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Resume

Notre travail porte sur la composition chimique et I’évaluation de Iactivité
antimicrobienne des composeés flavonoides des écorces de fruits de Citrus Clementina
selon I’age de I’arbre, I’état sanitaire du fruit et de I’arbre, et la période phénol ogique.

Le teste phytochimique a mis en évidence la présence de flavonoides dans nos
extraits. Cette richesse est confirmé par des rendements en flavonoides trés polaire
(45%), Flavonoides di et tri glycosides(10,26%), Flavonoides mono glycoside(5,63%)
et flavonoides aglycones(3,43%).

L’analyse physico-chimique des extraits de Citrus Clementina montre que le PH de
nos extraits est acide, ce qui favorise I’inhibition de la croissance microbienne. Les
concentrations des composes flavonoides obtenus sont relativement importants dans
leur majorité, la teneur en flavonoides di et tri glycoside est del09,05 mg/ml, de
flavonoides mono glycoside est del01,72 de flavonoides aglycone est de mg/ml,
98,46 mg/ml et enfin de flavonoides trés polaire avec 46,28 mg/ml. L’analyse
gualitative des extraits aqueux par chromatographie sur couche mince (CCM) révéle
la présence de la rutine, I’acide ascorbique et I’acide caféique. L analyse qualitative
par chromatographie liquide a haute performance (HPLC) de I’extrait de flavonoides
di et tri glycoside, de I’échantillon issu d’arbres non infecté portant des fruits mature
non infecté, a revélé la présence de la quercétine par HPLC (Shimadzu) et I’acide
ascorbique, quercétine et catéchine par HPLC (Agilent 1260). Le test de control
biologique effectué dans ce travail par les composés flavonoides d’épicarpe de Citrus
Clementina, ont montré que les souches Sarcina lutea, Staphylococcus aureus,
d’Escherichia coli, Bacillus subtilus, Candida albicans sont relativement sensibles &
I’extrait de flavonoides aglycones, de flavonoides mono glycoside et de flavonoides di
et tri glycosides, par contre les flavonoides trés polaires montre une action inhibitrice
uniquement sur le bacillus subtilus. La concentration minimale inhibitrice (CMI),
étudiée pour lasouche de S. aureus, est de 0.07 g/ ml.

Mots clés : Citrus Clementina, Ecorces de fruits, flavonoides, composition chimique
(HPLC, CCM).Activité antibactérienne.



Abstract

Our work focuses on the chemical composition and evaluation of the antimicrobial
activity of flavonoids compounds of the barks of fruits of Citrus according to the age
of the tree, the health state of the fruit and the tree, and the phénologique period.

The phytochemical screening showed the presence of flavonoids. This richness is
confirmed by yields ranging from 45%, 10.26%, 5.63%, 3.43% successively for very
polar flavonoids, di- and tri Flavonoids glycosides, flavonoids mono glycoside
flavonoid aglycones.

The physic-chemical analysis of extracts from Citrus Clementina shows that the PH
of our extracts is acidic, which promotes the inhibition of microbial growth. The
concentrations of flavonoids compounds are relatively large in their mgority, the
flavonoid contents were 109.05 mg / ml in the extract of di and tri glycoside
flavonoids monitoring of those mono glycoside flavonoids extracted with 101.72 mg /
ml respectively, 98.46 mg/ ml in flavonoid aglycone extract and finally the very polar
flavonoids extracted with 46.28 mg / ml. Qualitative analysis by thin layer
chromatography on the agueous extracts shows the presence of rutin, ascorbic acid
and caffeic acid.

L' qualitative analysis by liquid chromatography with high performance of the extract
of flavonods di and tri glycoside of the existent sample of existent healthy orchard
trees bearing old fruit healthy mature fruiting stage, revealed the presence of the
guercitine by HPLC Shimadzu and ascorbic acid, quercitine and catechine by
HPLC1260 Agilent.

Biological control tests carried out in this by the flavonoids compounds of apocarps of
Citrus Clementina, showed that stocks Sarcina lutea, Staphylococcus aureus, of
Escherichia coli, Bacillus subtilus, Y east albicans are comparatively sensitive to the
extract of flavonoids aglycones, flavonoid mono glycoside and di and tri flavonoid
glycosides, on the contrary the very polar flavonoids show an inhibitive action only
on Bacillus subtilus. The minimum inhibitory concentration (MIC), designed for the
strain of S. aureus, is0.07 g/ ml.

Key words: Citrus Clementina, Barks of fruits, flavonods, chemical composition
Antimicrobial activity.
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Au travers des ages, I’hnomme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins
de base: nourriture, abris, vétements et également pour ses besoins médicaux.

L utilisation thérapeutique des extraordinaires vertus des plantes pour le traitement de
toutes les maladies de I’homme est trés ancienne et évolue avec I’histoire de
I’humanité (GURIB-FAKIM, 2006).

Les plantes meédicindes restent encore le premier réservoir de nouveaux
meédicaments. Elles sont considérées comme source de matiere premiere essentielle
pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs

meédicaments (Maurice, 1997).

L’agrumiculture est I’une des cultures les plus importantes a travers le monde.
Utilisée d’abord pour leurs fruits, les agrumes jouent un réle trés important et
essentiel dans I’alimentation, la santé humaine, I’industrie agroalimentaire et les

revenues économiques par le biais de I’exportation.

Les éudes épidémiologiques ont suggéré les effets bénéfiques des agrumes contre de
nombreuses maladies dégénératives (Benavente-Garcia, 1997 et al).Ces influences
positives sur la santé humaine ont augmenté de maniere significative la
consommation des agrumes au cours des dernieres années et on estime que la
production mondiale d'agrumes atteint 72 millions de tonnes a la session 2007-08,
dont I’orange est le plus commercialisé avec environ 45 millions de tonnes (USDA,
2010).

L'usage domestique et industriel de ces grandes quantités d'agrumes, en particulier
pour la production de jus, régénérent des déchets tels que : les zestes, les pépins...,
qui comptent pour environ la moitié du poids du fruit. Ces sous-produits peuvent étre
utilisés pour la production de la mélasse, des pectines, des huiles de pépins et des
aliments du bétail (bocco, cuveier, Richar, 1998;et al).

En outre, ces sous-produits d’agrumes sont une bonne source de composés
phénoliques, en particulier les flavonoides (des flavanones hétérosides) qui
comprennent principal ement naringine, hespéridine, narirutine, et neohespéridine.

La clémentine est également une source importante de flavonoides tels que les
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flavanones glycosylées et les flavones polyméthoxyl ées (Oufedjikh, 2000).

On s’interroge sur l'intérét de ces substances occupant les espaces inter et intra
cellulaires des organes végétaux et, on se demande si, elles apporteraient une solution,
au moins partiel, aux problemes sanitaires qui justifiera leur intégration dans le

programme de la val orisation des déchets.

Dans part notre travail, nous essayons d'exploiter les déchets des fruits d’agrumes, tel
que les écorces, avec I’extraction des substances possédant des propriétés
pharmaceutiques. Dans cette optique, une étude des caractéristiques chimiques et
I’évaluation de I’activité antimicrobienne des extraits flavonoides des écorces de

Citrus Clementina sont réalisée.

Notre travail comprend deux grands partie : le premier est consacrée pour une étude
bibliographique sur la plante sélectionnée pour cette étude (Citrus Clementina), et les

composés phénoliques des plantes plus particulierement les flavonoides.

La deuxieme partie illustre la partie expérimentale qui comporte : les matérielle et
méthodes utilisés dans les différentes manipulations. Nous aborderons une
présentation des techniques d’extractions, de séparation et d’analyse utilisées. Nous
traiterons enfin des protocoles utilises au cours des tests biologiques, est auss
consacrée aux résultats obtenus accompagnés d’une discussion et ponctués d’une

conclusion générale.
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Partie I :

Synthése bibliographique
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1. Lesagrumes

1.1. Origine, histoire et distribution géographique des agrumes

L’histoire des agrumes est vielle de plusieurs millénaires et elle a croisé le destin de

plus grandes civilisations, atoutes les époques.

Les agrumes sont originaires du Sud-Est asiatique (De Rocca et Ollitrault, 1992).
Cependant, les données historiques plaident en faveur de I'existence de trois centres
de diversification primaire (Webber, 1967 et Scora, 1988) :
Le Nord-Est de I'Inde, les régions proches de la Birmanie et de la Chine,
auraient abrité la diversification de C. medica et [|'apparition de C.
aurantifolia, C. limon, C. aurantium et C. sinensis.
LaMalaisie et I'Indonésie sont citées comme centre d'origine de C. grandis.
Le Vietnam, le Sud de la Chine et le Japon seraient |la zone de diversification
de C. reticulata (Anonyme, 1998).

Ils étaient cultives dans les montagnes d’Asie Orientale, entre les contreforts de
I’Himalaya et le Sud Est de I’ Asie (Jacquemond, 2008).

La diffusion des agrumes a travers le Monde sest faite trés lentement. Le cédratier a
été la premiére espece connue en Europe (300 ans av. J.-C. d'aprés Webber, 1967). Le
bigaradier, le citronnier et I'oranger ont été introduits dans le bassin méditerranéen
vers la moitié du XII°™ siécle, et le mandarinier au XIX®™ siécle. Le bassin
meéditerranéen constitue a présent une importante zone de production pour ces trois
derniéres espéces. L’introduction des agrumes en Afrique de I’Est a été faite par les

commercants arabes et hindous vers le X Ve siecle.

La diffusion vers le bassin du Congo a été assurée par la suite par les explorateurs
portugais (Spiegel-Roy et Goldschmidt, 1996).
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Figure 1 : Origine géographique et diffusion des agrumes dans le monde (Spiegel-
Roy et Goldschmidt, 1996).

1.2 Description botanique

Selon Polese J.M (2005), Les agrumes ses présentent sous forme de petits arbres de
2a 10 m de haut. A tronc court, a ramification et feuillage denses, peuvent vivre

plusieurs certaines année.

Les rameaux, parfois épineux, connaissent plusieurs vagues de croissance, la plus

importante étant celle du printemps.

Les feuille, d’un vert vif et brillant, sont persistante et entiéres, sauf pour le genre
poncirus, chez le quelle sont composées de trois parties comme celle du trefle-et
caduques. Le pétiole est souvent orné d’ailettes, plus ou moins développées.

Les fleurs sont en générale blanches composées de quatre ou Cing pétales, souvent

réfléchies vers I’extérieur. Tres nombreuse, elles sont soit isolées, soit disposées en

grappes.

L’aspect des fruits est tres divers d’une espece a l’autre. Le fruit est entouré d’une
enveloppe ou d’une écorce plus ou moins épaisse de couleur variant a maturité entre

le vert et I’orange le plus vif, en passant par tous les nuances de jaune.
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Cependant, tous les fruits des Citrus cultivés présentent la méme structure anatomique

(figure2). On distingue différentes parties :

L’écorce, genéralement 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, I’autofécondation est
impossible
Pepins

’é Flavedo

S _{ Albedo

e '

Veésicules
< de jus
g; —< . Cuticule

Cellules
d huile

Placenta

Scegement

Figure 2 : Caractéristiques morphologiques d’un Citrus (Swingle et Reece, 1967)

1.3 Taxonomie

Les agrumes appartiennent a la famille des Rutacées qui comprend trois genres:

Poncirus, Fortunella, Citrus (Loussert, 1987). Le genre Citrus renferme la plupart des

agrumes cultivés pour leurs fruits ou leurs huiles essentielles.

La classification des agrumes dans le régne végétale solen loussert, (1989) :

*

*

*

Régne : Végétale

Embranchement : Spermaphytes
Classe : Dicotylédones

Ordre : Geraniales

Famille : Rutacées

Genre: Fortunella ; poncirus; citrus

Especes: F. japonica ; f. margarita ; P. trifoliata ; citrus spp
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1.4. Ecologie des agrumes

Les agrumes présentent une grande capacité dadaptation a des conditions
pédoclimatiques trés différentes. La culture des agrumes est possible partout ou la
température moyenne de l'année est supérieure a 13°C et inférieure a 39°C. Les
agrumes preférent les climats maritimes des zones subtropicales. En terme de besoins
en eau, 120 mm par mois, soit 1200 a 1500 mm par an, représentent une quantité
d'eau au-dessous de laquelle la culture des agrumes nécessite une irrigation
(Anonyme, 2006).

Le clémentinier est I’espéce la plus sensible au vent par rapport aux autres especes
d’agrumes, selon (Rebour, 1950), ce facteur est le plus défavorisent dans une culture

d’agrume, il cause des dégats inestimables sur les jeune plantations (Selzer, 1946)

2. Clémentinier
2.1. Historique

La Clementina a été découverte en 1892 par le chef des pépiniéres de I’orphelinat
agricole de misserghin prés d’Oran ; le révérend pere clément (vital Rodier). Le
religieux pense avoir decouvert une variété hybride issue d’un croissement naturel
entre la mandarine et la bigarade « I’orange amére » d’habitude immangeable. Le fruit
priat banal mais il posséde I’énorme avantage d’étre dépourvu de pépins. Le nouvel
agrume acquiert rapidement une vraie notoriété, on appelle alors la « mandarine sans

pépins » ou la « mandarine du pére clément » (Inra, 2010).

Il faut attendre 1902 pour voir apparaitre la premiére description de la clémentine
dans la revue horticole francaise. Le professeur Trabut de la société horticole d’Alger

y consacre un article et [ui donne le nom de son découvreur (Rbour, 1945).

La variété que nous connaissons aujourd’hui sou le nom clémentine commune, fut
d’abord appelé mandarine du pré clément, puis baptisée définitivement
« clémentine » par la société d’horticulture Algérienne sur proposition du docteur
Trabut, (Boukella, 2008).
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2.2. Description botanique

C’est un arbre qui ressemble au mandarinier, vigoureux, petit, au port érigé et dense,

souvent épineux.

Les feuilles sont allongées, pointues, vert brillant. Aux pétioles |égerement
ailés.

Les fleurs sont petites et blanches, trés parfumées, solitaires ou en petite
bouquets.

Les fruits sont petits en générale, avec une écorce fine rouge-orangé a
maturité, facile a éplucher : la pulpe est trés juteuse et treés parfumée, avec peu
ou pas du tout de pépins. Le fruit murit de novembre février selon les variétés,
mais certain variétés récentes arrivent a maturité plus tét ou, au contraire, plus
tarde (Polese, 2005).

Les rameaux sont fins, pratiquement sans épines, de diamétre moyen et
supérieur a celui des autres mandariniers.

Le pédoncule est petit de 3 a 5mm, en moyenne 4mm. La peau est lisse,
mince, finement granulée, brillante et peu adhérente.

La pulpe est juteuse, de couleur orange foncé, a texture fine, trés tendre et
parfumeée (Chapot, 1963 et Anonyme, 1968).

2.3. Classification et systématique

La classification de clémentinier selon Swingle(1959) cité par zellat(1989) est la
suivante :

® Division : Embryophyla.

® Sousdivision : Angiospermae.
® Classe: Dicotylédones.

® Sous classe : Archicholomydeae.
® Ordre: Genariales.

® Famille: Rutacée.

® Sousfamille: Aurantioideae.
® Tribu: Citriea.

® Soustribu : Citrinae.

® Genre: Citrus.

® Sousgenre: Eucitrus.

® Espece: Citrus Clementina.



CHAPITRE | : ETUDE DE LA PLANTE

2.4. Lecyclevégétatif de clémentine

Le cycle de développement des agrumes se caractérise en générale sur deux
phénomenes paralléles : la croissance végétative et la fructification.
2.4.1. Lacroissance végétative

Selon Zédllat (1989), elle se manifeste sur les jeunes ramifications au cours des trois

périodes :

Au printemps, les ramifications s’allongent et développent de jeunes feuilles de
coloration vert-clair, trés distinctes des autres feuilles. Elle alieu en fin février début
mai. En avril-mai les poussées fructiféres vont apparaitre sur les ramifications, en

premier lieu les boutons floraux, puis lesfleurs.

En été (juillet- aout), trouve la poussée d’été plus ou moins vigoureuse suivent les

températures, I’irrigation et la vigueur des arbres.

En automne (octobre), fin novembre), apparait la troisieme poussée dite poussee

d’automne.

Le développement flora se manifeste par la floraison, la pollinisation et la

fécondation.

2.4.1.1. Lafructification

a. Lafloraison
Lafloraison alieu au printemps, de lafin mars au début mai.

Les boutons floraux qui proviennent des pousses fructiféres les mieux alimentés

évolueront en fruits.

La floraison du clémentinier est tres abondante, elle est suivie d’une chute importante
affectant le nombre de boutons floraux (Agrebi, 1984 in (Zellat NE., 1989).

Les chutes naturelles d’abord physiologiques et hormonaux sont nécessaires pour

assurer un calibre convenable des fruits (Loussert ,1989).
b. Lapollinisation et la fécondation

Pour la pollinisation, elle s’effectue au cour de la floraison, le pollen est transportée

par le vent ou les insectes. Le dével oppement parthénocarpique du fruit est déclenché
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par la pollinisation d’ou sa nécessité, dans ce cas la germination du grain de pollen
dans le style de la fleur joue seulement un réle d’excitateur qui entraine sans qu’il y
est fécondation compléte, le développement de I’ovaire en fruit.

c. Développement du fruit
Le développement du fruit passe par trois étapes essentielles :

L a Nouaison

C’est la premiere étape du développement du fruit, qui suit la fécondation. On
distingue sur I’arbre deux types de fruits : les uns colorés en vert brillant, & croissance
rapide, prometteur de bonne récolte; les autres colorés en vert jaune, plus petits
prématurément chutent en juin, (Zellat, 1989).

L e Grossissement

Il débute en mai- juin et il déepond d’apres Zellat (1989) de I’age et de la vigueur de
I’arbre plus les conditions climatiques. A ce stade I’équilibre entre feuilles
productrices de substance et fruits, zone de leur accumulation dont elle dépond
étroitement aux conditions photosynthétiques, dois étre respecté (Djerfaf, 1989).

La maturation

Elle se fait en été. Le fruit poursuit son développement en grossissant pour atteindre
en octobre son calibre définitif. Cette maturation se manifeste par le changement de
coloration de I’épiderme de fruit et par la qualité de teneur en jus de sa pulpe
(Loussert, 1985).

Figure 3 : Fruit de clémentinier (Colombo ,2004).
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3. Probleme phytosanitaire

Les agrumes sont attaqués par de nombreuses ravageurs qui occasionnent des dégats
tres important, en provoquant un ralentissement de la végétation, une diminution de
rendement ainsi qu’une mauvaise qualité des fruits (Cassin, 1967 ; Vogel et Bove,
1972).

Les principaux ravageurs des agrumes sont les mouches de fruits (Diptera et
Tephritidae), les thrips (Scirtothrips spp.), les cochenilles (Aonidiella spp., Unapsis
spp., ...), les pucerons (Aphis gossypii et Toxoptera citricida), les aleurodes ou
mouches blanches et |es psylles (Diaphorina citri, Tryoza erytreae). Ils causent divers
dégéts sur les plantes. Certains se nourrissent aux dépens de la plante entrainant des
déformations des feuilles et fruits (pucerons, cochenilles, psylles) ; d’autres sécrétent
des substances toxiques pour la plante ou pouvant attirer des fourmis et provoquer le
développement des fumagines (Rey et al, 1986; Loussert, 1989). Ce sont également
des vecteurs de maladies a virus comme la Trizteza (Citrus Tristeza Cloterovirus)
transmis par les pucerons. Le greening véhiculé par les psylles est causé par une
bactérie des espéces Liberibacter africanum et L. asiaticum. (Aubert, 1988,1992 ; Rey
et al, 1986 ; Mariau, 1999 ; Tamesse et al, 2002).

10
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1. Généralités

Les composes phénoliques sont des métabolites secondaires veégétaux. Ils
peuvent étre définis comme des molécules indirectement essentielles a la vie des
plantes (d’ou la dénomination de métabolites secondaires). Par opposition aux
meétabolites primaires qui alimentent les grandes voies du métabolisme basal, maisils

sont essentiels dans I'interaction de la plante avec son environnement.

Ces composés ont tous en commun la présence d’un ou de plusieurs cycles
benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles. La structure des composés
phénoliques naturels varie depuis les molécules simples (acides phénoliques simples)
vers les molécules les plus hautement polymérisées (tanins condensés). Avec plus de
8000 structures phénoliques identifiées (Urquiaga et Leighton, 2000).

2. Biosynthese des composés phénoliques

Les polyphénols sont synthétisés par de deux voies biosynthétiques :
celle de I’acide shikimique : est la vois de formation des métabolismes secondaires a
partir de glucide.
celle issue de I’acétate malonate: est la vois de synthése d’acide phénolique et de

autre composés phénoliques a partir d’unité d’acétate.

De plus la diversité structurale des composes polyphénoliques due a cette double
origine biosynthétique, est encore accrue par la possibilité d’une participation
simultanée des deux voies dans I’élaboration de composés d’origine mixte, les
flavonoides (Martin, 2002).

3. Classification
Le groupe le plus vaste et plus répandu des phénols est celui des flavonoides (Walton
et Brown, 1999).

3.1. Lesflavonoides
3.1.1. Généralités
Le nom flavonoide proviendrait du terme flavedo, désignant la couche externe des
écorces d'orange (Piguemal, 2008), cependant d'autres auteurs supposaient que le

terme flavonoide a été plutét prété du flavus ; (flavus = jaune) (Mae et Kunti, 2007).

11
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Présentes dans la plupart des plantes, les flavonoides sont des pigments
polyphénoliques qui sont responsable dans la plupart des colorations des fleurs et des
fruits. Ils possédent de nombreuses vertus thérapeutiques. Ils sont particuliérement
actifs dans le maintien d’une bonne circulation. Certains ont aussi des propriétés anti-

inflammatoires et anti virales, d’autres ont des effets protecteurs sur le foie.

Les flavonoides ont été désignés sous le nom de vitamine P, en raison de leur
efficacité a normaliser la perméabilité des vaisseaux sanguins, cette dénomination fut
abandonnée lorsgu'on se rendit compte que ces substances ne correspondaient pas ala
définition officielle des vitamines, il devient clair que ces substances appartiennent
aux flavonoides (Nijveldt et al, 2001).

3.1.2. Structure chimique

Les flavonoides sont des dérivés du noyau flavone ou 2-phényl chromone (Milane,
2004) a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6), constitué de deux noyaux aromatiques,

gue désignent les lettres A et B, reliés par un hétérocycle oxygéné, que désigne la

lettre C (Dacosta, 2003), portant des fonctions phénols libres, éthers ou glycosides
(Milane, 2004).
On signae que le noyau flavone est lui-méme un dérivé du noyau flavane de base
(Milane, 2004).

0 i~
C
Figured : Structure de base des Figure5 : Schéma simplifie des flavonoides
Flavonoides (Dacosta, 2003). (Dacosta, 2003)

12
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3.1.3. Classification

Selon la structure du cycle C, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes

de molécules dont les importantes sont les flavones, les flavonols, les flavonones, les

flavanols, les anthocyanidines et |les isoflavones (Medic, 2004).

Tableau 1 : Principales classes des flavonoides (Narayanaet al, 2001 et Erdmanet al,

2007)
Classes Structures chimiques R3 | R4 |RY Exemples
e H OH H Apigénine
v OH | OH H L utéoline
S ©)
Flavones Or T s L
(0 OH |OCH3| H Diosmétine
Rf‘ 1 H OH H Kaempférol
R« /[@Ji OH| OH H Quercétine
O e
Flavonols 1 L o OH| OH |OH | Myrecétine
R3"
/L\ /Rd‘
o ___n_tOI
O T 7 OH| OH | H | Catéchine
T s \OII
Flavanols -
RA
)\ _R4 H OH H Naringénine
oy
RS
Flavanones \\/Hg/ OH | OH H Eriodictyol
OH
i it H | OH H | Pelargonidine
ox veod id
Arttocyanidines | ST /HVJ/\RS OH| OH | H | Cyanidine
1. s OH|OH | OH | Delphénidine
NS - - R5| R7 |R#
S ")I“‘“W“ 5 OH| OH |OH | Genisteine
| soflavones .L e I&Q,l\xm
H | O-Glu | OH Daidezine
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3.1.4. Propriétés physico-chimiques

Les flavonoides aglycones mois polaires comme isoflavones, les flavonones et les
flavones hautement méthoxylés et les flavons sont plus soluble dans les solvants tels
que I’éther et le chloroforme (vistaropoulou et vajias, 1986). Les composés
phénoliques possedent un nombre insubstitué de groupement hydroxyle ou de sucres
sont des composés polaires, généralement soluble dans les solvants polaire tels que
I’éthanol, le méthanol, le butanol, I’acétone, le diméthylsulfoxide, I’eau, etc.
(Benkrief et al. 1990). Les flavones résistant au traitement a la chaleur et ne sont pas

déglycosylés (Day et Williamson, 1990).

Les flavonoides sont des solides cristallisés dont la teinte varie du blanc ivoire au
jaune vif .Les hétérosides sont solubles dans I’eau (surtout a chaud), I’alcool, les
autres solvants organiques polaires, bon nombre entre eux ont une hydrosolubilité
plutdét faible (rutoside, hespéridoside), insoluble dans les solvants organiques

apolaires.

3.1.5. Biosynthése des flavonoides

Les flavonoides possedent tous le méme élément structural de base, car ils
dérivent d’une origine biosynthétiqgue commune. Le cycle A est formé a partir de trois
molécules de maonyl-coenzyme A (malonyl-CoA), issues du métabolisme du
glucose. Les cycles B et C proviennent eux aussi du métabolisme du glucose, mais par
la voie du shikimate via la phénylalanine qui est convertie en p-coumarate puis en p-

coumaroyl-CoA.

Le p-coumaroyl-CoA et les 3 malonyl-CoA se condensent en une seule étape
enzymatique pour former une chalcone, la 4, 2’,4’, 6’-tétrahydroxychal cone (réaction
catalysée par la chalcone synthétase). Le cycle C se forme par cyclisation de la
chalcone, réaction catalysée par la chalcone-isomérase qui induit une fermeture
stéréospécifique du cycle conduisant a une seule 2(S)-flavanone : |a naringénine. Ce
cycle s’hydrate ensuite pour former les différentes classes de flavonoides (Lhuillier
,2007).
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Figure 6 : Voie de biosynthese des flavonoides (Milane, 2004)
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3.1.6. Localisation et distribution des flavonoides

Les flavonoides sont largement rencontrés dans le régne végétal. On signale
environ 2% de la proportion du carbone photosynthétique global incorporé dans la
biosynthese flavonique. I1s sont cependant rares chez les végétaux inférieurs. De plus,
leur localisation au sein de la plante est caractéristique. En effet, les flavonoides sont
omniprésents dans les organes aériens jeunes ou ils sont localisés dans les tissus
superficiels (Remsy et al. 1996).

Au niveau cellulaire, on a observé que les flavonoides, sous forme d’hétérosides,
sont dissous dans le suc vacuolaire ou localisés dans les chloroplastes et les
membranes des veégétaux. Lorsgue les flavonoides sont présents dans la cuticule
foliaire, il s’agit presque toujours de génines libres dont la lipophilie est accrue par la
méthylation partielle ou totale des groupes hydroxyles (Bruneton, 1993).

Les flavonoides sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs :
racines,tiges, feuilles, fruits, graines, bois, pollens (Verhoeyenet al, 2002), ils peuvent
aussi étre rencontrés dans certains boissons et chez certains fourrages (ex: trefle)
(Urquiaga etLeighton, 2000)

3.1.7. L activité biologique des flavonoides

Les flavonoides protegent les plantes contre les radiations UV, elles sont
également impliguées dans les processus de défense de la plante contre les infections
bactériennes et virales. Agissent comme des pigments ou des Co-pigments. Peuvent
moduler la distribution d’auxine, comme elles fonctionnent comme des signaux
moléculaires de reconnaissance entre les bactéries symbiotiques et les |égumineuses
afin de faciliter la fixation de I’azote moléculaire. Agis sur la régulation de
I’élongation des tiges et interviennent dans la maturité des fruits. Sont a I’origine des
golts amers et astringents afin de repousser les animaux herbivores (Subramanian et
al., 2007)

D’autres activités biologiques ont été attribuées aux flavonoides, citons a tire
d’exemple les activités anti-inflammatoire, antidlergique, anti hypertensives
(Middleton et Kandaswami, 1993 et Rice-Evans, 2001), antifongiques,
antibactériennes (Tomas-Barberan et al. 1988), antioxydants (Aruomaet al., 1995)
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Des expériences menées sur des souris ont montré que la quercétine et la
guercétrine avaient une activité antidiarrhéque tres importante. Le mécanisme de ces
composés consistait a augmenter I’absorption des électrolytes et de I’eau par la
muqueuse intestinale (Galvez et al.1993a, Galvez et al. 1993b). Aussi d’autres
flavonoides, comme I’apigénine, ont été décrits comme des composés bactéricides et
bactériostatiques tres efficaces (Basile et a. 1999, Cushnie et a. 2003, Martini et al.
2004). De méme les flavonoides ont déja été utilisés pour le traitement des cataractes
d’origine diabétique du fait qu’ils inhibent I’aldose réductase (Goodarzi et al. 20086,
Ouali et a. 2007).

4. L es souches microbiennes utilisées
4.1. L es souches bactériennes

Gram positif :
Staphylococcus aureus

Les staphylocoques sont des cocci a gram positif qui tendent a se grouper en

amas (Nauciel, 2000) irrégulier a la fagon d’une grappe de raisin (Avril et al. 2000).

Staphylococcus aureus est un germe aérobie — anaérobie facultatif (Avril et al. 2000),
doit son nom d’espéce a I’aspect pigmenté de ses colonies. Il tient une place trés
importante dans les infections communautaires et nosocomiaes, possede une
coagulasse, ce qui le distingue de la plupart des autres especes de staphylocoque
(Nauciel, 2000).

Bacillus subtilus

C’est une bactérie forme batonnet de 3 a 9u de large, isolé en diplobacille ou en
streptobacille. Elle est Gram positif, sporulée et mobile. Sur gélose elle se manifeste
généralement par des colonies assez volumineuses ayant tendance a s’étaler (caractere
invasif) plates, a bord un peu dentelé et présentant parfois un aspect irrégulier
(Singleton, 1999).

Sarcinalutea:

C’est une bactérie Gram-positif, sphérique, saprophyte faisant partie de lafamille
des Micrococcaceae, aérobie obligatoire. Sarcina lutea est une bactérie du sol, des
poussieres, de I’eau et de I’air et fait partie de la flore naturelle de la peau des

mammiféres. La bactérie peut auss coloniser la bouche, des muqueuses, de
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I’oropharynx et des voies respiratoires supérieures humaines (Madigan et Martinko,
2005)

Gram négatif
Escherichia coli

Escherichia coli est I’espéce type du genre Escherichia des entérobactéries.
Appelée communément « colibacille » c.-a-d. « bacille a colon », cette espece qui a
fait I’objet d’un tres grand nombre d’études constitue le modéle des bacilles a gram
négatif aérobies. La plupart des E. coli se multiplient (18 a 24h) sur les milieux
habituels. Les colonies ont en moyenne 2 mm de diametre, elles sont rondes, plastes
et abordsrégulier (Joly et Reynaud, 2002).

C’est I’'une des espéces bactériennes les plus souvent rencontrées en pathologie
humaines (Avril et al. 2000).

4.2. Lasouchefongique:

Candida albicans:

Actuellement, le genre Candida comprend 81 especes de champignons levure
informes. Candida albicans est la plus souvent a I’origine de la plupart des
manifestations pathologiques chez I’homme. On la rencontre habituellement, a I’état
saprophytique, dans le tube digestif de I’homme et, par contiguité, elle peut étre
retrouvée au niveau de la mugueuse vulvo- vaginal, (ou de la bouche). Mais on ne
retrouve qu’exceptionnellement Candida albicans au niveau de la peau. Cette espece
est responsable de plus de 80 % des infections connues sous le terme de candidose,
comme les infections superficielles cutanées, infections superficielles muco- cutanées
(Delorme et Robert, 1997).
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CHAPITRE III: MATERIEL ET METHODES

1. Lieu et duréedestage

Notre stage pratique a duré Cingque (5) mois successifs. |l est basé sur le theme:
Evaluation de I’activité antimicrobienne de flavonoide de Citrus Clementina selon I’age,

I’état sanitaire du fruit et de I’arbre, le stade phénologique et de maturité du fruit.

La station choisie pour cette étude est située au niveau de la Mitidja (la premier situé
au niveau de ferme de Oulad alel a Sidi moussa wilaya de Alger a et la deuxiéme est situé
au niveau de ferme Amiar a Boufarik wilaya de Blida). Le choix de cette station a été
basé sur la richesse de cette région en culture agrumicoles favorisée par les conditions

écologiques (climat, sol, précipitation et atitude).
L’etude expérimentale de notre projet a été effectuée au niveau de deux lieux:

v La premiere partie (I’extraction des flavonoides) a été réalisée au niveau du
laboratoire BPMA (Biotechnologie des plantes médicinales et aromatiques et des produits

naturels) Département de Biotechnologie, a Université Blidall.

4 La deuxiéme partie a été effectuée au niveau de lafilialle ANTIBIOTICAL

de I’Entreprise de la fabrication des produits Pharmaceutiques SAIDAL de Médéa :
- Laboratoire de microbiologie, pour I’activité antimicrobienne.

- Laboratoire de physico-chimiques pour les analyses qualitatives (Chromatographie
sur couche mince (CCM), Spectrophotomeétre et la Chromatographie liquide (HPLC)).
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2. Matériel

2.1. Matériel non biologique
Le matériel non biologique utilisé renferme I’appareillage, la verrerie et les produits

chimiques. (Voir Annexes 1).

2.2. Matérid biologique
2.2.1. Matériel végétale

Notre étude a porté sur les zestes (épicarpes) de fruit de Citrus Clementina, I’échantillon
a été récolté dans larégion de la Mitidja ((le verger &gé situé au niveau de ferme de Oulad
allel a Sidi moussa wilaya de Alger a et le verger jeune situé au niveau de ferme Amiar a
Boufarik wilaya de Blida)) selon I’age de I’arbre (verger jeune >6ans et verger éagée
<50ans), la période phénologique (période de fructification stade de maturé, et avant
maturé) fruit maturé, et fruit non maturé) et I’état sanitaire du fruit [fruit infesté par des
insectes, fruit non infesté par des insectes]. Deux prélevements ont été effectués, le premier
échantillonnage a été fait au mois d’octobre (Fruit non mature de couleur vert) et le second
échantillonnage a été fait au mois de janvier et février (Fruit mature de couleur orange).
(Fig. 7 et 8)

Figure7 : Fruit non infesté au stade immature Figure 8: Fruit infesté au stade mature
2.2.1.1 Identification du ravageur

Pour détecter le type de ravageur sur fruitsinfesté une observation est effectuée a I’aide de

loupe binoculaire
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222 Matériel microbiologique

Les souches utilisées, ont éé fournies par le laboratoire de microbiologie du
complexe antibiotical SAIDAL de Médéa, le choix des souches a été fait en fonction de la
disponibilité et de leur pathogénicité. (Tableau 2) :

Tableau 2 : Les microorganismes testés

Catégorie Genre et espece Référence
Bactéries Gram négative (-) Escherichia. Cali ATCC10536
Sarcina lutea
Bactéries Gram positive (+) ATTCCE633
Bacillus subtilus ATCC29737
Saphylococcus aureus Intitut pasteur
Levures Candida albaci ATCC10536

3. Méthodes d’étude
3.1. Préparation du matériel végétal

Les écorces, récoltees sont lavées avec de I’eau du robinet ensuite mises sur du
papier et lisser séchées a I’abri de la lumiere et de I’humidité pour éviter le développement
des moisissures et a une température ambiante, avec un brassage journalier pour éviter la
photo oxydation des substances afin d’homogénéiser le séchage. Cette operation a duré
quinze (15) jours. Une fois cette éape terminée, le matériel végétal est broyé en poudre
fine a I’aide d’un broyeur électrique.

La poudre résultante est tamisée avec un tamis possedant des trous de 0,2 mm de
diametre afin d’obtenir une poudre homogéne, ensuite conservée a I’abri de I’air, de

I’humidité et de la lumiére dans des flacons en verre secs fermés hermétiquement. (Fig 9).

Figure 9 : Poudre des écorces de Citrus Clementina.
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3.2. Détermination du taux d’humidité

Selon la méthode de la pharmacopée européenne (2010) il s’agit de déterminer la
différence en masse de I’échantillon (les épicarpes de Citrus Clementina) avant et aprés

étuvage.

Mode opératoire

Le taux d’humidité est la proportion effective (totale, dosable) d’eau dans une plante.

Elle a été déterminée selon la pharmacopée européenne a partir d’une masse de

matiere vegeétale introduite dans une étuve a 105c jusqu’au poids constant.

Lateneur en eau est définie comme étant la perte de poids subit lors de séchage, elle

est calculée par laformule suivante :
H% = (poids x - poids ¢) “(poids x) x 100

Dont :

X : Poids de I’échantillon avant I’étuvage
4p: Poids de I’échantillon aprés I’étuvage
H% : taux d’humidité exprimé en pourcentage

3.3. Test phytochimique pour identifier la présence des flavonoides

Letest est effectué sur la poudre de broyat. Elle est réalisée selon la réaction décrit
par Okmu, (2005).
Mode opératoire

Mettre 10g de la poudre séche dans 150 ml d’Hcl (la solution d’Hcl concentré a 37%
est diluée a 1%) et macérer le tout pendant 24h, filtrer et procéder au test suivant : Prendre
10ml du filtrat et gjouter 5ml du NH4OH concentré (30%)

Résultat : Apparition d’une couleur jaune dans le parti supérieur du tube a essai (Okmu,
2005).
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3.4. Extraction des flavonoides

L’extraction des flavonoides se fait selon le protocole préconisé par (Markham,
1982). Dont les étapes essentielles sont :

a- Macération et évaporation

Peser 30g de poudre de I’épicarpe de la clémentine. Les mettre dans un Erlenmeyer
Mayer, puis gouter 100 ml de méthanol (CH3OH) 85% (10V /V) et lisser macérer
pendant 72 heure a 4°C° dans un frigidaire. Les macéras subit une premiere filtration par la
mousseline. Ensuite suivi d’une deuxiéme extraction par macération dans 100 ml de
méthanol a 85% (V/V) et laissés 1h puis filtrés. Suivi d’une troisieme macération dans
100 ml de méthanol a50% (V/V) et filtrés apres 1h.

Les trois filtrats recus par chaque extraction sont mélangés et filtrés par un papier
filtre Wattman, puis subissent une eévaporation a 40°C sous vide a I’aide d’un Rota vapeur.

La phase agueuse obtenue est conservée a 4°C pendant 48 h et filtré par un papier
filtre pour une deuxieme fois pour en fin obtenir une phase agueuse contenant les
flavonoides. La phase organique (cires, lipides, chlorophylle, .... etc.) Est jetée
(Markham, 1982).

b- Extraction liquide - liquide (a I’aide d’une ampoule a décanter)

Apres filtration et I’évaporation sous vide, la solution a subi des extractions
successives de type liquide-liquide en utilisant des solvants de polarité croissante en
commencant par le hexane puis le chloroforme qui élimine les composés non polaires
(chlorophylle, lipide ........ ), puis I’acétate d’éthyle qui entraine les mon osides, et enfin

par le butanol qui entraine la majorité des hétérosides.

L’extrait aqueux obtenu est versé dans une ampoule a décanter. Nous avons ajouté
30ml d’hexane, laissé décanter un moment, jusqu’a séparation de deux phases bien
distinctes (la séparation se fait selon la densité de I’eau et d’hexane). L’expérience s’est

déroulée comme suit :

v" Nous avons ouvert le robinet pour la récupération de la phase aqueuse. Le
lavage avec I’hexane est répéter jusqu'a I’élimination des graisses ainsi que les substances

lipophiles (9-10 fois).
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v La phase agueuse obtenue subit ensuite une extraction par le chloroforme : le
méme volume du solvant est gjouté au volume de la phase agueuse, cette extraction est

répéter 3 fois.

v" La phase aqueuse obtenue a subi encore une extraction par I’acétate d’éthyle qui
entraine les mono-o-glycosides et partiellement les di-o-glycosides, |le méme volume de la

phase agqueuse est gjouté. Cette extraction est répétée 3 fois.

v’ La phase agueuse obtenue subi une extraction par le butanol qui entraine

essentiellement le reste des di-glycosides, les tri-glycosides et les glycosides.

Une évaporation rotative sous vide a une température de 35C° est effectuée pour les
différentes phases organiques 1, 2,3 qui ont été obtenus ; et la phase aqueuse 4 (Markham,
1982).

Enfin nous avons obtenu 4 types d’extraits de flavonoides :

v’ Extrait de chloroforme (Flavonoides aglycones)

v’ Extrait d’acétate d’éthyle (Flavonoides mono aglycosides)
v’ Extrait n-butanol (Flavonoides di et tri glycosides)

v’ Extrait aqueux (Flavonoides trés polaire)

Les extraits obtenus sont de couleur jaune orange. Ils sont aussi pesés pour calculer
le rendement de chague échantillon.
Lerésidu est repris dans 10 ml de méthanol pur et conserve a-4°C. (Fig. 10).
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30g de poudre des écorces séchées

- macération (méthanol 85%1 :10 w /v)
-conservation a 4°/72h
-filtration (mousseline)

* v
Sédiment
[ Filtrat (1) ] [

-macération méthanol (85% 2 fois, V/V)
-filtration {mousseline)

\ 2 / v

[ Filtrat (2) ] [ Sédiment J

-macération méthanol (50% 2 fois, V/V)
-filtration {mousseline)

v l ¢

Filtrat (3) ] [ Sédiment ]

v v
Filtrat (1) +(2) +(3) ]

-Filtration (papier filtre)
v -Evaporation base de pression a 35°C

[ Phase aqueuse ]

Conservation a 4°C/48h

-filtration (papier filtre)
A 4

* v

Sédiment [ Filtrat ]

Lavage avec I'’hexane

v v

Phase organique (cires, [ Phase aqueusel ]
lipides, chlorophylle) [

1 Extraction (chloroforme, 3 fois V/V

v
[ Phase aaueuse 2 ]

Phase organiquel l ‘ L Extraction (acétate d’éthyle, 3 fois, V/V)

[ Phase aqueuse 3

Phase organique2
ganiq | Extractions (butanol, 3fois, V/V)

v

Phase [ Phase aqueuse 4 ]

Evaporation a basse pression a 35°C

v
Extrait de hexane Extrait d’acétate Extrait n-butanol Extrait aqueux
(Flavonoides d’éthyle (flavonoides (Flavonoides di et tri (Flavonoidestres
aglycones) mono glycosides) glycosides) polaires)

Figure 10: Protocole d’extraction des flavonoides (Markham, 1982)
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3.5 Calcul du rendement

Le rendement en extrait est le rapport entre de poids d’extrait et le poids de la

biomasse végétae atraiter.

Apres évaporation du solvant au rota vapeur, chaque extrait sec est pesé et le
rendement et ensuite déterminé. Il est exprimé en pourcentage % et calculé par la formule

suivant

n'._'mo

x100

Avec:

m : la masse du ballon aprés I’extraction.

Mo : la masse du ballon vide (avant I’extraction).

(m-mo) : la masse de I’extrait sec.

mT : la masse totale de poudre vegétale utilisée dans I’extraction

3.6 Lepotentiel d’hydrogene des extraits de flavonoide

Il permet la croissance ou I’inhibition des microorganismes a tester selon le degré de

I’acidité de I’extrait utilisé et la tolérance du microorganisme a ce degre d’acidite.

Le Ph est un nombre représente conventionnellement la concentration en ions
hydrogene d’une solution aqueuse. Pour des raisons pratiques, sa définition est

expé&rimentale.

La détermination du Ph est effectuée par mesure de la différence de potentiel entre 2
électrodes judicieusement choisies plongeant dans la solution a examiner ; I’'une de celle-ci
est une éectrode sensible aux ions hydrogéene (le plus souvent, une électrode de verre) et

I’autre une électrode de comparaison (par exemple, une électrode au calomel saturé)
- Principe

Le principe de Ph métre est I’indication de la solution si elle est acide ou basique, il

est exprimé par une valeur numérigue.

- Mode opératoire

Avant de commencer on va étalonner le Ph métre puis on prend 6ml d’extrait de
clémentinier, et on le met dans un flacon ensuite on va plonger la cellule de mesure de Ph

metre dans cette extrait et enfin on valire lavaeur de ce Ph.
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Figure 11 : Ph metre

3.7. Méthodes de caractérisation chimique

3.7.1. Analyse quantitative par Spectrophotométrie UV/Visible

L’estimation de la teneur en flavonoides contenus dans les extraits de C. clementina
est réalisée par la méthode de Bahorun et al. (1996).

Principe

L es 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. Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des métaux
(fer et aluminium). Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir a
deux atomes d'oxygene de la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons
(Ribéreau et al. 1972).

M ode opératoire

v' Lacourbed'éalonnage

A partir de la solution mere de la quercétine (utilisée comme étalon pour tracer la
courbe déaonnage) préparée dans le méthanol de concentration 1000ug/mi
(20mg - 20ml), on prépare des solutions filles de concentrations allant de 10 & 100pg/ml.

Dans une fiole de 5ml, on met 1 ml pour chaque dilution de solution fille de la
quercétine, on goute 1 ml de trichlorure d'aluminium AICI3 & 2% (m/v) dans I'eau. Aprés
incubation & I'obscurité pendant 20 minutes a température ambiante, I’absorbance du
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mélange a été mesuré a 430 nm. A partir des valeurs des absorbances obtenues par
spectrophotomeétre UV-visible (Perkin Elmer precisely Lambda 25) nous avons trace la

courbe d'étalonnage de la quercétine.

v" Préparation de I’échantillon

Effectuer la méme opération pour les extraits flavonique en introduisant 1 ml de ces
derniéres dans une série de tubes et ajout de 1 ml d’AICI3 a 2%.

Le blanc est représenté par 1ml de 'méthanol additionné a 1ml d’AICI3.

Les concentrations des flavonoides contenus dans les extraits de C. Clementina sont
calculées en fonction d'une courbe d'éaonnage linéaire (y = a x + b) réaisé par un
standard étalon "la quercitrine” a différentes concentrations (10-100ug/ml) dans les mémes
conditions que I’échantillon. Les résultats sont exprimés en mg équivalent de quércetine

/ml

| Solution mére 1000pg/ml |

5ml méthanol

Fosn o) mes s 00 &
100ug/ml 80 pg/ml 60 pg/ml 40 pg/ml 20 pg/ml 10 pg/ml

Figure 12 : Méthode de dilution de la quercétine
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3.7.2. Analyse par Chromatographie sur couche mince (C.C.M)

Principe

La chromatographie sur couche mince (CCM), est une technique de séparation
analytique, rapide, simple et peu couteuse. Elle repose principalement sur des phénoménes
d’adsorption. La phase mobile est un seul solvant ou un mélange de solvants, qui progresse
le long d’une phase stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille de matiere
plastique ou d’aluminium. Apreés que, I’échantillon ait été déposé sur la phase stationnaire,

les substances migrent a une vitesse, qui dépend de leur nature et de celle du solvant.

Les principaux éléments d’une séparation chromatographique sur couche mince

sont :

»La cuve chromatographique: un récipient habituellement en verre de forme

variable, fermé par un couvercle.

» La phase stationnaire: une couche d’environ 0,25mm de gel de silice ou d’autre

absorbant fixé sur la plaque a I’aide d’un liant.

= |_’échantillon : environ un microlitre (ul) de solution diluée (285%) du mélange a

analyser, déposé en un point repére situé au-dessus de la surface de I’éluant.

= L’éluant : un solvant pur ou mélange qui migre lentement le long de la plaque en

entrainant les composants de I’échantillon (Antonot et Marchal, 1998).

Mode opératoire

Lors de nos travaux nous avons utilisé des plagues de chromatographie sur couche
mince de gel de silice sur un support en verre de taille 20x20cm pour la séparation des

extrait agueux flavonoique.
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Notre protocole d’expérimentation est le suivant :

v' Préparation de la phase mobile

La phase mobile, est préparée en utilisant deux systemes de solvant :

» Toluene/ Ethanol / Méthanol (4 : 3: 3), (Aurangzeb et al, 2005).
» CH2CI2/ Méthanol (80: 20), (Ribereau- Gayon, 1968 ; Budzianowski, 1991)
- Préparation de la cuve chromatographique

La phase mobile, ainsi préparée a été introduite (sous hotte ventilée) au fond d’une
cuve en verre bien nettoyée et munie d’un couvercle avec une hauteur de 2cm. La cuve

ensuite est laissée se saturer.

- Dépodt des échantillons

A I’aide d’une micropipette a2cm du bord inférieur de la plague, nous déposons
10ul de I’extrait de flavonoide et d’étalon (quercitrine, rutine, acide caféique) ainsi on a
tracé un trait a 12cm du premier spot pour marquer lafin du développement.

La plague est déposée verticalement dans la phase mobile pour une bonne éution, la

cuve contenant le solvant d’élution doit étre saturée.

- Développement dela plaque

La phase mobile migre par capillarité atravers la phase stationnaire séche, entrainant
a des vitesses différentes des constituants a séparer. Une fois le développement du
chromatogramme effectué, la plague doit étre séchée a température ambiante. Si les spots

ne sont pas colorés, elles doivent étre révélées.

- Révélation

Si les constituants sont colorés, ils seront directement visible sur la plague, sinon la
révélation peut se faire soit aux UV ou bien par des méthodes chimiques:

> Révélation aux UV : qui permet de mettre en évidence sous forme des
taches des substances qui absorbent les UV entre 254 nm et 365 nm.

> Révéation par des méthodes chimiques : ces méthodes consistent a

mettre en contact de la plague un réactif plus ou moins spécifique qui donne un produit

coloré par réaction chimigque avec les substances a révéler (Latifou, 2005)
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- |dentification des flavonoides

Le comportement d’une molécule particuliere dans un systéme donné est exprimeé par
sa fluorescence sous UV et par son Rf (le rapport de la distance parcourue par cette
molécule sur celle parcourue par la phase mobile c’est a dire le front du solvant) qui est

comprisentre O et 1.

- Rapport frontal

Pour que Iinterprétation des chromatogrammes en CCM soit possible, il est
nécessaire de calculer le RF, qui est déterminé par le rapport de la distance aprés migration
et ladistance de front de solvant.

d : Distance parcourue par le soluté (le constituant) en cm.

D : Distance parcourue par le front par I’éluant en cm.

Front du
solvant A
D =
Id
Ligne de dépdt N 4

Figure 13: Plaque de CCM.

3.7.3. Analyse par la chromatographie liquide a haute performance (C.L.H.P)

La clémentine est I’une des plantes les plus riches en composée phénoliques en
général et en flavonoides en particulier, pour cela nous avons effectué une analyse
qualitative par HPLC (Saidal) de I’extrait flavonoide di et tri glycoside de I’échantillon
issu d’arbres infestés par les cochenilles diaspines portant des fruits mature non infesté
issus de verger agée (<50 ans) (qui a donné une meilleur zone d’inhibition) par rapport a
deux éaons: rutine, Quercétine. une autre analyse par HPLC au niveau de laboratoire
BPAM pour le méme échantillon avec I’utilisation de neuf éaons: I’acide ascorbique,
I’acide gallique, I’acide coumarique, I’acide salisalique, I’acide tannique, catéchine et
phénol. Quercétine, rutine)
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Principe
La chromatographie liquide a haute performance (C.L.H.P) est la technique la plus

performante, utilisée pour la séparation et le dosage des produits non volatils thermo
dégradable, tels que les composes phénoliques. Elle ne demande qu’une faible quantité
d’échantillon végétal et permet de combiner en une seule opération les analyses
qualitatives et quantitatives d’un extrait complexe, ce qui permet I’étude des matériels
végétales tres variés (Salgarolo, 2003 ; Pietta et al, 2003)

ApparellagedeC.L.H.P

Tout compose flavonique est caractérise par son temps de rétention, c’est le temps
écoulé entre le moment de I’injection et I’apparition du pic d’élution. Ce temps de
rétention n’étant parfaitement reproductible que dans des conditions expérimentales
données, il est impératif de définir le systéme chromatographique dans lequel on travaille
(Kamoun, 1997).

L appareillage de la C.L.H.P est représenté schématiquement sur la figure 15; il
comprend essentiellement :

- Un ou plusieurs réservoirs de la phase mobile.
- Un systéme de pompe.

- Un systeme d’introduction d’échantillon.

- Une colonne.

- Un systeme de détection et d’enregistrement.

1 : Bouteille réservoir de la phase mobil 5 : Colonne

2 : Module de dégazage 6 : Un systéme de détection

3 : Pompe 7 : Conteneur a déchets

4 : Injecteur manuel (systéme d’introduction 8 : Systéme d'intégration et d'impression
d'échantillon)

Figure 14 : Appareil H.P.L.C.
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a. Analysepar chromatographieliquide a haute performance au niveau de
laboratoire physico-chimique (SAIDAL)

Tableau 3: Conditions d’analyse par H.P.L.C. (laboratoire physico-chimique (SAIDAL)

Matériel Type et caractéristique Four nisseur

-Colonne C18

-Diamétre 4,6 cm SHIMADZU

-Longueur 25mm

- Température 25C°

Pompe :Débit Iml/mn SHIMADZU
Détecteur multifaisceaux | 260nm< A<380 nm (365nm) | SHIMADZU

Micro-seringue 20pl SHIMADZU

Préparation des échantillons

v Préparation de I’étalon
Premiérement nous avons pesé 0,0016 mg de la poudre de la rutine que nous avons

mis par |la suite dans une fiole jaugée de 10ml, avec 5 ml de méthanol pur gusté jusqu’au
trait de jauge. On a met la fiole dans I’ultra son (appareil spécial pour bien méanger la
rutine et le méthanol et pour éliminer les bulles d’air) pendant quelque secondes.

v Préparation deI’échantillon
A I’aide d’une micropipette, 0,2 ml de I’extrait sont mises dans une fiole jaugée de

10ml ajuster le volume jusqu’au trait de jauge avec le méthanol pur, et mettre la fiole dans
I’ultra son pendant quelque secondes.

L extrait flavonoide di et tri glycoside et la solution de la rutine et quercétine sont la
phase stationnaire tandis que |a phase mobile est formée du mélange :

Solvant A : CH3COOH a 2% (acide acétique).

Solvant B: CH30OH (méthanol pure).

Tableau 4: Le gradient d’élution de la phase mobile utilisé pour la séparation et
I’identification de I’extrait flavonoide di et tri glycoside. (Laboratoire physico-chimique

(SAIDAL)
Temps (mn) Solvant B Solvant A
0 5 95
30 70 30
40 70 30
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b. L’analyse par la chromatographie liquide a haute performance au niveau de
laboratoire BPAM

Tableau 5: Conditions de I’analyse par H.P.L.C (Laboratoire BPAM)

Mateériel Caractéristique Type
-Colonne C18
-Diametre 4,6 cm
-Longueur 250mm
- Température 22+8C°
Pompe: 1ml/mn Agilent 1260
- Déhit
Détecteur multi-faisceaux | A= 270nm, A= 320nm et
-longueur d’ondes A= 370nm.
Micro-seringue 5ul

v' Préparation des échantillons et des standards

Préparation de I’extrait
A I’aide d’une micropipette, 0,1 ml de I’extrait sont mesuré et mis dans une fiole jaugée
de 10ml ajuster le volume jusqu’au trait de jauge avec le méthanol pur et I’extraits a été
filtrés avant injection.
L’extrait et les standards sont la phase stationnaire tandis que la phase mobile est formée
du mélange:
Solvant A : CH3COOH a0,2% (acide acétique).
Solvant B : Acétonitrile.

Tableau 6 : Gradient d’¢élution de la phase mobile utilisé pour la séparation et
I’identification de I’extrait flavonoide di et tri glycoside. (Laboratoire BPAM)

Temps (mn) Solvant B Solvant A
30 5% 95%
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Préparation des étalons
Des standards ont été injectés dans |es mémes conditions expérimentales. |ls permettent

I'identification des pics des composes phénoliques en comparant les temps de rétention.

c. Expression desrésultats
Les flavonoides contenus dans chaque extrait analysé ont été identifiés par la comparaison

des temps de rétention obtenus par ceux des témoins.
3.8. Evaluation del'activité antimicr obienne des flavonoides

a. Objectif
Déterminer parmi les extraits préparés ceux qui avaient la plus grande activité
inhibitrice des bactéries a Gram-positif, des bactéries a Gram-négatif et de levure.

b. Principe

L activité antimicrobienne des extraits flavonoides était testée in vitro par la méthode
de diffusion sur gélose (Osato 2009, Liao et a. 2010). Cette méthode a exactement le
méme principe que celui des tests d’antibiogramme. C'est-a-dire, I’application de patchs
imprégnés de principes actifs sur des milieux de culture ensemencés de microorganismes.
L activité antimicrobienne, quand elle était présente, se manifestait alors par des zones

d’inhibition autour des disques.

Il s’agit d’une méthode en milieu gélosé a I’agar réalisée dans une boite de Pétri. Le
contact se fait par I’intermédiaire d’un disque de papier sur lequel on dispose une quantité
donnée d’extrait (Fig.16).

— - w—— Boite de Pétri

— Souches test

e M Tl e culture pelosé
{Agar)

[vs gue anbibe
o “Fvuriie
ess=ntielle

Zon= dhinbition

Cross ance
mice ol e nne

Pétri (Zaika, 1988)
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c. Préparation du milieu de culture et les suspensions microbiennes

Deux milieux de culture ont été utilisés:

4 Gélose de Soja Ttriptyque (GST) : appelée communément Soja Agar
DIFCO Ré&f 236950 pour les bactéries (E. coli, Sarcina lutea, StaPHYylococcus aureus et
Bcillus subtilis)

v Gélose de Dextrose de Sabouraud (GDS): appelé communément
Sabouraud DIFCO Réf 210950 pour lalevure (C.albicans)
Préparation (Annexe).

v Stérilisation du matériel
Le milieu de culture, les tubes a essai utilisés dans la préparation des solutions
bactériennes enrobés dans du papier aluminium ont été stérilisés a I’autoclave a 121°C

pendant 15 minutes.

v Coulage des boites de Petri :
Apres stérilisation, au refroidissement des milieux de 37 a 45 C°, nous coulons les

boites aseptiquement sous une hotte a flux laminaire stérile (annexe 1). Nous utilisons des
boites en plastique a usage unique, stérilisées par le fournisseur.

4 Préparation de I’inoculum
Nous avons utilisé des cultures jeunes fraichement réactivées. La réactivation se fait

comme suit :

Prélever a I’aide d’une anse de platine stérile, la souche du tube de milieu de
conservation (gélose nutritive), Les souches sont ensemencées dans la gélose nutritive
(Soja Agar ou Sabouraud) puis porté a I’incubateur a 35°C+ 2°C pendant 24 h pour les
bactéries, et a 25°C pendant 48 heures pour lalevure. Pour optimiser leur croissance.

Nous préparons la suspension de chagque souche séparément, en prélevant a I’aide
d’une anse de platine stérile a 3 boucles de culture jeune, et on les dépose dans 5ml d’eau

PHysiologique stérile puis agite au vortex (Annexe 1).

d. Ensemencement et dép6t des disques

L’ensemencement
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L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur boites Pétri, un écouvillon est
trempé dans la suspension bactérienne, puis I’essorer en pressant fermement sur la paroi
interne du tube. L’écouvillon est Frotté sur la totalité de la surface gélosée, de haut en bas
en stries serrées.

L’opération est répétée deux fois en tournant la boite de 60° a chaque fois.
L ensemencement est fini en passant I’écouvillon une derniere fois sur toute la surface
gélosée. L’écouvillon est rechargé a chaque fois qu’on ensemence plusieurs boites de Pétri

avec laméme souche.

v Dépbt de disque
A I’aide d’une pince stérile, prélever un disque de cellulose stérile (disque de
référence: -NO : 321 261, ANTIBIOTICA-TESTBLATTCHEN Schleicher & Schuell W.-
Germany. Diameétre: 9mm) (annexe 1) et I'imbiber avec I’extrait a tester en mettant
seulement en contact le bout du disque, ce dernier va absorber progressivement I’extrait

jusqu’a I’imprégnation totale du disque.

v’ Lecturedes antibiogrammes
La lecture des antibiogrammes a été faite par la mesure des diametres des halos
d’inhibitions au tour des disques a I’aide d’un lecteur de zone antibiotique (FISHER-Lilly)

en mm (annexe 1).

3.9 Détermination des CMI

Pour les concentrations minimales inhibitrices (CMI), 1l s’agit de déterminer les plus
petites concentrations auxquelles les extraits présentent encore une activité antibactérienne
visible a I’ceil nu.

A partir de la solution mére de I’extrait préparée dans le méthanol de concentration
0,62 g/ml, nous avons préparé prépare des solutions filles de concentrations alant de 0,49
a0,07g/ml.
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I11. Résultats et discussion

Dans cette partie nous avons expose les résultats de I’éude phytochimique, la
caractérisation et a I’activité antimicrobienne des composés flavonoides extraits

d’écorces de Citrus Clementina.
I11.1. Déermination desravageursinfestant desfruitsde clémentinier

Les résultats observés par la loupe binoculaire montrent la présence de deux
ravageurs vivant sur les fruits de clémentinier et appartenant a la famille des
diaspididae:

La premiére espéce est Parlatoria ziziphi (poux noir de l'oranger) et l'autre
est Aonidiella aurantii (poux rouge de Californie). (L’espece et la famille ont été
identifiéen présence de Mme Belguendouz tout en utilisant la clé de détermination

des cochenilles diaspines) (Fig. 16).

1- Parlatoria ziziphi (poux noir del'oranger) et Aonideilla aurantii (poux rouge de
Californie)

Figure 16 : Parlatoriaziziphi (a) Aonideillaaurantii (c)sur fruit et (b,d) observées par
une loupe binoculaire (Gr : 10x).

[11.2. Détermination du taux d’humidité
Le taux d’humidité obtenus suite a une dessiccation nous permet d’exprimer nos
résultats en pourcentage de matiere fraiche. Ces résultats sont représentés dans le

tableau ci-dessous.
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Tableaux 7 : Détermination du taux d’humidité

L’age de I’arbre Verger &gée <50 ans Verger jeune< 6 ans

La maturité de

fruit Fruit non mature Fruit mature Fruit non mature Fruit mature

Arbre | Arbre | arbre | Arbre | Arbre | arbre | Arbre | Arbre | arbre | Arbre | Arbre | arbre
non infesté | infesté | non infesté | infesté | non infesté | infesté | non infesté | infesté
Echantillons infesté | fruit fruit infesté | fruit fruit infesté | fruit fruit infesté | fruit fruit
Fruit infesté | infesté | Fruit infesté | infesté | Fruit infesté | infesté | Fruit infesté | infesté
non non non non
infesté infesté infesté infesté

Letaux
d’humidité% 12,7 53 13,6 20,2 18,4 16,6 54 7.9 6,9 8,01 6,06 5,59

Selon (Houari et Ould Brahim, 2010), la teneur élevée en eau est en relation
étroite avec I’activité métabolique. L’eau représente la phase aqueuse dans laquelle se
font les réactions métaboliques et aussi elle fournit I’hydrogene indispensable aux
réactions de biosynthese.

Le taux d'humidité nous donne une idée sur la dégradation des principes actifs
de la plante. Les poudres de I’échantillon d’arbre non infesté avec des fruits au stade
mature non infesté issue de verger jeune) présente des taux d'’humidité élevés par

rapport aux autres, ce qui présente un risque de dégradation du principe actif.

Selon Bretaudeau et Fauré (1992), c’est la teneur en eau qui tient en dissolution

tous les sels minéraux, les sucres, les enzymes et d’autres composés dans les fruits.

Lavariation de lateneur en eau peut étre due aux :

- Expositions a différentes conditions pédoclimatiques
- Stade de maturation

- Répartition géographique

- L’age delaplante

- L’état sanitaire de la plante et du fruit
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[11.2.1. Analyse statistique

Selon I'analyse de la variance effectuée par le test GLM, I’humidité varie d’une
maniére tres significative (p= 0,006, p<5%) en fonction de I’a4ge de I’arbre et
significative (p=0,079, p>5%) en fonction de la maturité des fruits. Les facteurs santé
de I’arbre et santé du fruit n’ont aucun effet sur cette derniére. (Figure 18) annexe 1)

(Tableau 8: annexe 3).

L état sanitaire de Ia plante

13 —r T 14 — T
< 11 ][ -1 P=0.631
E sl —fio |- } 1
=
T P=0.700  °[ il
5 1 L B === '
Infesté Non Infesté Infesté Non Infesté
Fruit Arbre
Stade phénologique du fruit L’'age de verger
15.0 1 T 17 T T
» ! £ 12f B
£ 106 -
= =
84 { -1 7L {
6.2 - =~
4.0 [nuuatlllre Mmjm & 2 .—\:I_ze’ Jmlm\
Maturité vargsr
Figurel8 : Analyse de variance par le test GLM pour I’humidité
[11.3. Test phytochimique pour identifier la présence desflavonoides
Le test phytochimique réalisés sur le Citrus Clementina réveéle la présence des
flavonoides.

La mise en évidence des flavonoides constituants une plante, nous permet
d’avoir une bonne idée sur ses activités pharmacologiques. Pour cela nous avons
réalisé le test phytochimique sur la poudre de clémentinier,

Ainsi :
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de Citrus Clementina.

- Une réaction franchement positive est représentée par : +++

- Une réaction moyennement positive est représentée par : ++

- Une réaction faiblement positive est représentée par : +

- L’absence de la substance est représenté par : —.

Tableaux 9: Résultat de test phytochimique appliqué sur la poudre de I’écorce

L’age de I’arbre

Verger &gée < 50 ans

Verger jeune< 6 ans

La maturité de

Fruit non mature

Fruit mature

Fruit non mature

Fruit mature

fruit
Arbre | Arbre | arbre | Arbre | Arbre | arbre | Arbre | Arbre | arbre | Arbre | Arbre | arbre
non infesté | infesté | non infesté | infesté | non infesté | infesté | non infesté | infesté

Echantillons infesé fruit fruit infe;té fruit fruit infesé fruit fruit infe;té fruit fruit

Fruit infesté | infesté | Fruit infesté | infesté | Fruit infesté | infesté | Fruit infesté | infesté
non non non non
infesté infesté infesté infesté

La ++ ++ +++ +++ ++ +++ ++ ++ ++ ++ +++ +++

résultats

Les résultats expérimentaux, de I’étude phytochimique présenté dans le tableau

(9), mené sur la poudre de I’écorce de Citrus Clementina, ont montré la présence

certaine de flavonoides. La concentration variable entre les douze échantillons dépend

d’un certain nombre de facteurs: le stade de maturation, le sol, les conditions

climatique, la culture du clémentinier et le traitement auquel est soumise (Baustista et
al, 2007).

[11.3. Extraction des flavonoides

Laraison principale pour laguelle on achoisi cette classe des polyphénols réside

dans le fait que les flavonoides constituent la classe polyphénolique la plus importante

avec plus de 5000 composés déja décrit(Gomez-Car avacaet al., 2006).

respectivement en rouge orangée foncé et claire.
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L'extraction des zestes (écorces) de Citrus Clementina par macération dans le
mélange méthanol /eau et la partition entre les différents solvants nous ont permis
d'obtenir les phases suivantes :

> Phase de hexane : obtenue apres affrontement par I'hexane mais elle
est éliminée car elle ne contient que des matieres grasses, des chlorophylles, et des
impuretés.

> Phase de chloroforme: obtenue aprés affrontement par chloroforme,
cette étape permet d'extraire les flavonoides aglycones

> Phase acétate d'éhyle : obtenue aprés affrontement par |'acétate
d’éthyle, ce dernier qui permet d’extraire les flavonoides, en entrainant les aglycones,
les mono-Oglycosides et partiellement les di -O- glycosides (Benkiki, 2006)

> Phase butanal : obtenue apres affrontement par n-butanol, ce dernier
qui permet d'extraire les flavonoides di et tri glycosides.

> Phase aqueux : constitué des flavonoides les plus polaires.

Phase
chioroforme dlacétate nbutanal aqew |
déthyle i

iy
I LM ".;
a1

Figure 19:Les quatre phases d’extraits obtenus par I’extraction
[11.4. Calculedu rendement en extraits flavonoides
L’extraits ont é&é pesés pour déterminer le poids sec résultant, cet extrait
renferme les flavonoides, |e rendement a été déterminé par apport & 30g de matériel
végétal.

Les résultats obtenus sont mentionnées dans les tableaux 10 : (Annexe 3) :
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Arbre non infesté fruit non infesté

50
15
40
35 M Rendements %
30 en Flavonoides
2 aglycones
20
¥ Rendements %en
15 Flavonoides
10 mono glycosides.
5
M Rendements% en
9 ] [ ' Flavonoides di et
stade de stade de stade de stade de i glycosides
immature mature immature mature # Rendements% en
Flavonoides trés
vergée jeune vergée agé polaires

Figure 20 : Variation du Rendement de quatre extrait (Flavonoides aglycones,
Flavonoides mono glycosides, Flavonoides di et tri glycosides, Flavonoides tres
polaires) selon I’état sanitaire du fruit non et de I’arbre.

Les résultats montrent que I’écorce du fruit non infesté mature issu de I’arbre
non infesté contient différentes fractions de flavonoides. Les rendements obtenus
varient entre 0,33% et 45% dont le meilleur est celui de I'extrait de flavonoides trés

polaires avec 45%, et cela dans un verger jeune.

Les extraits en flavonoides di et tri glycosides issu du verger agé au stade
mature ont un rendement de 8,26%, suivi de I’extrait en flavonoides mono glycosides
avec 3,53% du verger jeune au stade immature. Quant au plus faible rendement est
celui obtenu par I’extrait en flavonoides aglycone issu du verger agé au

stade immature avec un pourcentage de 0,33%.
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35

30

25

20

15

10

5

(4]

A

stadede

furtification fructification

immature

stadede
mature

vergée jeune

Arbre infesté fruit infesté

stadede stadede
fructificatin fructification
immature mature

varcke kb

E Rendements % en
Flavonoides aglycones

E Rendements %en
Flavonoides mono
glycosides.

L Rendements? en
Flavonoides di et tri
glycosides

E Rendements?% en
Flavonoides triés
polaires

Figure 21 : Variation du Rendement de quatre extrait (Flavonoides aglycones,
Flavonoides mono glycosides, Flavonoides di et tri glycosides, Flavonoides tres

Les resultats enregistrés dans la figure

polaires) selon I’état sanitaire de I’arbre et du fruit.

montrent que le rendement en

flavonoides tres polaires représente le rendement le plus élevé par rapport aux autres

extraits flavonoique. Il est apparu que les rendements sont meilleurs dans le verger

agé (29,6 %) pendant la fructification mature, aussi on a remarqué pendant la

fructification immature issus de verger agée un rendement en flavonoides di et tri

glycosides tres important 10,26%. le rendement en flavonoides mono glycosides dans

le verger &gé au stade de fructification immature représente le plus faible rendement

1,06%.
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as Arbre infesté fruit non infesté

a0

a5
H Rendements % en

30 Flavangides aglycones

25

20 H Rendements %en

15 Flavonoides mono
glycosides.

10
i Rendements® en

W

& glycosides
stade de stade de stadede stade de
e W P I et cn
Flavonoides trés
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vergée jeune vergée agé

Figure 22 : Variation du Rendement de quatre extrait (Flavonoides aglycones,
Flavonoides mono glycosides, Flavonoides di et tri glycosides, Flavonoides tres
polaires) selon I’état sanitaire de I’arbre et du fruit.

Les rendements en extraits flavonoide sont variables selon les vergers et la
période phénologique de la plante. Cependant, |es rendements les plus importants sont
enregistrés dans I’extrait en flavonoides trés polaires au stade de fructification
mature issus de verger agée (40,16%). On note aussi que I’extrait en flavonoides

aglycones présent un tres faible rendement avec 1,33%. Par rapport aux autres extraits

D’apreés les résultats obtenus dans la figure 20, 21 et 22nous remarquons que les
rendements en extrait sont variables selon: la maturité et la santé des fruits, de type de
compose flavonoide. En effet, nous notons bien une différence de proportion entre les
extraite flavonoique ou on remarque que les flavonoides des extraits de
I'espece Citrus Clementina sont beaucoup plus polaires qu'apolaires, ce qui explique
le rendement élevées de I'extrait aqueux (45%) par rapport aux trois autres extraits,
flavonoides aglycones, flavonoides mono glycosides, flavonoides di et tri glycosides,
alors que les flavonoides apolaires sont moins présents, deux fois moins abondants
gue les flavonoides polaires, du fait du faible pourcentage obtenus avec I'extrait
choloroformique (flavonoides aglycone).

D'une maniére géenérale, le protocole d'extraction des flavonoides de Citrus

Clementina suivi, montre que cette espece est riche en flavonoides, dont ceux

45

Flavonoides di et tri



CHAPITRE VI: RESULTATSET DISCUSSION

glycosylées (polaires) sont plus abondants que ceux non glycosylées (apolaires), cette
méthode d’extraction menée a tempeérature ambiante permet d’extraire le maximum
de composés et de prévenir leur dénaturation ou modification probable dues aux
températures elevées utilisées dans d’autre méthodes d’extraction. En effet (Sun etal,
2007) ont montré gque, le méthanol reste le solvant le mieux choisi pour extraire les
polyphénols. En outre, selon Turkman et al, (2007), I’utilisation de I’acétate d’éthyle
permet la dissolution d’une grande quantité de polyphénols, ce qui justifie le
pourcentage élevé des extrais.

La distribution des métabolites secondaires peut changer pendant le
développement de la plante. En effet, plusieurs facteurs peuvent influer sur la teneur
en composés phénoliques. Des études récentes ont montré que les facteurs
extrinseques (tels que les facteurs géographiques et climatiques), les facteurs
génétiques, le degré de maturation de la plante et la durée de stockage ont une forte

influence sur le contenu en polyphénols (Bouzid , 2009).

De facon générde, le contenu polyphénolique varie qualitativement et
quantitativement d’une plante a I’autre, cela peut étre attribué selon (Madi, 2009)
aux :

1- Facteurs climatiqgues et environnementaux : la zone géographiques,
secheresse, sol, agressions et maladies...etc.

2- Le patrimoine génétique, la période de la récolte et le stade de
dével oppement de la plante.

3- La méthode d’extraction et la méthode de quantification peuvent également

influencer I’estimation de la teneur des flavonoides.

Analyse statistique

Selon I'analyse de la variance effectuée par le test GLM, le rendement varie d’une
maniéere hautement significative (p= 0,000, p<5%) en fonction de type de composé
flavonoide et significative (p=0,064, p= 0,038 p>5%) en fonction de la maturité et la
santé des fruits respectivement. Les facteurs age de I’arbre et santé du I’arbre n’ont
aucun effet sur cedernier. (Fig 23) (Tab : 11 annexe 3).
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La maturité et la santé des fruits
Les composés flavonoides
27 — 12 2,
- —— T 10 P=0.038
G - L L] -
g 17 § 9 ol
£ 5
3 §
i : Y
7 I = 6
) 1 a-
b
p o :
p 3 & 5 ‘_;_?-Q Immatare D Infesté Non Infesté
\!\ b 1"\\ &
9 ; . FRUIT
Composé L’ ige efla saniéde Marbre
1" 0
ad g._ ) |
¢ 8 1
i
P :
4
oF 1
5+ P=0.335 1 P=0.799
3 : 4 :
Non Infesté Agé Jana
Abre

Figure 23 : Analyse delavariance par le test GLM pour le rendement en extraites
flavonoides

[11.5.2 Détermination de potentiel d’hydrogene : Tableau 12 (annexe 3)

L’une des parameétres qui peut agir sur la stabilité des flavonoides est le Ph,
Ainsi, une élévation de la température et du Ph favorisent la dégradation des
flavonoides. Dans ce cadre on a calculé le Ph de chaque extrait (Flavonoides
aglycones, Flavonoides mono glycosides, Flavonoides di et tri glycosides,
Flavonoides trés polaires) issus de douze échantillons. . En effet, |a stabilité est plus
faible a des ph basiques en raison d’une augmentation de I’oxydation de ces
molécules due soit & une déprotonation de ces composes (diminution du potentiel

d’oxydation), soit a une stabilisation de I’oxydant (anion superoxyde) (Fargeix, 2000).
Le Ph de nos extraits varie entre 4,54 et 6,67 donc on constate que nos extraits

est acide et les flavonoides sont stable donc I’absence de risque de dégradation de

flavonoides.
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[11.5.3 Analyse statistique

Selon l'analyse de la variance effectuée par le test GLM, le Ph varie d’une
maniére significative (p= 0,058, p<5%) en fonction de la maturité du fruit. Les
facteurs age du verger, santé de I’arbre et santé du fruit et type de composé n’ont

aucun effet sur cedernier. (Fig 24) (Tab 13 : annexe....).

Les composés flavonoides La maturité et la santé des fruits
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Figure24 : Anayse delavariance par leteste GLM pour le Ph des extraits

flavonoides

[11.6. Teneur en flavonoides

Le dosage des flavonoides a éé réalisé selon la méthode de trichlorure
d’aluminium (AICI3) et I’étalon été la quercétine. La teneur en flavonoides exprimés
en milligrammes d’équivalent de quercétine par millilitre d’extrait (mg EQ/mI).
L’ajoute de la solution de chlorure d’aluminium (Alcl3) aux 48 extraits forme une
couleur plus ou moins jaunétre. Cette coloration est due a la formation du complexe
entre le chlorure d’aluminium et les flavonoides. Les taux des flavonoides des 48

extraits ont été obtenu a partir de la courbe d’étalonnage (figure : 25) (annexe 2) qui
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suit une équation de type : y = 9,160679*10* *X sachant que I’erreur résiduel =
0.005166 et le coefficient de corrélation= 0,984758mg équiva ent quercétine /ml.
Les résultats sont motionnés dans le tableau 14 (Annexe 3) et représenté dans

les figures suivant :

250
200
150 -
E extrail aques
100 -
i extrait
50 - i i butanolique
o 14 : . . . - — H extrait en
e = = Hd e z = Z = z = f O
= = o= | = > =2 = =2 2 = = =
E|E|E|E EIE|E|E E|E|E|E
E extraiten
£ £ E £ E £ chioroforme
vergée vergée agée vergée vergée Agé vergée vergée
jeune jeune jeune agée
Arbre non infesté Arbre infesté fruit Arbre infesté
fruit non infeste infesté fruit infesté

Figure 26 : Tenure des extraits en composés flavonoides selon les facteurs

étudiés

D’apreés les résultats de lafigure 26 nous remarquons :

La meilleure concentration en quercétine a été enregistré dans le fruit non
infesté non mature issu d’un arbre infesté de vergée égé avec une teneur en extrait
butanolique (flavonoides di et tri glycoside)109,05 mg/ml puis 101,72 mg/ml pour
I’extrait d’acétate d’éthyle (flavonoides mono glycoside) dans le fruit infesté non
mature issu de I’arbre infesté dans le verger &gé puis 98,46 mg/ml pour I’extrait
chloroformique (flavonoides aglycone)dans le fruit non infesté non mature issu d’un
arbre non infesté de verger &geé puis dans le fruit non infesté mature issu d’un arbre
sain de vergé agé avec une teneur en extrait agueux(flavonoides trés polaire) 46,28

mg/ml.

Dans le verger &gé en obtient une meilleure concentration en quercétine par

apport au verger jeune.
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La déermination quantitative des flavonoides par la méthode du trichlorure
d’aluminium révele que I’extrait butanolique est I’extrait le plus riche en flavonoides
suivi par I’extrait d’acétate éhyle ensuite par I’extrait chloroformique. Cette
différence dans les résultats dépond certainement de la polarité des solvants utilisés et
leurs caractéristiques physico-chimiques. Et Cela est d0 au solvant pour le
fractionnement : I’acétate d’éthyle et le n-butanol. Ces solvants peuvent libérer

d’avantages les flavonoides complexes avec d’autres molécules.

En tenant compte, de la sélectivité de chaque solvant utilise pour le
fractionnement on admet que les zestes de citrus est riche en di-Oglycosides et tri-
glycosides et contient des flavonoides glycolyses et les aglycones. Ce qui est cohérant

avec ladécouverte de Mouly et al. (1998).

La teneur en flavonoides n’est pas stable et se differe d’une plante a une autre
méme entre |es espéces du méme genre (M adi, 2009). Ceci pourrait étre attribués aux
differences de polarite des solvants, aux techniques d’extraction et aussi bien a
d’autres facteurs environnementaux tels que le climat, I’exposition au soleil et la
composition du sol, qui peut changer le métabolisme phénolique des plantes (Chan,
2011).

Les teneurs en flavonols varient fortement selon le type de fruit, le temps de
croissance et I'exposition alalumieére. Ils peuvent étre a |'éat de traces ou présents a
plusieurs centaines de milligrammes (Aherne, 2002).

[11.6.1 Analyse statistique

Sdlon I'analyse de la variance effectuée par le test GLM, lateneur des extraits
en quercétine varie d’une maniere trés significative (p= 0,002, p<5%) en fonction de
I’a4ge de I’arbre et le type de composé flavonoides (p=0,004, p>5%). Les facteurs
santé de I’arbre et du fruit et la maturité du fruit n’ont aucun effet sur cette derniere.
(Fig. 27) (Tab.15 :Annexe3).
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L' dge et lasanté de larbre
480 -54.0
P=0.537 T H5.8 |-
415 5
2 7.6 -
: 350 -
Les composés flavonoldes 5 | 2e4 - P=0.002
62 T 283 1 ' R12F
B
54 | | )
- I T P=0. 220 : 12 Agé Jeuns
g 46 - { Infesté Non Infesta
38 | — Arbre
S B T
0 4 . | La matunté et la sante des fouts
72 - | | -
" 2 1 ‘[ 48.0 . . L e
1
4 T P=0.866
2 P \P-a\“ 422 4414 - 4
"~ =
‘--.‘> \‘\o}“o 6&‘& \‘f’ ;
g 364 363
Compost H
’ |
30.6- ! 43220
P=0.158 | :
248 1 1276 + 1
19.0 h----,;-'- = - 'Iur— 23.0L i L 1
nealure. Mabure s Non! =

Frut

Figure 27 : Analyse de variance par letest GLM de lateneur des extraits en

guerceétine

[11.7. Résultats d’analyse qualitative par Chromatographie sur couche mince
(C.C.M).

Le choix de I’extrait (flavonoides trés polaire) est lié au meilleur rendement des
flavonoides dans tous |es échantillons.

Pour avoir les empreintes flavoniques de nos extraits, et avoir une idée sur leurs
compositions chimiques, une chromatographie analytique sur couche mince a été
réalisée en utilisant deux mélanges de solvants :

Méange 1 : Toluene, méthanol, éhanol (40:30:30).

Mélange 2: CH2CI2/ Méthanol (80:20)

L’observation des CCM s’effectue en lumiere visible et sous lampe UV (254),

avant et, dans certains cas, apres révélation par le réactif d’AlCI3.

L es résultats obtenus sont donnés dans les tableaux 16, 17, 18, 19 et représentés
danslafigure 28 et 29
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1- Mélange 1 : Toluéne, méthanol, éthanol (40:30:30).

Frontde migration du solvant

Sens demigration
Danslevisible

Figure 28:Chromatographie analytique sur couche mince d’extrait aqueux de
I’écorce de Citrus Clementina et |es standards avec |le méange de solvants (1).

Les spots flavoniques représentant les constituants du dépot ont été caractérisés
par leur fluorescence (couleur) et leurs rapports frontaux. Nous avons réaisé la

révélation chimique par AICI3 vu que, certain spots étaient non visibles.

Comme il est illustré sur la figure précédant, nous avons déterminé le RF et
couleur de chague extrait et les résultats sont représentés dans les tableaux suivants.
Tableau 16: Couleur des taches et |es rapports frontaux obtenus dansle chromatogramme

des extraits agueux apres révélation chimique et physique pour le mélangel.

Ll,aa?grze Verger &gée< 50 ans Verger jeune < 6 ans

La Fruit non

maturité mature Fruit mature Fruit non mature Fruit mature

de fruit

Echantillon | T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12
N Jaune : . Jaune | Jaune | Jaune . Jaune .

UV a254 | Bleu vert Beige | Bleu | Vert | Beige foncé | vert vert Beige beige Beige
FR 0,54 | 0,54 | 0,56 0,58 | 0,59 | 0,56 0,55 | 0,6 0,45 | 0,56 0,58 | 0,56

T1: Arbre non infesté fruit non infesté. T2 : Arbreinfesté fruit infesté. T3 : Arbre infesté fruit non
infesté. T4 : Arbre non infesté fruit non infesté. T5 : Arbreinfesté fruit infesté. T6 : Arbre infesté fruit
non infesté. T7 : Arbre non infesté fruit non infesté.. T8 : Arbre infesté fruit infesté. T9 : Arbre infesté
fruit non infesté. T10 : Arbre non infesté fruit non infesté. T11 : Arbreinfesté fruit infesté. T12 : Arbre

infesté fruit non infesté.
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Tableau 17: Couleur des taches et les rapports frontaux obtenus dans le

chromatogramme des standards apreés révél ation chimique et physique. Pour le mélange 1.

Les standards
Longueur
d"onde Rutine | Quercétine | Coumarine AC|d_e Catéchine A(f!de Acu_je
ascorbique caféique | salicylique
Visible .Jaung JaL!ne Claire Beige Marron Noire claires
foncé claire
uv2s4 Jaunt::' Jau_ne Claire Beige Marron Noire claires
foncé claire
FR 0,55 0,90 - 0,56 0,90 0,95 0,80

La révélation de plague CCM par la lumiére UV a 254nm et par chlorure
d’aluminium montre des spots de coloration et sauf I’acide salicylique et coumarine
sont invisible

A travers les résultats de chromatogramme il ressort que :

L’acide ascorbique présente le méme niveau de migration (Rf =0,56) avec Les
extraits agueux de les échantillonsT3; T6; T10 et T12, aussi on a remarque que la
rutine présente le méme niveau de migration (Rf=0,55) avec I’extrait aqueux T7.

On peut déduire donc que I’extrait aqueux de ces échantillons renferme larutine
(T7) et I’acide ascorbique (T3 ; T6; T10 et T12)

2- Mélange 2 : CH2CI2/ Méthanol (80:20)

Front de migration du solvant

Spot

T

Sans de migration dans
le visible

Figure 29: Chromatographie analytique sur couche mince d’extrait aqueux de
I’épicarpe de Citrus Clementina et |es standards avec le mélange de solvants 2.
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Commeil estillustré sur lafigure 28, nous avons déterminé le RF et couleur de

chague extrait et les résultats sont représentés dans les tableaux suivants :

Tableau 18: Couleur des taches et les rapports frontaux obtenus dans le
chromatogramme des extraits aqueux. Pour le mélange 2

L’age de L
Farbre Verger agée< 50 ans Verger jeune< 6 ans
La Fruit non mature
maturité Fruit mature Fruit non mature Fruit mature
de fruit
Echantillon T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12

UV a254 | Jaune | Jaune | Jaune | Jaune | Beige | Marron | jaune | Jaune | Mauve | jaune | Jaune | jaune

FR 0,29 0,14 0,33 0,19 0,73 0,19 0,35 0,19 0,35 0,66 0,29 0,29

Tableau 19: Couleur des taches et les rapports frontaux obtenus dans le
chromatogramme des standards pour |le mélange 2.

Les standards
Longueur
d’onde Rutine | Quercétine | Coumarine Aude Catéchine Aqde Acu;ie
ascor bique caféique | salicylique
uv2s4 | Jaune Jaune Claire Jaune Jaune Beige Jaune
FR 0,19 0,84 - 0,83 0,80 0,73 0,86

A travers les résultats de chromatogramme il ressort que :
La rutine présente le méme niveau de migration (Rf =0,19) avec Les extraits
aqueux de les échantillons T4, T6. Aussi I’acide caféique présente le méme niveau de

migration (Rf =0,73) avec I’extraits aqueux de I’échantillon T5.

Donc a partir de ces résultats (mélange 1 et 2), nous avons mis en évidence la
présence de trois composés (la rutine, I’acide ascorbique et I’acide caféique) dans

I’écorce du Citrus Clementina de ces deniers échantillons.

En 2001, Gorinstein et coll.,, ont déterminé la composition en acides

phenoliques de la peau d’orange (méme genre Citrus) par fluorescence. Les composes
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identifiés par ordre décroissant sont I’acide caféique, I’acide p-coumarique, I’acide

sinapique, I’acide férulique et I’acide ascorbique.

I11.8. Résultats de I’analyse qualitative par la chromatographie liquide a haute

performance (C.L.H.P).

a. L’analyse par la chromatographie liqguide a haute performance au

niveau de labor atoire BPAM

L’extrait de flavonoide di et tri glycoside de I’échantillon arbre infecté porte des
fruits mature non infecté issus de verger agé ont été analysés par HPLC. La phase
mobile utilisée est formée du mélange :

Solvant A : CH3COOH a 2% (acide acétique).
Solvant B : CH3OH pure (méthanol).

Nous a permis d’obtenir le profil chromatographique par HPLC Agilent 1260

suivant: :

ﬂ Q2| “q\‘/ \“ Q2

e

a oL
)
/

OOj {l | Qo
T I I I I T I I I I

0 5 0 5 D 5 D 3 D %3 D

Mrues

Figure 30 : Profil chromatographique des flavonoides aglycones de Citrus
Clementina dans la plante détectée par HPLC a 365nm.
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Les chromatogrammes du témoin (quercétine et rutine) sont représentés par fig.
31, 32 (Annexe 2).

En comparant les temps de rétention d’extrait a ceux des standards (rutine et
guercitine), les résultats d’identification chromatographique pour les extraits
d’épicarpe de Citrus Clementina en fonction des temps de rétention, sont donnés dans
letableau suivant ;

Tableau 20 : Le résultat d’analyse par HPLC

A= 365nm
Teneur | oo Les | Tempsde | oo
% . étalons | Rétention
(min)
L’échantillon Ijesl

39,846 3,350 | €talons | quercitine | 3,383 | présence
probable

60,154% 5,842 Rutine 3,017 Absence

La comparaison des temps de rétention des standards avec ceux enregistrés
dans le chromatogramme permet I’identification probable de quercétine dans I’extrait
de Citrus Clementina. Les résultats montrent la présence de quercétin qui a éé
identifié a (3,383) avec un pourcentage de rétention de 39,846%. Bien qu’il y a

d’autre composé majoritaire et avec le manque de standard sont non identifié.

- Le deuxieme composant, dont le pic est apparu a 5,842min, et présente un taux

de rétention 60,154% ce compose est non identifié.

b. L’analyse par la chromatographie liquide a haute performance au
niveau de laboratoire BPAM

Le méme extrait de Citrus Clementina ont été analysés par HPLC SHIMADZU.
La phase mobile utilisée est formée du mélange :

Solvant A : CH3COOH a0,2% (acide acétique).

Solvant B : Acétonitrile.
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Les chromatogrammes du témoin (I’acide ascorbique, I’acide gallique, I’acide
coumarique, I’acide salisalique, I’acide tannique, catéchine et phénol, quercétine,
rutine) sont représentés dans lesfigure (33-41) I’annexe 2.

Notre extrat a éé identifié en comparant leurs comportements
chromatographiques avec celui du témoin par comparaison du temps de rétention
d’extrait et de témoins. Les résultats sont donnés dans | e tableau 21) annexe 3:

Les chromatogrammes d’extrait sont représentés dans la figure suivant
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Figure 42 : Profil chromatographique des flavonoides trés polaire présent dans
I’écorce de Citrus Clementina détectée par HPLC atrois longueurs d’onde
270/ 320/ 370 nm en mode d’élution.

Les résultats montrent la présence de I’acide ascorbique qui a éé identifié

a2.360 min avec un taux de réention 1.3115% a longueur d’onde 270 nm, et
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auss |la catéchine a 7.363 avec un taux de rétention 7.2692% a 320 nm.

Bien qu’il y a d’autre composé majoritaire (15,5070%, 10,6247% a 270nm) et

avec le mangue de standard sont non identifié.

Les résultats du tableau 22, montrent la présence composes majoritaires qui

n’ont pas pu étre identifiés par manque de standards.

Tableau 22 : Principaux composés magjoritaires contenus dans I’extrait d’épicarpe de

Citrus Clementina en fonction du temps de rétention

Loguer d’'onde | Tempsderétention Nom du composant | Teneur %
3.885 non identifier 15.5070
7.121 non identifier 11.0743
2.448 non identifier 10.6247
10.654 non identifier 5.3424
6.735 non identifier 5.2173
25.011 non identifier 4.6788
4.194 non identifier 4.6573
6.390 non identifier 4.3423
270 7.836 non identifier 4.2499
8.040 non identifier 4.0324
7.361 non identifier 3.6663
12.238 non identifier 2.5331
10.799 non identifier 2.2704
3.413 non identifier 2.0583
28.942 non identifier 2.0450
2.360 Ac ascorbique 1.3115
13.048 quercitine 0.6286
Tempsderétention Nom du composant | Teneur %
7.170 non identifier 19.2203
10.654 non identifier 10.2931
7.834 non identifier 8.9375
7.363 catéchine 7.2692
320 12.239 non identifier 6.3688
6.808 non identifier 5.9190
8.000 non identifier 5.4198
6.730 non identifier 4.3100
11.562 non identifier 3.5734
10.800 non identifier 3.2486
Tempsderétention Nom du composant | Teneur %
7.095 non identifier 23.6889
7.840 non identifier 14.5769
10.654 non identifier 13.9979
370 8.053 non identifier 11.5635
12.238 non identifier 6.9989
3.924 non identifier 6.8503
6.822 non identifier 6.5407
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111.9. Résultats des analyses microbiologiques

Pour I’évaluation du potentiel antimicrobien de ces extraits, nous avons préféré
de les tester contre plusieurs cibles a structures cellulaires et un métabolisme

particulier.

Nous avons d’abord procédé a I’étude de leur sensibilité vis-avis des quatre
extraits (chloroformique, butanolique, acétate d’éther, aqueux) issus de douze
échantillons par la méthode de diffusion des extrais en disques en milieu gélosé.
Ensuite nous avons déterminé la concentration minimale inhibitrice (CMI) sur milieu

solide.

[11.9.1. Résultats de I’effet antimicrobien

Les tests de I’antibiogramme permettent de révéler la sensibilité ou larésistance

des différents germes aux différents extraits flavonoides de Citrus clementina.

Les résultats de I’activité antimicrobienne de I’extrait est interprétés en
fonction du diamétre des zones de I’inhibition des germes testés et motionnés dans les
tableaux (23- 27) (Annexe 3).

Pour notre interprétation nous avons utilisés les intervalles de zone d’inhibition
suivants (Chifundera et al, 1990) :

- [0 a9 mm [pas d’inhibition ou souche résistante.

-[10 &15 mm [ : souche peu sensible.

-[16 220 mm [ : souche sensible ou intermédiaire.

- Plusde 21 mm : souche trés sensible.
Remarque: Les disgues témoins de papier contenant seulement le Méthanol

n’ont prouvé aucune zone d’inhibition, donc le Méthanol n’a pas d’effets sur les

résultats de I’antibiogramme.
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Figure 43 : Diamétres des zones d’inhibition (E.Coli) obtenues par les extraits

flavonoides de Citrus Clementina.

Les extraits flavonoique (flavonoides aglycones, flavonoides mono glycoside,
flavonoides di et tri glycosides) de clémentinier donnent des zones d’inhibitions de
croissance de E.Coliqui varie de 10mm a 20mm. La plus élevée est celle de I’arbre
infesté fruit infesté mature issue de verger agée (20mm) tandis qu’une résistance a été
observée pour certains extraits. Ce qui montre I’effet des infestations de cochenilles,
I’&ge de I’arbre et le stade de maturité de fruits sur la qualité des extraits et de méme

sur leur activité biocide.

Une résistance totale est marquée pour les souches d’E. Coli contre les extraits

agueux de tous les échantillons.
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Figure 44: Diametres des zones d’inhibition (Saphyl ococcus aureus) obtenues

par les extraits flavonoides de Citrus Clementina.

Le Saphylococcus aureus montre une sensibilité a la plupart des extraits
préparés de Citrus Clementina avec une grande sensibilité vis-&vis des flavonoides di
et tri glycoside de I’échantillon « arbre non infesté porte des fruits non infesté mature

issus de verger &gé avec 29 ,6mm.

En fonction de diameétre d’inhibition, ce germe se situe dans I’intervalle peu
sensible et tres sensible aux extraits flavonoides aglycones et flavonoides mono
glycoside et résistant et tres sensible aux extraits flavonoides tres polaires et
flavonoides di et tri glycosides. Les diamétres d’inhibition sont variables en fonction
de I’age, I’état sanitaire et la période phénologique de la plante. Plusieurs études ont
montré I’effet bactéricide des flavonoides sur un Saphylococcus aureus (Remdane,
2009).

L’hypersensibilité de la souche Saphylococcus aureus ATCC peut s’expliquer
parla probabilité de la sensibilité des bactéries Gram (+) aux changements
environnementaux externes, tels que latempérature, le Ph, et aux extraits naturels due

al'absence de la membrane externe (Balentineet al, 2006).
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Figure 45: Diamétres des zones d’inhibition (Sarcina lutea) obtenues par les
extraits flavonoides de Citrus Clementina.

Le Sarcina lutea montre une sensibilité a certains extraits préparés de la plante,
avec une grande sensibilité vis-avis des flavonoides di et tri glycosides de
I’échantillon arbres infesté porte des fruits infesté issus de verger &gé (24mm).

En fonction de diametre d’inhibition, ce germe se situe dans I’intervalle
résistant et tres sensible atous les extraits prépareés.
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Figure 46: Diamétres des zones d’inhibition (Bacillus subtilus) obtenues par les

extraits flavonoides Citrus clementina

D’apres la figure 49, nous remarquons que les quatre extraits présentent une
action inhibitrice sur le Bacillus subtilus, avec une grande sensibilité vis-a-vis des
flavonoides di et tri glycosides de I’échantillon fruits mature infesté d’arbres infesté
issus de verger jeune (25mm).Les extraits agueux ont donné un diamétre plus au
moins important 19,8 mm, c’est le diametre le plus elevé enregistré de I’échantillon

fruits non mature non infesté des arbres non infesté issus de verger jeune.
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. Figure 47: Diameétres des zones d’inhibition (Candida albicans) obtenues par

|es extraits flavonoides de Citrus Clementina

D’apreés la Figure, nous constatons facilement que les flavonoides tres polaire
d’épicarpe du Citrus Clementina n’a pas une bonne activité sur la souche Candida

albicans.

Les résultats microbiologiques ont montré que les flavonoides Citrus

Clementina agissent différemment sur |es especes bactériennes testées.

Il en ressort de cette analyse que chague composé agit différemment sur les
microorganismes. C'est-a-dire, qu’un composé peut avoir une action tres importante
sur un germe (la sensihilité et de Sarcina lutea,et Saphylococcus aureus aux
flavonoides testés) ou une action moindre (d’Escherichia coli, et Bacillus subtilus)
voire méme nulle sur un autre (larésistance de Candida albicans.)

La sensibilité des bactéries a gram+ est due selon (Balentine et al, 2006) a
plusieurs facteurs tels que principalement les changements environnementaux et en

particulier le Ph et I’absence de la membrane externe chez |e microorganisme.

64



CHAPITRE VI: RESULTATSET DISCUSSION

Plusieurs travaux ont mis en évidence la grande sensibilité des bactéries Gram
(+) par rapport aux Gram (-) (Fallehet al, 2008 ; Hayouniet al, 2007 ; Turkmenet al,
2007 ; Shanet al, 2007 ; Koné et al, 2004). Ceci peut s’attribuer a la différence dans
les couches externes des bactéries Gram (-) et Gram (+). Les bactéries Gram (-),
indépendamment de la membrane des cellules, possedent une couche additionnelle la
membrane externe, qui se compose des phospholipides, des protéines et des
lipopolysaccharides, cette membrane est imperméable a la plupart des molécules.
Néanmoins, la présence des proies dans cette couche permettra la diffusion libre des
molécules avec une masse moléculaire en-dessous de 600 Da. Cependant, I'inhibition
de la croissance des bactéries Gram (-) a éé rapportée, particulierement en
combinaison avec les facteurs qui peuvent déranger I’intégrité de la cellule et/ou la
perméabilité de la membrane, telle que les basses valeurs du pH et concentrations
accrues en Na Cl (Georganteliset al, 2007).

Les différences trouvées peuvent étre attribuées également aux plusieurs facteurs
tels gque les facteurs inhérents (variété, conditions ambiantes, facteurs écologiques,
variations saisonnieres), les méthodes d'extraction (Moreira et al., 2005 ; Sagdic et
Ozcan 2003 ; Celiktas et al., 2007a, Turkmen et al., 2007), préparation de I’extrait,
solvant utilisé, la sensibilité des bactéries (Loziene et al., 2007), la charge du disque
qui influe sur Iactivité antimicrobienne, Rasooli et ses collaborateurs, (2008), la
méthode utilisée pour I’évaluation de I’activité antibactérienne influe aussi les
résultats (Natargjan et al., 2005) et (Fazeli et al., 2007) et en fin I’organe de la plante

utilisé (Natargjan et al., 2005) et sa composition chimique.
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EColi Bacitlussubtiius

Figure 48: Résultats de tests d’antibiogramme des extraits flavonoides de
Citrus Clementina
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Malgré I’existence des zones d’inhibition, relativement déférentes, nos résultats
prouvent montrent I’existence de I’activité antibactérienne des extraits flavonoides de
I’écorce de clémentine contre les cinq souches pathogénes testés. Donc, il est
intéressant d’estimer la CMI de Staphylococcus aureusla souche la plus pathogéne.

Déter mination des CM|I
La détermination de CMI de I’extrait qui possede la plus fort zone d’inhibition
(29,6mm) par la méthode de dilution en milieu gélosé donne les résultats suivants

(tab.28) :

Tableau 28: Valeurs des concentrations pour I’extrait qui a un effet
antibactérien sur la souche Staphyl ococcus aureus exprimées en pourcentage (%)

Pour centage 100% 80% 60% 50% 25% 12%

La
concentration
de I’extrait

a/ml

0,623 0,4984 0,3738 0,3115 0,1531 0,074

Zonede

inhibition 29,6 22,1 18 15,4 10,3 Abs

Figure 49 : Résultat de CMI pour I’extrait flavonoides di et tri glycosides qui
est un effet antibactérien sur la souche Staphylococcus aureuse

)
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La zone d’inhibition augmente considérablement avec la concentration des
extraits, ce qui a été constaté aussi par Dordevic et ses collaborateurs, (2007).

Une concentration décroissante d’extrait 0,623g/ml a 0,07g/ml, indiques une
diminution de plus en plus marqué des zones d’inhibition

La souche Saphylococcus aureus montre une tres grande résistance a la

concentration 12% avec une concentration minimale d’inhibitrice 0,07g/ml.
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Conclusion générale

En raison de la tendance vers I’utilisation des produits naturels a cause de leurs roles
potentiels en soins de santé, cosmétiques et comme complément alimentaires, de nombreux
chercheurs se sont orienté vers la recherche et la mise en place de nouvelles formules a base
de produits biologiques isolés des extraits des étres vivants notamment les plantes.

Dans le présent travail, nous nous sommes intéressés a la composition des extraits en
composes flavonoides d’écorce de Citrus Clementina et leurs effets antimicrobiens des selon

I’age, I’état sanitaire et le période phénologique de la plante.

Le teste phytochimique a révélé la présence des flavonoides dans les écorces de clémentine.
Les différents extraits flavonoiques (aqueux, butanolique, acétate éhyle, chloroformique)
obtenus ont donné un plus grand rendement observé chez |’extrait flavonoides trés polaires
(45%) de I’échantillon issu des arbres non infecté, d’un vergeé jeune et portant des fruits non
infecté mature, par contre le plus faible rendement a été obtenu avec les extraits flavonoides
di et tri glycosides (0,03%) de I’échantillon issus des arbres infecté d’un verger jeune, portant

des fruits infecté non mature.

L’estimation quantitative des flavonoides a montre que les teneurs en flavonoides sont
variables. La teneur des I’extrait flavonoides di et tri glycoside issus des arbres sains d’un
vergé agé portant des fruits non infecté non mature, constitue la fraction phénolique la mieux
représentée (109,05 mg/ml), suivi par I’extrait flavonoides mono glycoside (101, 72 mg/ml)
issu des fruits infecté non mature des arbres infecté situés dans un vergé agé. Cependant, nous
avons remarqué une faible teneur en flavonoides dans |’extrait aqueux (flavonoides tres
polaire) (4,356 mg/ml) de I’échantillon venant des arbres infecté portant des fruits non infecté

mature issue de verger jeune.

Le Ph de nos extraits est varié entre 4,54 et 6,67, donc on constate que nos extraits
flavonoides sont acides, donc stable avec I’absence de risque de dégradation rapide et un

pouvoir de conservation élevé.

La Chromatographie sur couche mince nous a permis de révéler la présence d’un flavonoide
qui est larutine et deux autres compose qui sont : I’acide ascorbique et I’acide caféique dans

nos extraits agqueux , mais ces résultats reste rel atif.
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L’analyse qualificative par chromatographie lipide a haute performance (Agilent1260: HPLC)
de I’extrait de flavonoides di et tri glycoside de I’échantillon arbre non infesté portant des
fruits mature non infesté issus de verger, a révélé la présence de I’acide ascorbique, la

guerceétine et la catéchine. Et par (Shimadzu : HPLC) arévélé la présence de quercitine.

Les tests biologiques effectués dans ce travail ont montré que les souches Sarcinalutea,
Staphylococcus  aureus,d’Escherichia  coli,Bacillus subtilus, Candida albicanssont
relativement sensibles a I’extrait de flavonoides aglycones, flavonoides mono glycoside,
flavonoides di et tri glycosides d’épicarpe de Citrus Clementina, par contre les flavonoides

tres polaires montre une action inhibitrice sur le Bacillus subtilus.

La concentration minimale d’inhibitrice CMI, étudiée pour la souche de S. aureus, est de 0,
07g/ml.

Latechnologie industrielle peut donc exploiter les zestes de clémentinier, riche en flavonoides
possedant un pouvoir inhibiteur microbien. L’ Algérie, ou I’agrumiculture occupe la premiére
place parmi I’arboriculture fruitiére, a la chance d’exploiter cette ressource dans le domaine
de la vaorisation des déchets industriels fruitier en tant qu’une source économique
importante.

Ce travail nous a permis de nous initier a un grand nombre de techniques expérimentales au
méme titre que la méthodologie a suivre pour mener a bien une étude phytochimique d’une
plante. Il constituera pour nous une base de départ pour des recherches plus approfondies dans
I’axe que nous nous sommes fixé de suivre dans le cadre du projet sur la culture des agrumes
delaMitidja.

Et comme perspectives nous proposons de :

» Faire une étude biochimique pour les extraits d’épicarpe de Citrus Clementina.

» Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles intéressantes dans le domaine de
la santé, le cosmétique et complément alimentaire comme solution alternative aux
produits synthétiques.

» Orienter les recherches scientifiques vers la réalisation des études approfondies et
complémentaires d’autre activité biologiques des composés polyphénoliques en général et

des flavonoides en particulier.
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Annexe 1

Annexe des matériels
Matériels non biologiques:

Appareillages:

<

Mixeur

plague chauffante
Autoclave
Ecouvillion

Bec benzen
Papier filtre
HPLC

Ph métre
Réfractométre

AN N N N NN

Rota vapeur Balance a précision

Spectrophotométre r éfr égérateur
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Agitateur magnétique bain marée

Etuve Appareil de lecture des zones d’inhibition
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Vererie

Boites de petri
Cuve de CCM
Plaque de CCM
Ampoule a décanter
Pipettes pasteur
Les tubes a essai
Fioles

Bécher

Erlen meyer
Ballon

Pipettes graduées
Flacons

AN N N N N N N N N Y

Les produits chimiques et lesréactifs:

Méthanol CH30H

Hexane

Chloroforme

Acétate d’éthyle C4HgO,.
n-butanol

eau digtillé

trichlorure d’aluminium AICI3
guercitrine

Rutine
Acide chlorhydrique : HCL
NH40H

alcool iso amylique CsH3,0.
Toluene C7Hg

Ethanol C,H,0.

acide acétiqgue CH3COOH a 2%
CH3O0H pure (méthanol).

ANANE NN Y N N U N N N N N SN

Milieux de culture utilisés:

Gélose dextrose de sabouraud :
C’est une servant a la culture des champignons est des microorganismes acides.
Préparation

» Mettre 659 de poudre en suspension dans un litre d’eau distillée, bien
mélanger

» Chauffer sous agitation fréquente et laisser bouillir pendant Imn de maniere a
dissoudre parfaitement la poudre

> Passer a I’autoclave a 121°C pendant 15mn en évitant le sur échauffement.

» Pour usage laboratoire ph=5,6 # 0,2.
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On apour un litre préparé la composition suivante :

» Digestion enzymatique de caséine 10g.
» Dextrose4g
» Gélose 159.

Gélosede Soja Triptyque

> Dissoudre 40g de poudre dansllitre d’eau distillée, chauffer et agiter jusqu’a
ébullition

> Répartir en tube a vis ou en flacon.

» Bouchonner, capsuler et stériliser a I'autoclave a 121°C pendant 15 minutes.
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Annexe defigure
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Figure 25:La courbe d’étalonnage de quercétine

Figure 31: Profil chromatographique de quercétine présent dans la plante détectée par
HPLC a 365nm en mode d’élution.
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Figure 32 : Profil chromatographique de rutine présent dans la plante détectée par
HPLC a 365nm en mode d’élution.
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Figure 33 : Profil chromatographique d’acide ascorbique présent dans la plante
détectée par HPLC a A : 270/ B: 320/C : 370 nm en mode d’élution
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CAD1 A, Sig=270 4 Ref=cf (METIDJIES2000296.C)
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Figure 34 : Profil chromatographique d’acide tannique présent dans |a plante détectée
par HPLC A A : 270/B: 320/C : 370 nm en mode d’élution
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Figure 35 : Profil chromatographique d’acide tannique présent dans la plante détectée
par HPLC A A : 270/B: 320/C : 370 nm en mode d’élution
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Figure 36 : Profil chromatographique de catéchine présent dans la plante détectée par
HPLC aA : 270/B: 320/C : 370 nm en mode d’élution
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Figure 37 : Profil chromatographique d’acide coumarique présent dans la plante

détectée par HPLC a A : 270/ B: 320/ C : 370 nm en mode d’élution
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Figure 38 : Profil chromatographique d’acide gallique présent dans la plante détectée
par HPLC a A : 270/ B: 320/C : 370 nm en mode d’élution
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Figure 39 : Profil chromatographique de phenol présent dans la plante détectée par

HPLC a A : 270/ B: 320/C : 370 nm en mode d’élution
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Figure 40 : Profil chromatographique de quercitine présent dans la plante détectée par
HPLC & A : 270/ B: 320/ C : 370 nm en mode d’élution
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Figure4l : Profil chromatographique de rutine présent dans la plante détectée par

HPLC a A : 270/B: 320/C : 370 nm en mode d’élution
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Annexe des tableaux

Tableau 8 : Analyse de variance par letest GLM pour le I’humidité

GLM/ humidity : Analysis of Variance

SOURCE Sum-of-Squares |  df Mean-Square | F-ratio P
AGE DU
oor 184.083 1 184083 | 14.883 0.006
MAthrffi'tTE de 52,083 1 52,083 4211 0.079
SANTE DE
PN 3125 1 3125 0.253 0.631
SANTE DU
U 2.000 1 2.000 0.162 0.700

Tableau 10 : Rendements de quatre extrait (Flavonoides aglycones, Flavonoides mono
glycosides, Flavonoides di et tri glycosides, Flavonoides trés polaires) de 12 échantillons

L’age de
I’arbre

Verger &gée< 50 ans

L’age de I’arbre

Verger &gée< 50 ans

L’age de I’arbre

La maturité
de fruit

Fruit non mature

Fruit mature

Fruit non mature

Fruit mature

Echantillon

Arbre
non
infesté
Fruit
non
infesté

Arbre
infesté
fruit

infecté

Arbre
non
infesté
Fruit
non
infecté

arbre
infesté
fruit
infesté

Arbre
infesté
fruit

infecté

Arbre
non
infesté
Fruit
non
infecté

arbre
infesté
fruit
infecté

Arbre
infesté
fruit

infecté

arbre
infesté
fruit
infecté

Arbre
non
infesté
Fruit
non
infecté

Arbre arbre
infesté infestéfr
fruit uit
infecté infecté

Extrait de
chloroforme
(flavonoides
aglycones)

0,7 29

343 1,56

2,73

2,26 0,33

1,06

32

3 2,46 1,33

Extrait
d’acétate
d’éthyle
(Flavonoides
mono
glycoside)

3,53 2,93

3,56 2,7

1,36

5,53 17

13

2,96

2,76 5,63 3,96

Extrait n-
butanol
(Flavonoides
di et tri
glycosides)

2,73 0,03

8 3,36

4,66

73 8

10,26

9,83

8,26 6,23 4,96

Extrait
agueux
(Flavonoides
trés polaires)

25,93 16,96

30,5 45

13,2

33,16 14,6

9,83

18,93

23,33 29,6 40,16
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Tableau 11 : Analyse de variance par le teste GLM pour le rendement des extraites

Analyse globale rendement: Analysis of Variance

SOURCE Sum-of-Squares | df Mean-Square | F-ratio P

AGE DU

VERGER 2.083 1 2.083 0.066 0.799
MATURITE 114.083 1 114083 | 3617 0.064
SANTE DE

L' ARBRE 30.031 1 30.031 0.952 0.335
SANTE DU

FRUIT 144.500 1 144.500 4.581 0.038
COMPOSé 4186.417 3 1395.472 44.238 0.000
Error 1261.792 40 31.545

Tableaux 12: Les vaeurs de Ph.

L’age de A 2 .
I’a?bre Verger agée < 50 ans Verger jeune< 6 ans
Ladm:]i;.te Fruit non mature Fruit mature La maturité de fruit Fruit non mature
Arbre Arbre arbre Arbre | Arbre arbre Arbre Arbre arbre Arbre Arbre arbre
non infesté infesté non infesté infesté non infesté infesté non infesté infestéf
Echantillon infesté fruit fruit infesté | fruit fruit infesté fruit fruit infesté fruit ruit
fruit non | infecté infesté Fruit infecté infecté Fruit infecté infecté Fruit infecté infecté
infesté non non non
infecté infecté infecté
Extrait de
chloroforme 5,43 5,75 5,43 59 5,30 6,36 6,56 6,15 63 | 454 519 | 589
(flavonoides
aglycones)
Extrait
d’acétate
d’éthyle

(Flavonaides 21,9°C 219°C | 21,9°C | 21,9C | 21,9°C | 234°C | 21,7°C 23,5°C 22,3°C | 225°C | 22,3°C | 22,9°C
mono
glycoside)

Extrait n-
butanol
gFlgv?nones 5,91 5,33 5,75 5,34 5,95 5,41 5,70 5,35 5,63 5,55 548 | 556
| r

glycosides)

Extrait

aqueux 229°C | 21,8°C | 21,9°C | 229C | 23,2°C | 235°C | 21,7°C 23°C 23,7°C 22,7°C 22°C | 235°C
(Flavonoides

trés polaires)
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Tableau 13: Analyse de variance par le teste GLM de Ph

Ph :Analysis of Variance
SOURCE .
Sum-of-Squares | df Mean-Square | F-ratio P
AGE DU
0.083 1 0.083 0.423 0.519
VERGER
MATURITE de
. 0.750 1 0.750 3.810 0.058
fruit
SANTE DE
' 0.031 1 0.031 0.159 0.692
L'ARBRE
SANTE DU
0.125 1 0.125 0.635 0.430
FRUIT
Compsé 0.417 3 0.139 0.705 0.554
Error 7.875 40 0.197
Tableaux 14: Tenure en flavonoides
L’age de Ax .
I"arbre Verger dgee< 50 ans Verger jeune< 6 ans
Lad?f?t&;lte Fruit non mature Fruit mature Fruit non mature Fruit mature
Arbre Arbre | arbre Arbre Arbre arbre | Arbre | Arbre arbre Arbre | Arbre arbre
non infesté | infesté | non infesté infesté | non infesté | infesté | non infesté infesté
Echantillons infesté fruit fruit infesté fruit fruit infesté | fruit fruit infesté | fruit fruit
Fruit infecté | infesté | Fruit infecté | infecté | Fruit infecté | infecté | Fruit infecté infecté
non non non non
infesté infecté infecté infecté
Extrait de
chloroforme 10,64 9,85 16,76 11,45 56,00 12,68 | 98,46 12,31 2287 | 11,13 16,92 12,99
(flavonoides pg/ml pg/ml | pg/ml pg/ml po/ml | pg/ml | pg/ml | opg/ml | opg/ml | opg/ml | opg/ml | pg/ml
aglycones)
Extrait
d’acétate 4748
d’éthyle 44,898 25,91 | 57,550 | 24,300 13,198 | 19,584 | 7,445 | 101,72 | 34,58 | 74,940 | 50,990 6
(Flavonoides pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
mono ug/ml
glycoside)
Extrait n-
butanol
(Flavonoides | 45 go3 15,381 | 48,665 9,235 10,305 | 28,426 | 109,05 | 89,327 | 71,097 | 49,199 | 62,626 | 66,37
di et tri pgmi | pgml | opgml | opgml | opgml | opgml | opgml | opg/ml | opg/ml | opg/ml | opg/ml | pg/ml
glycosides)
Extrait 16.71
aqueux 21,701 7,216 | 24,321 | 12,455 10,305 | 4,356 | 6,626 | 21,745 | 16,058 | 46,285 | 18,350 3
(Flavonoides | pg/ml pg/mi | pg/ml | pg/m pg/mi | pg/ml | pgml | pg/ml | opg/ml | opg/ml | pg/ml |
tres polaires) Hg/m
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Tableau 15: Analyse de variance par le teste de GLM pour |le teneur des extraits en

Quercétine
Teneur en flavonoides.Analysis of Variance
SOURCE .
Sum-of-Squares |  df Mean-Square | F-ratio P
AGE DU
5786.021 1 5786.021 10.967 0.002
VERGER
MATURITE de
fruit 1092.521 1 1092.521 2.071 0.158
SANTE DE
' 205.031 1 205.031 0.389 0.537
L'ARBRE
SANTE DU
15.125 15.125 0.029 0.866
FRUIT
Compsé 8412.062 3 2804.021 5.315 0.004
Error 21102.583 40 527.565
Tableau 21 : Lerésultat d’analyse par HPLC
Temps de Rt Temps Rt % . Temps Rt % . Temps Rt % .
retention retention retention
Long d'onde ,
Présence/
270 320 370 270 320 370 absence
quercétine 13,041 13,04 13,041 absence absence absence absence présence
13.048 0.6286 probable
catichine 7,262 7,313 7,273 absence absence 7363 72692 absence absence présence
probable
rutine 9,436 9,417 9,414 Absence Absence Absence absence Absence Absence Absence
Etalons phenol 12,144 1,73 1,72 | Extraits | Apsence Absence Absence Absence Absence absence Absence
AC.gallique 2,507 2,505 1,872 Absence Absence Absence Absence Absence absence Absence
Ac.coumaric 14,505 14,49 0,775 Absence absence Absence Absence Absence absence Absence
AC.ascorbic 2,305 0,929 0,924 présence
2.360 1.3115 Absence Absence Absence absence probable
AC.sallycilic 13,629 13,628 7,7 Absence Absence Absence Absence Absence absence Absence
Ac, caféic 2,827 2,813 2,809 Absence Absence Absence Absence Absence Absence Absence
Ac, 8,139 8,148 8,137 absence absence absence absence absence absence absence
chlorogénic
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Tableau 23: Diamétres en millimétre des zones d’inhibition (E. Coli) obtenues par
I’extrait de Citrus Clementina.

Verger &gée< 50 ans

Verger jeune< 6 ans

Fruit non mature Fruit mature Fruit non mature Fruit mature
Arbre | Arbre | arbre | Arbre | Arbre | arbre | Arbre | Arbre | arbre | Arbre | Arbre | arbre
non infesté | infesté | non infesté | infesté | non infesté | infesté | non infesté | infesté
Echantillons infesté | fruit fruit infesté | fruit fruit infesté | fruit fruit infesté | fruit fruit
Fruit infecté | infesté | Fruit infecté | infecté | Fruit infecté | infecté | Fruit infecté | infecté
non non non non
infesté infecté infecté infecté
Flavonoides 134
aglycones) 14,2 11,6 14,6 ! 17,4 Abs Abs Abs 13 17,8 20 15,8
Flavonoides 102
mono 11,4 12,7 13,8 Abs Abs Abs ! Abs 10,5 10,6 10,8 11,2
glycoside
Flavonoides
di et tri 10,4 10 14 Abs Abs Abs 11 Abs Abs 16,6 158 Abs
glycosides)
(Flavonoides
trés polaires) Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs
Tableau 24: Diamétres en millimétre des zones d’inhibition (Staphylococcus aureus)
obtenues par I’extrait de Citrus Clementina
Verger &gée< 50 ans Verger jeune< 6 ans
Fruit non mature Fruit mature Fruit non mature Fruit mature
Arbre | Arbre | arbre | Arbre | Arbre | arbre | Arbre | Arbre | arbre | Arbre | Arbre | arbre
non infesté | infesté | non infesté | infesté | non infesté | infesté | non infesté | infesté
Echantillons infesté | fruit fruit infesté | fruit fruit infesté | fruit fruit infesté | fruit fruit
Fruit infecté | infesté | Fruit infecté | infecté | Fruit infecté | infecté | Fruit infecté | infecté
non non non non
infesté infecté infecté infecté
Flavonaides |, 1| 134 | 18 | 179 | 92 | 221 | 94 | 122 | 12 | 192 | 126
aglycones)
Flavonoides
mono 12 12 13,8 11,2 18,1 12,1 10,1 9,6 10,2 11,4 12,2 12,4
glycoside
Flavonoides
di et tri 10,1 Abs 14 11,2 Abs Abs 10,1 9,2 204 |296 17 21,2
glycosides)
(Flavonoides 201
trés Abs Abs Abs Abs 10,1 Abs ’ Abs Abs Abs Abs Abs
polair es)
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Tableau 25: Diamétres en millimeétre des zones d’inhibition (Sarcina lutea ) obtenues
par I’extrait de Citrus Clementina.

Verger &gée < 50 ans Verger jeune < 6 ans
Fruit non mature Fruit mature Fruit non mature Fruit mature
Arbre | Arbre | arbre | Arbre | Arbre | arbre | Arbre | Arbre | arbre | Arbre | Arbre | arbre
non infesté | infesté | non infesté | infesté | non infesté | infesté | non infesté | infesté
Echantillons infesté | fruit fruit infesté | fruit fruit infesté | fruit fruit infesté | fruit fruit
Fruit infecté | infesté | Fruit infecté | infecté | Fruit infecté | infecté | Fruit infecté | infecté
non non non non
infesté infecté infecté infecté
Flavonoides 12,1 10,8 13,2 16 22,5 13,5 18,6 16,4 12,5
aglycones) Abs Abs Abs
Flavonoides
mono 12 125 124 Abs Abs Abs Abs Abs Abs 119 118 v
glycoside
Flavonoides
di et tri 12,9 10,2 24 14,2 18 229
glycosides) Abs Abs Abs Abs Abs Abs
(Flavonoides 103
trés Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs ' Abs Abs Abs
polair es)

Tableau 26: Diamétres en millimétre des zones d’inhibition (Bacillus subtilus) obtenues par

I’extrait de Citrus Clementina.

Verger &gée<50ans Verger jeune< 6 ans
Fruit non mature Fruit mature Fruit non mature Fruit mature
Arbre | Arbre | arbre | Arbre | Arbre | arbre | Arbre | Arbre | arbre | Arbre | Arbre | arbre
non infesté | infesté | non infesté | infesté | non infesté | infesté | non infesté | infesté
Echantillons infesté | fruit fruit infesté | fruit fruit infesté | fruit fruit infesté | fruit fruit
Fruit infecté | infesté | Fruit infecté | infecté | Fruit infecté | infecté | Fruit infecté | infecté
non non non non
infesté infecté infecté infecté
Flavonoides 19,8 10,8 14,6 14,2 12,4 9,3 Abs 10,2 12 14,8 16 11,8
aglycones)
Flavonoides 10
mono 13,2 12,4 19 9,4 Abs 9,3 16 10,3 16,2 12,2 11,4
glycoside
Flavonoides
di et tri 15,1 Abs 14,8 9,4 25 12,8 Abs Abs 15,1 20 12
glycosides) 14
(Flavonaides | 19 ¢ 108 14,6 14,2 12,4 93 10,2 12 14,8 16 11,8
trés Abs
polaires)
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Tableau 27: Diamétres en millimétre des zones d’inhibition (Candida albicans)
obtenues par I’extrait de Citrus Clementina

Verger &gée< 50 ans

Verger jeune < 6 ans

Fruit non mature Fruit mature Fruit non mature Fruit mature
Arbre | Arbre | arbre | Arbre | Arbre | arbre | Arbre | Arbre | arbre | Arbre | Arbre | arbre
non infesté | infesté | non infesté | infesté | non infesté | infesté | non infesté | infesté
Echantillons infegé fruit fruit infegé fruit fruit inf&gté fruit fruit inf&gté fruit fruit
Fruit infecté | infesté | Fruit infecté | infecté | Fruit infecté | infecté | Fruit infecté | infecté
non non non non
infesté infecté infecté infecté
Flavonaides | Abs 10 15 Abs 11 Abs Abs Abs 13 11 12
aglycones)
Flavonoides
mono Abs Abs Abs Abs Abs Abs 11 Abs 13 Abs Abs 14
glycoside
Flavonoides
di et tri Abs Abs Abs 14 Abs Abs Abs Abs Abs Abs 12 Abs
glycosides)
(Flavonoides
trés Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs Abs
polaires)
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