilleures

concentrations inhibitrices par rapport aux études faites par :
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Boudrie et al., (2012) sur le jus du Citrus avec une valeur d’I1Csp de 1140 £+ 0.05 a

1910 + 0.06 ug/ml.

Ghasmi et al., (2009) sur Citrusreticulata avec une valeur de 600 pg/mil.

Menichini et al., (2011) sur les feuilles de Citrus médica avec une vaeur de 502.0

3.01.

Moulehi et al., (2012) sur fruit des Citrus reticulata Blanco avec une vaeur de 210

pg/ml dans le cas de |’extrait méthanolique seulement.
3-2- Activité scavenging du radical ABTS™

L’activité des extraits est exprimée par la capacité antioxydant éguivalente du Trolox

(annexe V) qui correspond a la concentration du Trolox donnant la méme capacité

antioxydant qu’une concentration du compose testé. Le tableau VII et la figure 21 illustrent

les résultats de I’activité anti-radicalaire contre I’ABTS" exprimés en pourcentage

d’inhibition.

Tableau V11 : Pourcentages d’inhibition du radical ABTS °".

100 pg/ml | 200 pug/ml | 300 pg/ml | 400 pg/mi 500 pg/ml

Extrait méthanolique 32.95 % 49.62 % 61.31 % 63.8 % 91.90 %
Extrait éthanolique 42.50 % 45.53 % 51.60 % 55.33% 61.78 %
Extrait aqueux 78.38 % 79.68 % 82.99 % 84.22 % 84.57 %
Extrait par épuisement 24.00 % 26.97 % 32.34 % 40.81 % 72.73%
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Figure 21 : Variation de I’inhibition de I’ABTS®" en fonction des concentrations des

extraits.

35




Chapitre V : Résultats et discussions

L’ICso est la concentration qui correspond & 50 % d’inhibition du radica ABTS™, la
valeur la plus faible correspond a I’efficacité de I’extrait la plus élevée par conséquent une
activité anti-radicalaire plus importante. Les résultats des ICsp des différents extraits ainsi que

de lamolécule de référence exprimée sont présentés sur le tableau VI et lafigure 22.

Tableau V111 : Activité anti-radicalaire des extraits vis-&vis du radical ABTS".

L es concentrationsinhibitrices de 50% du radical ABTS" (I Csp)
Extraits méthanolique 334.04 + 0.055
Extraits éthanolique 445,61 + 0.015
Extraits par épuisement 159.64 £ 0.046
Extrait aqueux 312.45 £0.091
Trolox 50.44 + 0.039

L’extrait au méthanol des feuilles de Citrus reticulata blanco se montre plus
performant avec la meilleure activité antioxydant et un effet scavenger du radical ABTS™ qui
s’avere trés puissant avec les pourcentages d’inhibition de 91.90 %. Cependant les plus

faibles I1Csy est obtenue pour I’extrait par épuisement, ce qui montre que ce dernier est plus
performant.

450
400
350
300
250
200
150
100

50

Les variation C150.

les extraits et le standard

® E. Méthanolique ®E. Ethanolique ®E.Aqueux M E. par epuissement ™ trolox

Figure 22 : Activité anti-radicalaire des extraits de C. reticulata blanco et les standards.

De ces résultats nous pouvons conclure que les extraits des feuilles manifestent un
effet anti-radicalaire puissant contre le radical ABTS ™ exprimant ainsi des valeurs d’IC50 de
159.64 pug/ml pour I’extrait par épuisement, 312.45 pg/ml pour I’extrait aqueux et de 334.04
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pg/ml pour I’extrait méthanolique. L’ extrait éthanolique exprime par contre une valeur d’1Csg
élevée de 445.61ug/ml, il a donc un effet antiradicalaire plus faible vis-avis du radical
ABTS.

Ces résultats nous permettent de conclure que les composes phénoliques responsables
de la capacité antioxydant des extraits des feuilles de Citrus reticulata blanco sont polaires,
ceci peut étre expliqué par larichesse de la plante en polyphénols totaux et en flavonoides.

Nos résultats sont largement supérieur a ceux obtenus lors d’une éude menée par
Ramful et ses collaborateurs (2011) sur le fruit du Citrus qui exhibe des valeurs varient
entre 2.92 + 0.06 a 5.63 + 0.19 umol équivalente de Trolox/ g matiéres sec. Ces différences
pouvaient étre expliquées par la présence des molécules anti-oxydantes différentes au niveau
desfeuilles et desfruits et a des taux différent (Ramful et al., 2011).

3-3- Activitéréductrice (FRAP)

Le pouvoir réducteur d’une substance peut étre défini par sa capacité de transférer un
électron ou de donner un atome d’hydrogene. Dans cet essai, e potentiel réducteur est mesurée
par |atransformation de Fe** en Fe**.

De nombreux auteurs considerent la capacité réductrice d’un composeé comme un
indicateur significatif de son activité antioxydant. La concentration des composés reducteurs
présents dans tous les extraits étudiés est exprimée en équivalence de BHA comme standard

(annexe V), les résultats obtenus sont montrées dans la figure 23.
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Figure 23 : Comparaison entre les pouvoirs réducteurs des différents extraits de Citrus
reticulata blanco.
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D’apres la figure 24, les meilleurs pouvoirs réducteurs ont été obtenus avec le BHA
(1.492 = 0.018) suivis par I’extrait éthanolique (0.13 = 0.007) qui a une activité réductrice
plus importante que celle obtenue par I’extrait méthanolique (0.029 + 0,02) puis I’extrait
agueux (0.027 + 0.01). La plus faible concentration est exhibée par I’extrait par épuisement
(0.023 + 0.013) & 100 pg/ml. L’extrait de la plante étudiée possede laplus fable activité
réductrice parce gu’il a une concentration faible en composés antioxydants par rapports aux
standards utilisés.
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Figure 24 : Comparaison entre les pouvoirs réducteurs des extraits de Citrus reticulata
blanco et le standard BHA 4100 pg/ml.

Les résultats obtenus sont largement inférieurs a ceux d’une étude réalisée par
Ramful et al. (2011) sur le pouvoir réducteur des écorces des fruits de Citrus (3.27 £ 0.06 a
8.22 £ 0.04).

4- L’activité antimicrobienne

L activité antibactérienne des extraits a été estimée en termes de diamétre de la zone
d'inhibition autour des disgues contenant |es extraits atester vis-a-vis de quatre (04) bactéries.

Le tableau X montre I’ activité antibactérienne des polyphénols des différents extraits
de Citrus reticulata blanco vis-a-vis des bactéries testées.
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Tableau | X : Activité antimicrobienne des extraits de C. reticulata blanco.

Concentration Gram - Gram +
d’extrait (mg/ml) E.Coli | Salmonella | Staphylococcusaureus | Bacillussubtilis
typhi
Pure (100) | 12.0 32.0 17.0 *
50 8.9 8.4 8.9 *
Bxtrait 25 8.0 82 7.9 2
Méthanolique 125 8.0 8.0 7.8 *
6.25 7.4 8.0 7.5 *
3.125 7.2 74 7.2 *
Pure (100) | 32,9 19.9 * 72
50 21.2 8.6 * *
Extrait 25 16.2 * * *
Ethanolique 125 16.0 * * *
6.25 12.2 * * *
3.125 12.0 * * *
Pure (100) | 29.9 311 * 125
50 21.2 14.2 * *
Extrait 25 19.8 13.8 * *
Aqueux 125 18.9 11.4 * *
6.25 15.2 9.1 * *
3.125 13.1 8.9 * *
Pure(40) | 25.2 119 8.2 8.9
Extrait par 20 24.9 10.5 7.4 8.0
Epuisement 10 19.9 10.0 * 7.9
5 178 9.0 * *
25 14.0 7.3 > 3
125 121 * * *
Témoin positive * * * * *
Témoin négative * * * * *

* 1 absence de zone d’inhibition.
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Les zones d’inhibition les plus éevés sont obtenues par I’extrait méthanolique a une
concentration de 100 mg/ml sur Salmonella typhi (32 mm), S. aureus (17 mm) et E. coli (12
mm) par contre Bacillus subtilis est trés résistant aux différentes concentrations de cet extrait.

Par ailleurs, E. coli et Salmonella typhi sont les plus sensibles a I’extrait éthanolique
avec des zones d’inhibition de 32.9 mm et 19.9 mm de diamétre respectivement, 29.9 mm et
de 31.1 mm de diametre respectivement pour I’extrait aqueux et 25.2 mm, 11.9 mm de
diamétre pour I’extrait par épuisement & 100 mg/ml. Bacillus subtilis et S aureus sont

résistant a ces extraits (figure 25).

M E. Méthanolique
pure

m E. Ethanolique
pure
E. Aqueux

M E. par Epuisement

Diametre de zone d'inhibition (mm)

Les souches bacteriennes

Figure 25 : Effet inhibiteur des extraits pur (brut) sur quatre souches bactériennes.

Melendez et Capriles (2006), ont mis en évidence un effet antibactérien des extraits
appartenant aux genres Citrus al’égard de S. aureus, Bacillus subtilis et E. coli. Cette derniere
espéces s’est montrée sensible a Citrus aurantium et Citrus aurantifolia avec des zones
d’inhibition respectivement de 12 mm et 20 mm, quand 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.

Les résultats obtenus avec nos extraits, en ce qui concerne |’activité inhibitrice des
composés phénoliques sont inférieurs a ceux obtenus par Melendez et Capriles (2006) pour
Bacillus subtilis et S aureus. En revanche |’extrait éhanolique, aqueux et par épuisement
présentent une activité trés importante vis -a vis de E. coli avec des zones d’inhibition de
32.9, 29.9, 25.2 mm respectivement d’une part, d’autre part I’extrait méthanolique a une

activité similaire acelle de Citrus aurantium.
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D’autres études réalisées par Mathur et al. (2011) sur I’écorce de trois variétés de
citrus (Citrus sinensis, Citrus maxima et Citrus reticulata) montrent une activité importante
des extraits éthanolique et agueux sur S. aureus, ceci pourrait étre di a une composition ou

une teneur différente des plantes étudiées en composes phénoliques.
# Détermination des concentrations minimalesinhibitrices

Le tableau X montre les résultats des concentrations minimaes inhibitrices des

composes phénoliques des différents extraits étudiés.

Tableau X : Les CMI des extraits phénoliques de C. reticulata Blanco.

LesvaleursdesCMI (mg/ml)
L es souches Extrait Extrait Extrait Aqueux | Extrait par
M éthanolique Ethanolique €puisement
E. Coli >3.125 >3.125 >3.125 >125
Salmonella typhi >3.125 25 >3.125 1.25
Saphylococcus aureus >3.125 100 (brute) 100 (brute) 10 (brute)

D’aprés les résultats de tableau X, il a été constaté que I'extrait méthanolique,
éthanolique et agueux ont une concentration inhibitrice de >3.12 mg/ml vis-&vis de E. coli.
La méme concentration enregistre pour les extraits méthanolique et aqueux vis-avis de
Salmonella typhi. Bacillus sebtilis étant, d’aprés les résultats obtenus, résistante a la plupart
des extraits, ladétermination de la CM| n’a pas été réalisee.

La plus faible concentration inhibitrice est de >1.25 mg/ml a été estimeée pour I’extrait
par épuisement contre E. coli et Salmonella typhi.

# Détermination de I’activité bactériostatique et bactéricide

Les tubes contenant le bouillon nutritif, ensemencés a partir des zones d’inhibition ayant
montré un trouble apres 24h d’incubation, nous pouvons donc déduire que nos extraits ont une
action bactériostatique sur les souches étudiées ayant présenté une sensibilité vis-avis des
extraits.
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Conclusion

L es plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus

par leur propriété thérapeutique.

L e présent travail, nous a permis d’étudie I’activité antioxydant et antibactérienne des
polyphenols des feuilles d’une plante locale qui représente une source de substances

naturelles bioactives.

A I’issu des résultats obtenus, le dosage des composes phénoliques contenus dans les 4
extraits a révélé des teneurs moyennement éevé en polyphénols qui sont respectivement de
833.3, 773.39, 1375.5 et 13.75 mg E AG/g de MS pour I’extrait méthanolique, |’extrait
éthenolique, I’extrait aqueux et I’extrait per épuisement. Avec des concentrations importantes
en flavonoides qui sont respectivement de 5.525, 1.923, 36.792 et 8.152 mg EQ/g de M S pour

I”extrait méthanolique, I’extrait éthenolique, I’extrait aqueux et |I’extrait per épuisement.

L *activité antioxydant, déterminée par DPPH, ABTS et pouvoir réducteur montre que
les composés phénoliques ont une activité moyenne comparée a d’autre études pour tous les

extraits.

Au cours de cette étude nous avons réalisé un test antibactérien vis-a-vis de 4 bactéries
a Gram — et Gram +, selon la méthode de diffusion utilisant des disques. Les résultats de
I’évaluation de I’effet antibactérien des polyphénols totaux de Citrus reticulata Blanco a
permis d’affermer que tous les extraits ont manifesté une activité antibactérienne sur les 4
souches testées mais une activité importante est notée pour I’extrait éhanolique, extrait
aqueux et extrait par épuisement sur E. coli dont les zones d’inhibition dépassent les 25 mm et
pour I’extrait méthanolique et extrait agqueux sur Salmonella typhi dont les zones dépassent les
30 mm. Les concentrations minimales inhibitrices pour E. coli est supérieure a 3.125mg/ml

pour tous les extrait et supérieure a3.125 mg/ml pour Salmonella typhi.

En perspectives, il serait intéressent de mener une étude plus approfondie sur les
feuilles de Citrus reticulata Blanco afin d’isoler, de purifier et d’identifier les principes actifs
de cette plante en utilisent des méthodes plus précises telle gue I’'HPLC et RMN. En ce qui
concerne I’activité antibactérienne, il serait intéressent de définir le mécanisme d’action de

ces substances végétal e sur es microorganismes.
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L’étude de I’activité antioxydant serait un atout car Citrus reticulata Blanco est
connue pour son pouvoir antioxydant, cette propriété est recherchée dans I’industrie

alimentaire et pharmaceutique.

Cependant en sachant que les antioxydants contribuent de maniére significative au
traitement des maladies telles que le cancer et les maladies cardiagues, le développement de
nouveaux médicaments a base d’antioxydants d’origine naturelle doit é&re al’ordre dejour.

La réalisation d’une éude toxicologique serait une étape substantielle afin de pouvoir cerner

tout effet indésirable et mieux comprendre les sites d’action des substances actives.
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Annexe I: matériels et produit chimiques

1- Matérielsdu laboratoire
Laverrerie : tube a essai, bécher, erlenmeyer, flacon.
L appareillage
- Balance de précision (RADWAG R (PS 600/C/2 et AS 220/C/2)).
- Broyeur (IKA "-WORKS (A111 basic)).
- Etuve (WTC binder) et Etuve d’Incucell.
- Plague magnétique (multistirrer VELP scintifica).
- Spectrophotométre UV-Visible (unico ® 1200).
- Tamiseur (Retsch R (AS 200).
- For apasteur (Trade Raypa®).
- Phmétre
Autre : spatule, micropipettes (100 et 1000 ul), papier d’auminium, papier
absorbant, papier filtre, boite de pétri, tube a essais, anse en platine,
écouvillon, ben benzéne, para-film.
2- Lesproduits chimiques et les solvants
Réactif defolin-ciocalteu (FCR).
Carbonate de sodium (NaeCos).
Trichlorure d’auminium (AICl3) et Acétate de sodium.
Eau distillée, Ethanol et Méthanol.
Le DPPH
L’ABTS et persulfate de potassium.
Eau physiologique
Bouillon nutritive
#® Lesstandards utilisés:

- Acidegdlique.

Quercitine.
Vitamine C (Acide ascorbique) et BHA.

Trolox.



Annexe 11 : préparation des solutions

Solution defolin-ciocalteu a 10 %

1.5 ml defolin-ciocateu dans 13.5 ml d’eau distillée.

Solution de carbonate de sodium :

0.225 g de NaxCoz dans 2 ml d’eau distillée suive d’agitation, puis gjuste jusqu’a 3 ml avec
I’eau distillée.

Solution detrichlorured’aluminium et acétate de sodium :

26.6 mg de AICI3 + 80 mg d’acétate de sodium dans 20 ml d’eau distillée.

Solution de DPPH (0.1 m M) : 0.789 g de DPPH dans 20 ml de méthanol.

Solution d’ABTS (7 mM) : 72 mg d’ABTS dissoudre dans 20 ml d’eau distillée,
aprés agitation en goute 13.24 mg de persulfate de potassium de 2.45 Mm, incubation
pendant 12 a16 heures alabrit de lalumiére et atempérature ambiante.

Eau physiologique: 9 g de chlorure de sodium (Na Cl) dessoude dans 1000 ml d’eau

distillée.

gélose Muller — Hinton a ph 7.4 : 38 g de poudre de Muller-Hinton dessoude dans
1000 ml d’eau distillée.

Bouillon nutritive a ph 7.2: 25 g de poudre de bouillon dessoude dans 1000 mi

d’eau distillée.



Annexe 111 : les résultats bruts de rendement d extraction et de

dosage des polyphénols

1- détermination detaux d’extraction dela plante.

Lapoudrefraiche(g) | Produit sec(g) | Rendement %
Extrait Aqueux 25 5.97 23.44
Extrait Méthanolique 5 0.81 16.2
Extrait Ethanolique 5 111 22.2

2- lesvaleurs del’absorbance de dosage des polyphénols totaux.
a- Reésultat d’absorption de I’extrait éthanolique.

Extrait é&hanolique

Absorbancesa 765 nm

1¥¢ tube

2°M tube

3" tube

L a moyenne

0.808

0.751

0.677

0.745 + 0.066

Solution mer: 5 mg del’extrait é&thanolique dans 3 ml du méthanol (1.66 mg/ml).

b- Résultat d’absorption del’extrait M éthanolique.

Extrait Méthanolique

Absorbancesa 765 nm

1%°tube

2°" tube

3™ tube

L a moyenne

0.760

0.367

0.850

0.659 + 0.257

Solution mer: 5 mg del’extrait méthanolique dans 3 ml du méthanol (1.66 mg/ml)

c- Reésultat d’absorption de I’extrait aqueux.

Extrait aqueux

Absorbancesa 765 nm

1%Ctube

2° tube

3" tube

L a moyenne

0.254 0.220

0.273

0.249+ 0.027

Solution mer: 5 mg del’extrait aqueux dans 3 ml du I’eau distillée (1.66 mg/ml)




d- Résultat d’absorption del’extrait M éthanolique par épuisement.

Extrait Méthanolique par épuisement

Absorbancesa765nm | 1¥°tube | 2°™tube | 3*™tube L a moyenne

0.550 0.507 0.519

Solution mer: 500 pl de I’extrait M éthanolique dans 1 ml du méthanol (0.02 g/ml)

3- lesvaleursd’absorbance de dosage des flavonoides totaux :

a- Reésultat d’absorption de I’extrait ethanolique.

Extrait é&hanolique

Absorbancesa430nm | 1¥°tube | 2°™tube 3" tube L a moyenne

0.610 0.614 0.432 0.612 0.003

Solution mer:1.666 mg de I’extrait éthanoliqgue dans 1 ml du méthanol (1.66 pg/ml)

b- Reésultat d’absorption deI’extrait M éhanolique

Extrait Méthanolique

Absorbancesa430 nm | 1¥°tube | 2°™tube | 3™ tube L a moyenne
0.139 0.139 0.176 0.151+ 0.021

Solution mer: 1.666 mg de I’extrait M éthanolique dans 1ml du méthanol

c- Reésultat d’absorption de I’extrait aqueux

Extrait aqueux

Absorbancesa430nm | 1¥°tube | 2*™tube | 3*™tube | Lamoyenne
0.214 0.199 0.202 0.205 0.008

Solution mer : 16.66 mg de I’extrait aqueux dans 10 ml du I’eau distillée

d- Résultat d’absorption de I’extrait M éthanolique par éuisement.

Extrait Méthanolique par épuisement

Absorbancesa 430 nm | 1%° tube | 2°™ tube | 3*™ tube L a moyenne

0.770 0.800 0.779 0.783 +0.015

Solution mer:500 pl de I’extrait M éthanolique dans 1 ml du méthanol (0.02 g/ml)




Annexe IV : Les résultats bruts de [activité antiradicalaire et

antioxydant

1- Pourcentages d’inhibition du radical DPPH®°

100 pg/ml | 200 pg/ml | 300 pg/ml | 400 pg/mi 500 pg/mi

Extrait méthanolique 32.95% 49.62 % 61.31 % 63.8 % 91.90 %

Extrait éthanolique 42.50 % 45.53 % 51.60 % 55.33% 61.78 %

Extrait aqueux 78.38 % 79.68 % 82.99 % 84.22 % 84.57 %

Extrait par épuissement | 24.00 % 26.97 % 32.34 % 40.81 % 72.73%
2- Pourcentages d’inhibition du radical ABTS °”.

100 pg/ml | 200 pg/ml | 300 pg/ml | 400 pg/mi 500 pg/ml

Extrait méthanolique 32.95% 49.62 % 61.31 % 63.8 % 91.90 %

Extrait éthanolique 42.50 % 45.53 % 51.60 % 55.33% 61.78 %

Extrait aqueux 78.38 % 79.68 % 82.99 % 84.22 % 84.57 %

Extrait par épuissement | 24.00 % 26.97 % 32.34 % 40.81 % 72.73%




Annexe V': Les courbes d étalonnage

1- courbe d’étalonnage (acide gallique) du dosage des polyphénols
totaux

0,3 y = 0,010x - 0,025

0,8 R%?=0,998 *
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3

Absorbancea 765 nm.

0,2 .
01

0 20 40 60 80 100 120

Concentrations de acide gallique (pg/ml)

2- courbed’étalonnage (Quer cétine) du dosage des flavonoides
totaux

0,9 y = 0,044x - 0,010
08 R?=0,992

0,7
0,6 .
0,5
04
03
0,2 .
0,1 .

Absorbance a 430 nm
*

0 5 10 15 20 25
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3- courbe d’étalonnage de réduction du radical DPPH.

d'inhibition en %.
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5- courbe d’étalonnage de pouvoir réducteur.

Absorbances
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Glossaire

Alcaloides: Ce sont des bases organiques possédant souvent deux ou plusieurs
atomes d’azote dans la molécule, 1a plupart dérivent des acides.

Analgésique : Substance qui soulage ou supprime la douleur (Antidouleur).
Antiallergique : Sedit de ce qui traite les alergies

Antibiotique : C’est une molécule naturelle ou semi-synthétique qui détruit ou bloque
la croissance des bactéries

Antispasmodique: Ce sont des médicaments qui aident & traiter les spasmes
musculaires. Il sagit de camer ou de neutraliser des contractions involontaires des
muscles.

Anti-tumoral : Est une substance ou produit qui permet de lutter contre les tumeurs
Aromatogramme: C’est une méthode de mesure in vitro du pouvoir anti-bactérien®.
Cet examen est donc I'équivaent d'un antibiogramme.

Bactéricide: Signifie qui tue les bactéries

Bactériostatique : Désigne I'action de certaines substances permettant de suspendre la
multiplication des bactéries ce qui aboutit au vieillissement de celles-ci et aleur mort,
acondition que la dose utilisée soit suffisante.

Bilirubine: C’est un pigment jaune issue de la destruction des globules rouges et
particulierement de I'hémoglobine dans la rate. Eliminée par le foie, elle donne sa
couleur jaunétre alabile.

Cancer : Tumeur maligne formée par la prolifération désordonnée des cellules d’un
tissu ou d’un organe.

Carminative: Se dit des médicaments qui ont la propriété d’expulser les gaz
intestinaux.

Caroténoide: Correspondent a des pigments liposolubles pouvant présenter une
couleur orange et jaune. Naturellement produits par les végétaux et les cyanobactéries,
ils participent activement a la photosynthese Ils appartiennent a la famille chimique
des terpénoides.

Catalase: C’est une enzyme qui permet la dismutation du peroxyde d’hydrogéne (eau

oxygéneée) en eau et dioxygene.



Chéateur : En chimie un chélate est un corps qui possede la capacité de fixer des
cations meétalliques en constituant un complexe stable non ionisé, non toxique et
facilement éiminé par le rein (sont utilisés comme médicaments).

Composeés bioactifs: Ce sont des composants d’aiments qui possédent une activité
biologique, en plus de leur valeur nutritionnelle.

Composeés phénoliques : Constituent une famille de molécules organiques largement
présente dans le regne végétal, ces composés sont les produits du métabolisme
secondaire des plantes.

Concentration minimal inhibitrice (CMI) : Est la concentration minimale dun
antibiotique qui permet dinhiber le dével oppement d'une colonie bactérienne
Cyclo-oxygénase : (COX) est une enzyme qui permet la formation de prostaglandines
a partir de I'acide arachidonique. Son action est inhibée par les anti-inflammatoires
non stéroidiens (AINS) comme |'aspirine.

Cytotoxique : Se dit des substances nocives pour les cellules, ayant donc la propriété
de les détruire.

Dégénératif : En pathologie qui affecte I’organisme par une dégradation cellulaire.
Détoxification : Processus métabolique qui transforme les molécules toxiques en
COMPOSES MOi NS toxiques.

Dismutation : C’est une réaction d'oxydoréduction dans laquelle une espéce chimique
joue alafoisleréle doxydant et de réducteur.

Douleur thoracique: C’est un symptdme important pouvant étre parfois le révélateur
d'une maladie grave dont le traitement est une urgence.

Effet antiallergique : Susceptible de traiter les alergies et leurs effets.

Effet antidépresseur : Soulage les symptdmes de la dépression et améliore I”humeur
du patient.

Effet antioxydant : Protége I'organisme contre les dommages causés par |es radicaux
libres et diminue ou empéche |'oxydation d'autres substances chimiques.

Effet anti-radicalaire : Neutralise les radicaux libres ayant ainsi un réle de défense au
sein de lamembrane et de lacellule.

Effet antiviral : Agit contre lamultiplication d'un virus.

Flavonoide: Sont des meétabolites secondaire possédant de fortes propriétés
antioxydants. Elles sont responsables de la couleur des aliments.

Fongique : Qui arapport aux champignons.



Glutathion : Molécule formée d'acide glutamique, de cystéine et de glycocolle, qui
joue dans I'organisme un réle important de transporteur d’hydrogene.

Glutathion peroxydase: Proténe enzymatiqgue a propriétés antioxydantes.
Naturellement présente dans les organismes vivants, elle fait partie des enzymes qui
constituent nos défenses antioxydants. Ces protéines antioxydants endogéenes vont
aider les cellules de I’organisme & lutter contre le stress oxydatif.

Glutathion réductase : Une enzyme qui est impliguée dans de nombreuses réactions
d'oxydo-réduction, une carence peut provoquer I'hémolyse.

Glutathion S-transférase: Sont des protéines cytosoliques, mitochondriales ou
microsomales , sont présentes chez les eucaryotes et les procaryotes. Elle catalyse de
nombreuses réaction et se lient a des substrats endogenes et xénobiotiques.
Glycosidase: Protéine participant a I'hydrolyse des aliments (coupe les molécules
glucidiques).

Huile essentidlle: C’est un liquide concentré en substances végétales (métabolite
secondaire), obtenu par extraction ou distillation de molécules volatiles de la plante
d’origine.

Hypocholestérolémiant : Sont des médicaments qui visent a diminuer le taux sanguin
de cholestérol pour le rapprocher des valeurs normales

Insomnie: Des troubles du sommell, qui incluent notamment la narcolepsie (des
entrées subites et imprévisibles dans un état d’endormissement).

Lipo-oxygénase: Est un type de protéine enzymatique qui catalyse |'oxydation des
acides gras ou autres alcenes.

Sédative : Sedit de substances agissant contre la douleur, I'angoisse, I'insomnie.
Stomachique : Se dit de ce qu’est bon pour I’estomac.

Trouble digestif : Regroupent un ensemble de symptdmes liés au fonctionnement de
I'appareil digestif.

Veinotonique : Sont des médicaments destinés a traiter les troubles de la circulation
veineuse. Egalement appelés phlébotoniques, ils sont administrés par voie orale ou en

application cutanée, leur propriéte est d'augmenter le tonus de la paroi veineuse.



Résumé : Citrus reticulata Blanco est un arbre qui appartenait ala famille des Rutaceaes. Les
feuilles de cette plante sont soumises a une macération par la méthode d’épuisement avec le
méthanol a 80 % et une macération par les solvants méthanol, éthanol et I’eau distillée
bouillante, cette derniére enregistre le rendement le plus éleve qui est de 23.44%.

La teneur en polyphénols totaux a été déterminée en utilisant le réactif Folin-Ciocalteu, et les
flavonoides ont éé évalués par la méthode de colorimétrie. L’extrait aqueux présente une
meilleure concentration en polyphénols totaux et en flavonoides qui est de 1375.5 mg E AG/g
de MS et 36.792 mg EQ/g de M S respectivement.

L activité antioxydant est réalisée par trois méthodes DPPH, ABTS et le pouvoir réducteur,
les meilleures concentrations inhibitrices exprimées en 1Cs; a éé obtenu pour extrait
méthanolique (202.49 pg/ml) vis-&vis du radical DPPH et une meilleure activité réductrice
en présence du radical ABTS est enregistré par I’extrait par épuisement (159.64 ug/ml). En ce
qui concerne le pouvoir réducteur I’extrait éthanolique présenté la meilleure activité (0.13

ng/mi).

L’ activité antimicrobienne a été déterminée sur quatre souches bactériennes (Gram+ et Gram-
) selon la méthode de diffusion. Bacillus subtilis a manifesté une résistance vis-a-vis de tous
les extraits par contre E. coli s’est avérée la plus sensible envers tous les extraits avec des
concentrations minimales inhibitrices (CMI) de >3.12 mg/ml pour les extraits méthanolique,
éthanolique et aqueux et de >1.25 mg/ml pour I’extrait par éouisement.

Mots clés: Citrus reticulata Blanco, composés phénoliques, activité antioxydant, activité
antibactérienne.

Summary: Citrus reticulata Blanco is a tree belonging to the family of Rutaceaes. The leaves
of this plant are sowing maceration by the method of exhaustion with 80% methanol by
maceration and solvents methanol, ethanol and distilled boiling water, the latter recorded the
highest yield which is 23.44 %.

The content of total polyphenols was determined using the Folin-Ciocalteu reagent, and
flavonoids were evaluated by the colorimetric method. The agueous extract has a higher
concentration of total polyphenol and flavonoid which isE AG 1375.5 mg/ g DM and 36 792
mg EQ / g DM respectively.

The antioxidant activity is performed by three methods DPPH, ABTS and the reducing power,
best expressed as inhibitory concentration 1C50 was obtained for the methanol extract (202.49
png / ml) against DPPH radical and improved activity in the presence of reductive ABTS
radical is recorded by the extract draining method (159.64 ug / ml), regarding the reducing
power of ethanolic extract presented a good activity (0.13 pg/ ml).

The antimicrobia activity was determined for four strains of bacteria (Gram + and Gram-)
according to the disc diffusion method. Bacillus subtilis shored resistance against al the
extracts however E. coli was the most sensitive all extracts with minimum inhibitory
concentrations (MIC) > 3.12 mg / ml in methanol, ethanol and agueous extracts and > 1.25
mg/ ml extract obtained by draining method.

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