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RESUME

Description du sujet. L’usage des insecticides de synthése demeure la méthode de lutte la plus pratiquée contre
les ravageurs des denrées alimentaires stockées. Cependant, leur utilisation de fagon répétitive et a concentration
élevée, présente des effets néfastes tant pour les consommateurs que pour 1I’environnement et la biodiversité.
Objectif. Evaluer ’efficacité de la poudre de pelure des fruits de Citrus sinensis obtenu par le procédé de
tamisage différentiel sur le contréle de Sitophilus zeamais.

Méthodes. Les extraits poudreux obtenus aprés tamisage successif d’une masse de poudre avec des tamis de
mailles décroissantes superposés, ont été utilisés pour déterminer le screening phytochimique, le dosage des
métabolites secondaires et ’activité insecticide de chaque fraction formulée sur le cycle évolutif du ravageur.
Résultats. Les résultats de la caractérisation qualitative et quantitative des métabolites secondaires montrent que
les teneurs varient de 22,44 a 38,31 mg EAG/g MS pour le polyphénol, de 4,45 a 5,72 mg ER/g MS pour les
flavonoides, de 11,25 a 14,23 mg EC/g MS pour les tanins, de 2,15 a 11,28 mg ECG/g MS pour les alcaloides et
de 0,22 a 0,58 mg/g de poudres pour les saponines. L’activité insecticide de chaque fraction a différentes doses
(3; 5 et 8 g/kg), a induit une mortalité supérieure que celle du témoin sans poudre. La dose 8 g/kg de la fraction
200 pm, a induit un taux de mortalité le plus élevé durant toute les périodes de traitements entre les jours 5
(95,55 £ 4,71 %) et 35 (94,95 + 5,85 %), comparé au taux de mortalité (100 %) provoqué par Antouka super
insecticide de référence.

Conclusion. Cette étude suggére la possibilit¢é d’utiliser la poudre de pelure de C. sinensis comme une
alternative aux insecticides chimiques dans la lutte contre le ravageur Sitophilus zeamais.

Mots-clés. Citrus sinensis, Sitophilus zeamais, denrées stockées, insecticides, Cameroun.
ABSTRACT

Insecticidal effectiveness of extracts from the peel of the fruits of Citrus sinensis (L.) against Sitophilus
zeamais (Motsch.), pest of corn grains (Zea mays L.) in stock in the Far North of Cameroon

Description of the Subject. The use of synthetic insecticides remains the most commonly practiced method for
controlling pests of stored food products. However, their repetitive use at high concentrations has detrimental
effects on both consumers and the environment, as well as on biodiversity.

Objective. To evaluate the effectiveness of Citrus sinensis fruit peel powder, obtained through differential
sieving, in controlling Sitophilus zeamais.

Methods. Powder extracts obtained after successive sieving of a mass of powder through a series of
progressively finer sieves were used to determine phytochemical screening, secondary metabolite quantification,
and the insecticidal activity of each formulated fraction on the pest’s developmental cycle.
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Results. Qualitative and quantitative characterisation of secondary metabolites shows that their concentrations
vary from 22.44 to 38.31 mg EAG/g dry matter for polyphenols, 4.45 to 5.72 mg ER/g dry matter for flavonoids,
11.25 to 14.23 mg EC/g dry matter for tannins, 2.15 to 11.28 mg ECG/g dry matter for alkaloids, and 0.22 to
0.58 mg/g of powder for saponins. The insecticidal activity of each fraction at different doses (3, 5, and 8 g/kg)
resulted in higher mortality rates compared to the control without powder. The 8 g/kg dose of the 200 um
fraction produced the highest mortality rate throughout the treatment periods, between days 5 (95.55 + 4.71%)
and 35 (94.95 + 5.85 %), compared to the mortality rate (100 %) caused by the reference Antouka super

insecticide.

Conclusion. This study suggests the potential of using C. sinensis peel powder as an alternative to chemical

insecticides in the control of S. zeamais.

Keywords. Citrus sinensis, Sitophilus zeamais, stored products, insecticides, Cameroon.

1. INTRODUCTION

Les populations du monde et particulierement celles
de I’Afrique sont de plus en plus confrontées a des
difficultés parmi lesquelles les pertes post-récoltes
dues aux ravageurs qui atteignent 50 % de la récolte
en six mois de stockage, entrainant la perte de
plusieurs milliards de dollars (Nukenine, 2010;
Tian et al., 2023). Ces pertes dues aux insectes
nuisibles durant le stockage des grains ne sauraient
étre tolérées au vu de I'importance que revétent les
céréales, avec le r6le central du mais comme
aliment de base en Afrique subsaharienne
(Macauley & Ramadjita, 2015).

Ainsi, la population utilise principalement les
produits chimiques de synthése pour réduire la
pression des bio-agresseurs lors de la conservation
post-récolte des denrées alimentaires (Goudoum et
al., 2010; Cruz et al, 2016). Cependant,
I'application de fagon répétitive et & concentration
élevée de ces produits en agriculture est a I'origine
de la pollution des sols et des eaux, du
développement de résistances aux mauvaises
herbes, aux insectes et aux pathogénes, ainsi que la
destruction de nombreux organismes utiles dont les
insectes pollinisateurs (FAO, 2018; Boedeker et al.,
2020; Zaki et al., 2020). Ces constats vis-a-vis de
I’utilisation des produits chimiques ont conduit a un
regain d'intérét dans la recherche d'alternatives
prometteuses des biomolécules actives non toxiques
des plantes aromatiques. Ces derniéres présentent
un effet insecticide et sont biodégradables, ne
laissent pas de résidus nocifs qui pourraient
entrainer la pollution du sol, de I’air et de 1’eau
(Goudoum, et al., 2013; Zaki et al., 2020; Nasra
Zohry et al., 2020).

En effet, la demande en biopesticides est de plus en
plus forte compte tenu de la conjoncture actuelle
visant a éliminer les produits chimiques
conventionnels considérés comme polluants et
impactant sur la santé humaine (Regnault-Roger,
2002). A cet égard, plusieurs travaux ont montré
que les poudres et huiles essentielles des plantes
aromatiques sont utilisées pour protéger les grains

stockés de mais (Zea. mays L.) contre les attaques
de Sitophilus zeamais (Goudoum et al., 2013; Edu
et al., 2019). Ces plantes produisent des substances
actives qui sont le plus souvent des métabolites
secondaires ayant des propriétés insecticides. Ces
substances sont obtenues a partir des différentes
parties de la plante telles que les fleurs, les feuilles,
les écorces, la seve, le bois, les racines, les gousses,
les bulbes, les rhizomes, les fruits et les graines a
I’état sec ou frais (Tamgno & Ngamo, 2013; Werrie
et al., 2020).

La difficulté a extraire les principes actifs des
plantes constitue de ce fait une contrainte majeure
de les séparer de leur matrice végétale d’origine.
Plusieurs procédés ont été décrits pouvant étre
utilisés pour extraire/séparer les principes actifs des
plantes a savoir [’utilisation des solvants
organiques. Ces derniers ont un impact sur les
molécules bioactives, sur I’environnement et sur la
santé des consommateurs (FAO, 2021; Baudelaire,
2013). D’ou la nécessité de trouver une méthode
aisée d’extraction de ces métabolites secondaires. Il
s’agit de [D’extraction par voie séche PTC
(Pulvérisation Tamisage- différentielle Contrdlé).
Cette technique n’utilise pas de solvant, fournit une
gamme élargie de principes actifs et permet de
séparer les particules en fonction de leur taille
granulométrique (Zaiter et al., 2016). En effet, la
poudre et I’huile essentielle de la peau de Citrus
sinensis ont fait I'objet de plusieurs études. Leurs
propriétés répulsives, insecticides, larvicides et
ovicides ont été démontrées pour protéger les
denrées stockées (Dawit & Bekelle, 2010; Saburi et
al., 2015; Edu et al., 2019, Gandeho et al., 2022).

Peu d’études sur ces propriétés ont été suivies d’une
étude granulométrique et phytochimique cherchant
a éclairer les prescriptions des paysans ou le profil
chimique peut étre different en fonction
d’implantation et de la nature du terrain ou du
climat. Ainsi, la recherche granulométrique des
particules de poudre et la recherche des principes
actifs potentiels de la plante, constituent un enjeu
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qui pourrait enrichir I’activité insecticide. Les
études intéressées aux propriétés insecticides de
poudres de la pelure des fruits de Citrus sinensis
(L.) et de la poudre des fruits de Acacia nilotica ne
sont pas arrivées au point de les associés pour
formuler un insecticide obtenu par la méthode PTC
(Pulvérisation Tamisage-différentielle Controlé). Le
présent travail vise a mettre au point 1’effet

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Récolte de plante et préparation de poudre

Les fruits de Citrus sinensis et d’Acacia nilotica ont
été  récoltés  respectivement a  Doukoula
(10°07°01.9” Nord et 14°58°15.6” Est) et a Maroua
(10°35°33.1” Nord et 14°19°15.6” Est) dans la
région de I’extréme-nord-Cameroun pendant le
mois de janvier 2023. Les pelures de fruits de C.
sinensis et les fruits de A. nilotica ont été nettoyés
avec 1’eau du robinet et séchés a I’abri de la lumiére
et a la température ambiante (24,25 + 0,7°C ; HR =
67,49 £ 3,21 %) pendant deux semaines et puis
réduits en poudre dans un mortier en bois. Les
poudres obtenues ont été tamisées a 1’aide d’un
tamis de maille de 1 mm, gardées dans des bocaux
en verre étiquetés et rangés a 1’obscurité au
laboratoire afin d’éviter les risques d’oxydation.

2.2. Fractionnement de poudre par PTC

La distribution granulométrique des particules de la
poudre obtenue a été faite par voie humide a I’aide
d’un granulométre laser (Mastersizer S, Malvern
Instruments Ltd, Malvern, UK) (Amagliani et al.,
2016) avant d’étre fractionnée. Le fractionnement
en classes granulométriques a été fait suivant le
protocole PTC (avec [I’appareil de marque
JNSY200) (Zaiter et al., 2016), qui consiste a faire
des tamisages successifs d’une masse de poudre
avec des tamis de mailles décroissantes
superposées. Ainsi, 100 g (masse initiale) de
poudres ont été déposées sur le premier tamis. Un
mouvement vibratoire vertical d’une amplitude de
0,5 mm a été appliqué aux différents types de tamis
pendant 10 minutes. Les fractions de la poudre
retenue sur chaque tamis et la bassine collectrice
ont été recueillies et pesées afin de déterminer la
quantité massique de chaque classe
granulométrique. Le rendement massique de
chaque fraction a été déterminé selon la formule de
Pradeepa et al. (2016) suivante:

Rdt (%) = rlz_i X 100, avec my: masse de la

poudre initialement introduite pour fractionnement
et mz : masse de la poudre retenue sur le tamis ou
dans la bassine collectrice.
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insecticide de pelure des fruits de Citrus sinensis
par la méthode PTC contre Sitophilus zeamais,
ravageur de stock des grains de mais a I'Extréme-
Nord du Cameroun. Son intérét réside dans la
mesure ou il constitue une des alternatives aux
produits chimiques de conservation des denrées en
stockage a I’endroit des producteurs a faible revenu.

2.3. Screening phytochimique des fractions
obtenues

Le screening phytochimique avec différents
solvants (Hexane, Acétone et Meéthanol) a été
effectué pour mettre en évidence la présence des
composés chimiques actifs probables dans les
poudres de chaque fraction.

Identification des Alcaloides

Pour mettre en évidence les alcaloides, 2 mg
d’extrait de chaque fraction de poudre a été dissout
dans 6 ml de I’éthanol a 70 °C. A ce mélange, a été
ajouté 2 gouttes du réactif de Dragendorft et de
bouchardat pour un précipité blanc ou orangé
indiquant la présence des alcaloides (Badiaga,
2011).

Identification des composés polyphénoliques

Pour mettre en évidence les polyphénols, Ila
réaction au chlorure ferrique (FeCls) a été utilisee.
Pour cela, 1 mg de ’extrait de chaque fraction de
poudre de plante a été introduit dans un tube a
essai, puis quelques gouttes de chlorure ferrique (10
%) ont été ajoutées. L’observation d’un précipité ou
une coloration verte noiratre a indiqué la présence
des phénols alors que le bleu a indiqué la présence
des polyphénols (N’guessan et al., 2009).

Identification des flavonoides

Dans un tube a essai, on a été introduit 1 mg
d’extrait de chaque fraction de poudre dans 3 ml de
méthanol avec quelques copeaux de magnésium,
puis 1 ml d’acide chlorhydrique concentré.
L’apparition d’une coloration orangée, rouge,
violette indique la présence de flavonoides
(Fankam et al., 2011).

Identification des saponines

La formation d’une mousse persistante au-dela de
15 minutes indique la présence des saponines
lorsqu’on a mélangé vigoureusement 0,5 g de
poudre de chaque fraction dans 4 ml d’eau distillée
(Badiaga, 2011).

Identification des stéroides et triterpénes

Les stérols et les triterpenes ont été caractérisés par
la réaction de Liebermann-Burchard. Ainsi, 5 mg
de poudre de chaque fraction a été dissoute dans 10
ml de chloroforme. Ce mélange a été filtré avant
I’ajout de 2 ml d’anhydride acétique et d’acide
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sulfurique concentré. L’apparition d’un anneau
bleu-vert ou rose pourpre révéle la présence des
stéroides et une coloration violacée marque la
présence des triterpénes (Fankam et al., 2011).

Identification des tanins

Un 1 mg de poudre de chaque fraction a été
introduit dans 2 ml d’eau distillé et 2 a 3 gouttes de
FeCl; (1%) ont été ajoutées. Une coloration
verdatre ou bleu-noir a été développée indiquant la
présence de tanins (Fankam et al., 2011).

2.4. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux a été déterminée
par la méthode de Folin-Ciocalteu (Pradeepa et al.,
2016). En bref, dans 50 ul de I’extrait aqueux de
chaque fraction de poudre ont été ajoutés
respectivement 1 ml de solution de carbonate de
sodium (Na;COgs, 7 % m/v) et de 250 ul du réactif
de Folin- Ciocalteu tout en agitant. Le mélange
obtenu a été incubé a 40 °C pendant 30 minutes
dans 1’obscurité et 1’absorbance a été mesurée a 765
nm par un spectrophotometre (UV-biowave
Cambridge, Angleterre). La solution d’acide
gallique a été préparée a différentes concentrations
pour établir une courbe d’étalonnage afin de
déterminer la teneur en polyphénol. La teneur en
polyphénols totaux a ét¢ en mg d’équivalent
d’acide gallique par gramme d’extrait de la maticre
seche (mg EAG/g MS). Les essais ont été réalisés
en triplé pour chaque échantillon. Les teneurs en
polyphénols totaux des fractions ont été
déterminées a partir de la courbe d’étalonnage de
l'acide gallique Y = 0,0402 X + 0,0151 avec R? =
0,9901.

2.5. Dosage des flavonoides

Une masse de 0,5 g de poudre de fraction a été
agitée pendant 1h30 avec 20 ml du mélange de
solvant d’extraction méthanol-eau distillée-acide
acétique (140 : 50 : 10 V/V/V) (Djamilatou et al.,
2021). Apres agitation, le mélange a été centrifugé
a 3500 tr/minutes pendant 20 minutes et le
surnageant a été recueilli dans un bécher de 50 ml
et le volume a été complété avec de I’eau distillée
jusqu’au trait de la jauge. Puis, dans 0,1 ml de cet
extrait convenablement dilué ont été ajoutés
respectivement 2,4 m d’eau distillée et 0,15 ml de
Na:NO; (5 %). Aprés 6 minutes de repos, on a
ajouté 0,3 ml d’AlCl;, 6H,O (10 %) fraichement
préparé. Apres 5 minutes, 1 ml de NaOH (1 M) a
été ajouté. Le mélange a été agité puis incubé a
I’obscurité et a température ambiante pendant 30
minutes. La gamme étalon a été réalisée de la méme
maniére a particr d’une solution de la rutine a
différentes concentrations et 1’absorbance est
mesurée a 415 nm en utilisant un
spectrophotométre UV (UV-biowave Cambridge,
Angleterre). Les résultats réalisés en triplé pour
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chaque échantillon ont été exprimés en mg
équivalent de la rutine par gramme de matiére
séche, en se référant a la courbe d’étalonnage de la
rutine Y= 0,231X + 0,6349 avec R?= 0,9695.

2.6. Dosage des tanins condensés

Les tannins condensés ont été dosés en présence
d’acide sulfurique concentré (Sun et al., 2008).
Dans un volume de 1 ml de ’extrait de polyphénols
a été introduit dans un tube suivi de 0,1 g de PVPP
(polyvinylpolyrrolidone) plus 1 m d’eau distillée.
Le mélange a été agité pendant 1 heure, puis
centrifugé et le surnageant qui constitue une
solution tannique sera recueillie pour la suite de
I’analyse. Une quantit¢ 0,05 pl de cette solution
tannique a été mélangée avec 3 ml de vanilline (4
%), puis additionnée avec 1,5 ml d’acide sulfurique
concentré. Aprés homogénéisation, le mélange a été
mis en incubation a température ambiante pendant
30 minutes. La gamme étalon a été réalisée de la
méme manieére a partir d’une solution mere de
catéchine (1 mg/ml) et I’absorbance a été mesurée a
500 nm contre un blanc contenant de 1’eau distillée.
La teneur en tannins en équivalent de la catéchine
par gamme de matiére seche a été calculée en se
référant a la courbe d’étalonnage. Les résultats
réalisés en triplé pour chaque échantillon ont été
exprimés en mg équivalent de la catéchine par
gamme de matiere séche, en se référant a la courbe
d’étalonnage de la catéchine Y = 0,0402X + 0,0151
avec R? = 0,9901.

2.7. Dosage des saponines

La teneur en saponines a €té déterminée selon la
méthode décrite par Junaid et al. (2013). A 0,1 g de
I'extrait, 1 ml d'eau distillée a été ajouté et agité
pendant 30 minutes. La hauteur de la mousse a été
mesurée par une regle graduée et quantifiée comme
suit : teneur en saponine (mg/g) = [(0,432) (hauteur
de la mousse en cm apres 5s a 10s) + 0,008] /
(poids de I'échantillon en gramme).

2.8. Dosage des alcaloides

Le protocole d’extraction a été réalisé comme décrit
par Harborne (1998). Ainsi, dans 1 g d’extrait de
poudre a été ajouté de maniére respective a 4
gouttes d’ammoniaque agitées dans un erlenmeyer
de 50 ml et 15 ml d’Esther. L’ensemble a été agité
et filtré par la méthode gravimétrique basée sur les
précipités des alcalins, alors 3 g de poudre ont été
dissouts dans 5 ml d’eau distillée suivi de I’ajout de
25 ml de H2SO4 (10 %). L’ensemble du volume a
été filtré apres 24 h de macération avant 1’ajout de
NH4OH. La solution est évaporée a sec sous
pression réduite. Ainsi, les extraits des alcaloides
totaux purifiés ont été obtenus.
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2.9. Formulation d’insecticide

Chacune des fractions de Citrus sinensis a servi
pour formuler un insecticide poudreux ayant pour
excipient la poudre de fruits Acacia nilotica. Il
s’agissait de préparer un plan de mélange des
particules pour obtenir une poudre homogene et de
réaliser un test a trois répétitions pour chaque plan
Simplexe-réseau. L’essai le plus prometteur a été
retenu de par son efficacité présentant un taux de
mortalité plus élevé.

2.10. Obtention des adultes de Sitophilus zeamais

Les individus adultes utilisés ont été sélectionnés et
introduits dans un stock de mais désinfecté
provenant de I'IRAD de la variété hybride (CMS
8504). Ce stock de mais maintenant infesté a été
débarrassé des individus adultes apres 32 jours
post-infestation. Les adultes émergents (F1) apres 5
jours ont été utilisés pour les expériences
ultérieures.

2.11. Détermination de Deffet insecticide de
chaque poudre formulée

Dans des bocaux en verre d’une capacité¢ de 500 ml
chacun contenant 97; 95 et 92 g de mais désinfecté,
ont été ajoutées respectivement 3; 5 et 8 g de
poudre formulée (60 % de poudre de la peau de
Citrus et 40 % de poudre des fruits Acacia nilotica.
Un témoin négatif non traité et traité uniquement
avec la poudre des fruits Acacia nilotica et un
témoin positif traité avec «Antouka super», ont été
utilisés. Aprés homogeénéisation, chaque bocal a été
infestt avec 10 couples de S. zeamais
préalablement affamés pendant 48 heures. Tous les
tests ont été réalisés a quatre répétitions et le
comptage des individus morts s’est effectué 5, 35 et
90 jours aprés le traitement. Les mortalités
corrigées (Mc) ont été déterminées selon la formule
suivante: Mc = (Mo-Mt) / (20-Mt) x 100, avec
(Mo) mortalités dans les boites traitées et (Mt)
mortalité naturelle observée dans les boites témoins
(Zakaria, 2009).

Le calcul de la DLso est déduite par le tracé de la
droite de régression mortalitt / dose ou les
pourcentages de mortalités corrigées transformés en
probit (Zakaria, 2009). Le calcul du pourcentage
des efficacités (% E) des extraits a été réalisé en
utilisant la formule suivante : % E = (Mc-Mx) / Mc
x100, avec Mc : moyenne de mortalités du lot
témoin négatif ; Mx : moyenne de mortalités dans
les lots traités (Powers et al., 1982). L'extrait serait
: trés efficace si % E > 90 ; modérément efficace si
% E compris entre 80 - 90 et peu efficace si % E
compris entre 60 - 80. Les efficacités inférieures a
60 % seront considérées comme inefficaces
(Powers et al., 1982).
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2.12. Activité insecticide de Citrus sinensis sur les
différents stades du cycle évolutif

Pour obtenir les différents stades du cycle de
développement du ravageur, cing lots des graines
de mais (500 g) ont été mis dans cing pots de 10 |
de capacité. Chaque pot a été infesté par des
populations de S. zeamais (600) pendant 24 heures
pour avoir un grand nombre d’ceufs sur les graines,
puis ces adultes ont été supprimés par tamisage. Les
traitements ont été appliqués sur les graines
infestées selon les périodes suivantes: 7; 14 ; 20 ;
23 et 25 jours, correspondant respectivement aux
différents ages du cycle évolutif : L1 (ceufs agés de
7 jours), L2 (ceufs de 14 jours), L3 (20 jours aprés
ponte), L4 (23 jours aprés ponte), nymphes (plus de
23 jours aprés ponte) (Steffan, 1978).

Les traitements avec chaque formulation (3; 5 et 8
g) ont été appliqués aux grains infestés a raison de
100 g par boite d’élevage. Le bocal témoin était
constitué uniquement de grains de mais infestés
durant les 24 heures. Pour chaque traitement,
I’émergence d’une nouvelle génération a été
observée une fois aprés 35 jours a partir de la date
de ponte et pour les quatre répétitions, afin de
vérifier ’effet ovocide, larvicide et nymphalicide
des différentes formulations.

2.13. Analyses des données

Les différentes données obtenues en pourcentage de
mortalités ont été soumises a 1’analyse de variance
avec ANOVA a un seul critére de signification au
seuil de 5 % (P < 0,05) en utilisant le Logiciel
Satgraphic version Plus 5.0. En cas de différences,
le Test-t de la plus petite différence a été effectué
pour la comparaison de deux moyennes. Les calculs
des moyennes, des écart-types et les représentations
graphiques entre les paramétres, ont été réalisés a
I’aide du logiciel Microsoft Excel 2013. Tandis
que, le logiciel SPSS 16 full a été utilisé pour
déterminer les valeurs de la DLs et de la matrix de
corrélations entre les taux de mortalités et les
teneurs des métabolites secondaires de différentes
fractions.

3. RESULTATS

3.1. Fractionnement et obtention des poudres
pour les tests

La Figure 1 présente la  distribution
granulométrique des particules de poudre de Citrus
sinensis. Il ressort que les caractéristiques Dio, Dso
et Dgo sont respectivement de 28,814 um ; 156,482
pm et 310,016 pum. Ces caractéristiques traduisent
respectivement que 10 %, 50 % et 90 % des
particules de la poudre ont un diamétre inférieur a
ces tailles (28,814 ; 156,482 et 310,016 pm). Les
dimensions des mailles de tamis (< 100 a > 400
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pUm) ont été choisies suivant le pourcentage des
particules de poudres obtenues par la distribution
granulométrique.

Particle Size Dtribution

10

Yalume (207

0.1 1 10
Particle Size (pm)

100

Figure 1. Distribution granulométrique des particules de la poudre de Citrus sinensis.
3.2. Constituants phytochimiques de la poudre de Citrus sinensis

Le Tableau 1 présente le criblage phytochimique des extraits de fractions de la poudre de C. sinensis. Les résultats
de la caractérisation chimique des extraits aux différents solvants organiques révélent la présence des polyphénols,
des flavonoides, des alcaloides, des tanins, des terpenes et des saponines. Les polyphénols, les flavonoides, les

tanins et les alcaloides sont absents dans tous les extraits & I’hexane par contre les Stéroides sont uniquement
présents dans les extraits hexaniques.

Tableau 1. Criblage phytochimique de la poudre de Citrus sinensis en fonction des solvants

Métabolites Extrait a hexane Extrait a acétone Extrait a méthanol
Secondaires [ > [ 400- | 300- | < > [ 400- | 300- | <100 | > | 400- | 300- | <
400 300 200 100 | 400 300 | 200 pm pm 400 300 200 100
pm pm pm pm | pm pum pm pm pm pm
CPT — — — — + + + + + + + +
Flavonoides — - - - + + + + + + + +
Tanins - - - - + + + + + + + +
Alcaloides — - - - + + + + + + + +
Terpénes + + + + + + + + + + + +
Stéroides + + + + — - — — — — — —
Saponines + + + + + + + + + + + +

Légende : +: positif; -: négatif; CPT: Composés Phénoliques totaux

3.3. Teneur en métabolites secondaires

Le tableau 2 présente les teneurs en composés métabolites secondaires des fractions granulométriques de Citrus
sinensis. 1l ressort de ce tableau que la teneur en polyphénols totaux est plus élevée comparée aux teneurs en
flavonoides, tanins condenseés, alcaloides et saponines. Les valeurs de teneurs en ces métabolites secondaires
sont inférieures dans la fraction > 400 pm excepté les saponines comparées aux autres fractions. La fraction 300-
200 pm des pelures de fruits de C. sinensis a présenté des teneurs plus élevées en polyphénols (38,31 £ 0,15mg
EAG/g MS), tanins condensés (14,23 + 0,50 mg EC/g MS), alcaloides (11,28 + 0,01 mg ECG/g MS). Par contre,
les teneurs en flavonoides (5,72 + 0,01 mg ER/g MS) et les saponines (0,58 + 0,01 mg/ g) sont élevées dans la
fraction < 100 pm. La teneur en polyphénols totaux de la fraction > 400 pm a montré une différence significative
(P < 0,05) comparée aux autres fractions. Une différence non significative (P > 0,05) a été observée entre les
fractions 300-200 um et < 100 um des teneurs en polyphénols totaux. Une différence significative (P < 0,05) a
été observée entre les fractions > 400 pm et 300-200 um en tanins condensés.
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Tableau 2. Teneurs en polyphénols totaux, flavonoides, tanins condensés, alcaloides et Saponines des fractions
granulométriques de Citrus sinensis

Poudres Polyphénols flavonoides | tanins condensés Alcaloides saponines Rendement
totaux (mg ER/g (mg EC/g MS) (mg ECG/g (mg/g) (100 g)
(mg EAG/g MS) MS)
MS)
> 400 um 22,44 £ 0,052 4,45 + 0,182 11,25 + 0,508 2,150,102 0,22 £ 0,012 18
400-300um 36,54 +0,47° 4,56 + 0,022 13,84 £0,01°¢ 9,05 + 0,09° 0,09+ 0,022 16
300-200um 38,31 +0,15¢ 5,48 +£0,01° 14,23 £ 0,50°¢ 11,28 +£0,01°¢ 0,50 +0,01° 21
<100 um 37,24 + 0,520 5,72+ 0,01° 12,37 +0,08° 8,32 +0,01b 0,58+ 0,01° 44

Les valeurs représentent les Moyennes + écart-types (n = 3). Les différentes lettres en exposant sur la méme
colonne indiquent une différence significative (P < 0,05).

Légende : EAG (équivalents acide gallique), ER (équivalents rutine), EC (équivalents catéchine), ECG
(équivalents cyanidine 3-glucosidique), MS (matiere seche).

3.4. Détermination de I’efficacité insecticide de chaque fraction contre Sitophilus zeamais

La mortalité des adultes de S. zeamais vis-a-vis de chaque formulation d’insecticide utilisé a été observée, ainsi
que P’inhibition du cycle de développement de cet insecte cible. Toutes les doses de la plante testées (3; 5 et 8
g/kg) ont entrainé une mortalité significative (P < 0,05) des adultes de S. zeamais, comparés au témoin négatif
(sans poudre) qui révéle une mortalité de 12,50 + 9,01; 22,5 + 5,59; et 15 + 3,53 % respectivement apres 5; 35 et
90 jours de traitement. La Figure 2 montre que I’activité insecticide de C. sinensis sur la mortalité des adultes de S.
zeamais dépend des fractions granulométriques. Il ressort de cette figure que les fractions < 100 pm et 300-200 pum
ont induit un effet dose dépendante tandis que les fractions 400-300 pum et > 400 um ont montré un effet non dose
dépendante, car la dose 5 g/kg a induit une mortalité supérieure a celle de la dose de 8 g/kg (P > 0,05).

La Figure 3 quant a elle, montre que la dose de 5 g/kg des fractions 300-200 um et > 400 pm ont induit une
mortalité plus élevée que la dose de 8 g/kg. Aprés 90 jours de traitement, I’activité insecticide de toutes les
fractions est toujours variable en fonction des doses utilisées (Fig. 4). Cependant, la mortalité observée demeure
moins élevée que celle obtenue dans le bocal témoin positif (Antouka super) qui révéle une mortalité totale de 100
+ 0,01% au cinquiéme jour du traitement a la dose de 0,5 g/kg. Ainsi, la dose de 8 g/kg de la fraction > 400 pum a
entrainé un taux de mortalité de 44,28 + 9,35 % (Fig. 2), de 41,56 £10,88 % (Fig. 3) et de 45,37 + 7,96 % (Fig. 4)
respectivement apres 5 ; 35 et 90 jours. A la plus grande dose, la fraction 300-200 um a induit des mortalités
importantes de 95,55 + 4,71 %; 94,95 + 5,85 % et 48,36 + 9,18 % respectivement apres 5; 35 et 90 jours (Fig. 2, 3,
4). Les mortalités observées a des différentes fractions granulométriques seraient dues a la constitution chimique et
biochimique de pelure de fruit de Citrus sinensis. Les résultats obtenus par la poudre d’Acacia nilotica a la dose de
10 g/kg (16,66 et 24,63 %) pendant 5 et 35 jours ont entrainé une mortalité non significative par rapport & ceux des
grains non traités (12,5 et 22,5 %). Aprés 90 jours de traitement, les taux de mortalité ont baissé en dessous de 50
% dans chaque fraction (Fig. 4). Néanmoins, les taux de mortalités obtenus dans les différentes fractions sont plus
élevés que ceux observés dans le témoin non traité et traité avec la poudre de A. nilotica.

100 .
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Figure 2. Activité insecticide de Citrus sinensis contre les adultes de Sitophilus zeamais pendant 5 jours
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3.5. Activité insecticide de Citrus sinensis vis-a-vis des différents stades évolutifs

Le Tableau 3 révéle I'impact de poudres de pelure de C. sinensis prise individuellement sur le cycle de
développement de S. zeamais. Il existe une différence significative (P < 0,05) entre fractions et le témoin non
traité sur 1’émergence de la population de premiére génération. Le nombre moyen de L1, L2, L3, L4 et nymphes
des émergeants dans les lots des graines non traités sont respectivement de 6,0 + 0,8 ; 11+2,5; 5,0+ 1,6; 8,0 +
2,9et7,0£2,1. Tous les traitements avec les différentes quantités de poudre d’insecticide formulé, n’ont permis
aucune émergence (0 adulte émergeant) dans les lots traités sur les différents stades du cycle évolutif (ceufs,
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Figure 4. Activité insecticide de Citrus sinensis vis-a-vis de Sitophilus zeamais pendant 90 jours

larves et nymphes) de cet insecte ravageur.

Tableau 3. Activité insecticide de Citrus sinensis vis-a-vis des ceufs, larves et nymphes de
Sitophilus zeamais

m 2s/kKg
m 5z/kKg
=m 3z kg

Og/Kg

m 0, 5g/Kg

Stades du | Traitement a 3 g/kg Traitement a 5 g/kg Traitement a 8 g/kg 0g/kg
(I:E)(/Cc:futif > 400- 300- < > 400- 300- < > 400- 300- <100

400 | 300 200 100 400 300 200 100 | 400 300 200 pum

pum pm pm pm yum pm pm um pm yum yum
L1(7) - - - - - - - - - - - — 6,0+0,8
L2 (14) - - - - - - - - - - - - 110£25
L3 (20) - - - - - - - - - - - — 5016
L4 (23) - - - - - - - - - - - — 8,0+29
Nymphes - - - - - - - - - - - - 7021
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3.6. Détermination de la DLso

Le calcul de la DLso classe les différentes fractions granulométriques de poudre en fonction de leurs efficacités
sur la mortalité du ravageur cible. Les DLsg des fractions suivantes : > 400; 400-300; 300-200 et < 100 pm sont
respectivement de 3,4 £ 0,3; 3,0 £ 0,6; 2,3 £ 0,5 et 2,51 + 0,04 g/kg. La fraction 300-200 um a été la plus
efficace suivie de la fraction < 100 pm.

3.7. Teneurs en métabolites secondaires et mortalités dues a des fractions de Citrus sinensis

Le tableau 4 présente la corrélation entre teneurs en métabolites secondaires et mortalités dues a des différentes
fractions de C. sinensis. Il ressort du tableau 4 que la corrélation est positive entre la teneur en alcaloides, en
polyphénols totaux, en flavonoides, en tanins et les valeurs des mortalités obtenues avec les différentes doses en
5; 35 et 90 jours vis-a-vis de Sitophilus zeamais. L’activité des alcaloides, des polyphénols, des flavonoides et
des tanins condensés présente une corrélation significative (P < 0,05) et positive avec les valeurs des mortalités
obtenues, exceptée pour I’activité des saponines ou la corrélation est non significative (P > 0,05).

Tableau 4. Matrice de corrélation de Pearson (n) entre teneurs en métabolites secondaires et mortalités des
différentes fractions de Citrus sinensis

Polyphénols Flavonoides Tanins | Alcaloides Saponines 3 5 8
g/kg g/kg g/kg Efficacité(%o)

Polyphénols 1
Flavonoides 0.650 1
Tanins 0.804 0.447 1
Alcaloides 0.964 0.596 0.933 1
Saponines 2 2 2 2 2
3g/kg 0.673 0.888 0.741 0.741 2 1
5 g/kg 0.891 0.918 0.722 0.864 2 0901 | 1
8 g/kg 0.890 0.975 0.623 0.758 2 0929 | 0981 |1
(Eff)icacité 0.894 0.913 0.735 0.871 2 0.905 | 1.000 | 0979 |1
%

Légende : a. ne peut pas étre calculé parce qu’au moins 1’une des variables est constante (1).

4. DISCUSSION

L’¢tude de la distribution granulométrique des Les résultats de ces travaux (tableau 2) ont révélé
particules de poudre de la pelure de Citrus sinensis la présence des métabolites secondaires avec des
a révélé que 50 % et 90 % des particules de poudre proportions variantes et inégales selon la
ont un diameétre respectivement inférieur & 156,482 distribution granulométrique de poudre de I’extrait.
pm et 310,016 um, justifiant ainsi ’intervalle Les écorces de C. sinensis sont beaucoup plus
extréme de tailles des choix de tamis (100 a 400 riches en polyphénols totaux donc sa teneur varie
pm). Le procédé PTC a permis d’obtenir quatre de 22,4 £ 0,1 a 38,3 + 0,1 mg EAG/g MS. Ces
fractions granulométriques (< 100 pm, 200-300 résultats sont en concordance avec les travaux
pm, 300-400 pm et > 400 um) de poudre de C. antérieurs (Doukani & Tabak, 2017) qui ont
sinensis avec des rendements variables (44, 21, 16 montré que la concentration en composés
et 18 g). Cette variabilité de rendement des quatre phénoliques totaux de I’extrait hydro-méthanolique
extraits peut étre due a la différence de la de C. sinensis est de 23,2 + 0,7 mg EAG/g
granulométrie des particules. d’extrait. Cette valeur est comprise entre celle

o ) obtenue des fractions < 100 et > 400 um.
L’¢tude phytoghlmlque de chaque_ fraction de Toutefois, d’autres études ont montré que les
pOUd_re a montre que I,a pelure du fruﬂ't de la pla_nte teneurs en polyphénols totaux des extraits d’écorce
contient des poluyphenolls, "flavon0|des,‘ tannins, d’orange (84,5 ug EAG/g ES) sont variables et non
saponines, alcaloides, stéroides et terpénes. Ces conformes avec les résultats tests obtenus (Tigrine,
études corroborent les résultats des tests obtenus 2016). La présente étude a montré que la teneur en
sur la peau du fruit de C. sinensis relevant la flavonoides totaux (5,7 mg ER/g MS) est faible par
preserlce des ‘flavon0|de§, tanins, Co,umarmesl rapport a celle obtenue pour l'extrait de 1’orange
alcaloides, terpenes, saponines et des phénols (Al- (7,7 mg ER/g) (Said & Dijouadi, 2021). Ces
Saadi et al., 2009). La présence de ces metabolites différences pourraient étre expliquées par les
p_ourra_it expliquer les activités anti-insectes de C. méthodes d’extractions utilisées, par des facteurs :
SINENSIS. granulométriques des particules, génétiques,

climatiques et de la saison de récolte. Les fractions
dont la taille de particules est inférieure a 400 um
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contiennent plus de polyphénols que les autres
fractions supérieures & 400 pm. Ceci a cause de
non rupture des liaisons covalentes liant les
polyphénols aux carbohydrates des composés
chimiques des plantes (Van Craeyveldn et al.,
2009). Cette libération variable des principes actifs
serait due au broyage qui a permis de déstructurer
la cellule, de disperser le contenu des parois
(Djantou, 2018). Il est donc évident qu’il ait
augmentation de la teneur en métabolites
secondaires avec la réduction de la taille des
particules des poudres.

D’apres les résultats obtenus des tests avec les
différentes formulations, il ressort que les poudres
des fractions issues de pelures séches des fruits de
C. sinensis sont efficaces dans la protection des
grains de mais contre les attaques de S. zeamais.
En effet, les différentes fractions poudreuses ont
présenté des effets insecticides. Les mortalités
observées aprés 5; 35 et 90 jours de traitement
seraient dues aux effets toxiques et a la nature
chimique des molécules actives contenues dans les
poudres des plantes (Kouninki et al., 2010).
Plusieurs travaux antérieurs ont montré que les
poudres des épluchures d’orange ont un effet
insecticide  sur  Callosobruchus  maculatus
(Gandeho et al., 2022). Ces auteurs ont montré que
la quantité de poudre pouvant causer la mort de 50
% d’une population de C. maculatus était de 2,06
+1,3 g pour lkg d’insectes a 30 £1 °C en 24
heures. Alors que la DLsy de la poudre de la
fraction la plus efficace est de 2,37 £ 0,53 g/kg en
96 heures. De nombreuses études ont montré que
les poudres de C. sinensis a la dose de 5 g ont
entrainé un taux de mortalité de 45,00 + 3,33
pendant 96 heures d’exposition a Zabrotes
Subfasciatus (Dawit & Bekelle, 2010).

Ce taux demeure inférieur & celui de la fraction
200-300 pum (90,6 %) utilisée & la méme dose. Ces
différences pourraient étre expliquées par la
sensibilité¢ des différentes espéces d’insectes aux
différents composés métabolites de poudres des
épluchures de C. sinensis et a la méthode
d’obtention des poudres ou extraits. Des travaux
similaires ont révélé que la poudre de pelure des
fruits de C. sinensis a un effet répulsif avec un
pourcentage moyen de répulsion a 100 % apreés 6
heures d’exposition de C. maculatus (Gandeho et
al., 2022). Cette action pourrait &tre due a la teneur

5. CONCLUSION

Cette étude s’est faite autour de tests qui ont
permis de retenir un certain nombre de résultats
majeurs. L’ensemble des résultats obtenus a
montré que la pelure des fruits de C. sinensis
contient des métabolites secondaires a forte teneur
variable  selon les  différentes  classes
granulométriques. Le procédé PTC a induit

des alcaloides qui possedent des propriétés
répulsives ou anti-appétantes, inhibitrices a 1’égard
des insectes ravageurs (Pelletier, 2001; Ngamo et
al., 2001; Bruneton, 2014). L’insecticide formulé
de la fraction > 400 um a la dose de 5 g a induit
une mortalité de 50,9 % pendant 96 heures sur le
ravageur des grains de mais, par contre, Saburi et
al. (2015), dans leur étude antérieure avec les
poudres de la peau de C. sinensis ont montré un
faible taux de mortalité (21,7 %) aprés 72 heures a
la méme dose. Cette différence de mortalités
pourrait s’expliquer par la durée
d‘expérimentation. Cela pourrait étre également
expliqué par l'utilité du procédé PTC qui fait
varier la présence dans les extraits, de certains
métabolites secondaires tels que les polyphénols,
les alcaloides et les tanins (Tableau 1) dont leur
toxicité vis-a-vis des insectes a été montrée dans
plusieurs travaux. Parmi ces études, il y a les
travaux de Regnault-Roger et al. (2008) qui ont
montré que les polyphénols provoquent une
perturbation de la motricité naturelle de I’insecte.
Par ailleurs, les tanins présentent un effet toxique
pour certaines espéces d’insectes ravageurs en
influencant leur croissance, leur développement et
leur fécondité. Ainsi, les plantes aromatiques et
leurs molécules bioactives exercent une double
activité par inhalation et inhibition sur les
différentes phases du cycle reproductif de la
fécondité (Vandenborre et al., 2011).

L’étude de la corrélation entre teneurs en
métabolites secondaires et mortalités dues a des
différentes fractions de C. sinensis montre une
corrélation significativement positive (P < 0,05)
entre 1’activité des alcaloides, des polyphénols, des
flavonoides, des tanins et les pourcentages
d’efficacité des poudres fractionnées contre S.
zeamais pendant trois mois de stockage. Des
travaux antérieurs ont montré qu’il existe une
corrélation entre le tanin de trois variétés de
voandzou et les taux d’attaque des C. maculatus
pendant trois mois de stockage (Goudoum et al.,
2023). Ces résultats justifieraient le fait que la
mortalité des adultes de S. zeamais et I’inhibition
de son cycle évolutif serait due a la présence des
constituants biochimiques contenus dans 1’organe
de la plante.

clairement un enrichissement en composes actifs
pour certaines classes granulométriques qui sont
responsables de [D’activité insecticide, ovocide,
larvicide et nymphalicide de S. zeamais. La
fraction de 300-200 um contient des teneurs élevés
en métabolites secondaires et présente aussi une
mortalité plus élevée en pourcentage par rapport
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aux autres fractions. Il existe donc, une nette
corrélation positive entre les teneurs en métabolites
secondaires et les mortalités dues a des différentes
fractions de poudre de C. sinensis. Des études
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