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Introduction

Les plantes médicinales sont les premiers réservoirs de nouveaux médicaments. Elles sont
considérées comme 1’une des sources de molécules prometteuses dans tous les domaines de
sante, a la fois dans le traitement et la prévention de certaines pathologies, comme le cancer et
dans la production des médicaments anticancéreux pour la période 1981-2019 sont d’origine
naturelle (Newman & Cragg, 2020; Yabrir et al., 2019).

Ces plantes médicinales contiennent une tres large gamme des composés chimiques qui
sont utilisées dans les domaines pharmaceutiques, cosmétiques et agroalimentaire. Selon un
rapport publié par I'organisation mondiale de la Santé, il existe actuellement environ 20 000
especes des plantes utilisées a des fins médicinales (Abudunia et al., 2017), et plus de 170
000 molécules bioactives ont déja été identifiées a partir des plantes et constituent 70 % des

principes actifs des médicaments (Moretti & Aubertin, 2007).

Les composés phénoligues sont en effet parmi les composés bioactifs qui sont dotés de
multiples vertus thérapeutiques, ils jouant un réle important dans la lutte contre les cancers, la
peroxydation lipidique, les maladies inflammatoires et les maladies neurodégénératives
(Parkinson, Alzheimer, etc.) ce qui explique leur grande utilisation dans la fabrication des
médicaments (Wang, Li, & Bi, 2018).

Cet intérét accru pour les substances naturelles d’origine végétale est lié surtout a leurs
propriétés biologiques. En santé humaine, il est communément admis que de nombreuses
pathologies telles que le vieillissement, les maladies neurodégénératives (Alzheimer,
Parkinson), cardiovasculaires (Athéroscléroses), cancers et les maladies inflammatoires sont
directement ou indirectement, lie a un déséquilibre dans la balance existant au niveau
physiologique entre les radicaux oxygénés et les antioxydants (enzymatiques ou non
enzymatiques) suite & un stress oxydatif (Matteo & Esposito, 2003) ; (Gliszczynska-Swiglo,
2006).

Ce déséquilibre en faveur des especes oxygenées engendre des dommages au niveau
cellulaire, qui se traduisent par des pathologies pouvant étre létales. Afin, de faire face a ces
pathologies dues en partie a ces radicaux, des composés antioxydants de syntheses tels que le
butyle d’hydroxytoluéne (BHT) et le butyle d’hydroxy anisole (BHA) sont utilisés comme

principes actifs. Malgré, les résultats encourageants obtenus avec ces antioxydants, il est de



plus en plus démontré que leurs utilisations sont susceptibles de manifester des effets

secondaires, voire méme toxique, notamment une augmentation du risque d’apparition de

certaines tumeurs (Manian, Anusuya, Siddhuraju, & Manian, 2008).

Pour faire face aux effets néfastes de ces antioxydants de synthése, plusieurs études ont
mis 1’accent sur I’utilisation de substances naturelles efficace, sans ou présentant moins d’effets
secondaires, issus de plantes notamment ceux des fruits et Iégumes qui sont considérés comme
source importante des multiples substances bioactives notamment en composés phénoliques et

en vitamines (Weisburger, 2002).

Dans le cadre de valoriser des substances végétales en application pharmaceutique
s’inscrit 1’objectif de notre travail de recherche qui consiste a la valorisation des substances
actives de la flore algérienne particulierement les plantes du genre Citrus dont les agrumes
constituent une des principales cultures pérennes en Algérie, spécialement les groupes

appartenant aux oranges et clémentines (Kerboua, 2002).

En effet, les agrumes sont parmi des plantes aromatiques nommées les Rutacées (Hosni
et al., 2010), c’est une source importante d’une immense variété des composés bioactives
contenant un grand nombre des molécules qui ont des intéréts multiples mis a profit dans
I’industrie alimentaire, pharmaceutique et cosmétique (Zou et al., 2016) ; (Satari & Karimi,
2018). Parmi les variétés d’agrumes bien connus : 1’orange, le citron, le pamplemousse, le

bigarade, la mandarine et la clémentine (EI-Otmani, Ait-Oubahou, & Zacarias, 2011).

Notre travail de recherche consiste a déterminé les meilleures conditions d’extraction
des principes actifs des feuilles de clémentine, d’un autre c6té, effectue une estimation
quantitative des teneurs en polyphénols totaux, flavonoides totaux et flavanols contenus dans

les extraites éthanoliques.

Pour cela, ce travail est divisé en deux grandes parties : Une partie bibliographique et
partie expérimentale. La partie bibliographique de cette étude inclue deux chapitres. Dans le
premier chapitre, nous nous sommes intéressés a la description botanique de notre matériel
végétale a savoir les citrus. Le deuxiéme chapitre a été consacré a une étude bibliographique

sur les principales classes des métabolites secondaires et leurs importances.



La partie expérimentale décrivant le matériel et la méthodologie réalisée et les résultats
obtenus : dosage des composés phénoliques des extraits des feuilles de C. clementina, ainsi que

I’évaluation des activités antioxydantes par test DPPH et phosphomolybdéne.



Chapitre | :

Geénéralites sur les

agrumes



I. Généralités sur les agrumes

1.1. Définition

Les citrus, aussi appelés emprunts d'agrumes (fruits acides), sont des petits arbres ou
arbustes, dont ceux de la famille des Rutacées avec des hauteurs varient entre 2 et 10 metres

selon les espéces (Bachés & Baches, 2002).

On les trouver plus couramment dans les climats de type méditerranéen (habituellement
prés de I'équateur, 40°N a 40°S de latitude) (Rihani, 1991). Les variétés d'agrumes les plus
célébres et les plus précieuses sur le plan commercial sont les oranges, les citrons, les

pamplemousses et les mandarines (Liu, Heying, & Tanumihardjo, 2012).

Les citrus sont I'une des cultures fruitiéres les plus importantes au monde, disponible et
répandu dans le monde entier, contribuant ainsi a la nutrition humaine. Les agrumes sont
appréecies par les consommateurs pour leur couleur attrayante, leur saveur et leur arbme
agréables (Rock & Fardet, 2014; Zou et al., 2016).

1.2. Distribution géographique
1.2.1. Dans le monde

Il existe 140 genres et 1300 espéces d’agrumes, qui sont répartis dans le monde. C'est une
culture pérenne a longue durée de vie et cultivée dans plus de 100 pays a travers le monde. Ils
sont la troisiéme plus grande culture fruitiere aprés les pommes et les bananes, avec une
production d’environ 100 millions de tonnes et une superficie de culture de plus de 7,2 millions

d’hectares.

Les arbres d’ agrumes ont des feuilles persistantes qui nécessite un sol limoneux sableux,
trés sensible a la température et nécessitant des températures chaudes de 20 °C la nuit et 35 °C

le jour pour pousser et murir correctement (Savita & Nagpal, 2012).

Ces espéces sont largement cultivées dans les régions tropicales et subtropicales ou les
températures sont majoritairement chaudes. Parmi les pays producteurs d’agrumes les plus
importants, on a le Brésil, les Etats-Unis, I'Espagne, I'ltalie, 'Egypte, Mexique, Chine et I'Inde.
Selon I’historique des agrumes en se trouve trois centres de diversification primaire (Aubert,

1994).



e Le Nord-Est de I'Inde, les regions proches de la Birmanie et de la Chine, auraient abrité la

diversification de C. medica et I'apparition de C. aurantifolia, C. limon, C. aurantium et C.
sinensis.

e La Malaisie et I'Indonésie sont citées comme centre d'origine de C. grandis.

e Le Vietnam, le Sud de la Chine et le Japon seraient la zone de diversification de C.

reticulata.

1.2.2. En Algérie

L’ Algérie parmi les pays producteurs des agrumes dans le monde constitue une source
d’emploi et d’activité économique importante. Le secteur agrumicole algérien couvre 59 443
ha avec un taux de production de 1 341 994 tonnes et un rendement de 22,39 tonnes par hectare
en 2015 (Aroua, Kaydan, Achiri, & Biche, 2020).

1.3. Production des agrumes

1.3.1. Dans le monde

La production mondiale des fruits d’agrumes est estimée a 122 millions tonnes, pour
toutes les variétés, elles sont essentiellement dans les régions méditerranéennes et tropicales.
Les oranges représentent la moitié de productions avec 48,83 millions tonnes, suivies par les
mandarines, les clémentines, les citrons, limes et les pamplemousses. La chine et le plus grand
producteur au monde suivi par le Brésil, alors que les Etats-Unis sont le cinquiéme plus grand
producteur (Tableau I) (USDA, 2020).

Tableau I: Quantité de production d’agrumes en Tonnes par pays (USDA, 2020).

Variétés
Pays producteurs i . . .
ys producted Orange /LGn%ez:rlinnee Grapefruit Limes et limones

Chine 110 28 000 5,200 -
Mexique 75 - 534 3,217
Afrique du Sud 1, 240 630 374 650
Etats unis 450 797 343 885
Turquie 190 1,750 250 1,400
Argentine 85 770 - 1,650

Brazil 11 - - -

Maroc 120 1,360 - -

1.3.2. En Algérie



En Algérie, le secteur d'agrumiculture couvre une superficie de 45 040 hectares, ce qui

représente 11 % de la surface cultivée dans le pays, constitués par divers groupes d'agrumes
specialement les oranges (48 400 hectares) et les clémentines avec une superficie de 10 817
hectares (Berraf-Tebbal et al., 2020). La région de Mitidja et la plus cultivée avec 15 809
hectares, suivies par la région de Chlef (5777 hectares) et Alger avec une surface de 5065
hectares (Berraf-Tebbal et al., 2020).

1.4. Classification et Taxonomie

Les agrumes sont des plantes angiospermes dicotylédones, appartenant a la famille des
Rutacées, avec 160 genres et 1900 especes. Les six genres sexuellement d’agrumes vrais sont :
Fortunella, Poncirus, Microcitrus, Citrus, Eremocitrus et Clymenia (Ollitrault, Curk, &
Krueger, 2020).

Les classifications des citrus sont basées essentiellement sur les criteres morphologiques,
anatomiques et chimiques, d’aprés Swingle la taxonomie des citrus est la suivante : (Ollitrault
et al., 2020).

Reégne : Végétale

Embranchement : Magnoliophyta (ou angiospermes)
Sous-embranchement : Magnoliopsida (ou dicotylédones)
Classe : Eudicotes

Sous-classe : Archichlomydeae

Ordre : Germinales (Rutales)

Famille : Retaceae

Sous-famille : Aurantioideae

Tribus : Citreau

Sous-tribu : Citrinae

Genre : Poncirus, Fortunella et Citrus



1.5. Caractéristiques générales des citrus

Les agrumes sont des petits arbres et arbrisseaux toujours verts, possedent un systéeme

racinaire et un systeme aérien (Manner, Buker, Smith, Ward, & Elevitch, 2006).

1.5.1. Systéme racinaire

Les racines occupent plus de 70 % de la taille de I’arbre formé par le porte-greffe, leur

axe peut dépasser 2 metres sous la surface (Manner et al., 2006).

% Les racines principales : Elle assurent I’ancrage de 1’arbre au sol, trés solides et

présentes par sa persistance et son abondance (Manner et al., 2006).

®,

% Les racines secondaires : Elle joue un réle important dans 1’absorption des éléments
minéraux et indispensables a I’alimentation de I’arbre en éléments nutritifs (Manner et
al., 2006).

1.5.2. Systéme aérienne
a) Feuilles

Sont persistants simples et denses ovales ou elliptique, unifoliées, et des pétioles
articulés et ailés. Ont une taille variée entre 4 a 8 cm et une capacité a produire des essences
ayant une odeur caractéristique et d’un autre caractére d’adaptation a des hivers peu rigoureux
(Bachés & Baches, 2002) et un champ d’application dans les industries cosmétiques et
pharmaceutiques (Coste, Gattefosse, & Guillot, 1968).

b) Fleurs

Sont axillaires, parfumées, simples souvent parfaites de couleur blanche. Leur diameétre

et variés entre 2a 4 cm (0,8 a 1,6), souvent tres odorants (Manner et al., 2006).
c) Fruits
Le fruit est un hespéridé, une baie charnue et indéhiscente qui sont différentes au niveau
de la taille, la couleur et la forme (Manner et al., 2006). Le fruit possede différentes parties :
I’écorce, la pulpe, les pépins (Bachés & Baches, 2002).
d) Graine

Les graines sont blanchatre péle a verdatres, aplaties, anguleuses et poly-embryonnées
(Manner et al., 2006). Présentent un stockage récalcitrant ou intermédiaire comportement et

ne peut donc pas étre stocke au sec a basse température.
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.6. Description botanique des agrumes

1.6.1. Orange (Citrus sinensis (L.))

C’est 1’un des fruits les plus consommés et les plus répondu au monde, il est généralement
de forme ronde et sa couleur et son godt est varient selon les variétés. Ils sont utilisés dans
I’industrie alimentaire pour la fabrication de jus d’orange et dans I’industrie cosmétique pour

la fabrication des parfums (Vashisth & Kadyampakeni, 2020).

Figure 1 : Fruit d’orange (Lo Piero, 2015).

1.6.2. Mandarine (Citrus reticulata)

C’est I'une des baies sphériques, sa couleur est orange vif, douce et parfumée, les poles
sont plats, plus petits que 1’orange, et comporte de nombreux pépins. En raison de leur haute
teneur en vitamines vitamine C (40 %) et A (10 %), ils sont utilisés dans le secteur alimentaire
pour la fabrication de concentrés de jus d’orange et dans le secteur médical. Aussi connue sous

le nom mandarine d’Algérie (Vashisth & Kadyampakeni, 2020).
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Figure 2 : Fruit de mandarine (Ferenci¢, Gluhi¢, & Dudas, 2016).
1.6.3. Clémentine (Citrus clementina)
Aussi connue sous le nom de mandarine d’Algérie, c’est un fruit issu de I’hybridation de

la mandarine et de I’orange amére (bigarade). Sa couleur est orange, son go(t sucré, sa peau est

trés fine tirent ces caractéristiques des mandarines. Dans le domaine alimentaire elles sont



utilisées pour la fabrication de jus, alors que dans le secteur médical elles sont utilisées pour

réduire les troubles cardiaques (Bassal, 2009).

Figure 3 : Fruit de clémentine (Thermoz & Allain, 2014).
1.6.4. Citron (Citrus limon (L.)

C’est une baie de forme ovale, de couleur jaune vif, épaisse, au goiit trés acide et juteux
en raison de la pulpe entourée de quelques pépins, ils contiennent de nombreuses poches a huile
essentielle. Considéré comme un antiscorbut bien connu en raison de sa richesse en vitamine
C, il contient des propriétés medicinales intéressantes, et la production de jus de citron dans
le secteur alimentaire permet de faire des boissons rafraichissantes (Jayaprakasha & Patil,
2007).

Figure 4 : Fruit de citron (Lobstein & Marinier, 2016).
1.7. La valeur nutritive des agrumes

En termes d'importance économique, les agrumes sont considérés comme le premier
groupe de fruits et leur valeur nutritionnelle varie d'une variété a l'autre (Rock & Fardet,
2014).

Les variétés d’agrumes telles que les oranges, les mandarines, les pamplemousses et les
citrons sont des aliments riches en antioxydants, en vitamine A et en polyphénols, ces derniers

ayant une valeur énergétique importants. De plus, les citrus sont une source nutritive riche en



vitamine C, B6 et contiennent de 1’acide ascorbique et de I’acide folique, potassium et calcium

(Tableau n I1) (EI-Otmani et al., 2011).

Tableau 11 : Composition de quelques fruits des agrumes (pour 100 g) (EI-Otmani et al.,
2011).

Nutriment (g) Orange | Mandarine | Pamplemousses Lime Clémentine
Eau 86,75 85,17 88,06 88,98 85,17
Energie (kcal) 47 53 42 29 53
Protéine 0,94 0,81 0,77 1,10 0,81
Lipide 0,12 0,31 0,14 0, 30 0,31
B- carotene (ug) 71 155 686 3 155
Fibres 2,4 1,8 1,6 2,8 1,8
Calcium (mg) 40 22 12 26 37
Magnésium(mg) 10 9 9 8 12
Phosphore (mg) 14 18 8 16 20
Potassium (mg) 181 135 148 138 166
Vitamine C (mg) 53,2 26,7 31,2 53 26,7
Vitamine A(UI) 225 681 1150 22 83,3
Vitamine E (mg) 0,2 0,2 0,15 0,15 0,15
Folate (mg) 30 16 13 11 16

1.8. Propriétes biologiques des citrus

Le citron est une plante vivace qui nécessite beaucoup d'eau pour remplir ses fonctions

physiologiques, augmentant sa valeur et sa haute qualité.

1.8.1. Propriétés nutritionnelles

Les citrus ont une importance économique et constituent des composés bioactifs naturels
qui possedent une activité biologique puissante. Cette derniéere apporte des quantités suffisantes
de vitamine C nécessaire pour evite I'apparition des maladies comme le scorbut (Buxeraud &
Faure, 2021), ainsi que des fibres alimentaires a haute teneur en pectine qui abaisse le
cholestérol dans 1’organisme (LIME, 2022).

Les agrumes sont des plantes vivaces qui nécessitent beaucoup d’eau pour remplir ses
fonctions physiologiques, augmentent ainsi leurs valeurs nutritives et leurs qualités (EI-Otmani
et al., 2011).
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1.8.2. Propriétés thérapeutiques

Les citrus sont I'une des cultures fruitiéres avec une quantité importante de composés
phytochimiques actifs qui assurent une bonne protection pour la santé humaine. Selon une étude
frangaise de I’INRA, les flavonoides présents dans les agrumes réduisent le risque artériel et
optimisent la résistance et la capacité de dilatation des vaisseaux sanguins. De plus, les
bioflavonoides sont des substances chimiques trés efficaces pour combattre I’inflammation au
niveau cellulaire et assurant une bonne résistance aux attaques microbiennes (Tripoli, La

Guardia, Giammanco, Di Majo, & Giammanco, 2007).

La teneur en vitamine C présente dans les agrumes stimule le systéme immunitaire en
augmentant la production de globules blancs qui interviennent dans la défense dans 1’organisme
(Rendeiro et al., 2016). La synergie naturelle de ces derniers avec les flavonoides assure des
effets bénéfiques sur la santé et la beauté de la peau (Bharti, Rani, Krishnamurthy, & Arya,
2014).

L’activité antioxydante de naringine (un flavonoide) confére des nombreuses activités a
différents niveaux de I’organisme et réduit les risques des certains troubles cardiovasculaires

dont I’athérosclérose (Tripoli et al., 2007).

1.9. Composition phytochimique des feuilles de citrus

Les feuilles d’agrumes contient un nombre importants des composés phénoliques qui
mise en évidence la capacité de résistance naturelle de la plante et influencent ’activité des
adultes (Lotmani, Kolai, Berkani, & Bouzouina, 2008). Cette dernier et riche en flavonoides
sous différentes formes : Flavones, flavanols, sous forme aglycone, mono-glycosylée, bi et tri

glycolyse (Crozier et al., 2006).

Ainsi que de grandes quantités d'éléments minéraux tels que l'azote, le calcium et le
magnésium, nécessaires a la croissance des plantes et a I'amélioration de la qualité des fruits,

ont été constatées chez les feuilles des agrumes (Aoudache & Arib, 2019).

1.10. Utilisation traditionnelle des feuilles de citrus

Les espéces de la famille des agrumes ont été identifiées comme faisant partie des
especes utilisées traditionnellement, qui impliquant les différentes parties de la plante et qui
contribuent & lutter contre diverses maladies (Mohib et al., 2018).
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Les huiles essentielles des feuilles de citrus jouent un role important, en effet, ils sont utilises

comme antifongique pour la préservation des légumes secs (Boughendjioua, 2019).

Dans la médecine traductionnelle, les feuilles citrus sont utilisés pour évaluer la présence
des flavonoides qui considere comme meétabolite secondaire efficace avec des effets
antibactériens et antifongiques (Mohib et al., 2018).

De plus, elles sont utilisées dans le domaine pharmaceutique puisque les feuilles des
citrus contiennent des flavonoides qui sont connus pour leurs effets thérapeutiques dans le
traitement des certaines maladies telles que le cancer (KunduSen et al., 2011).

Dans le secteur cosmétiqué, les feuilles des agrumes sont utilisées pour la fabrication de
savons, parfums et des produits de soins de la peau grace a leur richesse en principe actif tel
que la lutéoline qui réduisent I’hyperpigmentation de la peau (Coste et al., 1968). Alors que
dans I’industrie alimentaire elles sont employées pour prévenir le rancissement des lipides

(Coste et al., 1968).
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Chapitre 11 ;

Metabolite Secondaire



I1. Métabolite secondaire

11.1. Généralité

Les composeés bioactifs sont synthétisés par les plantes, champignons, bactérie ayant des
effets toxicologique et pharmacologique chez I’homme. Les produites du métabolisme des
plantes sont nommées métabolites qui sont subdivisés en deux catégories : métabolites
primaires et le métabolites secondaires, ce dernier est biosynthétisé a partir de métabolite

primaire protéine, lipide, glucide (Bouabid et al., 2016).

IIs sont localisé dans des compartiments de la plante a des moments précise et jouent un
role important dans les interactions de la plante avec son environnement et participe aussi a la
survie de I’organisme dans son écosysteme (Bouabid et al., 2016). Il existe plus de 8500
métabolites déja identifies, dont les groupes les plus importants sont les alcaloides, les

composés phénoliques et les terpénoides (Adjatin et al., 2018).

11.2. Composes phénoliques

Les composeés phénoliques sont des molécules hydrosolubles, aromatiques appartient au
type de métabolite secondaire des végétaux. lls différent entre eux selon le nombre, la position
de groupement phényle (C6) et d’un hydroxyle (-OH) et selon la présence de substance non
phénolique telle que les groupements glucosides. 1l joue un réle dans la défense des plantes
contre les agressions environnementales, dans la reconnaissance entre les plantes (allélopathie).
Ce groupe de principes actifs comporte les polyphénols, les flavonoides, la lignine, les tanins

et les coumarines (Manthey, Grohmann, Berhow, & Tisserat, 2000).

11.2.1. Flavonoide

Le nom de flavonoide provient du terme « flavus » qui signifie jaune. Ce sont des
composés naturels appartient a la famille des polyphénols (Huet, 1982), plus abondantes dans
les plantes supérieures de certaines familles telles que les rutacées qui sont synthétisées a partir
des acides aminés aromatiques la phénylalanine, tyrosine avec des unités acétates par
intervention de I’enzyme phénylalanine-ammonialyase qui catalyse la conversion de la L-

phénylalanine en acide transcinnamique (Zou et al., 2016).

Au cours de developpement des organes chez les agrumes les flavonoides sont accumulés

en quantités importantes, ces composés ont différentes fonctions comme la protection des

14



végétaux contre la radiation UV, les herbivores et les insectes. Il existe six types des
flavonoides (Liu et al., 2012).

1) Flavones

Les flavones sont omniprésentes dans la plante, constituent 1’une des plus grandes sous
classes des flavonoides (80 %). Au niveau de leur structure, ils possedent deux noyaux 1’une
contient deux hydroxyles phénoliques en position C5 et C7, soit libres, ou estérifie et I’autre est
substitué en 3 et 4 ou encore en 3 et 5. Cette derniere contient le squelette 2-phényle-1,4-
benzopyrone avec des groupes hydroxyle généralement a la position 5 et 7 et aussi a la position
4 ou 3. Ces composée jouent plusieurs fonctions dans les plantes, ils sont les principaux
pigments de fleurs de couleur blanche et creme, avec un potentiel antiradicale telle que
1’apigénine (Tripoli et al., 2007).

Figure 5 : Structure de flavones (Tripoli et al., 2007).
2) Flavanols

Les flavonoles sont des molécules présentent dans les plantes sous différentes formes,
c’est 1'une des sous-classes des flavonoides les plus courantes, possede un noyau 2-
phenylchromane en C6, C3, C6 (Wang et al., 2018). Ce dernier contient le squelette 3-hydroxy-
2- phenylchromone. Ces compose jouent un réle crucial, ils sont considérés comme une source

d’antioxydants comme le kaempférol (Crozier et al., 2006).

Figure 6 : Structure de flavanols (Arima et al., 2002).
3) Flavonones
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Les flavonones sont des composés qui se caractérisent par I’absence de la double liaison

entre C2 et C3 et par la présence d’un centre asymétrique. Il ne posséde pas le groupement OH
en position C3, les citrus sont parmi les rares especes qui contient les flavonones ayant une
saveur variable telle que 1’oranges et le citron. IIs sont composés d’un noyau de flavane qui
formé par deux cycles aromatiques liés par un autre cycle nommeé cycle de dihydropyrone, cette

structure est génerique parmi aux : la naringénine (Khan & Dangles, 2014; Rendeiro et al.,

2016).

Figure 7 : Structure de flavonones (Arima, Ashida, & Danno, 2002).

4) Flavononoles

Les flavononoles sont des substances omniprésentes dans les végétaux. Il possede une
structure a trois cycles, deux cycles aromatiques qui sont substitués par de nombreux groupes
hydroxyles, se distinguent des catéchines par la présence du un OH en position 4, ils possedent

trois atomes de carbones asymétriques (Crozier et al., 2006).

CC
OH

o

Figure 8 : Structure de flavononoles (Tripoli et al., 2007).

5) Isoflavones

Les isoflavones sont un sous-groupe des flavonoides sous forme de 7-O-D-glucosides
avec des quantités mineures sous forme libre. Joue un réle important dans 1’interaction entre

les microorganismes et les plantes. Parmi aux on a génistine, daidzine (Crozier et al., 2006).
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Chapitre 11

Figure 9 : Structure d’isoflavones (Tripoli et al., 2007).
6) Anthocyanes

Les anthocyanes, du grec « anthos » qui signifie fleur et « Kyanos » qui veut dire bleu-
violet. Ils sont des pigments vacuolaires de couleurs allant roses au bleu en passant par le rouge,
le mauve et le violet, ils sont tres abondants dans les fruits et les fleurs. Ces composés sont des
dérivés du cation 2-phényl-1-benzopyrylium (flavylium) porteur de 3 cycles aromatiques
conjugués d’ou I’absorption de lumiére en visible parmi aux : Pelargonidine (Bar-Ya'akov,
Tian, Amir, & Holland, 2019).

Z0H

Figure 10 : Structure d’anthocyanes (Tripoli et al., 2007).
11.2.2. Tanins

Les tanins sont des métabolites secondaires hétérogenes, complexes solubles dans I’eau
caractérisée par la présence d’un groupe hydroxyle 1lié au cycle benzénique. Ils sont
biosynthétisés par les plantes supérieures, présentes généralement dans les tiges, les graines, les
racines, les feuilles et les écorces. On distingue deux types des tanins selon leurs structures et
leurs propriétés : les tanins condensés et les tanins hydrolysables (Figure 11) (Crozier et al.,
2006).

1) Les tanins hydrolysables

C’est une classe des composés polyphénoliques qui se trouve couramment dans une
variété des fruits et des plantes qui subdivisé en deux groupes : les ellagitanins (ET) et les

gallotanins (GT), cette derniére contient des monomeres simples ou des oligomeres complexes,
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ils sont caractériseés par la présence d’autres composés tels que le D glucose, 1’acide phénol et

I’acide gallique dans le cas des gallotannins et 1’acide éllagique dans le cas des ellagitannins
(Crozier et al., 2006).

2) Les tanins condensés

IIs sont connus sous nom proanthocyanidines ou tanins catéthiques qui correspondante a
des polymeres de flavan-3-ols lies entre elles par des liaisons carbones carbone, on distingués
les prodelphinidines (dérives de gallocatéchine, epigallocatechine et leurs esters galliques) et
les procyanidine (dérives de catéchine, épicatéchine et leurs esters galliques), cette derniere
joue plusieurs fonctions parmi aux : la protection des plantes contre les infections fongique et
bactérienne, favorise la régénération des tissus et la régulation de la circulation veineuse
(Crozier et al., 2006).

Tannins
Gallotannins Ellagitannins Complex Tannins Condensed
Tannins
HO
9 DH
OR OH 4]
HO r’o on HO.
e ®
O C—0O
O=¢”ro H;O cgo_-oy ©R
O oc RO ogc,,,ﬁo oRHO
HO
HO OH (G) o R = Galloyl moiety (G)
OH or other substituents

{Catechin moiety) ,
1 2 4

Figure 11 : Classification des tanins (Khanbabaee & Van Ree, 2001).

11.2.3. Coumarines

C’est un groupe de métabolite secondaire dérives de composé phénolique, posséde neuf
atomes de carbones avec un noyau benzo pyrannone-2 ou « coumarine basique ». Dans la nature

ils sont sous forme libre ou combine avec des sucres genéralement dans les feuilles, les fruits,
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les fleurs et les racines. Il existe deux classes 1’une est nommée furanocomarines et 1’autre
nomme phénylcomarines (Zou et al., 2016).

0. .0
X
Figure 12 : Structure de coumarine (Zou, Xi, Hu, Nie, & Zhou, 2016).

11.2.4. Les chalcones

Ils sont caractérisées par 1’absence de 1’hétérocycle C centrale et la présence d’un chainon
tri carbonée cétonique a et  insaturée qui relié¢ entre les deux cycles A et B (saturée dans le cas
des dihydrochalcones), ces cycles sont équivalents aux cycles A et B des autres flavonoides,

mais la numérotation est inversée, parmi ces composés on a : le butéine et le phlorétine (Khan

& Dangles, 2014).
9

O

Figure 13 : Structure de chalcones (Crozier, Jaganath, & Clifford, 2006).

1.3. Propriétés biologiques des composes phénoliques

11.3.1. Activité antioxydants

Les antioxydants sont des substances capables de réduire les dommages induits par les
radicaux libres dans I’organisme et de limiter la prolifération de ce dernier en agissant sur les
composés oxygénés trés réactifs. lls participent également a la chélation des métaux-

prooxydants et a 1’inhibition de la peroxydation lipidique (Muscatello, Zoccali, & Bruno,
2018).
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11.3.2. Activité antibactérienne

Les antibiotiques utilisés pour le traitement des infections bactériennes et parfois pour la
sélection de souches multi résistantes (Tripoli et al., 2007). Les composés phénoliques en
particulier les flavonoides et les tanins présentent une toxicité vis-a-vis des microorganismes,
cette toxicité peut étre li¢ a I’inhibition des hydrolases ou d’autre interaction qui bloqué les

adhésifs microbiens, les protéines et les transporteurs de 1’enveloppe cellulaire (Arima et al.,
2002).

11.3.3. Activité anti cancéreuse

Certaines plantes sont riches en métabolites secondaires comme les flavonoides qui sont
considérés comme des agents antiprolifératifs et cytotoxiques vis-a-vis de plusieurs lignées
cellulaires cancéreuses. L’interaction des enzymes de la famille CYP avec les flavonoides,
notamment avec les résidus d’acides aminés des sites actifs de CYP2C9 et CYP1A2 provoque
un métabolisme oxydatif par le cytochrome P450 qui induit des produits de conversion qui

inhibent la croissance de cellule tumorale (KunduSen et al., 2011).

11.3.4. Activité anti inflammatoire

Les flavonoides présentent un effet anti inflammatoire (Muscatello et al., 2018) capable
de bloguer les activités enzymatiques tel que le 5-lipoxygénase et la cyclooxygénase (Mohib
et al., 2018).
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Etude Experimentale



Mateéeriel Et Méthodes



I. Matériel et méthodes

1.1. Préparation de la matiére végétale

Les feuilles de C. clementina (clémentinier) ont été cueillies a partir d'arbres cultivés au
niveau d’Institut National de Recherche en Agro-Alimentaire (INRA) situé dans la région
d’Oued Ghir, wilaya de Béjaia (latitude : 36°42'20.25"N ; longitude 4°57'32.69" E ; altitude 89
m). La cueillette a été réalisee de maniére aléatoire en Mars 2022.

Figure 14 : Photographie de la feuille de C. clementina.

Une fois récoltées, les feuilles ont été nettoyées a l'eau courante et débarrassée de
poussieres et d’autres impuretés, puis mises a sécher a I’ombre, a température ambiante et sous
aeration continue pendant sept jours puis transférée a I'étuve a 40°C, jusqu’a stabilisation du
poids. Les feuilles séchées ont été broyées a 1’aide d’un moulin a café jusqu'a I'obtention d’une
poudre homogéne puis tamisée a 1’aide d’un tamiseur de marque « RETSCH » de 200 um de

diamétre.

La taille des particules de 1’échantillon influence grandement le rendement d’extraction,
une meilleure extraction est obtenue avec des particules de plus petit calibre, dont la surface de
contact avec le solvant et beaucoup plus importante (Naczk & Shahidi, 2004).

La poudre fine homogéne obtenue a été conservée dans des récipients en verre
hermétiqguement fermés, étiquetés et stockés a I'abri de la lumiere et de I'humidité jusqu'a

’utilisation.
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1.2. Procédure d’extraction

La méthode d'extraction utilisée est la macération. Elle consiste en une extraction solide
liquide, la poudre végétale est mise en contact prolongé avec un solvant a température ambiante

et sous agitation pour extraire les principes actifs.

1.3. Optimisation de I’extraction

Pour D’optimisation de la procédure d’extraction par macération, les parameétres
influencant le procédé¢ d’extraction tel que la concentration du solvant, le temps de contact entre
la poudre et le solvant ainsi que la ration entre la poudre et le solvant ont été sélectionnés suite

a une recherche bibliographique.

Une quantité de poudre des feuilles de C. clementina a été placée dans un bucher
contenant des quantités d’éthanol. La suspension a été extraite a différentes concentrations de
solvant et temps de maceération sous agitation température ambiante et a I'abri de la lumiére afin

d'éviter les phénomenes d'oxydation.

La macération a été poursuivie sans agitation durant 24 heures a 4°C. Le macérat a été
filtré sur papier Wattman N°3 et le filtrat obtenu a été évaporé a sec dans I'étuve a 40°C et cela
jusqu’a évaporation compléte du 1’éthanol. L'extrait récupéré a été conservé dans des flacons

en verre hermétiqguement fermés et a I'abri de la lumiere.

Un nombre de 15 essais a été réalisé avant d’obtenir I’optimum, puis une extraction dans
les conditions optimales obtenues par MSR a été réalisée. Pour les expériences de I’optimisation
MSR et de validation du modele, le rendement en composés phénoliques et activités
antioxydantes a été pris en considération.

1.4. Calcul du rendement

Les taux d’extraction ont été calculés par rapport a la matiere séche initiale selon la

formule suivante :
Taux d'extraction (%) = {PES / PPI} x 100

- Pes : poids de [’extrait sec (Q).

- Ppri: poids de la poudre initial (g).

1.5. Conception expérimentale
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Le plan utilisé dans notre travail est le plan de Box-Behnken qui comprend trois variables et

trois niveaux factoriels (Radojkovi¢ et al., 2012). Les variables indépendantes utilisées dans le
présent travail étaient la concentration de 1’éthanol (X1, %, v/v), la ration solide / liquide (X2,
Ration) et le temps d’extraction (X3, min). Les niveaux codés et non codés des variables
indépendantes et le plan expérimental ont été donnés dans le (Tableau I11). La valeur codée 0
représente le point central des variables et a été répétée pour une erreur expérimentale. Les

points factoriels ont été codés comme + 1.

Tableau Il1 : Conditions d’extraction utilisées dans [’étude préliminaire de [’extraction des
composés phénoliques des feuilles de C. clementina par macération.
X1 X2 X3
Concentration d’éthanol | Ration solide /liquide | Temps
(%) (mg/ mL) (min)
-1 40 0.1 30
0 60 0.15 105
+1 80 0.2 180
1.6. Analyse des données

Toutes les données expérimentales ont été centrées a I’aide de trois mesures. La
procédure de régression de surface de réponse du logiciel Origine a été utilisée pour analyser
les données expérimentales. Les données expérimentales ont été ajustées a un modeéle
polynomial de second ordre et des coefficients de régression ont été obtenus. Le modéle
polynomial généralisé du second ordre utilisé dans 1’analyse de surface de réponse était

I’équation suivante :

>_apy (i #])

=1

£

3 3 3 3
1" = ﬂ.‘_:. T I],.?E, T Euxl T
l=1 =1

=1 1

Ou a0, ai ; aiietaij, sont les coefficients de régression pour les termes d’intersection,

linéaire, quadratique et d’interaction, respectivement ; xi et xj sont les variables indépendantes.

1.7. Vérification du modele
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Les conditions optimales pour 1’extraction des composés phénoliques et des activités
antioxydantes dépendant de la composition du solvant, de la ration solide / liquide et du temps
d’extraction ont été obtenues a 1’aide des équations prédictives de MSR. Les valeurs

expérimentales et prédites ont été comparées afin de déterminer la validité du modéle.

1.8. Dosage des composés phénoliques

1.8.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux des différents extraits des feuilles de C. clementina a
été réalisé par la méthode de Folin-Ciocalteu selon la technique décrite par (Ghedadba et al.,

2015) avec quelques modifications.
Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitu¢é un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12 040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMO012 040) de couleur jaune.

Cette technique est basée sur le changement de la coloration de ce réactif de jaune au bleu
lorsqu’il est complexé a certaine molécule principalement les composés phénoliques qui

réagissent avec leur fonction -OH.

Cette réaction est caractérisée par le développement d’une coloration bleu foncé dont
I’absorbance est suivie a une longueur d’onde entre 725 nm et 765 nm. La détermination la
concentration des polyphénols a partir d’une courbe d’étalonnage a I’aide des concertations
connus du standard : 1’acide gallique (Cicco, Lanorte, Paraggio, Viggiano, & Lattanzio,
2009).

Mode opératoire

200 pl d’extrait éthanolique des feuilles de citrus sont mélangés a 1,5 mL de réactif de
Folin-Ciocalteu a 0,1 N, puis incubé pendant 5 min a 1’obscurité, ensuite, 1,5 mL d’une solution
de carbonate de sodium (Na.COs) a 6 % sont ajoutés a ce mélange qui est incubé pendant 30
min a température ambiante. L’absorbance a été mesurée 765 nm a 1’aide d’un spectrometre du
type « OPTIMA » avec I'utilisation de 1’acide gallique comme témoin positif dans les mémes

conditions réactionnelles.

La concentration des polyphénols totaux a été exprimée en milligramme équivalent en

acide gallique par gramme de la matiere séche (mg EAG/mg MS).
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1.8.2. Dosage des flavonoides

La teneur des flavonoides totaux dans les extraits des feuilles des C. clementina a été
estimée par un dosage colorimétrique décrite par (Bouyahya, Abrini, Bakri, & Dakka, 2017)

avec quelgue modification.
Principe

Les flavonoides contiennent un groupement hydroxyle (OH) libre en position 5 qui est
susceptible de donner un complexe coloré avec le chlorure d’aluminium (AICI3), les

flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer et aluminium).
Mode opératoire

1 mL de la solution d’extraits sont additionnés a 1 mL du mélange d’AlCls, apres
incubation a température ambiante pendant 10 min, I’absorbance a été mesurée a 415 nm contre

un témoin préparé dans les mémes conditions.

La quantité des flavonoides a été exprimée en milligramme d’équivalent de quercétine
par gramme de matiére séche (mg EQ / g MS) en ce référent a une courbe d’étalonnage établi
dans les mémes conditions avec la quercétine comme flavonoides standards (Doumbia, Fofie,
Haidara, Denou, & Sanogo, 2021).

1.8.3. Dosage des flavanols

La quantification des flavanols dans nos extraites a été déterminer par la méthode
d’acétate de sodium décrite par (Jimoh, Adedapo, & Afolayan, 2010).

Mode opératoire

1 mL d’une solution d’AlClza 2 % et 3 mL d’une solution d’acétate de sodium a 5 % ont
été melangés avec 1 mL de chaque extrait. Les tubes a essai sont ensuite incubées pendant 2 h et
30 min a température ambiante. L’absorbance a ¢été mesurée a A = 440 nm par un
spectrophotometre UV visibles. Une gamme d’étalons du quercétine a été préparée dans les
mémes conditions Afin de quantifier la quantité de flavonls exprimée en milligramme
d’équivalente de quercétine par gramme de la matiére séche (mg EQ / g MS) (Oyedemi,
Bradley, & Afolayan, 2010).

1.8.4. Dosage des pigmentes liposolubles
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La chlorophylle a et b, les B caroténes ainsi que les lycopénes sont parmi des

pigments liposolubles. Leur dosage nécessité I’utiliser des solvants organiques ou un mélange
de solvants et peuvent ensuite étre déterminé par différentes méthodes physicochimiques
comme la spectrophotométrie.

Mode opératoire

Une quantité de 150 mg de poudres est introduite dans un mélange de 10 mL
d’acétone-hexane (4/6 V/V). Apres agitation pendant 1 min la solution est filtrée a 1’aide du
papier whatman N 03, puis I’absorbance du filtrat a été réalisé a des différentes longueurs
d’onde : 453 nm, 505 nm, 645 nm, 653 nm. La quantité de pigmentes liposolubles a été calculés
ont utilisent 1’équation suivante et exprimée en microgrammes par gramme de matiére séche

(ug / g de matiére seche) (Nagata & Yamashita, 1992).

B caroténe (Mg/100 mL) = 0,216 x A 663 - 1,220 x A 645 - 0,304 x A 505 + 0,452 x A 453.
Lycopene (mg/100 mL) = - 0,0458 x A 663 + 0,204 x A 645 — 0,304 x A 505 + 0,452 x A 453.
Chlorophylle a (mg/100 mL) = 0,999 x A 663 —0,0989 x A 645.

Chlorophylle b (mg/100 mL) =- 0,328 x A 663 + 1,77 X A 645.

1.9. Evaluation de activité antioxydante

1.9.1. Test DPPH

Le radical DPPH est I’un des premiers radicaux libres utilisés pour étudier la relation
entre la structure et I’activité antioxydante des composés phénoliques des extraits de plantes. Il
contient un électron non apparié sur I’atome du pont formé par les deux azotes (Martins et al.,
2013).

Principe

L’activité antiradicalaire est mesurée par la dégradation du DPPH qui est un radical
synthétique de couleur violette. La couche électronique de ce dernier est saturée en contact
d’antioxydant. Ce qui explique la variation de sa couleur violette en couleur jaune (Agbodan,

Dotse, Koumaglo, & Saloufou, 2015).
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Figure 15 : Structure et spectre d’absorbance UV/Vis du radical DPPH" et de sa forme
réduite (Dransfield, Guest, Lyth, McGarvey, & Truscott, 2000).

Mode opératoire

1,25 mL d’extrait éthanolique de feuille de citrus a différentes concentrations allant de
25 a 200 pg / mL mélangés avec 25 pl de la solution de DPPH (5 mM). Apres incubation

pendant 30 min a 1’obscurité et a température ambiante on mesure 1’absorbance a A = 517 nm

contre :
Témoin négatif : 1,25 mL de 1’éthanol avec 25 pl de DPPH.

Témoin positif : deux antioxydants standards ont été utilisé a savoir ’acide gallique et

querceétine.

Le test est répété trois fois de facon indépendante, I’activité anti radicale a été estimé en

pourcentage selon la formule suivants : (Loe, Ngaba, Kamdom, Mpondo, & Dibong, 2018)

| % = [Ao—(A1-Az) /A0] X100

Avec :
I % : pourcentage de piégeage du radical DPPH.
A0 : DO de témoin (éthanol + DPPH).
Al : DO de I’extrait + DPPH.

A2 : DO de blanc (extrait + éthanol).
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1.9.2. Test de phosphomolybdene

Cette méthode est basée sur la réduction de Mo+6 en Mo+5 et la formation d’un
complexe phosphate/Mo+5 de couleur verte dans un milieu acide avec un maximum

d’absorption a 695 nm (Nagavani, Raghava, Ravi, & Raghava, 2010).

Le test au phosphomolybdate a été réalisé selon la méthode décrite par (Prieto, Pineda,
& Aguilar, 1999). 200 pl d’échantillons a différentes concentrations ont été melangées avec 2
mL d'une solution de phosphomolybdate (acide sulfurique & 0.6 mM, phosphate de sodium a
28 mM et molybdate d’ammonium a 4 mM). Aprés 90 minutes d'incubation dans un bain-marie

a 95 °C, I’absorbance de mélange a été mesurée a 695 nm.

Pour le contrdle positif, I’échantillon est remplacé par 'acide ascorbique, par contre, le
controle négatif, quant a lui, a été constitué par 200 pl de méthanol. La capacité réductrice des
extraits a été exprimée en milligrammes équivalents d'acide ascorbique par gramme d'extraits
(EAA/g extrait).

1.10. Analyse statistique des résultats

Toutes les données de cette étude ont été présentées sous forme de moyenne + 1’écart-
type des valeurs obtenues, et toutes les expériences ont été effectués en triple et de maniere
indépendante.
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I1.Résultats et Discussion

11.1. Rendement d’extraction

L'optimisation de I'extraction des composés phénoliques et des activités antioxydantes a partir
des feuilles de C, clementina a été étudiée en utilisant la méthodologie de surface de réponse
(MSR). Cette derniére permet d'étudier I'influence de chacun des paramétres (solvant, temps,

etc.) et d'analyser l'interaction entre ces facteurs.

La méthode de surfaces de réponse (MSR) est une technique visant a déterminer les variations
de la réponse vis-a-vis des facteurs d'influences significatives ; elle s'est révélée étre un outil
important pour déterminer les effets de chaque facteur et les interactions entre eux, ce qui
permet de traiter I'optimisation efficacement. Les procédures de MSR impliquent une stratégie
expérimentale, des méthodes mathématiques et inférence statistique, qui permettent aux

utilisateurs de mener une exploration empirique efficace du systeme étudié.

La MSR peut étre appliquée a tout systeme qui posséde les éléments-clés suivants : (1) un critére
d'efficacité mesurable a I'échelle continue (exemple : le temps d'extraction) et (2) des variables
indépendantes quantifiables incontrélables, qui affectent les performances du systeme (telles
que le solvant et la méthode de séchage). Donné dans ces conditions, la MSR propose des
techniques permettant de trouver la réponse optimale du systeme de maniere efficace
(Krishnaiah et al., 2014) ; (Goupy et Creighton, 2006).

Le principal avantage de la MSR est que le montant des données nécessaires a I'évaluation, a
I'analyse et a l'optimisation réduit considérablement le nombre d'expériences nécessaires. La
MSR est une méthode plus rapide et plus économique pour recueillir des résultats de recherche
que l'expérience classique a une variable a la fois. La méthode de surface de réponse nécessite

trois étapes :

« La construction du plan expérimental,
« Lamodélisation de la réponse,
« Les représentations graphiques,

Les plans utilisés dans le cadre d'une étude de MSR sont des plans quadratiques tels que les
plans centraux composites (Box-Wilson) ou les plans de Box-Behnken. La modélisation de la
réponse est réalisée a 1’aide de techniques de régression qui permettent de relier une réponse

(y) a un ensemble de facteurs xi soit :
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Y =x1, x2, x3,..., xn

L’optimisation de 1’extraction des principes actifs des feuilles de C. clementina par la MSR est
étudiée suivant le modele de Box-Behnkenen se basant sur la maximisation des rendements
comme des variables de réponses, Trois parametres (variables indépendantes), la concentration
du solvant (Ethanol 40-80 %), la ration solide/liquide (1/2-1/10) et le temps de macération (30-
180 min) sont étudiés. Les gammes (les extrémités inférieures et supérieures) de chaque
variable indépendante sont déterminées en se basant sur les résultats de la littérature,

Les niveaux des facteurs, les valeurs mesurées et prédites des rendements d’extractions sont

représentées dans le (Tableau n 1V).

Tableau 1V : Construction du plan expérimental.

N Temps I.Rati.on solide / Concentration \{aleurs ::gj;; Ecart-
(min) liquide (g / mL) | Ethanol / eau (%) | réels (%) (%) types
1 180 0,15 80 12,80 13,11 -0,3125
2 30 0,15 80 23,30 18,11 5,19
3 105 0,1 80 21,70 21,22 0,4843
4 105 0,2 80 9,70 11,84 -2,14
5 30 0,1 60 18,90 21,14 -2,24
6 180 0,1 60 11,30 16,14 -4,84
7 105 0,15 60 14,20 14,87 0,6657
8 105 0,15 60 15,70 14,87 0,8343
9 105 0,15 60 16,56 14,87 1,69
10 180 0,2 60 8,00 6,76 1,24
11 30 0,2 60 9,30 11,67 -2,46
12 180 0,15 40 13,70 9,79 3,91
13 30 0,15 40 14,30 14,79 -0,4875
14 105 0,2 40 6,80 8,52 -1,71
15 105 0,1 40 19,40 17,89 1,51
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Les résultats obtenus dans cette étude indiquent une influence de la concentration de solvant
sur le rendement d’extraction, Il s’avere que I'utilisation du 1’éthanol a 80 % (avec une ration
de 1/6,65 et un temps de macération de 30 min) est la meilleure combinaison pour I’extraction
des composés phénoliques (23,30), Cette variation du rendement est due probablement a la
difféerence de polarité des composés existant dans la poudre des feuilles de C, clementina
(Naczk & Shahidi, 2004).

Cependant, les valeurs prédites indiquent que la concentration idéale du 1’éthanol doit étre égale
ou au voisinage de 60 % pour donner le rendement le plus important, Par contre le rendement
le plus faible a été obtenue lorsque le milieu d’extraction est composé de 40 % de solvant, une

ration solide/liquide de 2 avec un temps d’extraction de 105 min.

D’un autre coté, le temps de contact entre le solvant et le matériel végétal peut influencer la
libération progressive de composés a partir de la matrice végeétale vers le solvant, et donc cela
influence 1’efficacité de 1’extraction (Michiels, Kevers, Pincemail, Defraigne, & Dommes,
2012). Par contre, un temps de contact prolongé n’améliore pas toujours 1’efficacité de
I’extraction en favorisant I’oxydation des composes phénoliques. Ces résultats sont
comparables a ceux obtenus par plusieurs auteurs (Chirinos, Rogez, Campos, Pedreschi, &
Larondelle, 2007).

Les résultats obtenus indiquant I'accord entre les valeurs expérimentales et les valeurs prédites
(Tableau 1V) Le graphique des valeurs observées en fonction des valeurs prévues (Figure 16)
montre que les valeurs des modéles concordent avec les réponses mesurées, toutes les valeurs

des rendements appartiennent a l'intervalle de confiance.

L'analyse de la VVariance (ANOVA) permet de calculer un paramétre statistique trés utile qui
est le coefficient de détermination (R2). Ce parameétre statistique est le rapport de la somme des
carrés des réponses calculées (corrigées a la moyenne), La valeur retrouvée de ce coefficient de
détermination qui est de R?2=0,7305, indique une bonne corrélation entre les valeurs retrouvées
dans notre étude et les valeurs prédite. En revanche on note un écart-type supérieure a 3 pour

I’extrait 2 et 6 ce qui est due probablement aux erreurs de manipulation.
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Chapitre 11
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Figure 16 : Comparaison entre les valeurs prédites et les valeurs expérimentales obtenus
avec les extraits de C, clementina.

1.2.

Teneur en composés phénoliques

11.2.1. Teneur en polyphénols

Les teneurs en polyphénol totaux (TPT) des extraits éthanoliques de C. clementina ont

été évaluant selon la méthode colorimétrique (Folin-Ciocalteu) utilisant I’acide gallique comme

un standard.

Les taux en composés phénoliques dans les extraits des feuilles de citrus obtenus (Figure

17) montrent que les feuilles de C. clementina renferment des teneurs en polyphénols non

négligeables au vu de ce qui est rapporté en littérateur, ces taux varient de 21,77 mg EAG / ¢
MS 492,30 mg EAG / g MS.

Au vu des résultats obtenus, on remarque que I’extrait 11 renforme la teneur la plus élevée

(92,30 £ 2,48 mg EAG / g MS) suivie de celle de I’extrait 3 avec un taux de 91,82 + 3,91 mg

EAG / g MS. En revanche I’extrait qui présente le taux le plus faible en teneur en polyphénols

parmi tous les extraits est le N° 14 avec une teneur de 21,77 + 0,43 mg EAG / g MS.
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Figure 17 : Teneur en polyphénols totaux des extraits éthanolique des feuilles de C.
clementina. Les résultats sont la moyenne de 3 essais.

Les résultats obtenus sont largement supérieurs & ceux rapportés par (Muthiah,
Umamaheswari, & Asokkumar, 2012) qui ont montré que la teneur en composés phénoliques
totaux dans les extraits de C. aurantium, C. limetta et de C. limon varie entre 07,39 et 33,05 mg

/ g dans I'ordre suivant : C. aurantium > C. limetta > C. limon,

De plus, les taux de polyphénols dans nos extraits éthanoliques de feuille de C, clementina
obtenue avec la combinaison des trois parameétres (temps d’extraction, ration solide/liquide,

pourcentage de solvant) varient considérablement avec la variation de ces parametres.

La combinaison qui nous a permis d’avoir le taux le plus important c’est 80 % d’éthanol

avec une ration 1/5 avec un temps de macération de 30 min.

Ces concentrations sont plus élevées que celles d'autres especes de citrus comme C.
medica vr, Diamante (Menichini et al., 2011) ou C. sinensis (Bejar, Mihoubi, & Kechaou,
2012), ainsi que celle de (Khettal et al., 2017).

Cette variation dans les concentrations des extraits est influencée par la variation des trois
parameétres utilisés. De plus, plusieurs autres facteurs peuvent influencer les taux des composés
phénoliques tels que la présence de certains groupements chimiques (l'acide ascorbique, les
acides organiques, les sucres, les amines aromatiques), qui peuvent également réagir avec le
réactif de Folin- Ciocalteu (Ghafar, Prasad, Weng, & Ismail, 2010), mais aussi la période de

larécolte et le type de lI'espéce (Makkar, Singh, & Dawra, 1988), le mode de conservation des
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substrats d’extraction et le degré de maturation des feuilles (Sharma, Goswami, Singh,
Chhonkar, & Singh, 2001).

11.2.2. Teneur en flavonoides

Les flavonoides sont 1'un des groupes les plus répandus des métabolites secondaires chez les
plantes. Les résultats du dosage des flavonoides dans les extraits de feuilles de C. clementina
présentés dans la (Figure 18) montrent que le taux des flavonoides varie selon la variation de
trois parameétres €tudie. La teneur en flavonoide la plus importante obtenue est celle de I’extrait
11 avec un taux de 53,33 £ 0,18 mg EQ / g MS, suivi de ’extrait 2 (25,11 £1,52 mg EQ /g
MS), alors que I’extrait 1 et 3 ont la méme teneur avec un taux de 21 mg EQ / g MS. Par contre

I’extrait qui a présenté la teneur la moins élevée est celle de 1’extrait 14 avec un taux de 4,18 +
0,18 mg EQ/ g MS.
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Figure 18 : Teneur en flavonoides dans extraits éthanolique des feuilles de C. clementina. Les
résultats sont la moyenne de 3 essais.

21,23

13, 14

11,73

Tteneur en flavonoides(mg EQ/g MS)

9,29 9,37 1 1410,49 g 3¢

7,53
' I ' 545418

Extrait

o

Les résultats obtenus ont utilisé¢ une concentration de I’éthanol a 80 % sont supérieures a celles
rapporté par (Khettal et al., 2017) qui ont utilisé 1’eau et le méthanol comme solvant
d’extraction (46,248 + 2,583 et 07,99 + 0,417 mg EQ / g MS, respectivement). De plus nos
résultats indiquent que les feuilles de C. clementina renferment des concentrations en
flavonoides plus importantes que les autres feuilles de citrus (C. aurantiifolia, C. aurantium, C.
limetta et de C. limon).
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Il semblerait que dans les extraits éthanoliques, les flavonoides comme polyphénols soient

majoritaires pour tous les extraits étudiés. Ainsi, la proportion des polyphénols en flavonoides
dans les extraits éthanoliques de feuilles de C. clementina est comprise entre 57,77 % et 32,79
% pour les extraits 11 et 2.

Les résultats obtenus concernent les proportions de flavonoides dont les polyphénols totaux
sont plus importants que ceux rapportés par des études antérieures comme celle de
(Bougandoura & Bendimerad, 2013) qui ont déduit que les flavonoides représentent 43,24%
des phénols totaux dans les extraits méthanoliques, par contre, ce taux ne dépasse pas 24,84 %

dans les extraits aqueux.

Bien que les résultats obtenus tendent a dire que les polyphénols des feuilles de citrus solubles
dans 1’éthanol sont a majorité des flavonoides. Des études rapportées par (Muthiah et al., 2012)
suggerent que les proportions des flavonoides par rapport aux polyphénols totaux dépendant a

la fois de I'espece de citrus utilisé, mais aussi de la partie étudiée.

Parmi les polyphénols et flavonoides a large distribution dans les citrus : la rutine (362,85 +
0,01 ug / g MS), la quercitine (185,37 = 0,11 pug / g MS) et la naringine (688,11 + 0,05 ug/ g
MS), trouvés dans les extraits méthanoliques des fleurs de C. aurantium (Karimi, Oskoueian,
Hendra, Oskoueian, & Jaafar, 2012), tandis que le flavonoide le plus abondant dans les

feuilles du citronnier est I'nespéridine (Del Rio et al., 2004).

11.2.3. Teneur en flavonols

La teneur en flavanols totaux de nos extraits a été estimée par la méthode d’acétate de sodium
et la concentration des flavanols a été calculée a partir de 1’équation de régression de la gamme
d’étalonnage établie avec la quercétine (Annexe V11.3). L’équation linéaire obtenu a partir de

cette courbe est Y = 0,0088 x avec R2 = 0,9946.

Les résultats obtenus (Figure 19), indiquent que I’extrait 11 renferme le taux le plus important
par rapport aux autres extrait, suivi par ’extrait 8 avec une teneur de 57,33 + 1,72 et 51,07 +
1,58 mg EQ / g MS respectivement. En revanche les extraits 7 et 4 sont les moins riches en
flavonols avec des teneurs de 1’ordre de 15, 92 + 3,15 et 18,46 + 2,41 mg EQ / g MS

respectivement.
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Cependant, il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la littérature, car l'utilisation

de différentes méthodes d'extraction réduit la fiabilité¢ des comparaisons entre les études

(Oroian & Escriche, 2015).

15 39,9
14 20,43
13 39,33
12 44,42
11 57,33
10 27,65
w 9 43,75
=
C 3 51,07
=)
x
w7 15,92
6 18,17
5 29,32
4 18,46
3 41,12
2 24,49
1 19,47
0 10 20 30 40 50 60 70

Teneur en flavonols (mg EQ/g MS)

Figure 19 : Teneurs en flavonols des extraits de C. clementina. Les valeurs portant). Les
résultats sont la moyenne de 3 essais.

11.2.4. Teneurs en pigments liposolubles

Le dosage des pigments liposolubles (caroténoides, lycopene et chlorophylle) des extraits
étudiés a indiqué que la chlorophylle (a) était le pigment prédominant chez les feuilles de C.
clementina avec une concentration de 49,40 £ 4,2 6 mg / g MS, suivies par lycopéne avec 36,13
+ 2,87 mg / g MS. Alors que la chlorophylle b était le pigment liposoluble le moins abondant
dans nos extraits (7,59 £ 0,01 mg / g MS).
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Figure 20 : Teneurs pigments liposolubles des extraits de C. clementina. Les résultats sont la
moyenne de 3 essais.

Les pigments liposolubles jouent un rdle trés important dans la lutte de I'organisme contre
diverses maladies, car ils sont connus pour avoir une activité antioxydante et réduire le risque
de maladies causées par les radicaux libres, comme certains types de cancer (Barros et al.,
2013).

La chlorophylle est également connue pour son implication dans la protection des membranes
mitochondriales contre les dommages oxydatifs provoqués par divers radicaux libres a travers

I'inhibition de la peroxydation lipidique (Lecerf, Luc, & Fruchart, 1994).

La variation de la teneur en antioxydants dans les différents extraits peut s'expliquer par le
changement des parametres expérimentaux. De plus, cette variation peut également étre
affectée par plusieurs facteurs, tels que le moment de la récolte, la nature du solvant utilisé, la

présence et I’interaction d'autres groupements chimiques ainsi que la partie de la plante utilisée

pour I’extraction (Naczk & Shahidi, 2004).

1.3. Evaluation des activités antioxydantes des extraits de C.
clementina

Plusieurs études ont illustré I’importance des antioxydants naturels dans les domaines de

I'industrie agroalimentaire, pharmaceutiques et cosmeétique (Kong et al., 2010).
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11.3.1. Activité de piégeage du radical DPPH

L’activité anti radicalaire est calculée par la methode du radical libre 2,2-diphenyl-1-
picryhydrazyl (DPPH), cette méthode est frequemment utilisée pour sa simplicité. Elle est basée
sur la réduction d’une solution alcoolique de DPPH en présence d’un antioxydante qui donne

un hydrogéne ou un électron.

Les résultats de ce test ont montré que les extraits éthanoliques de C. clementina présentent des

capacités de piégeages des radicaux de DPPH variables selon la variation des parametres
expérimentaux (Figure 21).
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Figure 21 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH des extraits de C. clementina avec
une concentration de 25 ug / mL.

Les pourcentages de piégeage variants de 40,80 % a 63,96 % avec seulement une concentration
de 25 ug / mL.

Selon les résultats obtenus on remarque que les extraits présentent des taux d’inhibition trés
proche entre elles. L’extrait éthanolique 1 de C. clementina avait le taux de piégeage le plus
élevé avec un pourcentage de 63,96 %, suivi des extraits 13 et 8 avec des taux d’inhibitions de

56,60 et 56,41 respectivement, tandis que I'activité la plus faible a été observée dans I'extrait 12
(40,80 %).
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Toutefois, cette activité scavenger de nos extraits reste largement inférieure a celle obtenue
avec 1’acide gallique et la quercétine. Ces deux polyphénols purs utilisés comme référence
présentent un pouvoir piégeur du DPPH dépassant les 90 % pour une concentration de 0,01
mg/mL (Annexe VI1.4).

Comparons nos résultats avec ceux rapportée par (Khettal et al., 2017) qui ont travaillé sur les
extraits aqueux et méthanoliques de plusieurs variétés de citrus, on remarque que nos extraits
sont nettement meilleurs. Nous constatons également que nos extraits sont plus efficaces que
ceux rapportés par (Muthiah et al., 2012), qui a travaillé sur les extraits de feuilles de C. limetta
et de C. aurantium (C50 de 0,148 et 0,142 mg/mL respectivement), ainsi que ceux rapportés
par (Marzouk, 2013) pour C. aurantium (EC50 = 0,190 mg / mL).

Les Résultats obtenus sont dus probablement a la richesse de nos extraits en métabolites
secondaires de type phénolique car les polyphénols et les flavonoides sont de bons donneurs

d'¢lectrons et/ou d'hydrogene, et que leur pouvoir antioxydant varient d’un composé a 1’autre

(Naczk & Shahidi, 2004).

Pour une méme espéce végétale, la variabilité dans les résultats de 1’activité anti-radicalaire du
DPPH rapportés peut s'expliquer par la nature de la partie utilisée de la plante, son degré de
maturation, mais aussi par le procéder d’extraction applique (Xu, Ye, Liu, Ma, & Chen, 2008).

L’influence du solvant d’extraction sur les résultats du test DPPH.

11.3.2. Evaluation de ’activité antioxydante par le test phophomolybdéne

Le test de phosphomolybddéne permet d’évaluer la capacité antioxydante qui est traduit par la
formation d’un complexe phosphomolybdéne. L’estimation de cette activité des extraits
éthanoliques est exprimée en équivalence d’acide ascorbique. Les résultats obtenus sont
exprimés en milligramme d’équivalent de 1’acide ascorbique par un gramme de 1’extrait (mg
EAA / MS d’extrait). Chaque essai a été répété trois fois et les résultats sont illustrés dans la

(Figure 22).
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Figure 22 : Pouvoir antioxydant total du test au phosphomolybdéne par les extraits de C.
clementina. Les résultats sont la moyenne de 3 essais.

Les extraits éthanoliques 8 et 3 des feuilles de C. clementina ma étaient les plus efficaces,
avec des valeurs de 73,55 + 1,38 ug EAA/g MS et de 70,38 + 3,73 ng EAA/g MS

respectivement. En revanche, 1’extrait 14 €tait le moins efficaces des extraits étudiés.

Plusieurs études ont montré que l'origine de l'activité antioxydante des extraits de plantes
est due a la présence des composes phénoliques, et que ses pouvoirs proviennent de leurs
groupements hydroxyles. De plus, la position des groupes -OH et -OCH3 peut augmenter ou
diminuer cette efficacité. En particulier, les composés avec un second groupe -OH en position
ortho ou para qui ont montré une activité antioxydante plus élevée qu'en position méta
(Muhammad & Haddix, 2016Muhammad & Haddix, 2016).
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Conclusion



Conclusion

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par
leur propriété thérapeutique.

La présente ¢tude a été consacré a I’optimisation de I’extraction des composés
phénoliques du citrus clementina qui représente une source des substances naturelles bioactives

tres important.

Ce travail de recherche avait pour objectif d’évaluer qualitativement et
guantitavement les composés phénoliques contenus dans les feuilles C. clementina de région
de Bejaia et nous nous sommes intéresse sur le dosage des composé phénoliques, flavonoides,
flavanols et 1’étude des activités antioxydantes (activité anti radicalaire DPPH, activité du test

phsphomolybdén).

Pour une efficacité d’extraction des composés bioactifs a partir de la poudre feuilles de
C. clementina la technique de la macération a été utilisée. L’étude vise a 1’optimisation des
meilleures conditions du I’extraction des composés phénolique et de I’activité antioxydante par

application de la méthodologie de surface de réponse (MSR).

Notre étude a été effectuée pour évaluer I'effet de différents facteurs a savoir la
concentration du solvant (éthanol 40%, 60%, 80%), la durée d’extraction (30 min ,105 min,180
min) et le rapport solide/liquide (ratio : 1 /2 ,1/10,), sur le rendement d’extraction, la teneur des
polyphénols, flavonoides, flavonols ainsi que leur activité antioxydante, avec un degré de

signification des données (p < 0,05).

Le rendement le plus élevé a été obtenu a un temps de 30 min, ration 1/ 6,65 (g / mL)
et une concentration en éthanol 80% avec une teneur de 23,30 EAG/100 g de MS en PPT.

L’optimisation des conditions optimales d’extraction a été réalisée par le model Box-
Behnken (BBD) pour étudier les effets d’interaction des trois variables étudiées (le temps

d’extraction, la concentration en éthanol ainsi que la ration).

L’analyse de la régression linéaire a montré que 96 % de la variation était expliqué par
les modeles. Une valeur insignifiante de la probabilit¢ P pour le manque d’ajustement a

confirmé la validité des modeéles.
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Les valeurs expérimentales sont conformes a celles prédites, indiquant la pertinence du
modele et le succes de MSR pour I’optimisation des conditions d’extraction des PPT, teneur
en flavonoides, teneur en flavonols et I’évaluation de 1’ Activité Antioxydante a partir de la

poudre des feuilles de C. clementina. En perspective, il serait trés intéressant d’approfondir
cette étude par :

La caractérisation des composes bioactifs des extraits obtenus.
L’étude de I’activité anti-inflammatoire, microbienne. ..etc des extraits.

Et I’¢élargissement de 1’étude sur d’autres feuilles d’agrumes.
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Annexes

Annexe | : Appareillage et réactifs.
Appareillage

Tamis de marque « RETSCH »
Spectrophotometre UV

Balance « OHAUS »

Bain marie « P SELECTA »
Vortex électrique

Agitateur

Etuve « venticell »

Vortex électrique

Solvants et réactifs
Folin-ciocalteu

Ethanol

Hexane

Acétone

Carbonate de sodium (NA2 COs)
2,2diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
Acide gallique

Chlorure d’aluminium (ALCL3)
Quercétine

Acide sulfurique

Phosphate de sodium

Molybdate d’ammonium

Acide ascorbique

Matériels du laboratoire
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Eprouvette graduée
Porte-tubes & essali

Bécher

Papier filtre

Entonnoirs

Papier aluminium

Tubes a essali

Spatule

Fiole jaugée

Micropipette

Annexe |1 : préparation des solutions.
Solubilisation des extraits
(V) extrait + (V) éthanol

Dilution de réactif de Folin-ciocalteu

Folin-ciocalteu CONCENtIe. ........oveeeee e

Bau distillee. ..ot e

Solution de carbonate du sodium (7,5%o)

Carbonate du SOAIUM ...ttt e,

Bau distillée. . .ooooeee

Solution d’acétate de sodium a 5%

Acétate de SOdIUML.....oooiiii i

Bau distillee. ..o

Solution de chlorure d’aluminium ALCL3 (2 %)

Chlorure d’aluminiume.........ooouiiiiiiiii i,

Eau diStillEe. . ..o

Solution de I’acide gallique
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Acide galliqUe. ... ... 2 mg
Ethanol.. ... 100 ml
Préparation de la solution de PPM

Préparation de I’acide sulfurique a 0,6 mM

Pour préparer la solution d’acide sulfurique, il faut calculer le volume initiale puis

ajouter I’eau distillé jusqu’a le volume finale.
Ona:M=178M,C1=0,6
V1=0,6*100ml/17,8 M
V1=3,37ml
Puis dissoudre 3,37 g de I’acide sulfurique dans 100 ml d’eau distillée.
Préparation de phosphate de sodium a 28 mM

Pour préparer une solution de phosphate de sodium, il faut premiérement calculer sa

masse. m =0,386 g
Puis dissoudre 0,386 g de NazPOs dans 100 ml d’eau distillée.
Préparation de molybdate d’ammonium a 4 mM

Pour préparer une solution de molybdate d’ammonium, il faut premierement calculer sa

masse. m=0,5¢
Puis dissoudre 0,5 g de molybdate d’ammonium dans 100 ml d’eau distillée.

Finalement pour préparer le tampon molybdate, on mélange les trois volumes de chaque
solution (acide sulfurique, phosphate de sodium et molybdate d’ammonium)

Annexe |11 : Solubilisation des extrais.

202205118 18:37
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Annexe 1V : Résultats de dosage de polyphénols.

Annexe VI : Résultats de I’évaluation de I’activité antioxydante par le test de
phosphomolybdéne.
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Annexe VII : Courbes d’étalonnage.

1 v =0,0063x
F==102998
E 08
l.r:.
=
g 06
i L ]
=
J-'c:f 0.4
0.2
0 . . . . .
0 30 60 80 120 150

Concenfration de 1'Acide gallique (ug/ml)

Annexe VII.1. : Courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols des extraits de C.
clementina.

1 ¥ =0,006x- 0,001
FF=0598

=2 =
o [
i i

=
b
1

Ahsorbance 4 415 nm

0 40 80 120 160
Concentration de la Chuercetine (pg/ml)

Annexe VII.2. : Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoides des extraits de C.
clementina.
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y = 0,0088x
R?=0,9946

*

0 20 40 60 80 100
Concentration de la quercetine (ug/ml)

Annexe VI1.3. : Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonls des extraits de C. clementina.

—ir— Cuercitine ——8—Acide gallique
100

g0

% d'Tuhibition

40

0 2 4 ] 8 10 12

Concentrations (pg/ml)

Annexe VI11.4. : Courbe d’activité scavenging du radical DPPH des standards (Quercétine et
I’ Acide Gallique).

0,400
g y = 0,009x + 0,0037 .
£ 0,300 R==09886 .7
©c e
oY L
0200 |
2 0,100 i
S L8
S e
ﬁ 0,000

Concentration de I'acide ascorbique en png /
ml

Annexe VIL.5 : Courbe d’étalonnage pour 1’activité phospohmolybdéne (acide
ascorbique).
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Résumé

Citrus clementina est un arbre qui appartenait a la famille des Rutacées. Dans cette étude 1’extraction
par I’macération a été utilisés pour extraire les composés phénoliques contenus dans les feuilles de C.
clementina. Les conditions optimales d'extraction des composé phénolique et I'activité antioxydante des
feuilles de C. clementina ont été étudiées a I'aide de la méthodologie de surface de réponse (MSR). Le
modele Box-Behnken a été utilisé pour étudier les effets de trois variables indépendantes, temps
d’extraction (30 a 105 min), la concentration en ethanol (40 a 80%) et la ration sur les réponses.
L'analyse de régression a montré qu'environ 96% de la variation était expliquée par ce modéle. La valeur
de la probabilité pour le manque d’ajustement était insignifiante, ce qui a confirmé la validité des
modeéles. L'analyse de la surface de réponse a montré que les parametres d'extraction optimaux
permettant d'optimiser l'extraction étaient 80% d’ethanol, 30 min et ration1/6,65. Dans des conditions
optimales, les valeurs expérimentales correspondantes pour les PPT et I’activité antioxydant étaient de
92,30 + 2 ,48 mg EAG/100 g de MS et de 63,96% respectivement. Les valeurs expérimentales sont
conformes a celles prédites, indiquant la pertinence du modeéle et le succes de MSR dans I'optimisation
des conditions d'extraction des PPT a partir feuilles de C, clementina.

Mot cle : Optimisation, Activité antioxydante, flavonoides, flavonols, DPPH.
Abstract :

Citrus clementina is a tree that belonged to the Rutaceae family. In this study maceration extraction was
used to extract the phenolic compounds contained in the leaves of C. clementina. The optimal conditions
for the extraction of phenolic compounds and the antioxidant activity of C. clementina leaves were
studied using response surface methodology (RSM). The Box-Behnken model was used to study the
effects of three independent variables, extraction time (30 to 105 min), ethanol concentration (40 to
80%) and ration on responses. Regression analysis showed that approximately 96% of the variation was
explained by this model. The probability value for lack of fit was insignificant, which confirmed the
validity of the models. Response surface analysis showed that the optimal extraction parameters to
optimize the extraction were 80% ethanol, 30 min and 1/6.65 ratio. Under optimal conditions, the
corresponding experimental values for PPT and antioxidant activity were 92.30 + 2.48 mg EAG/100 g
DM and 63.96% respectively. The experimental values are consistent with those predicted, indicating
the relevance of the model and the success of MSR in optimizing the conditions for the extraction of
PPTs from Clementina leaves.

Key word : optimization, Antioxidant activity, flavonoids, flavonols, DPPH.
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