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Introduction

Introduction

Des molécules pro-oxydantes appelées radicaux libres ou espéeces réactives de I'oxygéne
(ERO) sont produit quotidiennement dans I'organisme. Ces derniéres sont cependant
controlées par les antioxydants. Un stress oxydatif survient lorsque I'équilibre est rompu en
faveur des radicaux libres. Toute fois, une production excessive de ces molécules réactives ou
une insuffisance des mécanismes antioxydants peut déséquilibrer la balance
oxydant/antioxydant (Papazian et al, 2008 ; Christophe etal, 2011). Ce dernier est a
Porigine de plusieurs maladies, telles que les maladies cardiovasculaires, le cancer, le
diabéte.......... etc (Aruoma, 2003). Pour échapper aux conséquences du stress oxydant, il est
nécessaire de rétablir I'équilibre antioxydants/pro-oxydants par une consommation suffisante
d’antioxydants (Ghedira, 2005).

Pour cela un grand nombre de recherches ont demontré que les polyphénols laisser disposent
de plusieurs applications thérapeutiques, les études épidémiologiques prouvent que la
consommation de citron et des produits a base de citron peuvent protéger la santé contre
differentes maladies a cause de sa richesse en diverses molécules antioxydants dont I’acides
ascorbique, et les polyphénols et les flavonoides (Kim etal. 2002).

La production mondiale d’agrumes est estimée a plus de 115 millions de tonnes, 517 milles
tonnes ont été produits en Algérie qui occupe la 18eme Place mondiale (FAO, 2013). Grace a
cette richesse, I'extraction des composés phénoliques a partir des agrumes a considérablement
attire I'intérét scientifique pour les utiliser comme des antioxydants naturels, conservateurs
principalement dans les aliments mais aussi dans I'industrie pharmaceutique et cosmétique
(Ramful etal. 2010).

Notre travail vise a démontrer la richesse du Citrus limon en polyphénols Pour cela notre
étude englobe deux aspects :

v Le premier aspect est I'étude phytochimiques :
- Extraction des composés phénoliques.
- Caractérisation des polyphénols par spectrophotométrie UV-Visible et
chromatographie sur couche mince sur plaque de polyamide DC6.
- Dosage quantitatif par les méthodes appropriées.

v Le deuxiéme aspect basé sur I'évaluation de pouvoir antioxydant par le test DPPH.
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Chapitre 1 : Généralités sur les agrumes et
sur I’espece Citrus limon

I.  Généralités sur lesagrumes :

Les agrumes sont originaires du Sud-est Asiatique (Ollitrault et al, 2000). Ce sont des arbres
de la famille des Rutacées composés de 145 espéces, selon que les auteurs ont ou n’ont pas
pris en compte les hybrides (Swingle et Reece, 1967). La diffusion des agrumes a travers le
monde s'est faite tres lentement. Le bigaradier, le citronnier et l'oranger ont été introduits dans
le bassin méditerranéen vers la moitié du Xlle siécle, et le mandarinier au XIXe siécle.
L’introduction des agrumes en Afrique de 'Est a été faite par les commercants arabes et
hindous vers le XIVe siecle (Spiegel-Roy et Goldschmidt, 1996). L’expansion dans le sud de
I’Europe au XVe siecle est le fait des portugais, qui les ont exportées d’Asie. Au moment de
la conquéte, I'orange traverse I'atlantique avec le Bigarade, la lime et le cédrat. Ces derniers
ont été cultivés dans les Antilles, au Mexique et en Amérique du sud (Loussert, 1989).

Les études épidémiologiques suggerent que les agrumes possedent des effets bénéfiques
contre de nombreuses maladies dégénératives comme maladies cardiovasculaires et certains
cancers (Tripoli, Guardia, Giammanco, MAJO, & Giammanco, 2007).
Ces influences positives sur la sante humaine ont augmente de maniere significative la
consommation des agrumes au cours des dernieres années.

- Classification des agrumes :
Le groupe des agrumes appartient a la famille des Rutacées, sous famille des Aurantioideae,
tribu des Citreae et sous tribu des Citrinae (Praloran J.C, 1971). Les agrumes se repartissent
en plusieurs genres dont Poncirus, Fortunella et Citrus sont les trois genres les plus cultives
a travers le Monde.

Il.  L’espéce Citrus limon :

2.1-Généralités sur I’espéce Citrus limon :

Citron (Citrus limon) appartenant a la famille des Rutacées, est parmi les plus importantes

especes d'agrumes apres lorange et la mandarine, trés cultivée aujourd’hui dans les climats

tropicaux et subtropicaux et méme dans les régions tempérés du monde (Singh et al., 1994;
Bousbia, 2011).

e Le citronnier est un arbuste vigoureux aux branches robustes et épineuses de petite
taille de 2 a 4 m de hauteur, sensible aux gelées, d’une durée de vie d’environ 40 ans.
Avec des feuilles grandes, tres parfumées et coriaces. Leurs fleurs sont trés
agréablement odorantes, regroupées a l'aisselle des feuilles (Bousbia, 2011; Faucon,
2015).
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e Lesprincipales especes:
Avec ses 145 especes dénombres, le genre Citrusest le plus important.
C’est au sein de ce genre que se rencontrent les principales especes cultivees :
_ Les oranges (Citrus sinensis) ;
_ Les mandarines (Citrus réticulata) ;
_ Les clémentines (Citrus clémentina) ;
_ Les citronniers (Citrus limon) ;
_ Les pamplemousses (Citrus maxima) ;
_ Les Bigaradiers ou Orangers amers (Citrus Aurantium L.) ;

e Lescitrons sont des fruits de forme ovale, pointus et mamelonnés a leur sommet, de 8
a 12cm de long. Leur écorce (zeste) épaisse de couleur verte vire au jaune a la maturité
contenant une essence a odeur caractéristique. Sa pulpe est acide et les graines qu’il
contient ont des cotyledons blancs. On pratique 2 récoltes par an : une en été pour les
fruits, et 'autre en hiver pour le jus et 'huile essentielle (Goetz, 2014; Faucon,
2015).

Figure 01 : Feuilles, fleurs et fruits de citron
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2.2- Classification botanique : Selon (Goetz, 2014)

Regne : Plantae.

Division : Magnoliop hyta.
Classe : Magnoliopsida.
Ordre : Sapindales.
Famille : Rutacées.
Genre : Citrus.

Espece : Citrus limon (L.).

2.3-Structure :

Tous les fruits des Citrus cultivés ont presque la méme structure, ils sont composés
essentiellement de deux parties morphologiques : le péricarpe et 'endocarpe (pulpe) (Figure
02) (Terol etal. 2010).

v’ le péricarpe est nommé aussi I’écorce, il est composé du zeste (épicarpe ou flavédo),
partie la plus externe de ce péricarpe, de couleur orangée ou jaune, contenant de
nombreuses poches sécrétrices de type schizolysigenes, riche en huile essentielle
(Chavanne, 2011; Faucon, 2015).

Un mésocarpe (ou albédo) de couleur blanche, de texture souvent cotonneuse ou spongieuse,
de nature cellulosique, d’épaisseur Vvariable, est la partie la plus intérieure du péricarpe
(Janati etal. 2012; Faucon, 2015).

v’ La partie interne, I'endocarpe ou pulpe constituée de la pulpe, est divisée en segments
(carpelle) ou se concentre le jus (avec ou sans pépins selon les variétés) et ont une
enveloppe radiale épaisse (ou endocarpe). Cette partie, riche en sucres solubles,
renferme des quantités significatives de vitamine C, de pectine, de fibres, de différents
acides organiques et de sel de potassium, qui donnent au fruit son acidité
caractéristique (Bousbia, 2011).
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Figure 02 : Coupe transversale de fruit d’un Citrus (Duan etal. 2014).

2.4-principales molécules du citron :

Citrus limon contient de nombreux composants chimiques, y compris les composés
phénoliques (tel que les flavonoides dont les flavanones sont les plus abondant 90%), et
d'autres éléments nutritifs et non nutritifs (vitamines, minéraux, fibres alimentaires, huiles
essentielles et caroténoides) (Gonzalez-Molina et al. 2010; chavanne, 2011).

Le citron est un fruit riche en vitamine C et d’un large éventail de vitamines de groupe B avec
des quantités considérables de flavonoides. La teneur en glucides et en protéines est faible, il
est riches en substances minéral (le potassium est le minéral le plus abondant). (Valnet,
2001).

Ces éléments jouent un rble important dans les systemes biologiques, sont essentiels pour la
nutrition et largement utilisés dans le domaine de la medecine clinique. L’aréme de citron
résulte de ces huiles essentielles abondantes dans les vacuoles de I'écorce, il s’agit d’un
mélange de limonene, du citral, citronellal et des coumarines. L’acide citrique est 'acide
organique le plus représenté dans le citron avec une quantité de 5-6 g/100 ml (Gonzélez-
Molina etal, 2010; Guimaraes etal, 2010; Janati etal, 2012).
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Composition chimique

valeur nutritive

Acide organique 6 9/100ml
Acide citrique 5¢/100ml
Flavonoide : flavanones 90%

Flavone
flavonol

Vitamine : vitamine C
Vitamine B (B1, B2, B3, B6, B9)

80mg pour 100g
Faible quantité

Vitamine A 0.05mg/100g

Protéine 19/100g
Glucides Faible quantité
lipide 0.3g
Substance minérales : Na (sodium) -

K (potassium) 153mg/100g

Ca (calcium) 25mg/100g

Cu (cuivre) -

Fe (fer) 0.5mg/100g

Mg (magnésium) -

Zn (zinc) -

P (phosphore). -

Huile essentiel

Tableau 01 : Principaux composeés de citron (Janati et al, 2012)

2.4.1-Les flavonoides du genre Citruslimon :
En 1998, Mouly et al, ont travaillé sur les flavanones glycosides et flavones polyméthoxylées
présentes dans les diverses variétés d’orange et de citron. L’analyse qualitative et quantitative
a été faite par HPLC-DAD (chromatographie liquide a haut pression-détecteur a barrettes de
diodes) par comparaison des temps de rétention et des spectres UV réalisent a deux longueurs

d’ondes (280 nm et 330 nm).

Celles-ci correspondent aux maxima d’absorption des flavanones glycosides d’une part et des
flavones polymethoxylees d’autre part. L’analyse met en évidence la présence de la
narirutine, de ’hespéridine, et de la didymine pour les flavanones glycosides. La
sinensetine, ’hexamethoxyflavone, la nobiletine, la scutelarine, I’heptamethoxyflavone et
la tangeretine pour les flavones polyméthoxylées (figure03). Les flavanones glycosides sont
les molécules les plus abondantes avec un taux dix fois plus important que les flavones
polyméthoxylées. En 1998, Pupin etal, ont étudie la composition des flavanones glycosides
dans diverses variétés de citron, ils ont conclu que la narirutine et ’hespéridine sont les
composes les plus abondants (I'hespéridine utiliser comme un médicament contre les

maladies cardiovasculaire (daflon)).en 2000, Swatsitang et al, analysent les composés
phénoliques dans le jus de citron et isolent les flavanones glycosides et les flavones
polyméthoxylées. Les acides phénoliques les plus abondants sont 'acide caféique et I'acide
gallique (figure 03). Les agrumes sont riches en flavonoides (Belajova et Suhaj, 2004).
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lis contiennent plus de 60 flavonoides répartis selon leur structure moléculaire en 4 classes :
flavanones, flavonols, flavones et anthocyanes (Benavente-Garcia etal., 1997).En 2001,
Gorinstein etal, déterminent la composition en acides phénoliques de la peau de citron par
fluorescence. Les composés identifies par ordre décroissant sont I'acide caféique, I'acide p-
coumarique, l'acide sinapique, I'acide ferulique et l’acide ascorbique (figure 03).

En 2004 Belajova et Suhaj, analysent par HPLC-DAD, les polyphénols dans le jus d’orange
fraichement presse. lls en déduisent que I'hespéridine est le compose majoritaire. Les autres

composés ont des teneurs plus faibles telles la quercetine, la néohesperidine et la naringine.

Acide benzoique ;@cide
cinnamigque
COOH
COOH <
R4
R
R 1
3 Ry R2
R2 R3
Acide gallique, R1=Ro=R3=0H Acide férulique, Ri1=Ro=H, R3=0H, R4=0CHS3
Acide-p-coumanque, Rij=R>=Rs—H._ R3=0H
Acide caféique, Ri1=Ro=H, Rz=R4—0H
Acide sinapique, R1=H, R>=R4=0CH3, R3=0H
OH
HO
HO
HO
o]
Acide ascorbique Acide ellagique

OCHs3
Flavones polyméthoxylées :

sinensétine, R1=Ro=H. R3;=0CHS3;
hexameéthoxyflavone, R1=R3=0CHSs, R>=H
nobilétine, Rj=H, R=R3;=0CH;:
scutélarine, Ry=R>=R3=H
heptaméthoxyflavone, Rj=R>=Rz= OCH3
tangérétine, R1=R3= OCHs3., R»=H

Flavanones glycosides Ra
OR>
OH O
o S
e i H
HO 2 A
OR4
O

narimtine, R=~A  R;=R.,=R;=H
naringine, R—Ro—R;—F1, R;—A

hespéridine, R—A _ R,;—H., Ro—CH:. Ra—0H
didymine, R=aA R;=H, K R,—CH;, R—H
néohespéridine, R= H_. R;=5A  Ra=CHs, R:—=0H

Figure 03 : Structure des flavonoides présents dans le genre Citrus
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2.5-Utilisation et effets thérapeutiques des Citrus limon:

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

» Le citron a été utilisé contre I'insomnie, ’asthme et dissoudre des cristaux rénaux
(Okwu and Emenik, 2006).
» Stimulation de lappétit (zestes) (Santo etal.2011; Karimi etal, 2012).

> Activité antimicrobienne, anti-oxydante (Del-rio etal. 2004)
» Abaissement de la pression artériclle, traiter 'obésité (Ramful etal. 2011).

» En cosmétologie, le citron est utilisé pour resserrer les pores, il passe pour éclaircir la
peau, résorber les comédons et s’utilise en masque antirides ou pour donner de I’éclat
aux cheveux. Il entre aussi dans la composition de nombreux parfums (Bousbia,
2011).

» De plus, le citron contient des flavonoides, en particulier des flavanones qui montrent
des activités bénéefiques en tant qu'agents protecteurs contre le cancer et les maladies
cardiovasculaires, inflammatoires et allergiques (Gil-l1zquierdo etal, 2004).

» Le citron est utilisé par les femmes pendant la grossesse pour soulager les nausées et
les vomissements (Yavari kia et al. 2014).

> Usage culinaire: le citron pelé ou finement gratté donne sa propre saveur qui est trés
prisée en cuisine et en patisserie, le jus du citron permet de fabriquer des boissons
rafraichissantes
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I1l.  Zeste de citron (Citrus limon) :

3.1-Définition de zeste (flavédo) :

On appelle zeste la partie supérieure de la peau de citron, de couleur jaune ou orangée,
contenant de nombreuse poches sécrétrices de type schizolysigenes, riche en huiles
essentielles.

= ,_-’.”
~ -~

Figure04 : zeste de citron

3.2-Les éléments nutritifs dans le zeste de citron : pour un teneur de 100g

En 2012 réaliséeparl'Agence nationale de sécurité sanitaire de |'alimentation, de I'environnement
et dutravail (Anses).

Les éléments nutritifs Teneur pour 100 g
Vitamine C 129 mg
Vitamine E 0.2mg
Vitamine Bl 0.1mg
Vitamine B2 0.1mg
Vitamine B3 0.4mg
Vitamine B5 0.3mg
Vitamine B6 0.2mg
Vitamine B9 12 g
Calcium 171 mg
Phosphore 12 mg
Magnésium 150mg
Potassium 160 mg
Sodium 6 mg
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Fer 0,9 mg
Cuivre 0,1 mg
Zinc 0,2 mg
Acides organiques 49¢g
Protéine 1.5¢
glucides 2.5¢

lipide 0.3g

valeur énergétique 51 calories

Eau 829

Tableau02 : les éléments nutritif de zeste de citron

3.3-Les éléments thérapeutiques de zeste :

- Réduit le stress oxydatif avec bio flavonoides

- Aide ala lutte contre le cancer :
Les citrons sont antimicrobiens et protéger les infections bacteériennes et les champignons.

Lorsgu'ils sont consommés zestes de citron, il a été démontré pour prévenir divers types de
cancer, y compris le cancer de la peau, le cancer du c6lon et le cancer du sein. Une étude a
révélé que manger zestes de citron dans le thé a été bénéfique pour prévenir le développement
des cellules cancéreuses. Zeste de citron contient Q40 et le limonene, qui a été montré pour
prévenir et traiter le cancer. Ces composants présents lutte contre les cellules cancéreuses
dans le corps.

- Alcalinisant :

Les citrons sont également trés alcalinisant. Le cancer se développe dans un corps acide, le
zeste de citron profite a votre corps en fournissant alcalinité, cela aidera a prévenir le cancer.
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IV. Jusdecitron
4.1-Définition:

Le jus de citron est un produit liquide dont les propriétés physiques, chimiques et Sensorielles
sont ressenties par simple pression du fruit, sans rajout de sucre ou d’additifs. Il est constitu¢ a
environ 76% de matiere séche hydrosoluble, contenant :

Vitamine C ; Protéines : Glucides ; Lipide ; Calories, Potassium, Phosphore, Calcium:,
Magnésium. Le citron posséde une haute teneur en vitamine C, de 52 mg par 100 g. Cette
teneur en vitamine C reste égale pour un jus de citron fraichement pressé

Les éléments nutritifs Teneur pour 100 g
Vitamine C 52mg
Glucides 0.3g
Protéines 0.49
lipide 0.1g
Sodium 1mg
Magnésium 6mg
Fer 0.1mg
Calcium 6mg
Potassium 103mg
calories 22

Tableau03:les eléments nutritifs de jus

4.2-Bienfaits du jus de citron pour la santé

Contre les problemes digestifs
Contre les maladies cardiovasculaires

Pour la perte de poids
C’est un aliment détox
Il est un diurétique

Un puissant nettoyant

YV VYV VYV
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Chapitre 2 : Composés phénoliques, structures et l’intérét

I.  Généralité sur les composés phénoliques :

Comme la majorité des métabolites secondaires, les polyphénols et essentiellement les
flavonoides sont synthétisés pour accomplir certaines fonctions lors du développement de la
plante. En terme de fonction protectrice, ils défendent la plante contre les pathogenes tels que
les moisissures, les champignons et les bactéries. lls assurent sa protection contre le
rayonnement ultraviolet. Certains d’entre eux sont des répulsifs qui inhibent la croissance
d’autres especes. Les polyphénols jouent un role structural comme la lignine constituant la
rigidité du bois (Buchanan etal. 2000). Ils participent a la coloration des fleurs et des fruits
a fin d’attirer les insectes polinisateurs qui transportent les graines dans les fruits (Buchanan
etal. 2000).

Il.  Définition des composés phénoliques

Dans la littérature il existe deux propositions pour définir les polyphénols. La premiere les
définis comme étant une structure moléculaire qui porte plusieurs groupements phenoliques
tandis que la deuxieme indique la présence d’un groupement phénol poly hydroxylé. Ces
polyphénols sont des métabolites secondaires synthétisés par les végétaux pour se défendre
contre les agressions environnementales (Buchanan et al. 2000). Les polyphénols sont un
trés vaste groupe de substances dont I'élément structural commun c’est la présence d’au
moins : un noyau aromatique lié a un groupement hydroxyle (libre ou Engagé). (Figure 05).

OH

Figure 05 : Structure du noyau phénol

I1l.  La biosynthése des polyphénols

Les composés phénoliques des végétaux sont issus de deux grandes voies d’¢laboration de
cycles aromatiques (figure 06) :

3.1- La voie de Shikimate

Egalement responsable de la synthése des acides aminés Phe et Tyr.
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3.2- La voie de ’Acétate/Malonate

Qui consiste a la condensation de molécules d’acétyl-coenzyme A. Cette biosynthese a permis

la formation d’une grande diversit¢é de molécules qui sont spécifiques d’une espéce de plante,
d’un organe et d’un tissu particulier.

phosphate

P Glycolyse
shikimate
— Phospho-€énal
Shikimate [ pyruvate
v
Pyruvate Vioie acefafte /
malonate
Polyacétates
Acétyl-CoA
Cycle de Krebs Mévalonate
h 4
mévalonate

Figure 06 : Les voies de biosynthése des polyphénols

IV. Classification des composés phénoliques :

Selon Corona (2011) les polyphénols peuvent étre répartis en deux classes majeures : les

flavonoides et les acides phénoliques, les stilbenes hydroxylés, les lignanes, les lignines
(figures Q7).
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Polyphenols

. l \ Phenolic acids
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Flavonoids u w}:gt"

Anthocyanidins Flavonols (quercetin) Flavanols Flavones (luteolin)
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Figure07 : classification des composés phénolique

1- Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont rares dans la nature. Ces composés sont formés de deux
catégories : la premicre catégorie contient les acides phénoliques dérivés de 'acide benzoique

Qui par mono hydroxylation et/ou poly hydroxylation forme des acides phénoliques et des
acides polyphénoliques respectivement I'acide gallique et I’acide protocatéchique (Figure
08).

La deuxiéme catégorie regroupe les acides phénoliques dérivés de I'acide cinnamique. De
méme avec I'acide cinnamique, I'hydroxylation conduit a I'acide p-coumarique et a l'acide
caféique (Figures 09) (Haslam, 1994).
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0 0 HO
O OH
0
OH HO
" oM OH
acide benzoique acide salicylique acide protocatéchique acide gallique

Figure08 : Hydroxylation d’acide benzoique.

0
0 OH H
S g X" “OH
N “OH 0
HO
HO

Acide cinnamique Acide p-coumarique acide caféique

Figure 09 : Hydroxylation d’acide cinnamique.
2- Les flavonoides

Les flavonoides constituent la plus vaste classe de composés phénoliques. A présent Plus de
4000 composés ont été identifiés soit environ 50% des polyphénols. Ces composés ont Une
structure de base formé de 2 noyaux benzéniques A et B reliés par un noyau C qui est un
hétérocycle pyranique (Lobstein, 2010) (Figurel0).
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3.

1
O
C
=

Figure10 : Structure de base des flavonoides.

Il existe plusieurs classes de flavonoides :

2.1-Flavanones

Les flavanones sont caractérisées par I’absence de la double liaison entre C2 et C3 etpar la
présence d’un centre de chiralit¢ en C2 (Bruneton J. 2008).

Les agrumes constituent la principale source alimentaire de flavanones. Les principaux
aglycones sont l'ériodictyol dans le citron, la naringénine dans le pamplemousse et
I'hespéritine dans I'orange (Figure 11).

R4

HO o
OH O
R4, = H; R-> = OH; Naringenin
R4, = OH; R, = OH; Eriodictyol
R4 = OH; R, = OCH45;: Hesperetin
Figure 11 : Structure chimique de flavanones
2.2-Flavonols::

Les flavonols se distinguent par la présence d’un groupement OH en position C3 et d’une
double-liaison en C2-C3 (Figure 12). IIs peuvent exister soit sous forme d’aglycones, soit
sous forme d’hétérosides (Crozier A.2003).

Leurs principaux représentants sont la quercétine, le kaempférol et la rutine. Les sources les
plus riches sont les oignons, le poireau, le chou et le thé contient. (Hertog M.G.L.et al, 2003)
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O H L]
 Flavonol R, R~ o
Rutin OH Rutinose N
Duercitrim L | Rhamnose
OQuercetin O H H
Kaempferol H H
Isorhammnetin OCH = H

Figure 12: Structures chimiques de flavonols.

2.3-Flavone :

Les flavones naturelles (figure 13) sont des pigments végetaux polyphénoliques, de couleur
jaune plus ou moins accentuée, appartenant au vaste groupe phytochimiques des flavonoides ;
existent a I’état libre (aglycones par exemple apigénine et lutéoline) ou le plus souvent sous
forme d’hétérosides (O-hétérosides par exemple diosmine). lls ont une seconde double liaison
dans I'hétérocycle (Heller et al. 1998). Dans plus de 90%, le cycle A est substitué par deux
hydroxyles phénoliques en C5et C7 (Bruneton, 1999).

Les flavones sont présentes dans I'huile d’olive et le persil.

O

Figure 13 : Structure chimique de flavones

2.4-1soflavones:

Les isoflavones (Figure 14) sont des substances présentes dans le soja et le trefle violet. Elles
sont notamment intéressantes pour l'action qu'elles exercent au niveau de la densité osseuse
(notamment chez les femmes &gées menopausées).

lls dérivent des flavanones mais outre une oxydation centrale, il y a transposition du cycle

latéral du C2 au C4 de I'hétérocycle (Bruneton,1999).
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L

L

Figure 14: Structure chimique d’isoflavones

2.5-Flavan-3-ols:

Les flavan-3-ols ou dérivés de catéchine (Figure 15) sont la catégorie de flavonoides la plus
complexe. Ces composés vont des simples monomeres, (+)-catéchine et son isomere (-)- épi
catéchine, jusqu’aux oligoméres et polyméres, les proanthocyanidines (ChiraK.et al, 2008).
Les catéchines sont présentes dans le chocolat noir, le thé (thé noir de Chine) et dans les fruits

comme I'abricot (Arts 1.C.W. 2000).

OH
OH OH
HO 0 g@i HO O ™
. OH . OH
R R
OH OH

OH catéchine R =0OH épigallocatéchine
O-galloyl catéchine gallate R = O-galloyl épigallocatéchine gallate

R
R

Figure 15 : Structures chimiques de certains flavan-3-ols. (ChiraK et al., 2008)

2.6-Anthocyanidines :

Ce sont des pigments, principalement sous formes de glycosides stables et hydrosolubles,
rouges en milieu acide, virant au bleu violet en milieu neutre ou faiblement alcalin. Les
composés les plus courants sont la pélargonidine, la cyanidine et la malvidine (Figure 16).

Hi
H . .
. R1 =Rz =H: pelargonidine
HO 0 R1=0H, Rz=H: cyanidine
~ R2 R:=Rz= OCHs: mahvidine
OH
CH
Figure 16: Structure chimique de quelques anthocyanidines courantes (ChiraK ; et al,

2008)
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V. Activités biologiques liées aux polyphénols de Citrus limon:

Les propriétés thérapeutiques de Citrus limon ont été toujours associées a leurs teneurs en
vitamine C et ce n’est que récemment qu’a été montré que leurs polyphénols et
principalement les flavonoides jouent un réle tres important a cet égard (Del- Rio etal.,
2004).

Plusieurs études ont démontré que les flavonoides de Citrus limon possédent des activités
biologiques trés importantes telles que I'activité antimicrobienne, anti-inflammatoire,
antioxydant, anticancéreuse, action vasodilatatrices, action contre les maladies
cardiovasculaire, antiproliférative. (Del-Rio etal, 2004 ; Tripoli et al, 2007),(figure 17).

5.1- Activité anti-inflammatoire

Plusieurs études ont démontré que les flavonoides des agrumes avaient des propriétés anti-
mflammatoires. Ils sont capables d’mhiber les kinases et phosphodiestérases essentiels pour
'activation et la transduction du signal cellulaires. IIs ont également une incidence sur

Pactivation de certain nombre de cellules impliquées dans la réponse immunitaire, y compris
les lymphocytes T et B (Manthey et al, 2001).

5.2- Activité vasodilatatrice
Par sa teneur en hespéridine, diosmine et d’autres flavonoides, ayant une action similaire a la

vitamine P, le citron renforce la résistance capillaire et améliore Ila circulation veineuse
(Fuster, 1997).

5.3- Activité antiallergique

Citrus limon a également des propriétés antiallergiques qui sont dues a sa richesse en
quercétine, hespéridine et diosmine, étant des inhibiteurs de I'histamine, un neurotransmetteur
impliqué dans les réactions allergiques et I'inflammation (Gonzalez-Molina et al, 2010).

5.4-Activité antimicrobienne et antiviral
Plusieurs études expérimentales ont montré que les flavonoides de Citrus limon ont une
activité antimicrobienne tres importante :
La quercétine et hespéridine mhibent I'infectiosité et la réplication de I'herpes, le
poliovirus, le virus para influenza et le virus syncytial (Tripoli etal, 2007).

5.5- Activité anticancéreuse
Récemment, I'influence des flavonoides de citron sur le cancer a été mise a jour
(Gonzalez-Molina etal., 2010), I’activité anticancéreuse des citroflavonoides peut se
Produire par deux effets selon Tripoli et al. (2007).
- Effet antimutagéne: La naringénine et la rutine ont un effet photo-protecteur contre
Les UV.
- Effet antiprolifératif: Les citroflavonoides sont démontrés qu’ils pouvaient ralentir la
prolifération de plusieurs lignées de cellules cancéreuses et diminuer la croissance des
métastases.
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Action sur les cellules du .
systéme immunitaire Anti-tumoraux

Ln’ri-nwd ant \j
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ﬁ
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Figure 17 : les effets biologiques des polyphénols (Martin et Andriantsitohaina, 2002).

5.6-Tableausuivant récapulatif les principales activités des composés
phénoliques :

Voici d’autres activités des composés phénoliques :

Classes de polyphénols Activités Reéférences
Acide phénoliques Anti carcinogenes - Anti Ferguson ; 2001

mutagénes Sarni-Manchado et Chenyier

Anti oxydants ; 2006
Flavonoides Anti carcinogenes ; Anti Ferguson ; 2001

mutagenes. Alothane et al, 2009

Anti oxydants. Ulanowska et al, 2006

Anti microbienne. Ortuno et al, 2006

Anti fongique.
Anthocyanes Anti oxydants Sarni-Manchado et Chenyier

; 2006 Ferguson ; 2001

Tanins Anti oxydants - Anti tumoral. | Mousavinejade et al, 2009
Flavonoide(Catéchine) Prévention de la Arts etal. , 2001

mort par cardiopathie

ischémique

Tableau 04 : Composés phénoliques et leurs activités.
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Chapitre 3 : Le cancer et ’inflammation

I. Lecancer

1.1- Définition :

Le cancer est une maladie multifactorielle qui correspond a une multiplication anarchique et
incontrolée de certaines cellules normales de 'organisme. Ces cellules échappent aux
mécanises normaux de différentiation, de régulation de leur multiplication et résistent a la
mort cellulaire programmée. Pour qu'un cancer se développe, la cellule doit accumuler
plusieurs mutations dans son génome (Macdonald etal. 2003).

Ces mutations sont le résultat d'agressions par des facteurs environnementaux, ou d'origine
naturelle lors de la division cellulaire. Le cancer se développe a partir d'une seule cellule saine
en un ensemble de cellules cancéreuses (Macdonald etal, 2003; Mareel et Leroy, 2003).

1.2-Traitement :

1-2.1- Traitement par methodes classiques :
La Chirurgie, La Chimiothérapie, La Radiothérapie et 'immunothérapie (ces méthodes sont
tres lourdes et utilisé pour étre la derniére chose apres la maladie d’une personne).

1-2.2-Prétraitement Phytothérapie :

Elle est basée sur I'utilisation des propriétés pharmacologiques naturelles des molécules (les
composes phénoliques) contenues dans les plantes. Certaines de ces propriétés sont également
utilisées par la médecine occidentale, pour la confection de médicaments contr6lés
(Gonzalez-Molina etal, 2010).

1.3-Les Composeés phenoliques et Cancer :

Parmi les flavonoides les plus actifs sur les cellules tumorales, nous citons la quercétine et la
catéchine qui sont tres abondantes dans les aliments.

La quercétine prévient la cancérogénése, surtout le cancer de la peau et du colon. La présence
de 20%de quercétine dans I'alimentation chez les animaux diminue le cancer du colon ety
prévient 'apparition des cryptes anormales. Le mécanisme suggéré est que la quercétine joue
le role d’un antagoniste des topoisomérasesl et 2 produites par les cellules tumorales.

La catéchine, quant a elle, est un nhibiteur de certame réaction d’oxydation donnant un ADN
anormal, elle inhibe surtout la formation du 8-hydroxydesxyguanosine (8-OHDG).

Un marqueur des dommages oxydatifs de ’ADN .La catéchine a été démontré comme étant
plus active que la vitamine E sur les radicaux libre .Elle est trés abondante dans le thé sous
forme d’épigallocatéchingallate (EGCG)(Pietta2000, Tomofuji etal 2009) .
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Il1. Pinflammation
2.1-Définition:

La réaction inflammatoire est la réponse physiologique des tissus vivants, vascularisés, a une
agression d’origine physique, chimique ou biologique (Ndoye Foe etal, 2016). Son but est de
mobiliser le systeme immunitaire afin d'éliminer l'agent pathogene et de réparer les Iésions
tissulaires. Parfois linflammation peut étre néfaste du fait de l'agressivité de l'agent

pathogene, de sa persistance, du siége de linflammation, ou encore de régulations anormales
du processus inflammatoire (Poubelle et Borgeat, 2000; Hellal, 2007).

L'inflammation se caractérise par des manifestations clé: la rougeur, la chaleur, I'enflure et la
douleur. Elle est maintenant reconnue comme un type de réponse immunitaire non spécifique
(Srdan V. Stankov, 2012).

2.2-Intérét des flavonoides contre les inflammations :

De nombreuses études semblent indiquer que les flavonoides possedent des propriétés anti-
inflammatoires et qu'ils sont capables de moduler le fonctionnement du systeme immunitaire
par inhibition de lactivit¢ des enzymes qui peuvent étre responsables des inflammations, ils
peuvent aussi moduler l'adhésion des monocytes durant l'inflammation atherosclerosique en
inhibant l'expression des médiateurs inflammatoires (Gonzalez-Gallegos et al, 2007)
D’autres flavonoides sont capables d'inhiber T'histamine (Kim et al, 2004). Les flavones et les
flavonols sous forme glycosylée ou libre comme la quercetine, kaempférol, myrecetine ont
une activité inhibitrice de COX (Cyclooxygenase) (Tapas et al, 2008).

Les mastocytes sont des cellules qui participent aux réactions allergiques et a I'inflammation
en secrétant des médiateurs inflammatoires comme Ihistamine et des cytokines pro-
inflammatoires .L’action pharmacologique des flavonoides suggére qu’ils pourraient présenter
un intérét dans le traitement des désodres allergiques en sous-régulant ces mastocytes.

Les flavonoides ils sont capables d’inhiber les kinases et phosphodiestérases essentiels pour
I'activation et la transduction du signal cellulaires. Ils ont également une incidence sur

Pactivation de certain nombre de cellules impliquées dans la réponse immunitaire, y compris
les lymphocytes T et B (Manthey et al, 2001).



Chapitre 111 :Le cancer et l’inflammation

IIl. Tableau récapulatif des flavonoides identifiés dans le Citrus limon :

Les flavanones, les flavones et les flavonols sont les trois principaux types de flavonoides de

Citrus limon (Ghasemi et al. 2009).

classe

Flavonoide

références

flavones

’apigénine,

la lutéoline,

la diosmetine et la
diosmine

(Del-Rio etal ., 2004).

flavanones

formes glycosides | formes aglycones

1-les I*ériodictyol
neohesperidosides L’hespéritine
(naringine, la naringénine
néo hespéridine,
neoeriocitrine)
2-les rutinosides
(hespéridine,
narirutine et
eriocitrine)

(Gonzalez-Molina etal.,
2010 ; Peterson etal.,
2006)

flavonols

le kaempférol,
la myrecetine,
la quercetine et la rutine

(Calomme etal., 1996).

Tableau 05 : Récapulatif des flavonoides identifiés dans le Citrus limon
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e Notre travail a été réalisé au laboratoire de Biochimie Micromoléculaire et
Phytochimie a I'université¢ des fréres Mentouri Constantine
Matériel et méthodes
I. Matériel

.1.1-Récolte
Notre étude a été réalisée sur les fruits de Citrus limon appelés localement citronnier, que
nous avons récolt¢ durant le mois de mars 2018 au niveau d’une propriété privée sise a sidi
mabrouk wilaya de Constantine au Est de I'Algérie

Les échantillons de fruits prélevés a partir d’un citronnier sain, bien développé et ne
présentant aucune lésion, ont subi une séric de traitements en vue de réaliser I'extraction et le
dosage des differentes classes de polyphénols et flavonoides ainsi que I’évaluation de
Iactivité antioxydant.

1.2- Séchageetbroyage
Les fruits de Citrus limon sont lavés et débarrassés de la poussiere et d’autres particules, puis
mis a I’étuve a 70°C pour sécher, le séchage complet est confirmé par la stabilisation du poids
de I’échantillon 60g.
Apres le séchage, les échantillons sont broyés a 'aide d’un broyeur mantique afin d’avoir
Une poudre fine.

11 -méthodes d’analyses (d’études) :
I. Etudequantitative

1- Extraction solide-liquide
L’extraction solide-liquide est une technique d’extraction par solvant qui consiste a extraire
une espece chimique se trouvant dans un solide pour la transférer dans un solvant choisi, dans
notre étude I'opération a été effectuée comme suivant :
1.1- Extraction par Maceration
La macération est une opération qui consiste a laisser la poudre du matériel végétal en contact
prolongé avec un solvant pour en extraire les principes actifs. C’est une extraction qui se fait a
température ambiante.

> Méthode :
30 g d’échantillon finement broyés (La poudre du matériel vegétal) ont été ajouté a1l du
solvant hydro alcoolique (70/30 éthanol/eau) pendant 72h a I’air libre avec renouvellement du
solvant chaque 24h.
L’extrait est récupéré dans un récipient Puis, évaporé sous vide a I'aide d’un évaporateur
rotatif équipé d’une pompe a vide pour éliminer le maximum de solvant et de concentrer
Iextrait(Laisser évaporer l'extrait jusqua ce qu'il atteigne environ 150 ml).
Pour le jus : en va faire ’évaporation (500ml de jus évaporé) jusqu'a 150ml a peut pre,
eten continue avec I’eau distillée jusqu'a 200ml pour réaliser 1’affrontement.
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1.2- Extraction au soxhlet

L’extracteur soxhlet est un ingénieux dispositif en verre permettant I'extraction par solvant
continue des espéces chimiques contenues dans une poudre solide. 1l est principalement utilisé
dans la préparation d’échantillons avant analyse. Cet appareil porte le nom de son inventeur :
Franz Von Soxhlet.

> Meéthode :
Dans des cartouche propres et séches, verser un gramme du poudre végétal de zeste de citron
et 5ml de jus de citron, et les placer dans le corps en verre de l'appareil de Soxhlet, le solvant
d'extraction qui a un volume de 500 ml d’éthanol, est introduit dans un ballon porté a
ébullition, les vapeurs de solvant passent par le tube adducteur, se condensent dans le
réfrigérant et retombent dans le corps de I'extracteur, faisant ainsi macérer la poudre végétal
et le jus au bout du 1h 30 min, le solvant condensé s’accumule dans le corps en verre ; jusqu’a
atteindre le sommet de tube siphon ; qui provogue alors le retour du liquide dans le ballon
accompagné des substances extraites.
Le solvant continue de s’évaporer, alors que les substances extraites restent dans le ballon
(leurs températures d’ébullition doivent étre nettement supérieures a celle de I'éthanol).
L’extraction est arrétée lorsque le liquide entourant la cartouche devient clair, cette couleur
indiquant que le solvant n’extrait plus rien du solide.
Le contenu du ballon (solvant chargé d’extrait) est récupéré puis évaporé a sec a 'aide d’un
évaporateur rotatif pour éliminer le solvant. Le résidu sec est repris dans 6 ml de méthanol
dans un tube a essais.

2- Extraction liquide — liquide
La phase limpide de la macération subit un lavage par
% D’éther du pétrole : Pour éliminer tous les composés non phénoliques, comme les
lipides et caroténoides et les pigments chlorophylliens.

Afin de séparer les composés phénoliques en fractions (Merghem, 2009) aglycones, mono

glycosides et di-tri-glycosides, I'extrait brut est successivement mélangé avec les solvants

suivants

% Déther diéthylique: est un solvant préférentiel des composés simples tels que les acides
phénols et les flavonoides.

% L’acétate d’éthyle : pour entrainer les flavonoides aglycones mais surtout les mono
glycosides et partiellement les di-o-glucosides.

% Le méthyle-éthyle-cétone (butanone) : pour le reste des di-o-glycosides, les tri-o-
glycosides et les c-glycosides.

> Methode :
Les différents affrontements sont faits dans 'ampoule a décanter. L’extrait brut et le solvant
(v/iv) sont mélangés énergétiguement en laissant sortir a chaque fois les gaz produits. Aprés
quelle que minute, on récupere séparément la phase eau et le solvant utilisé chargé de ses
composés spécifiques, on fait ces démarches d’abord avec I’éther diéthylique, la séparation
des deux phases nous permit d’obtenir une phase organique qui s’évapore a l'air libre et une
phase aqueuse qui subit & son tour une nouvelle extraction avec I’acétate d’éthyle. La phase
aqueuse restante se mélange avec le méthyle-éthyle-cétone comme le dernier solvant, ces
trois derniere phases récoltées sont concentrées par évaporation a basse pression a 70°C
(Merghem, 2009). La récupération est de 10 ml de méthanol par phase dans un tube a essai.
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» Macération dans EthanolH20
(7030:VA)

Matériel

végétal

renouvellement de solvant / 24h
1'//\)

g ] —

Evaporation
a sec

phase Ether de pétrole ] fliminer &4 » Affrontement par Ether de pétrole
Extrait |
brut |

» trois Extractions successives avec

Phase Ether diéthylique =~ Fecuperer oot » Affrontement par Ether diéthylique

10ml

Phase Acétate d'éthyle | “"P'p' @: Affrontement par Acétate d'éthyle

oOmi

. Récupérer 4 * Affrontement par MEC
10ml

Figure 18: Le protocole classique d’extraction des compose phénoliques
(Merghem, 2009).

3- Dosages des composés phénoliques totaux
Le dosage des composes phénoliques totaux a été effectué selon la méthode de Folin-
Ciocalteu (N. Boizot et J-P. Charpentier 2006). Ce réactif est un acide de couleur jaune
constitué par un mélange d'acide phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide
phosphomolybdique (H3PMo012040). Il est réduit, lors de l'oxydation des phénols, en un
mélange d'oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne (Ribereau, 1968). La coloration
produite, dont l'absorption maximum a 760 nm, est proportionnelle a la quantité¢ de
polyphénols présents dans les extraits végétaux (Ghazi et Sahraoui, 2005).

» Méthode :

- Préparation de la solution mére de ’acide gallique : Mettre 0,03 g d’acide gallique en

poudre dans 100 ml de I'eau distillée. Une gamme d’étalonnage a été préparée a partir d’une
solution meére d’acide gallique de différentes concentrations (0-0,3 mg/ml). Le dosage a été

fait selon cette gamme (tableau 06)
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Concentration 0 0.02 0.09 0.15 0.21 0.27 0.3
(mg/ml)

Volume prélevé 0 0.1 0.3 0.5 0.7 0.9 1
de la solution
mere de I'acide
gallique (mi)

Volume d'eau | 1 0.9 0.7 05 0.3 0.1 0
distillée (ml)

Tableau 06: La gamme étalonnage d’acide gallique.
- Dans 7 tubes a essais :
= 1ml de chaque solution de la gamme étalon préparée.
= 5 ml du réactif Folin Ciocalteu (dilué 10 fois dans I’cau distillée).
= Aprés 10 min.
= 4 ml Carbonates de Sodium (Na2CQ3) a 20 %.
= Incubation de 30 min a une température ambiante dans I’obscurité.
= [’absorbance de chaque solution a été déterminée a 760 nm avec un spectrophotometre
UV-Visible (UV 1601, SHIMADZU).
- Méme méthode avec 1 ml de chaque extrait.
4- Dosage des Flavonoides :
La détermination des flavonoides a été effectuée par la méthode du trichlorure d’aluminium
(AICI3) (Bahorun et al, 1996), elle est utilisée pour quantifier les flavonoides dans les
diffrents extraits. L’AlCIs forme un complexe jaune avec les flavonoides, absorbe dans le
visible a 430 nm.
> Meéthode :
- Préparation de la solution mere du quercétine : Mettre 0,006g du quercétine en poudre
dans 50 ml de I’eau distillée. Le dosage a été effectué selon, une gamme d’étalonnage qui a

¢été préparée a partir d’une solution mere du quercétine de différentes concentrations (0-0,12
mg/ml) (tableau 07).

Tableau 07: La gamme étalonnage du quercétine

Concentration | O 0.012 0.036 0.06 0.084 0.108 0.12
(mg/mi)

Volume 0 0.1 0.3 0.5 0.7 0.9 1
prélevé de la
solution mére
du quercétine

(ml)

Volume 1 0.9 0.7 0.5 0.3 0.1 0
d’eau distillée
(mi)

- Dans 7 tubes a essais :

= 1 ml de chaque solution de la gamme étalon préparée.

= 1ml d’AICIz a1 % (mh).

= Agiter puis incubé al'obscurité et a température ambiante pendant 10 min.

= [’absorbance est mesurée a 430 nm en utilisant un spectrophotometre UV (UV 1601,
SHIMADZU).

-Méme methode avec 1 ml de chaque extrait.
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Il. Etude qualitative
1- Chromatographie sur couche mince (CCM)
La chromatographie sur Couche Mince (CCM) est une technique analytique rapide, simple et
peu cotlteuse, utilisée au cours de la séparation et de I'identification des métabolites.
Elle permet d’avoir une idée globale des métabolites présents dans un extrait ou une fraction,
un contréle aisé et rapide de la pureté d’un composé lorsque les conditions opératoires sont
bien déterminées.
» Méthode :
A- Préparation de la phase stationnaire : elle est constituée d’un gel de polyamide préparé
dans I'éthanol (11 g de gel de polyamide en poudre + 60 ml d’éthanol) et étalé sur une plaque
en verre (20%20 cm) a aide d’un étaleur. Apres 48h la phase stationnaire sera préte a utiliser.
B- Préparation de la phase mobile ou I’éluant : c’est un systéme de solvant (mélange de
solvants organiques),en utilise :
e methanoltoluene/éthanol : 40/30/30.
e Toluene/méthanol/MEC/éther de pétrole : 40/25/25/10.

+ le systtme qui montre une bonne séparation est le suivant

e Toluéne / MEC / éthanol / éther de pétrole : 40/30/30/20
C- Le depbt :
D- Développement :
E- Réveélation et identification : L'identification des substances isolées se fait :

E.1-A Pceil nu ou sous UV :

Les composes colorés visualisés : Soit a I'ceil nu. Soit sous une lampe UV (365nm) (dans une
chambre noire).

E.2-Avec le réactif du Neu (C14H16BNO) ou 2-aminoéthyl diphényle borate : Les
compos€s non colorés, on ne peut pas les voir directement, on doit les révéler a I'aide d’un
révélateur (réactif du Neu). Cette révélation consiste a vaporiser et pulvériser le réactif du
Neu sur la plague (Grinz G etal. 2010). Les spots flavoniques sont caractérisés par leurs

fluorescences et leurs facteurs de rétention (Figure 19).

Flavonol réactif de Neu complexe coloré en jaune fluorescent

Figure 19 : Principe réactionnel des flavonoides avec le réactif de Neu
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E.3-Relation fluorescence-structure :

Spot coloré Types de flavonoides

Noir, Marron Flavonols 5, 6, 7 tris-OH libres
Flavonols 5, 7, 8 tris-OH libres

Brun- noir 3- OH absent ou 3-OH substitué
Flavones 5 -OH et 4°-OH
Flavones 3— OR et 5 -OH, 4-OH
Flavones ou Flavonols 5 —-OH avec 4’-OH
Violet absent ou substitué en 3.

Flavones 6 —ou 8 -OH
Chalcones, isoflavones, dihydroflavonals,
flavanones

Bleu- clair (fluorescent)

Flavones sans 5 —OH libres.
Flavones sans 5 —OH libres avec 3 -OH
substitué

Jaune terne, jaune, fluorescence orangé

Flavonols 3- OH libres avec ou sans 5 -OH
substitué.

Jaune vert brillant

Flavonols 3- OH libres avec ou sans 5 -OH
substitué.

Jaune Fluorescent

Flavonols avec 3- OH libre

Jaune pale Dihydroflavonols
Rouge Anthocyanidine 3 glucoside
Rose Anthocyanidine 3,5 di glucoside

Tableau 08: Relation entre la fluorescence sous UV et la structure des flavonoides.

(Markham, 1982, Lahouel, 2005).

E.4-Relation RF-structure :

Chaque constituant migre a certaine hauteur, caractéristique de la substance, que I'on appelle

rapport frontal ou rétention frontale (Rf) :

RF=Distance [ligne de dépbt-tache]/Distance [ligne de dépdt-front de solvant]

Ce rapport frontal peut donner des informations sur la structure des composes flavoniques
séparés (Bandyukova et Shinkarenko, 1973 ; Yaou, 2001) (tableau 09).

Structure flavoniques

RF

Augmentation des OH

Diminution du RF dans un solvant lipophile

Glycosylation

RF augmente dans un solvant aqueux
RF diminue dans un solvant alcoolique

Hydroxyles méthyles

RF augmente dans un solvant alcoolique

Méthylation d’un OH en C5

RF diminue dans un solvant alcoolique

Hétéroside des flavones avec 3-OH libre

RF nul dans I'eau

Tableau 09 : Relation entre RF-structure flavoniques (Akroum S., 2011)
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2- Spectrophotométrie UV-Visible

C’est la méthode la plus importante pour I'identification des structures flavoniques. Elle est
basée essentiellement sur 'enregistrement d’un spectre dans un milieu alcoolique (méthanol
ou éthanol) qui sera caractérisé par deux bandes d’absorption principales, la bande | et la
bande II.

Ces deux bandes représentent les absorptions dans le proche UV, des chromophores
composant le squelette flavoniques.

% La bande I : présentant un maximum d’absorption entre 300 et 400 nm, est attribuée a
I'absorption du systéme cinnamoyle qui résulte de la conjugaison du groupement carbonyle
avec la double liaison (C2-C3)et le noyau B, elle donne donc, des renseignements sur les
variations structurales du cycle B et I’hétérocycle C.

% La bande Il : présentant un maximum d’absorption entre 240 et 280 nm, est attribuée a
I'absorption du systéme benzoyle qui dérive de la conjugaison du groupement carbonyle avec
le noyau A et donne des informations sur les variations structurales du cycle A (Markham,
1982) (figure 25).
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Figure 20: Conjugaison du groupement carbonyle avec les cycles A et B.

% Analyse spectroscopique des phases dans le méthanol :
L’analyse des phases (Ether diéthylique, Acétate d’éthyle, MEC et Aqueuse) de zeste
et de jus de citron, se fait par le spectrophotometre (UV 1601, SHIMADZU).

On utilise la quercétine et la rutine comme standard.
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I1l.  Activite biologique : Activité Antioxydant
Le DPPHe- (2,2’-Diphényle-1-Pycrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur violette
intense. En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPHe (2.2’°-Diphényle-1-picryl
hydrazyl) de couleur violette se réduit en DPPHH (2.2’-Diphényle-1-picryl-hydrazine de
couleur jaune (Maataoui et al, 2006) (Figure 21). Le DPPHe posséde un électron non apparié
sur un atome du pont d’azote. Lorsqu'il est mélangé avec une substance qui peut donner un
hydrogene, alors cette réaction
Donne lieu ala forme réduite DPPHH avec perte de la couleur violette et lapparition du une
couleur jaune pale. La mesure de I'efficacit¢ d’un antioxydant se fait en mesurant la
diminution de la coloration violette par spectrophotométrie a 515-518 nm ; mais dans notre
travaille en mesurant la diminution visuellement

N02 N02
O2N N—N OzN N—N
N B
- O - O
DiphenylePicrylhydrazyle DiphenylePicrylhydrazyle
radicale libre violé radicale libre jaune
Figure 21 : La réduction du radical libre DPPH (Molyneux, 2004)

» Meéthode
Une solution de DPPHe (0,00625 g dans 100 ml de méthanol 90%, soit 0,0625 mg/ml) est
préparée au moins 1 a 2 heures a I'avance car la solubilisation est difficile et elle ne se
conserve pas plus de 4-5 jours a -5°C et a I'obscurité.
= Me¢élanger 0.1 ml de chaque extrait a tester avec 3,9ml de la solution du DPPHe avec
agitation vigoureuse pendant 10 secondes.
» Incuber le contenu dans la cavité du spectrophotomeétre pendant le temps nécessaire pour
atteindre le plateau avec ce type d’échantillon.
= A Taide d’un spectrophotometre (UV 1601, SHIMADZU), lire les absorbances a 515 nm
sur des intervalles de temps réguliers (0, 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30 min)
e Dans notre travaille, nous avons estimé le pouvoir antioxydant (Test DPPH)
visuellement, etal’aide d’un chronométre.
Le témoin choisi est: acide gallique.
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Chapitre 05 : Résultats et Discussions.
|- Etude quantitative

1-Dosages des composés phénoligues totaux

La teneur en composés phénoliques totaux a été estimée par la méthode colorimétrique de
Folin-Ciocalteu.

L’acide gallique est le standard le plus souvent employé dans cette méthode. Les résultats
obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage (figure 22)

2,5
/ y=5,610x + 0,309
2 -
/ > o
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Absorbance a760nm

P
w

0,5 1

0 0,1 0,2 0,3 04
concentration d'acide gallique(mg/ml)

Figure 22 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

A partir de la courbe d’étalonnage, la concentration des composés phénoliques totaux des
extraits du citron (Citrus limon) de zeste et le jus a était estimée par I’équation de la courbe :
y=5,610x +0,309 avec un coefficient R2=0.981.

Correspond a la forme Abs = a [AG] +b, la teneur en composés phénoliques est exprimée en
milligramme équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (Mg EAG/Q)

» Taux des composés phénoliques d’extrait brut :
Les résultats sont représentés dans histogramme suivant :
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Figure 23: Le taux des composés phénoliques totaux d’extrait brut du zeste et jus de
Citrus limon.
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Ces résultats montrent que le Citrus limon est riches en composés phénoliques sachant que le
zeste de citrus limon contient un taux plus élevé que le jus (0,09 mg E AG /g ; 0,08mg E
AG/g)

» Taux des composés phénoliques totaux des phases du zeste et jus de Citrus limon :
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Figure24 : Le taux des composés phénoliques totaux des phases.

D’apreés les résultats représentés dans la (Figure 30) : le zeste et le jus sont riches en
composes phénoliques mais avec des concentrations différentes selon la phase (Tableau 10).
e Zeste:Lateneur de la phase La phase Ether diéthylique du : 0,28 mg EQ/g. La phase
Acétate d’éthyle avec une teneur de : 0,18 mg EQ/g. Le taux de la phase MEC est 0,21 mg
EQ/g. En fin La phase Aqueuse est 0,16 mg EQ/qg.
e Jus: La phase Aqueuse est la plus riche en composés phénoliques de taux 0,13mg EQ/g,

suit par la phase MEC avec une teneur de 0,08 mg EQ/g,
Et la phase Acétate d’éthyle du 0,03 mg EQ/g .En fin la phase Ether diéthylique est moins
riche en composés phénolique du teneur 0,045mg EQ/g.

Tableau 10: Classement décroissant de teneur des composés phénoliques des phases.

[] zeste : © Ether diéthylique>6 Acétate d’éthyle > © MEC > © Aqueuse.
1 jus : © Agueuse > © MEC > O Ether diéthylique. > © Acétate d’éthyle.
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2-Dosages des Flavonoides
Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium
(AICI3), la quercetine est utilisé comme étalon.

y=3,101x- 0,010
R? = 0,997

0,4

0,35 ’

=

03
0,25 /

0.2 * DO
0,15 /
0,1 /

0,05 /

0 ¥ . . .
0,05 0,05 0,1 0,15

Linéaire (DO)

abserbance a 430 nm

consentration de quercétine (mg/ml)

Figure 25 : Courbe d’étalonnage du Quercétine.

A partir de la courbe d’étalonnage (figure 25), la concentration des flavonoides des extraits
méthanoliques de citron Citruslimon de : zeste et jus a été estimée par ’équation de la
courbe :

y=3,101x-0.010 avec un coefficient R2=0.997.

Correspond a la forme Abs = a [Q] -b, la teneur en flavonoides est exprimée en milligramme
équivalent quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/Q).

Les résultats sont représentes par les histogrammes suivants (figures 26 et 27) :

» Taux des flavonoides d’extrait brut :
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Figure 26 : Le taux des Flavonoides d’extrait brut.
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D’apreés ces résultats (figure 26) on déduit que le zeste est plus riche des flavonoides
(1.58mg E Q/g) que le jus qui contient un taux de (0,31mg E Q/g).
» Taux des flavonoides totaux des phases du zeste et jus :
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1,4
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Figure 27: Le taux des Flavonoides des phases.

La détermination quantitative des flavonoides par la méthode du trichlorure d’aluminium
révele les résultats représentes dans la (Figure 27)

La phase MEC est la plus riche en flavonoides pour le zeste mais la phase Ether diéthylique
est la plus riche en flavonoide pour le jus avec une valeur respectivement : 1.48mg EQ/g et
0.70 mg EQ/qg.

e zeste : La phase Aqueuse avec une valeur 1.2 mg EQ/g, la phase Acétate d’éthyle de taux
:0.89mg EQ/g.et un taux de 0.61mg EQ/g pour la phase Ether diéthylique.

e jus : La phase MEC avec un taux de 0.63mg EQ/g, suivie par la phase Aqueuse avec une
teneur de 0,61 mg EQ/g .Cependant seulement 0,36 mg EQ/g de teneur pour la phase
Acétate d’éthyle.

Tableau 11: Classement décroissant de teneur des flavonoides des phases.

[ zeste : © MEC > © Aqueuse >0 Acétate d’éthyle > © Ether Diéthylique.
[ jus : © Ether Diéthyliqgue > © MEC > © Aqueuse> O Acétate d’éthyle
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I1- Etude qualitative
1- Caracteristiqgues chromatographiques
1.1. Résultats de la chromatographie analytique sur couche mince
La CCM analytique est réalisée sur le gel de polyamide (Tableau 06).
Cette technique peut nous informer sur le contenu en composés phénoliques et on particulier
en flavonoides des extraits analysés sous forme des spots flavonoiques.
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Apres la visualisation du chromatogramme sous I'UV a 365 nm dans une chambre noire, on a

remarqué que :

+ ||y adestaches surtout dans les phases de zeste.
Les rapports frontaux (RF) et les fluorescences des extraits phénoliques sont représentés dans

les tableaux suivants qui montrent le comportement chromatographique de chaque phase de

zeste et de jus, sans révélateur et sous UV 365 nm, les spots obtenus montrent une richesse et

une diversité des échantillons.

Tableau 12: Comportement chromatographique de la phase Ether diéthylique.

Spots Spot 1 Spot 2 Spot 3 Spot 4 Spot 5
Variétés
Zeste RF=0.52 RF=0.60 RF=0.67 RF=0.72 RF=0.78
Bleu clair Bleu clair Vert clair marron Violet
Jus RF=0.47 RF=0.55 RF=0.70
Bleu clair Bleu clair Bleu clair
Tableau 13 : Comportement chromatographique de la phase Acétate d’éthyle.
Spots Spot 1 Spot 2 Spot 3 Spot 4 Spot 5 Spot 6
Variétés
Zeste RF=0.38 RF=0.48 RF=0.54 RF=0.61 RF=0.68 RF=0.77
Bleu clair Bleu clair Vert clair Bleu tres marron Violet
clair
Jus RF=0.47 RF=0.67
bleu Bleu clair
Tableau 14 : Comportement chromatographique de la phase MEC.
Spots Spot 1 Spot 2 Spot 3 Spot 4
Variétés
Zeste RF=0.29 RF=0.41 RF=0.58 RF=0.64
violet Bleu clair violet Bleu tres clair
Jus RF=0.70
violet

Tableau 15 : Comportement chromatographique de |

Spots Spot 1 Spot 2
Variétés
Zeste RF=0.17 RF=0.29
Bleu clair Bleu clair
Jus

a phase Aqueuse.

L’utilisation de réactif de Neu a permis I'observation d’autres fluorescences, donc les

nouveaux spots les plus remarquées sont résumes dans les tableaux suivants, qui montrent le

RF et la fluorescence de chaque phase (Ether diéthylique, Acétate d’éthyle, MEC et Aqueuse)

de zeste et jus, sous UV 365 nm.
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Tableau 16 : Comportement chromatographique des phases Ether diéthylique.

Spots Spots 1 Spots 2 Spots 3
Variétes
Zeste RF=0.37 RF=0.64 RF=0.70
Marron Bleu clair Bleu
Jus RF=0.47 RF=0.57 RF=0.73
Bleu clair Bleu Violet

Tableau 17 : Comportement chromatographique des phases Acétate d’éthyle.

Spots Spots 1 Spots 2 Spots 3
Variétés
Zeste RF=0.52 RF=0.64
Violet Violet
Jus RF=0.41 RF=0.52 RF=0.70
Bleu clair Bleu clair Violet

Tableau 18 : Comportement chromatographique de la phase MEC.

Spots Spots 1 Spots 2 Spots 3
Variétés
Zeste RF=0.47 RF=0.58 RF=0.66
Violet Violet Violet
Jus RF=0.35
Bleu clair

Tableau 19 : Comportement chromatographique de la phase Aqueuse.

Spots Spots 1 Spots 2
Variétés
Zeste RF=0.17 RF=0.29
Bleu clair Bleu clair
Jus

D’apres ces résultats et apres la pulvérisation par réactif de Neu on remarque que :

e La phase Ether diéthylique :

I'apparition d’un spot (RF=0,37) de couleur marron pour
zeste de citron et apparition de nouveaux spot (RF=0,73) de couleur violet pour le jus.

e La phase Acétate d’éthyle : I'apparition des deux spots (RF=0,52) et RF=0.64 de couleur

violet pour le zeste et le spot (RF=0,70) de couleur violet pour le jus.

e La phase MEC : I'apparition d’un spot (RF=0,58) de couleur violet pour zeste de citron

et Papparition de nouveaux spot (RF=0.35) de couleur bleu clair pour le jus.

e La phase Aqueuse

éther diéthylique, acétate d’éthyle et MEC.

-1l n'y a pas des modifications chez les deux zeste et jus.

Aprées 'observation de la fluorescence et en s'appuyant sur les données de la bibliographie
(Markham, 1982 ; Lahouel, 2005) on peut éventuellement prédire les composés ou les
familles de composés les plus probables qui peuvent entrer dans la composition des phases :
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= Les résultats nous montrent que la majorité des polyphénols sont des flavonoides de
type flavones et flavonols et flavanones.
2- Caractéristiques spectrophotométriques
2-1- Analyse spectrale UV-visibles des standards
p T = P I - : W3

| &

A max1=3735mMm, A max I1=257nm A max 1=360nm, A max Il =258,5 nm

Figure 28: Analyse spectrale UV-visibles Figure 29 : Analyse spectrale UV-visible
De la quercétine de la rutine

2-2-Analyse spectrale UV-Visible des phases

Selon I'analyse des spectres UV-Visible on a montré que toutes les phases chez zeste et jus
ont des absorbances dans I'intervalle (220 nm-420 nm) qui est I'intervalle d’absorption des
composés flavoniques.

®,
0‘0

La phase Ether diéthylique :

| Q06m A

o

ZESTE JUS

Figure 30 : Analyse spectrale de la phase Ether diéthylique.
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Le spectre UV-Visible des solutions méthanoliques de la phase Ether diéthylique montre que :

- zeste : deux pics caractéristiques dans le domaine (220-420) nm, (A max de la bande | =

311,5nm et A max de la bande 11 =269 nm).

- jus : avec deux pics, (A max de la bande 1 =316,5 nm et A max de la bande Il =273 nm).

Donc les molécules de la phase Ether diéthyligue sont en faveur de :

1) Flavones : A max de la bande 1= 250 nm -280 nm etA max de la bande I =310 nm- 350
nm.

2) lIsoflavones : A max de la bande 1= 245 nm -275nm et A max de la bande 1 =310 nm-
330 nm.

<+ La phase Acétate d’éthyle :

OC ik /10 H9TAN.1

“ZESTE JUS
Figure 31 : Analyse spectrale de la phase Acétate d’éthyle.

La phase acétate d’éthyle comme la phase Ether diéthylique aussi donnent deux pics
caractéristiques des composés flavonoiques qui absorbent dans I'intervalle (220 nm- 420nm)
- zeste : A max de la bande | = 313,5 nm et A max de la bande 11 =273 nm.
- jus : A max de la bande | = 318,5 nm et A max de la bande 11 =280,5 nm.
Les molécules de cette phase sont en faveur de :
1. Flavones : A max de la bande 1= 250 nm -280 nm et A max de la bande 1 =310 nm-
350 nm.
2. lsoflavones : A max de la bande 11= 245 nm -275nm etA max de la bande 1=310-
330nm
3. Flavanones et dihydroflavonols (catéchine) : A max de la bande I1=275 nm -295nm
etA max de la bande 1=300-330nm
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% La phase MEC
To7hpt /18 102019

ZESTE JUS

Figure 32 : Analyse spectrale de la phase MEC.

La phase MEC donne des spectres caractéristiques des flavonoides qui sont en faveur de

flavones ; flavanones et dihydroflavonols (catéchine)
- zeste : A max de la bande | = 320,5 nm et A max de la bande 11 =274 nm.

- jus : A max de la bande I =330 nm et A max de la bande Il =282 nm.

Les molécules de cette phase sont :
1. Flavones : A max de la bande 1= 250 nm -280 nm et A max de la bande 1 =310 nm-

350 nm.
2. Flavanones et dihydroflavonols (catéchine) : A max de la bande 1= 275 nm -295nm

et max de la bande 1=300-330nm

% La phase Agueuse

JUS

ZESTE
Figure 33: Analyse spectral de la phase Aqueuse
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La phase aqueuse donne des spectres caractéristiques des flavonoides qui sont en faveur de
flavones ; flavonols (3-OH substitué) ; flavanones et dihydroflavonols (catéchine)
- zeste : Amax de la bande | =333 nm et A max de la bande Il =274 nm.
- jus : A max de la bande I =330 nm et A max de la bande Il =277nm.
Les molécules de cette phase sont :
1. Flavones : A max de la bande 1= 250 nm -280 nm et A max de la bande 1 =310 nm-
350 nm.
2. Flavanones et dihydroflavonols (catéchine) : A max de la bande I1=275 nm -295nm
et max de la bande 1=300-330nm
3. Flavonols (30H substitué) : A max de la bande 1= 250nm -280nm et A max de la
bande 1=330-360nm

absorbance

0.00 - -
220.00 2860.00 300.00 340.00 380.00 M

Figure 34: structure spectroscopique de Flavones
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III. Activité biologique : Activité antioxydant

L’activit¢ antioxydant des différents extraits (phases) issus des deux catégories étudiées
(zeste et jus) a été évaluée in-vitro par le piégeage du radical libore DPPHe

1- Courbe d’étalonnage de la solution du DPPHe

Les dilutions de la solution du DPPHe sont faites dans le méthanol dans I'intervalle (0-

0,0625) (mg/ml). Les résultats sont présentés sur la Figure 35 suivante :

et

Absc

Conentration de la solution du DPPH mg/ml

Figure 35: La courbe de calibration du DPPHe

2- Activité anti-radicalaire du standard testé
L’acide gallique : L’acide gallique estun isomeére de l'acide trihydroxybenzoique. Ce

composé organique aromatique est naturellement présent dans les plantes et les arbres.
Considéré comme un acide phénolique, Il présente une activité antioxydant en piégeant 2,2-
diphényl- 1- picrylhydrazyl et des radicaux libres hydroxyles et 'inhibition de la
peroxydation des lipides des microsomes. Pour cela on a choisir comme standard d’activité

anti radicalaire (Figure 36).

Absoanca 2815 nm
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Figure 36 : La cinétique de la réduction du DPPHe par I’acide gallique.
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3- Activité anti-radicalaire des phases testées
Les figures 37 et 38 montrent les profils de la cinétique de réduction du DPPHe en présence

de la phase : Ether diéthylique, Acétate d’éthyle, MEC et Aqueuse des deux catégorie zeste et
Jus .
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Figure 37 : La cinétique de la réduction du DPPHe par zeste
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Figure 38: La cinétique de la réduction du DPPHe par jus
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Le profil cinétique de la réduction du radical DPPHe chez zest et jus révele que :

La réduction du radical libore DPPHe (2,2'-diphényle-1-picryl hydrazyl) par un antioxydant
peut étre suivie par spectrométrie UV-Visible (Molyneux, 2004), en mesurant la diminution
de l'absorbance a 515 nm. Cette derniére est remarquable avec toutes les phases. Par apport a
la diminution de ’absorbance du DPPHe avec 'acide gallique.

Donc a partir de la cinétique de la réduction du DPPHe par les phases (Ether diéthylique,
Acétate d’éthyle, MEC et Aqueuse), et en fonction de la couleur (la couleur violette vers le

jaune), nos extraits (phases) sont des antioxydants.

4-Le pourcentage de la réduction du (DPPHe)

La cinétique de la réduction du DPPHe par 'antioxydant standard 'acide gallique et les
differentes phases testées (Ether diethylique, Acétate d’éthyle, MEC et Aqueuse) est suivie au
cours du temps jusqu’a P'obtention d’un plateau au temps final (Teq). La réduction des
radicaux libres est évaluée par le rapport relatif de la concentration résiduelle [DPPHe] t=T eq
restant en fin de la cinétique par rapport a sa concentration initiale.

On acalculé le pourcentage de réduction du DPPHe par I'équation suivante :

% (DPPH)= [DPPH]t =Teq/[DPPH]t=0*100
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Figure 39 : Le pourcentage du DPPHe réduit

D’apres ces résultats (figure 39), on confirme que les phases testées sont des anti oxydantes
puissantes ou la phase Aqueuse a la plus forte activité antioxydant pour les deux catégories.
Les autres phases sont les suivant :
1- La phase Aqueuse : zeste (65.1%) et jus (55.02%).
2- La phase MEC : zeste (49.09%) et jus (39.85%).
3- La phase Acétate d’éthyle : zeste (49.12%) et jus (25.33%).
4- La phase Ether diéthylique : zeste (28.42%) et jus (19.09%).
v' Les deux catégories de Citrus limon (zeste et jus) sont des antioxydants riches en

composes phénoliques notamment les flavonoides qui ont des propriétés antioxydants.
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Conclusion :

Le citron est une source fiable des principes actifs connus pour son pouvoir antioxydant, et
leurs propriétés thérapeutiques. Ces proprietés sont recherchées dans L’industrie alimentaire
et pharmaceutique.

D’aprés  notre recherches, nous concluons que le citron est bien pour notre santé car il
possede des composés phénoliques ; flavonoide, acide phénolique, .....etc.

L’étude phytochimiques révele que le zeste est plus riche en flavonoides que le jus de citron.
Les principales molécules isolées : flavanones, flavone, flavonol

1) Flavanone : hespéritine, l'ériodictyol, naringénine
2) Flavone : lutéoline
3) Flavonol : le kaempférol

Les déférentes phases a une activité antioxydant La phase aqueuse du zeste et du jus semble
étre la plus antioxydante et renfermerait des molécules flavonoiques a haute pouvoir
antioxydant.

En perspectives, il serait intéressent de mener une étude plus approfondie sur le zeste et jus de
citron.

Il serait donc intéressent de pousser et approfondir ce travail par :

v lIsoler et identifier les principales molécules des zestes du citron

v/ Déterminer la masse moléculaire de chaque composé isolé et purifie

v' Etude des propriétés biologiques a laide d’autre technique pour identifier Iactivité
thérapeutique des zestes et des jus.

46
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Résumé

Les citrus comme d’autres fruits et légumes c’est une source importante de composés

bioactifs (composés phénoliques, flavonoides , acide ascorbique,...etc.).Ces composés ont des effets
benéfiques sur la santé humaine, car ils possedent de nombreuses activités biologiques comme
'activité antioxydant, anti-inflammatoire, antibactérienne,...etc ; ce qui protége et inhibe les effets
néfastes des radicaux libres sur I’organisme humain. Des extraits éthanoliques de la pulpe et de citrus
limon ont été testé pour leurs activités anti-oxydantes.

Une étude phytochimiques a été réalisée par I'extraction des composés phénoliques a partir du
citron (Citrus limon) de deux parties (zeste et jus).

D’une part, les résultats de I'étude quantitative montrent l'existence des composés phénoliques
et des flavonoides avec une variabilité de la teneur entre les deux parties.

D’autre part, I’étude qualitative basé sur la chromatographie sur couches mince et la
spectrométrie UV-Visible de ces composés nous permette de visualiser des empreintes
flavoniques, d’identifier les molécules et donner une approche sur la structure moléculaire et
qui résulte que la majorité des composés phénoliques sont des flavonoides de type flavones et
flavonols, Flavanone.

L’activité antioxydant des extraits phénoliques a été déterminée par la méthode de DPPH
dont les résultats montrent que ces extraits possédent une bonne activit¢é mais d’une fagon
inégale entre les phases.

Finalement, ce fruit contient des molécules qui sont considérées comme des agents
antioxydants de premiére classe et peuvent étre employées pour des applications
thérapeutiques, sachant que les antioxydants contribuent de maniére trés efficace ala
prévention des maladies telles que les maladies d’inflammation et le Cancer.

Mots clés : Citrus limon, zeste et jus, composeés phénoliques, flavonoides, étude
phytochimiques, étude quantitative, étude qualitative, DPPH



Abstract

Abstract

Citrus fruits like other fruits and vegetables is an important source of
compounds

bioactives (phenolic compounds, flavonoids, ascorbic acid, ... etc.) These
compounds have beneficial effects on human health, because they have many
biological activities such as antioxidant activity, anti-inflammatory,
antibacterial, ... etc; which protects and inhibits the harmful effects of free
radicals on the human body. Ethanolic extracts of the pulp and citrus limon were
tested for their antioxidant activities.

A phytochemical study was performed by extracting phenolic compounds
from lemon (Citrus limon) from two parts (zest and juice).

On the one hand, the results of the quantitative study show the existence
of phenolic compounds and flavonoids with a variability of the content between
the two parts.

On the other hand, the qualitative study based on the thin-layer
chromatography and the UV-Vis spectrometry of these compounds allows us to
visualize flavonical imprints, to identify the molecules and to give an approach
on the molecular structure and which results that the majority of phenolic
compounds are flavonoids flavones and flavonols, Flavanone.

The antioxidant activity of the phenolic extracts was determined by the
DPPH method, the results of which show that these extracts have a good activity

but unequally between the phases.

Finally, this fruit contains molecules that are considered first class
antioxidants and can be used for therapeutic applications, knowing that
antioxidants contribute very effectively to the prevention of diseases such as
inflammation diseases and cancer. .

Key words: Citrus limon, zest and juice, phenolic compounds, flavonoids,
phytochemical study, quantitative study, qualitative study, DPPH
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