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RÉSUMÉ : 

Dans ce travail, l'extraction des composés phénoliques à partir des feuilles de Eucalyptus 

camaldulensis et de Cymbopogon citratus a été optimisée en appliquant une approche de 

méthodologie de surface de réponse (MSR). L'influence de trois variables indépendantes, à 

savoir, le rapport liquide-solide, la température et le temps d'extraction, a été simultanément 

étudiée. Un plan composite centré a été appliqué et les résultats expérimentaux ont été transcrits 

sous forme de modèle polynomial du second ordre. L’efficacité de l’extraction a été quantifiée 

via les mesures des rendements d'extraction, des teneurs en composés phénoliques totaux (TPT) 

et flavonoïdes majeurs (TFM), ainsi que par la détermination de l’activité antioxydante (DPPH 

et FRAP) des extraits. L’optimisation d’extraction des composés bioactifs a permis d’obtenir 

des extraits dont les TPT sont respectivement d’environ 343 et 227 mg EAG/g des extraits de 

E. camaldulensis et de C. citratus. L'analyse des extraits par la HPLC-ESI-MS et la 

spectrométrie de masse en tandem (MSn) a permis d'identifier respectivement huit (8) et dix 

(10) flavonoïdes glycosylés majeurs dans les extraits. Les teneurs en principaux flavonoïdes 

dans les conditions optimales d’extraction étaient d’environ 25 mg/g et 51 mg/g respectivement 

pour E. camaldulensis et C. citratus. Les extraits ont montré des corrélations significatives de 

80,2% et 56,5% entre les TPT et leurs activités antiradicalaires DPPH, respectivement pour E. 

camaldulensis et C. citratus. L’étude de stabilité a montré que les extraits secs ont exhibé une 

meilleure stabilité comparativement aux extraits conditionnés dans les solvants B (éthanol 70%) 

et A (eau). Les résultats ont révélé une meilleure stabilité (>90%) des composés phénoliques 

ainsi que les propriétés antioxydantes des extraits secs (>120 jours) ou solubilisés dans le 

solvant B (>60 jours), lorsqu’ils sont conservés à T = 4 °C. Enfin, un plan de formulation d’un 

mélange constitué de 0,66 µg/mL de E. camaldulensis et de 0,25 µg/mL de C. citratus a 

présenté une activité antioxydante maximale. Cette étude a permis de mettre en évidence la 

présence d’une diversité de flavonoïdes dans les extraits pouvant induire des effets biocides 

chez les ravageurs des cultures maraichères. 

Mots clés : E. camaldulensis, C. citratus, MSR, Optimisation, Composés phénoliques, 

Flavonoïdes, Analyse LC-MS, Activité antioxydante, Stabilité 
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ABSTRACT: 

In this work, the phenolic compound extraction from the of Eucalyptus camaldulensis and 

Cymbopogon citratus leaves was optimized by applying a response surface methodology 

(RSM) approach. The influence of three independent variables, i.e., liquid-to-solid ratio, 

temperature and extraction time, was jointly studied. A centered composite design was applied 

and the experimental results were transcribed into a second-order polynomial model. Extraction 

efficiency was quantified by measuring the extraction yields, the total phenolic compound 

(TPT) and the major flavonoid (TFM) contents, and by determining the antioxidant activity 

(DPPH and FRAP) of the extracts. Optimization of the extraction of bioactive compounds 

resulted in extracts with TPT of approximately 343 and 227 mg EAG/g of E. camaldulensis and 

C. citratus extracts, respectively. Analysis of the extracts by LC-MS and tandem mass 

spectrometry (MS/MS) allowed identifying eight (8) and ten (10) major glycosylated flavonoids 

in the of E. camaldulensis and C. citratus extracts, respectively. The levels of major flavonoids 

under optimal extraction conditions were approximately 25 mg/g and 51 mg/g for E. 

camaldulensis and C. citratus, respectively. The extracts showed significant correlations of 

80.2% and 56.5% between TPT and their DPPH antiradical activities, for E. camaldulensis and 

C. citratus, respectively. The stability study showed that dry extracts exhibited better stability 

compared with extracts conditioned in 70% aqueous ethanol. The results revealed better 

stability (>90%) of phenolic compounds and antioxidant properties for extracts dried (>120 

days) or solubilized in aqueous ethanol (>60 days), when stored at T = 4°C. Finally, a 

formulation of a mixture consisting of 0.66 µg/mL E. camaldulensis and 0.25 µg/mL C. citratus 

showed maximum antioxidant activity. This study highlighted the presence of a diversity of 

flavonoids in the extracts capable of inducing biocidal effects in market garden pests. 

Keywords: E. camaldulensis, C. citratus, RSM, Optimization, Phenolic compounds, LC-MS 

analysis, Flavonoids, Antioxidant activity, Stability 
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INTRODUCTION GENERALE 

Le secteur agricole du Burkina Faso emploie plus de 80% de la population active et constitue 

sa principale source de revenus. Malgré les efforts déployés par les autorités burkinabè en vue 

d’élaborer et de mettre en œuvre de nombreuses politiques agricoles, la production agricole 

n’arrive généralement pas à satisfaire les besoins alimentaires des populations, notamment ceux 

des communautés paysannes vivant dans les zones rurales qui sont les plus vulnérables aux 

déficits alimentaires [1]. Comme dans la plupart des pays en voie de développement, 

l’agriculture burkinabè est une agriculture de subsistance, extensive et fortement dépendante de 

la pluviométrie. Depuis les années 1990, la filière fruits et légumes est apparue comme un 

secteur important qui vient en complément à l’agriculture pluviale et contribue efficacement à 

la lutte contre la pauvreté et l’insécurité alimentaire dans les ménages. Il a été estimé à près de 

400 000 emplois créés dont 100 000 au profit des femmes. La filière engendre des revenus 

substantiels pour les exploitants et contribue à près de 5% par an, à la balance commerciale du 

pays. Les cultures maraîchères sont dominées par la production d’oignon, de la tomate, du 

haricot vert, du chou, du gombo, de la pomme de terre, et contribuent à près de 17% à la 

production agricole totale [2].  

L’action des microorganismes et des ravageurs, en plus des contraintes environnementales liées 

aux changements climatiques, a été identifiée comme une menace majeure au développement 

du secteur maraîcher. L’impact des bioagresseurs sur les rendements de production a donc 

nécessité l’application intensive d’une diversité de pesticides chimiques de synthèse dans le but 

de protéger les cultures. A cela, s’ajoute l’importation et l’usage d’importantes quantités de 

produits chimiques non homologués et parfois nocifs pour l’environnement et la santé humaine. 

Ces mauvaises pratiques causent des risques accrus d’intoxications et développent des 

résistances chez les ravageurs [3–5]. Dans la Vallée du Sourou (région du Mouhoun), une des 

régions à forte production maraîchère, une étude a rapporté que plus de 64% des pesticides 

utilisés par les producteurs ne figurent pas parmi les produits à usage maraîcher, et que plus de 

31% ne sont pas homologués par le Conseil Sahélien des Pesticides (CSP) [6]. En outre, des 

analyses sur 120 échantillons de légumes collectés sur des marchés de Ouagadougou ont montré 

la présence de 20 pesticides et 4 métaux lourds dont environ 58% à des concentrations en 

résidus de pesticides sont supérieures à la Limite Maximale de Résidus (LMR) [7]. 

Il existe plusieurs méthodes alternatives de contrôle des ravageurs et de protection intégrée des 

cultures basées sur des principes agroécologiques notamment l’adoption des techniques de 

rotation et d’association des cultures, la sélection variétale ou le développement du maraîchage 
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biologique par l’utilisation des biopesticides [4, 8, 9]. L’option de l’utilisation des biopesticides 

est prometteuse, d’autant plus que le marché des pesticides naturels est toujours à l’état 

embryonnaire dans la plupart des pays d’Afrique Subsaharien (ASS) et particulièrement au 

Burkina Faso.  

Les extraits de plantes à propriétés pesticides obtenus à partir des savoirs endogènes, ont 

souvent été efficacement utilisés contre les bioagresseurs. En effet, les végétaux renferment de 

nombreux métabolites spécialisés encore appelés métabolites secondaires qui assurent des 

fonctions spécifiques chez la plante [10, 11]. Ils se répartissent en trois grandes familles 

principales à savoir les alcaloïdes, les terpénoïdes et les composés phénoliques. La famille des 

composés phénoliques constitue un très large groupe de molécules organiques dont la 

particularité structurale la plus commune est la présence d’au moins d’un noyau aromatique lié 

à un groupement hydroxyle (libre ou engagé) à savoir un phénol [12, 13]. Ils sont présents en 

abondance dans tous les organes des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs et fruits) 

et sont synthétisés d’avantages par des plantes soumises à des facteurs biotiques et abiotiques 

difficiles. Ce sont principalement des tanins, des acides phénoliques, des flavonoïdes, les 

anthocyanes, les coumarines, les anthraquinones, etc. [11]. Cette famille de composés fait 

l’objet d’une attention particulière du fait qu’ils seraient responsables de diverses propriétés 

biologiques telles que des activités antioxydante, antifongique, antibactérienne, insecticide, 

insectifuge, antivirale, etc. Par conséquent, elle est considérée comme une source prioritaire 

pour le développement d’un biopesticide efficace et accessible par tous à moindre coût [14, 15].  

Parmi les plantes biopesticides recensées au Burkina Faso, Eucalyptus camaldulensis et 

Cymbopogon citratus ont été citées comme des sources potentielles de composés phénoliques 

à haute activité antioxydante. Des travaux ont permis l'analyse des constituants chimiques des 

extraits bruts obtenus par des méthodes conventionnelles. L'acétone et le méthanol, souvent 

utilisés pour l'extraction de composés phénoliques, sont synthétisés à partir de ressources 

fossiles. Ces solvants organiques sont potentiellement nocifs pour la santé humaine et 

l'environnement. De plus, les procédés d’extraction sont considérés comme difficilement 

transposables au niveau industriel car ces solvants sont chers à importer pour les pays dépourvus 

de raffineries de pétrole. Par contre, l'eau et l'éthanol sont considérés comme des solvants verts 

car ils présentent l’avantage d’être respectueux de l'environnement et de sources naturelles. 

L’optimisation des conditions d’extraction avec la variation de plusieurs facteurs à la fois 

pourrait avoir un impact positif sur l’extraction des composés phénoliques et sur le pouvoir 

antioxydant de extraits. En effet, contrairement à l'approche d'extraction conventionnelle, la 
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méthode de surface de réponse (MSR) présente l'avantage d'étudier les effets conjoints de 

plusieurs variables à optimiser tout en réduisant significativement le coût de l’expérimentation. 

L’objectif principal de la présente étude a été de contribuer au développement du maraîchage 

agroécologique au Burkina Faso en mettant à la disposition des producteurs des pesticides 

naturels efficaces à base d’extraits de plantes locales. 

De façon spécifique, le travail consistera à :  

✓ optimiser l’extraction des composés phénoliques des feuilles de E. camaldulensis et C. 

citratus, deux plantes à propriétés pesticides ; 

✓ caractériser les flavonoïdes majoritaires présents dans les différents extraits ; 

✓ évaluer la stabilité des extraits et proposer une formulation optimisée à partir du 

mélange des extraits optimisés de ces deux plantes. 

Le présent manuscrit comporte 5 chapitres répartis comme suit :  

❖ le premier chapitre est une revue de la littérature relative à l’objet de la recherche. Elle 

présente dans un premier temps les cultures maraîchères et l’impact de l’utilisation des 

pesticides dans la production maraîchère au Burkina Faso. Ensuite, les techniques 

alternatives de contrôle des ravageurs, plus spécifiquement les plantes biopesticides ainsi 

que les composés phénoliques, supposés responsables des propriétés pesticides ont été 

décrits. Enfin, une analyse critique a permis de faire le choix des plantes et des 

méthodologies utilisées dans cette étude ;  

❖ le second chapitre consiste à la collecte et la caractérisation de la matière végétale, et la 

détermination des niveaux des facteurs clés d’extraction des composés phénoliques ; 

❖ le troisième chapitre présente les résultats de l’optimisation de l’extraction des composés 

phénoliques et de l’étude des propriétés antioxydantes des extraits des feuilles de E. 

camaldulensis et de C. citratus. L’influence de trois paramètres clés a été évaluée sur 

plusieurs réponses telles que le rendement d’extraction, la teneur en phénoliques totaux, la 

teneur en flavonoïdes majeurs et l’activité antioxydante (DPPH & FRAP). Au terme de ce 

chapitre, les conditions permettant une extraction optimale des composés phénoliques 

seront clairement définies pour chacune des deux plantes étudiées ;  

❖ le quatrième chapitre présente la caractérisation des composés phénoliques contenus dans 

les extraits et à l’identification des flavonoïdes majoritaires qui y sont présents ; 

❖ le cinquième chapitre est relatif à l’étude du vieillissement des extraits et à la proposition 

d’une formulation optimisée obtenue sur la base du mélange des extraits optimisés de E. 

camaldulensis et de C. citratus. 
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Chapitre 1 : Revue de la littérature 

Introduction 

Les productions agricoles sont menacées par des agents nuisibles et cela occasionne des pertes 

considérables préjudiciables à l’autosuffisance alimentaire et nutritionnelle. Comme toutes les 

autres cultures, la maraîcher-culture au Burkina Faso repose le plus souvent sur une utilisation 

intensive, voire abusive, d’intrants chimiques et des déchets toxiques (engrais minéraux, 

produits phytosanitaires, déchets organiques et industriels, eaux usées, etc.), présentant des 

conséquences assez néfastes pour l’environnement ainsi que pour la santé humaine. Si les 

réglementations en matière de techniques de production, de suivi de la qualité sanitaire des 

productions agricoles et celle des produits phytosanitaires chimiques de synthèses existent, elles 

ne s’accompagnent pas d’un contrôle rigoureux sur le terrain des pratiques, des intrants et des 

produits alimentaires.  

Face aux méfaits de plus en plus préoccupants de ces pratiques, certains producteurs pratiquent 

la production « agroécologique » en développant des formulations biopesticides traditionnelles 

à base d’extraits de plantes locales. Pour une formulation biopesticide de qualité et à grande 

échelle, plusieurs paramètres essentiels doivent être pris en compte afin d’aboutir à un produit 

efficace et accessible à un coût abordable. De ce fait, en plus du critère d’efficacité, la sélection 

du matériel végétal, le choix du solvant d’extraction ainsi que le procédé d’extraction doivent 

respecter l’intégrité des molécules extraites et garantir l’innocuité des formulations.  

Dans la première partie de cette étude, il sera question dans un premier temps la problématique 

liée à l’usage des intrants phytosanitaires chimiques de synthèse dans la production maraîchère 

au Burkina Faso. Dans un second temps, les espèces de plantes retenues dans le cadre de la 

présente étude seront décrites. Enfin, ce chapitre se terminera par une brève description des 

méthodes d’extraction et d’optimisation des molécules bioactives présentes dans les plantes, 

notamment les composés phénoliques qui sont potentiellement responsables des activités 

biologiques recherchées. 

I. Cultures maraîchères au Burkina Faso 

I.1. Productions maraîchères 

La culture maraîchère se distingue des autres formes de cultures en ce sens qu’elle s’intéresse 

en général à la production de légumes destinés à la vente en détail. Cependant, il n’existe pas 

de définition claire à cette forme de production. Néanmoins, selon Autissier, (1994) il s’agit de 
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« la production d’un ensemble de spéculations annuelles ou pérennes, arbustives ou herbacées 

dans un espace agraire délimité, généralement exploité de façon intensive, dont la récolte est 

totalement ou en partie vendue » [17]. 

L’introduction de la culture maraîchère au Burkina Faso est contemporaine et a été, d’une part, 

motivée par l’administration coloniale et, d’autre part, par les missions catholiques vers les 

années 1920-30 [18]. A cette période, la production était exclusivement destinée à la 

consommation familiale. L’apparition de la crise alimentaire essentiellement liée à la sécheresse 

survenue dans les années 1970 a favorisée l’introduction de la « culture de contre-saison » 

autour des grandes retenues d’eau dans les provinces comme le Sourou, le Yatenga, le Bam, 

etc. Au début des années 90, le secteur a été redynamisé par l’Union Nationale des Coopératives 

(UNC) à travers l’exportation du haricot vert [18].  

Au regard de l’importance grandissante du secteur fruits et légumes parmi les filières porteuses 

de revenus, le maraîchage a été inscrit à partir des années 2003 dans la Stratégie de 

Développement Rural (SDR) à l’horizon 2015 par le ministère en charge de l’agriculture [2].  

De nos jours, du fait de l’extension des centres urbains et de la recherche permanente par le 

consommateur d’un régime alimentaire assez diversifié (typiquement plus riche en nutriments), 

la demande d’approvisionnement en produits maraîchers ne cesse de croître entraînant une 

augmentation considérable des superficies des périmètres irrigués. La production maraîchère 

est perçue comme un pilier essentiel à la relance économique du pays à travers la création de 

nombreux emplois, en contribuant à la lutte contre le chômage saisonnier et l’extrême pauvreté. 

Elle constitue sans doute une base arrière pour l’agriculture pluviale et contribue 

indéniablement à la lutte contre le déficit alimentaire dans le pays. La proportion des femmes 

actives dans ce secteur en 2020 a atteint 51,3% comparativement aux estimations faites en 2007 

par le ministère en charge de l’agriculture qui n’étaient que de 35% [19]. Une large gamme de 

spéculations maraîchères est produite au Burkina Faso parmi laquelle on peut citer la tomate, 

l’oignon, le haricot vert,  le chou pommé, le concombre, le piment, la carotte, la pomme de 

terre, la fraise, l’aubergine européenne, la courgette, le poivron, l’ail, le gombo, le melon, la 

courge, la pastèque, le chou-fleur, le radis, la laitue, le poireau, etc.  

I.2. Contrôle des ravageurs en culture maraîchère 

I.2.1. Ravageurs des cultures maraîchères 

Malgré l’engouement suscité par ce secteur, la production maraîchère est aujourd’hui 

confrontée à de nombreuses difficultés qui limitent son potentiel. Parmi ces contraintes, l’action 
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des bioagresseurs a été identifiée comme l’une des principales menaces pouvant compromettre 

son développement. En effet, une diversité d’insectes ravageurs a fait l’objet d’identification en 

production maraîchère au Burkina Faso et dans plusieurs autres pays de la sous-région Ouest-

africaine dont le Mali, le Sénégal, le Benin, le Niger, la Mauritanie, etc. Liriomyza trifolii,  

Helicoverpa armigera, Plutella xylostella, Tetranychus urticae, Aphis gossypii, Zonocerus 

variegatus, Bemisia tabaci, Thrips tabaci, ont été identifiés comme les principaux insectes les 

plus nuisibles sur les cultures maraîchères avec différents degrés d’infection qui est fonction 

des spéculations. La culture de la tomate par exemple qui occupe le deuxième rang des 

différentes spéculations produites au Burkina Faso derrière l’oignon bulbe, a connu une baisse 

significative des rendements de production passant de 11,3 tonnes/ha en 2010 à 9,7 tonnes/ha 

en 2014 [20]. Cette baisse significative a été attribuée à l’action de nombreux ravageurs parmi 

lesquels Tuta absoluta (Meyrick), Bemisia tabaci (Genn.), Fusarium oxysporum (Scheltdl), 

Helicoverpa armigera (Hub) et Ralstonia solanacearum (Smith) [4]. Plusieurs autres ravageurs 

ont été également identifiés dans les champs notamment les Noctuidae, les Arctiidae, les 

Aphididae, les Acrididae, les Gelechiidae, les Agromyzidae, les Aleyrodidae et les Tephritidae 

[4, 20]. 

I.2.2. Méthodes de lutte contre les ravageurs des cultures  

Les techniques de lutte couramment utilisées par les producteurs en matière de lutte contre les 

ravageurs des cultures au Burkina Faso, peuvent être regroupées en deux grandes catégories à 

savoir les méthodes préventives et les méthodes curatives [21]. 

I.2.2.1. Méthodes de lutte préventive 

Les méthodes de lutte préventive consistent au respect et à l’application d’un certain nombre 

de principes susceptibles de réunir chez la plante des conditions favorables à son 

développement optimale. Ce sont entre autres la période de semis qui doit être adaptée à chaque 

culture, la qualité du sol (riche en éléments nutritifs), le choix des variétés résistantes, 

l’élimination des pieds ou parties de plante déjà infectés par les nuisibles, la rotation culturale, 

l’association culturale, etc. Une étude réalisée dans la région de Bobo Dioulasso par Ouédraogo 

et al. (2019) [3] ont rapporté que plus de 90% des producteurs maraîchers pratiquent la 

technique de rotation culturale et que près de 72, 75 et 90% des producteurs semi-urbains, 

ruraux et urbains, respectivement, appliquent aussi la technique d’association culturale. Ces 

pratiques ont permis une meilleure protection des cultures et une amélioration de la production. 
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I.2.2.2. Méthodes de lutte curative 

On fait appel à la lutte curative suite à la prolifération intense des nuisibles sur des cultures. 

Elle consiste donc à éliminer totalement ou à limiter considérablement les nuisibles et leurs 

impacts combinés sur les cultures. Au Burkina Faso, elle consiste essentiellement à 

l’application des méthodes de gestion intégrée des ravageurs, à l’usage des pesticides chimiques 

de synthèse, ou dans une moindre mesure à l’utilisation des préparations à base d’extraits de 

plantes à effets pesticides. 

I.2.2.2.1. Gestion intégrée des ravageurs 

Le système de gestion intégrée est une approche écosystémique de la protection des cultures et 

de la production basée essentiellement sur la combinaison de différentes méthodes de lutte 

respectueuses de l’environnement dont l’objectif est de limiter l’action des bioagresseurs et 

réduire l’usage des pesticides chimiques de synthèse [21]. L’objectif n’est pas d’éliminer tous 

les nuisibles d’une culture, mais de réduire considérablement la densité de sorte qu’ils ne 

puissent plus provoquer des dégâts économiques désastreux. Ce sont essentiellement la lutte 

physique, la lutte chimique raisonnée, la lutte biologique, etc. 

- La lutte chimique raisonnée : elle consiste en l’usage des substances phytosanitaires 

les plus spécifiques possibles aux ravageurs ciblés et n’ayant pas ou peu d’effets sur les 

insectes utiles. 

- La lutte physique : cette méthode de lutte fait référence à l’utilisation des dispositifs 

adéquats empêchant le passage des ravageurs, tels que les serres, les filets anti-insecte, 

les plastiques de serre anti-UV, la récolte manuelle, etc. 

- La lutte biologique : elle consiste à utiliser des ennemis naturels des nuisibles pour 

combattre les ravageurs des cultures de façon respectueuse de l’environnement. Elle 

vise à utiliser soit des toxines dérivées des microorganismes comme substances 

biocides, soit à exploiter des biocides autonomes tels que des entomophages microbiens 

(champignons, bactéries, protozoaires, virus) ou des prédateurs et des parasitoïdes [22]. 

Il y’a de cela quelques années, cette méthode de lutte était considérée très couteuse. De 

nos jours, avec l’accroissement du nombre d’entreprises dans ce domaine de 

développement des biopesticides, on note une légère diminution des coûts sur le marché. 

Cependant, l’un des inconvénients majeurs demeure le temps d’action qui semble 

relativement plus long comparé à celui des pesticides chimiques de synthèse [22]. 
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I.2.2.2.2. Lutte chimique 

❖ Usages des pesticides chimiques de synthèse  

La lutte chimique repose sur l’utilisation des produits chimiques de synthèse contre les 

ravageurs de cultures. Le Burkina Faso dépense en moyenne près de 55 milliards de Francs 

CFA pour l’importation des intrants agricoles chaque année, dont 37% pour les produits 

phytosanitaires de synthèse. De 2018 à 2021, le Burkina Faso a importé officiellement 16,7 

millions de kg de pesticides (Ministère de l’Agriculture des Ressources Animales et 

Halieutiques, 2022). Ce chiffre représente 1/3 de la quantité totale de pesticides utilisés dans le 

pays. En effet, malgré l’existence de textes juridiques qui encadrent leur utilisation, 

l’importation frauduleuse de ces produits reste incontrôlable dans le pays au détriment de la 

santé publique et de l’environnement. Plusieurs catégories de pesticides sont importées au 

Burkina Faso parmi lesquels les herbicides qui sont de loin les plus abondants, suivies des 

insecticides et les fongicides + bactéricides. L’utilisation intensive des herbicides est 

actuellement le moyen le plus sûr pour lutter contre le développement des adventices et des 

mauvaises herbes. Ils sont appliqués sur toutes les cultures, y compris les cultures maraîchères, 

et à différents stades de développement des cultures, c’est-à-dire avant les semis, pendant la 

croissance des plantes et même souvent pendant le stockage et la conservation. Quant aux 

insecticides, ils sont non seulement utilisés en agriculture, mais aussi en production animale. 

Le graphique de la Figure 1 indique une augmentation brutale de la quantité des pesticides 

importée au Burkina Faso à partir des années 2008. Cette augmentation pourrait s’expliquer par 

la culture du coton et à l’avènement des nouvelles souches des ravageurs (mouche blanche, 

insectes piqueurs, criquet pèlerin, etc.). Selon la FAO, les pesticides importés en 2020 sont 

essentiellement constitués d’herbicides (77,9%), d’insecticides (22,1%) et de 

fongicides/bactéricides dont la proportion est considérée très faible comparativement aux deux 

précédente. 
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Figure 1. Quantités de pesticides utilisés dans l’agriculture au Burkina Faso au cours des 

années 1990-2020 [23]  

(https://www.fao.org/home/en/) 

L’utilisation intensive des pesticides chimiques a certainement contribué à l’amélioration des 

rendements agricoles, mais cette pratique serait aussi associée aux problématiques sanitaires et 

environnementales. En effet, la lutte chimique classique induit de nombreux problèmes, 

notamment les risques de pollution, l’accumulation des résidus toxiques de pesticides dans les 

légumes consommés, les pertes des organismes auxiliaires (prédateurs, fouisseurs, parasitoïdes, 

pollinisateurs, etc.), le risque de développement des mécanismes de résistance aux insecticides 

et acaricides chimiques de synthèse, etc. [4, 5, 7, 20].  

❖ Conséquences des pesticides chimiques en culture maraîchère 

Des récents travaux [24] ont indiqué qu’environ 95% des producteurs maraîchers de la province 

du Houet pratiquent une production conventionnelle et utilisent souvent de manière incontrôlée 

des pesticides chimiques de synthèse, ainsi que des engrais minéraux et organiques. Ainsi, dans 

plusieurs régions du Burkina Faso, de nombreux cas d’intoxication ont été rapportés suite à 

l’ingestion d’aliments contaminés par des pesticides. En septembre 2017, 5 personnes d’une 

même famille sont décédées après avoir présenté les mêmes symptômes de trouble de digestion 

suivis de troubles neurologiques [25]. En 2019, 21 autres personnes auraient été victimes 

d’intoxication alimentaire, dont 11 décès enregistrés dans la commune de Didyr, province de 

Sanguié (https://lefaso.net/spip.php?article91769, consulté le 20-08-23). 

Au regard de l’augmentation des cas de maladies ou des décès en lien avérés ou suspectés avec 

les pesticides chimiques de synthèse, plusieurs chercheurs ont investigué sur l’accumulation 

possible des résidus de pesticides dans les légumes, les sols, les eaux de surface et les eaux 
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souterraines. Ainsi, les travaux de Son et al. (2017) [4] ont rapporté que la λ-cyhalothrine de la 

famille des pyréthrinoïdes est l’une des substances actives la plus utilisée par les maraîchers sur 

les cultures de la tomate. Ces résultats ont permis de relever qu’une bonne partie des pesticides 

initialement destinés à la protection du coton est détournée pour les cultures maraîchères.  

Naré et al. (2015) [26] ont montré que l’utilisation intensive des pesticides chimiques par les 

maraîchers était une source potentielle de dégradation de la qualité des sols et de la pollution 

des eaux de surface et des eaux souterraines. Ils ont rapporté une corrélation négative entre la 

forte utilisation des substances telles que l’endosulfan, la deltaméthrine et le profénofos et la 

baisse significative de la déshydrogénase présente dans les sols. En outre, en procédant par 

analyse des cheveux comme indicateur pour évaluer l’exposition humaine aux pesticides, 

Lehmann et al. (2018) [27] ont mis en évidence chez des producteurs maraîchers au Burkina 

Faso la présence de 17 résidus de pesticides dont les plus abondants étaient de l'acétamipride, 

de la déséthylatrazine, du carbofuran et de la deltaméthrine.  

D’autres études ont également évalué les teneurs en résidus de pesticides présents dans les 

légumes récoltés dans plusieurs régions du Burkina Faso. C’est le cas des travaux de Lehmann 

et al. (2017) [28] qui ont révélé la présence des résidus toxiques de pesticide dans des 

échantillons de légumes et d’eau collectées autour du lac de Loumbila (Burkina Faso). Plus de 

36% des échantillons analysés ont présenté des résidus de pesticide supérieurs au LMR. Les 

substances actives les plus abondantes retrouvées étaient entre autres de l’acétamipride, 

carbofuran, chlorpyrifos, lambda-cyhalothrine, dieldrine, imidaclopride et profénofos. Ces 

auteurs ont souligné que les hautes teneurs en résidus dans les échantillons constituent un risque 

potentiel pour le consommateur et un frein majeur aux possibilités d’exportation des récoltes. 

De plus, Sanou et al. (2020) [29] ont étudié les pratiques culturales et les niveaux de 

contamination de la tomate par des pesticides sur des sites maraîchères de la Boucle du 

Mouhoun. Au total, 16 substances actives (principalement des organophosphorés) ont été mises 

en évidence parmi lesquelles les teneurs en diméthoate, malathion et cypermétrine étaient 

supérieures aux LMR. Environ 62,5% des molécules détectées n’étaient pas homologués par le 

Conseil Sahélien des Pesticides (CSP). Une étude semblable a été conduite par Rouamba et al. 

(2021) [30] sur des échantillons de tomate et laitue prélevés sur plusieurs sites maraîchers dans 

la ville de Ouagadougou (Boulmiougou, Tanghin 1 & 2, Bissigin et à l’Ecole Nationale de Santé 

Publique (ENSP)). La tomate a présenté en particulier des teneurs élevées en résidus de 

pesticides dont majoritairement des molécules de la famille des organophosphorés.  
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I.2.2.2.3. Plantes comme alternative à la lutte chimique 

Les méthodes alternatives à la lutte chimique (application intensive des pesticides chimiques 

de synthèse) contre les ennemies des cultures reposent essentiellement sur l’utilisation des 

substances bioactives qui sont issues de sources naturelles (microbienne, animale ou végétale) 

et présentant des effets pesticides intrinsèques. Parmi les approches de lutte contre les ravageurs 

qualifiées a priori d’être respectueuses de l’environnement, figure l’utilisation des principes 

actifs dérivés des plantes [31]. En effet, l’usage des propriétés pesticides des végétaux contre 

les ravageurs des cultures date de l’antiquité. Au Burkina Faso, plusieurs producteurs ont 

souvent recours aux plantes pesticides pour lutter contre les ravageurs des cultures. Elles sont 

exploitées de façon traditionnelle sous plusieurs formes : (i) sous forme de bouillie (extrait) à 

épandre sur les cultures, (ii) sous forme d’extrait d’huile essentielle, (iii) sous forme de poudre 

utilisée dans la conservation des denrées alimentaires, ou (iv) en associant des cultures sur une 

même parcelle entre plantes à propriétés pesticides et cultures à protéger. 

Les plantes regorgent de composés bioactifs, dont les triterpènes, les tanins, les anthraquinones, 

les flavonoïdes, les stéroïdes, les glycosides, les saponines, les sucres, les composés 

phénoliques et les alcaloïdes [32–34]. Ces métabolismes spécifiques (secondaires) sont 

généralement obtenus par entraînement à la vapeur (hydrodistillation) ou par dissolution à l’aide 

de solvants (macération, infusion, décoction ou percolation) en utilisant des plantes entières ou 

des parties spécifiques (feuilles, fleurs, tige, etc.). Si ces pratiques permettent d’extraire de 

manière efficace les composés bioactifs de la biomasse végétale, l’efficacité biologique de ces 

métabolites spécifiques est influencée par la nature des composés présents dans les extraits.  

Diverses recherches ont montré l’intérêt de plusieurs plantes locales comme biomasse source 

de biopesticides [31]. En effet, ces recherches ont rapporté des propriétés antibactérienne, 

insecticide, fongicide, larvicide ou antioxydante de Cymbopogon nardus, Cymbopogon 

flexuosus, Cassia nigricans, Cleome gynandra, Cymbopogon citratus, Mentha piperita, 

Azadirachta indica, Eucalyptus camaldulensis, Euphorbia hirta, Thymus vulgaris, Lippia 

multiflora, Citrus sinensis, etc. Cependant, la disponibilité et le coût de certaines plantes 

réputées efficaces sont des facteurs limitant leur exploitation quantitative. Si certaines 

biomasses sont accessibles car abondantes à l’état naturel, facilement cultivables ou constituées 

de résidus agricoles, d’autres le sont moins ou subissent une pression face à leurs multi-usages. 

Un exemple typique concerne la production de biopesticides à base des espèces comme 

Azadirachta indica ou de Jatropha curcas, qui subit la concurrence de nombreuses applications 

à haute valeur ajoutée [35–37].  
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Les espèces Cymbopogon citratus et Eucalyptus camaldulensis sont deux plantes aromatiques 

cultivées et répandues aussi bien dans des régions tropicales que des régions tempérées douces 

(climat méditerranéen ou subtropical). Elles sont largement exploitées pour la production 

d’huiles essentielles bien connues pour être biologiquement actives. L’eucalyptol et le citral ont 

été trouvés comme étant les constituants phytochimiques majeurs contenus dans les huiles 

essentielles extraites respectivement de Eucalyptus camaldulensis et de Cymbopogon citratus. 

II. Présentation des espèces de plantes étudiées 

II.1. Eucalyptus camaldulensis Dehnh., 1832 

II.1.1. Description botanique 

Le genre Eucalyptus fait partir de la famille des Myrtaceae. Il a été décrit pour la première fois 

en 1788 par le botaniste Français L’Héritier après une analyse des échantillons de Eucalyptus 

obliqua, récoltés en Australie. De nos jours, ce genre regroupe près de 600 espèces. Eucalyptus 

camaldulensis Dehnhardt, arbre au tronc lisse et cendré, est une plante originaire d’Australie et 

largement répandue dans le monde (régions aride, semi-aride, tropicale et subtropicale, etc.). 

C’est une plante à croissance rapide pouvant atteindre 20 et rarement 50 mètres de hauteur. 

L’espèce possède une forte capacité d’adaptation aux conditions climatiques difficiles, i.e. feux 

de brousse, salinité et haute température, et capable de se régénérer rapidement même quand 

l’arbre est coupé. Les feuilles sont minces et pendent de façon perpendiculaire par rapport au 

soleil de sorte à réduire au maximum le phénomène d’évapotranspiration. Elles dégagent un 

parfum caractéristique lorsqu’elles sont froissées. E. camaldulensis présente une inflorescence 

de fleurs blanchâtres donnant naissance à des fruits sous forme de baies ou de capsules ligneuses 

[38]. 

II.2.2. Taxonomie et systématique 

La Figure 2 est la photo des feuilles, fruits et fleurs de E. camaldulensis. 

La classification botanique de l’espèce E. camaldulensis selon Cronquist, (1981) est donnée 

comme suit :  
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Figure 2. Eucalyptus camaldulensis Dehnh.  

Photo de l’auteur, novembre 2020) 

 

 

♦Règne : Plantae 

♦Classe : Magnoliopsida 

♦Ordre :  Myrtales 

♦Famille : Myrtaceae 

♦Genre :   Eucalyptus 

♦Espèce : Eucalyptus 

camaldulensis Dehnh. 

II.2.3. Usages traditionnels et propriétés biologiques 

E. camaldulensis est exploitée par les tradithérapeutes et herboristes contre plusieurs maladies, 

notamment des infections respiratoires, le rhume, la grippe, la congestion des sinus, etc. De 

plus, elle intervient également dans le traitement des maladies comme la fièvre, la dysentérie, 

le paludisme, la diarrhée, l’indigestion et le choléra [39]. Récemment lors de l’épidémie de la 

maladie à Coronavirus apparue en Chine en 2019, l’utilisation de l’espèce avait été 

recommandée par plusieurs tradithérapeutes et herboristes au Burkina Faso. 

Dans la littérature, plusieurs extraits (huile essentielle et extrait brut) de E. camaldulensis ont 

montré diverses propriétés biologiques telles que antiparasitaire, antifongique, larvicide, 

antivirale, antibactérienne, insecticide, nématicide, schistosomicide, etc. [39–41]. 

Ghareeb et al. (2018) [42] ont décrit les propriétés antimicrobiennes des extraits d’acétate 

d’éthyle et aqueux des feuilles de E. camaldulensis contre plusieurs souches fongiques 

notamment Aspergillus niger, Staphylococcus aureus, Candida albicans, et Pseudomonas 

aeruginosa. Aussi, une fraction issue de l’extrait à l’acétate d’éthyle avait présenté des 

propriétés larvicides contre des miracidia et des cercariae de Schistosoma mansoni. Selon ces 

auteurs, l’extrait d’acétate d’éthyle serait un bon candidat pour des perspectives de 

développement d’antibiotiques du fait de son potentiel antimicrobien et schistosomicide 
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observé. Ils formulent l’hypothèse que les activités biologiques enregistrées pourraient être 

attribuées à la présence des composés phénoliques identifiés dans les extraits, notamment à 

l’acide gallique, le taxifoline, le méthyle gallate, la quercétine, la lutéoline et l’hespéridine. Une 

autre étude a également rapporté le pouvoir antiparasitaire des extraits de E. camaldulensis 

administrés à des souris infectées par le Plasmodium chabaudi. Les résultats ont révélé une 

baisse de la parasitémie d’environ 84%. Le screening phytochimique des extraits utilisés a 

indiqué des teneurs importantes en phénoliques et en flavonoïdes [43]. Il a également été 

rapporté que des extraits à base de plusieurs organes (feuilles, écorces, racines) de E. 

camaldulensis ont induit une inhibition significative de la croissance du F. solani, un 

champignon responsable de la pourriture des racines des cultures (tomate, pomme de terre, etc.). 

Les extraits des feuilles se sont montrés plus actifs comparativement à ceux des écorces et 

racines [44]. Le potentiel antimicrobien de différents extraits (eau, éthanol, chloroforme, acétate 

d’éthyle, et l’éther de pétrole) à base des feuilles de E. camaldulensis a été évalué sur 5 souches 

microbiennes, à savoir Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Candida albicans, 

Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli. Les résultats ont révélé que les extraits aqueux 

et éthanoliques étaient les plus efficaces sur les souches microbiennes comparativement aux 

autres extraits. Le screening phytochimique a permis de mettre en évidence une diversité de 

groupes chimiques dont principalement des tanins, des saponines, , des stéroïdes, des 

flavonoïdes et des composés phénoliques [45]. Des propriétés anti-termites des extraits des 

feuilles de E. camaldulensis sur l’espèce Reticulitermes flavipes ont aussi été rapportées par 

Sankara et al. (2020) [46] en testant des extraits hydro-éthanoliques. Les concentrations à 5% 

et 10% (w/w) ont induit les activités anti-termites les plus élevées.  

II.3. Cymbopogon citratus (DC.) Stapf, 1906 

II.3.1. Description botanique 

Cymbopogon citratus (DC.) Stapf. est une espèce de plante herbacée évoluée appartenant à la 

famille des Poacées communément appelée la citronnelle ou lemongrass. Les feuilles sont de 

forme linéaire et dégagent une odeur caractéristique de citron qui a un effet insectifuge sur 

certains insectes, notamment les moustiques. Le genre Cymbopogon regroupe environ une 

cinquante d’espèces originaires d’Asie. Les feuilles de la citronnelle peuvent atteindre jusqu’à 

100 cm de long et 1,25 cm de largeur et sont engainantes vers le bas. La plante s’adapte bien 

en milieu tropical et se reproduit par rhizomes [47, 48].  
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II.3.2. Taxonomie et systématique 

La Figure 3 représente la photo de C. citratus. La classification botanique de l’espèce selon 

Cronquist, (1981) est rapporté ci-dessous. 

 

Figure 3. Cymbopogon citratus (DC.) Stapf.  

(Photo de l’auteur, novembre 2020) 

 

 

 

♦Règne : Plantae 

♦Classe : Liliopsida 

♦Ordre : Poales 

♦Famille : Poaceae 

♦Genre : Cymbopogon 

♦Espèce : Cymbopogon 

citratus (DC.) Stapf. 

II.3.3. Usages traditionnels et propriétés biologiques 

Les feuilles de la citronnelle sont exploitées traditionnellement pour leurs nombreuses vertus 

médicinales. Son huile essentielle est utilisée pour ses propriétés répulsives des insectes 

(moustiques). Cette même huile essentielle est utilisée en cosmétique du fait de ses propriétés 

adoucissantes et protectrices contre les rayons UV. Elle est aussi utilisée dans l’industrie 

alimentaire pour la conservation de plusieurs aliments du fait de son potentiel antiparasitaire. 

En cas d’indigestion ou de troubles gastro-intestinaux, la citronnelle est conseillée en infusion 

ou en décoction par les tradithérapeutes. La citronnelle fait partie des plantes à effets pesticides 

qui produisent des composés bioactifs capables de repousser les ravageurs des cultures [46, 48, 

49]. 

En termes d’activités biologiques, les travaux de Dabiré et al. (2016) [49] ont rapporté un 

pouvoir inhibiteur significatif de plusieurs souches fongiques à partir des extraits aqueux de 

plusieurs plantes locales récoltées au Burkina Faso dont l’espèce C. citratus. Les espèces du 

genre fusarium ont été plus sensibles aux extraits de C. citratus avec des pourcentages 
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d’inhibition compris entre 42,8 et 92,0%, tandis qu’un effet stimulant de la croissance 

mycélienne a été observé chez l’espèce Aspergilus niger. Ces auteurs ont aussi constaté que le 

traitement des semences à base des extraits de C. citratus réduisait de près de 50% le taux 

d’infection des cultures induit par les champignons. Ainsi, l’activité observée a été attribuée à 

la diversité des groupes phytochimiques identifiés dans les extraits, notamment les 

monoterpènes, des composés phénoliques et des flavonoïdes. Le pouvoir antifongique des 

extraits bruts de C. citratus a également été investigué sur deux souches de fusarium (Fusarium 

graminearum et Fusarium oxysporum sp tulipae) à partir des extraits méthanolique et 

éthanolique [50]. Les résultats ont révélé pour chacun des champignons une égalité entre MIC 

(concentration minimale inhibitrice) et MFC (concentration minimale fongicide) indiquant une 

activité fongicide des extraits bruts. L’analyse HPLC a permis d’identifier plusieurs composés 

phénoliques dans les extraits parmi lesquels l’acide gentisique, l’acide chlorogénique, l’acide 

sinapique, l’acide protocatéchique, l’acide caféique, la rutine, l’acide p-coumarique, le 

kaempférol et la quercétine. Dans le même sens, les travaux de Srihom et al. (2021) [51] ont 

rapporté un pourcentage d’inhibition de 83,27% et 73,67%, respectivement contre Fusarium 

solani et Fusarium falciforme après 7 jours d’incubation dans des extraits bruts de C. citratus. 

Les activités ont été associées en partie aux constituants phytochimiques présents dans les 

extraits, principalement des composés phénoliques. Ces études démontrent ainsi des possibilités 

de développement de fongicide naturel efficace à base des extraits de cette plante et en 

considérant d’autres aspects tels que l’optimisation de l’extraction des composés phénoliques 

et la nature du solvant d’extraction. 

III. Composés phénoliques des extraits des plantes 

III.1. Principaux groupes chimiques présents dans les extraits bruts 

Les extraits bruts obtenus après une extraction solide-liquide renferment une grande diversité 

de groupes chimiques dont les alcaloïdes, les stéroïdes, les terpénoïdes, les saponines, les 

composés phénoliques. 

✓ Les alcaloïdes : les alcaloïdes représentent l’une des plus grandes familles de molécules 

naturelles. Le caractère fondamental des alcaloïdes est la formation de sels en présence 

des acides minéraux ou organiques. La classification des alcaloïdes la plus admise 

repose sur leur répartition selon la structure principale, à savoir le squelette C-N [52]. 

✓ Les terpénoïdes : ce sont des métabolites spécialisés présents dans tous les organismes 

vivants. Ils sont présents en abondance chez les plantes vertes en particuliers les plantes 
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à fleurs. Les terpénoïdes interviennent dans les mécanismes naturels de défense de la 

plante. Ils jouent le rôle d’hormone, d’agents de modification des protéines, 

d’antioxydant, d’antibactérien, d’antifongique et de déterminant dans la fluidité 

membranaire. La présence d’une unité isoprène, un composé à cinq atomes de carbone 

constitue leur particularité structurale la plus commune [53].  

✓ Les saponines : les saponines sont une classe de molécules assez diversifiées et sont 

présentes dans plusieurs espèces végétales. Leur particularité structurale fondamentale 

est la présence d’un précurseur oxidosqualène à 30 atomes de carbone sur lequel sont 

greffés des résidus glycosylés. Elles sont en général réparties en glycosides 

triterpénoïdes et stéroïdes [54]. Leur caractère amphiphile leur confère d’énormes 

propriétés biologiques (hémolytiques, antibactériennes, antifongiques, antivirales, etc.) 

[55, 56]. 

✓ Les stéroïdes : les stérols végétaux et les hormones stéroïdiennes, les brassinostéroïdes 

(BR), sont des molécules qui exercent une diversité d'activités biologiques. Ces 

composés semblent essentiels à la croissance et à la reproduction des plantes ainsi qu’à 

la défense des plantes contre différents stress biotiques et abiotiques [57]. 

✓ Les composés phénoliques : ce sont l’une des plus grandes familles de métabolites 

secondaires que l’on retrouve principalement chez les végétaux [32, 58]. Ils renferment 

une diversité structurale dont la caractéristique majeure est la présence d’au moins un 

noyau phénolique. Ils peuvent exister sous la forme de glycoside ou d’aglycone, et sont 

des composés matriciels ou libres [32]. 

III.2. Sources des composés phénoliques 

Les métabolites secondaires ou spécialisés des plantes sont des petites molécules spécialisées, 

synthétisées par les plantes, ne participant pas aux processus du métabolisme primaire mais 

sont indispensables à la survie de cette dernière au sein de son biotope [59]. On distingue 

principalement trois grandes familles de métabolites secondaires parmi lesquelles la famille des 

composés phénoliques qui sont des composés comportant un ou plusieurs cycles aromatiques 

liés à un ou plusieurs groupements hydroxyles. Ainsi, le terme « composé phénolique » englobe 

à la fois les mono, di, et les polyphénols. Durant ces dernières décennies, l’intérêt pour cette 

famille n’a cessé de croître et compte, à ce jour, plus de 8000 structures chimiques identifiées 

[11, 32]. 

Les composés phénoliques jouent plusieurs rôles essentiels pour la plante, tels que la défense 

contre les agresseurs (biotiques et abiotiques), l’attraction des polinisateurs, la maturation des 
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fruits, la chute des feuilles, etc. [32, 60]. Ils sont omniprésents dans tous les organes de la plante 

(feuilles, racines, écorces, fruits, fleurs, etc.). Plusieurs facteurs environnementaux, biotiques 

ou intrinsèques, peuvent influencer leur biosynthèse, leur biodisponibilité et leur distribution 

au sein de la plante. Des composés phénoliques tels que les acides phénoliques, les coumarines, 

les flavonoïdes, les anthocyanes, les tanins, les lignanes, les stilbènes, ont été quantifiés dans 

les raisins, les fraises, la pêche, les oranges, le thé, la pomme de terre, dans les céréales, les 

légumineuses, etc. 

III.3. Classification des composés phénoliques 

Les composés phénoliques comportent une diversité structurale allant du plus simple comme 

les acides phénols aux structures complexes hautement polymérisées tels que les tanins et les 

lignanes. Leur biosynthèse est essentiellement assurée par la voie shikimique. Ils peuvent être 

répartis en deux grandes sous-familles, à savoir les flavonoïdes et les non flavonoïdes comme 

présenté sur la Figure 4 [61].  

 

Figure 4. Classification générale des composés phénoliques [60, 62, 63] 
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III.3.1. Flavonoïdes 

Les flavonoïdes sont une sous famille des composés phénoliques largement répandus dans le 

règne végétal. Ils sont constitués d’un squelette de base composé de 15 atomes de carbone dont 

deux cycles benzéniques (cycle A et cycle B) reliés entre eux par une chaîne carbonée en C3 

(C6-C3-C6) [64]. Ce sont des composés naturels constitutifs du groupe des molécules 

phénoliques les plus diversifiés avec plus 9000 structures identifiées et dérivent d’une même 

origine biosynthétique [65]. Les flavonoïdes sont synthétisés à partir du métabolisme du 

glucose par la voie shikimate en transformant la phénylalanine en p-coumaroyl-Coenzyme A 

(formation des cycles B et C) (Figure 5). Le cycle A est formé à partir de la condensation de 

trois molécules de malonyl-Coenzyme A issues du métabolisme du glucose. Grâce à la chalcone 

synthase, les deux entités (3 malonyl-CoA et p-coumaroyl-CoA) se condensent en une molécule 

de chalcone (4,2’,4’,6’-tétrahydroxychalcone), puis forment de la naringénine. Ce processus 

permettra la formation des principales classes des flavonoïdes [66].  

 

Figure 5. Mécanisme de la biosynthèse des flavonoïdes à travers les voies de l’acétyle CoA et 

de la phénylalanine [66] 

Les flavonoïdes constituent une classe importante de métabolites secondaires qui attirent 

beaucoup d’intérêts du fait du large éventail d’effets biologiques qui leurs sont attribués 

(antioxydant, anti-inflammatoire, anticancéreux, antifongique, antibactérien, antiviral, etc.) [61, 

65, 67]. De par leur capacité à absorber des rayonnements UV, les flavonoïdes contribuent non 
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seulement à la protection des végétaux mais aussi sont indispensables pour la sécrétion du 

nectar, substance essentielle à l’attraction des pollinisateurs. 

Ces molécules peuvent être subdivisées en plusieurs sous-familles, à savoir les anthocyanidines, 

les flavanols, les isoflavones, les flavanones, les flavonols et les flavones (Figure 6). Elles sont 

abondantes dans les feuilles, les fleurs, les fruits, les céréales, les légumes, les tubercules, les 

écorces, les racines, etc. 

::  

Figure 6. Squelette de base et sous-familles des flavonoïdes [68, 69] 

III.3.1.1. Anthocyanidines 

Ce sont des pigments responsables de la couleur des fleurs et des fruits des plantes supérieures 

et se caractérisent par leur forte solubilité dans l’eau. Les formes glycosylés sont souvent 

désignées par le terme anthocyanine ou anthocyanoside (ex : la cyanidine, la malvidine, la 

pelargonidine, la delphinidine (Figure 7)) [33, 70]. 
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Figure 7. Structures de quelques anthocyanidines (ex : cyanidine et delphinidine) 

III.3.1.2. Isoflavones 

Avec une distribution limitée chez certains végétaux, les isoflavones représentent une sous 

classe des flavonoïdes assez particulière pour leurs propriétés oestrogéniques. Ils sont 

abondants surtout dans les légumineuses telle que le soja [33]. Les isoflavones interviennent 

dans les interactions plantes-microorganismes en jouant le rôle de précurseur pour la synthèse 

des phytoalexines. La génistéine est l’un des composés les plus abondants de cette classe de 

flavonoïdes (Figure 8). 

 

Figure 8. Structure d’un isoflavone (ex : la génistéine) 

III.3.1.3. Flavanones 

Les flavanones encore appelés dihydroflavones, constituent l’une des sous classes des 

flavonoïdes que l’on retrouve principalement dans les agrumes (raisin, orange, citron, etc.). Ils 

présentent des caractéristiques structurales similaires à celles des flavones sauf qu’ils ne 

possèdent pas d’une double liaison entre le carbone 2 et le carbone 3 du cycle C. La naringine, 

l’hespéridine, l’ériodictyol sont quelques composés les plus abondants de cette famille (Figure 

9). 
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Figure 9. Structures de quelques flavanones (ex : naringine et hespéridine) 

III.3.1.4. Flavanols 

Également appelés dihydroflavonols ou flavan-3-ols du fait de la présence du groupe hydroxyle 

en position 3, les flavanols constituent un groupe de composés très diversifiés. L’une des 

caractéristiques structurales majeures observée est l’absence du groupement carbonyle en 

position 4 du cycle C et de la double liaison entre les carbones C2 et C3 [68]. Il en résulte la 

présence de deux carbones stéréogéniques et donc la présence potentielle de quatre 

stéréoisomères [71, 72]. Ils comprennent essentiellement de la catéchine, du gallate 

d’épicatéchine, du gallate d’épigallocatéchine, de l’épigallocatéchine, et leurs oligomères, les 

procyanidines ou les proanthocyanidines (Figure 10) [72]. On les retrouve dans les fruits 

comme la banane, les pêches, les poivres, les plantes médicinales etc. 

  

Figure 10. Structures des stéréoisomères (+) catéchine, (-) épicatéchine et (-) catéchine, et  

(+) épicatéchine 

III.3.1.5. Flavones 

Les flavones constituent l’une des sous classes les plus importantes des composés flavonoïdes 

et sont largement répandus dans les différentes parties de la plante (feuille, fleurs, tige, racine, 

fruits, etc.). Ils sont synthétisés par plus de 70 familles du règne végétal avec une forte 

proportion attribuée aux angiospermes [73, 74]. Tout comme d’autres classes de flavonoïdes, 
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les flavones participent activement à l’absorption des rayonnements UV surtout dans la gamme 

nuisibles aux acides nucléiques permettant ainsi une protection des plantes contre les effets des 

radiations UV [74, 75]. Ils jouent également un rôle essentiel dans les mécanismes 

d’interactions plantes-insectes et sont efficaces contre une diversité de souches bactériennes, 

fongiques, des nématodes et d’insectes ravageurs [76–78]. L’apigénine et la lutéoline sont 

quelques aglycones flavones parmi les plus abondantes (Figure 11). Les flavones présentent de 

nombreux dérivés glycosylés, notamment des O-glycosylés mais surtout des C-glycosylés 

(particulièrement en positions 6 et 8) et souvent des dérivés acétylés. 

 

 

 

Figure 11. Structures de quelques flavones (ex : Apigénine 6-C-glucoside et Lutéoline 7-O-

glucoside) 

III.3.1.6. Flavonols 

Les flavonols constituent la classe des flavonoïdes la plus diversifiée, la plus étudiée et la plus 

importante. L’aglycone flavonol présente des caractéristiques structurales similaires à celle des 

flavones à la différence du groupement hydroxyle présent sur le carbone 3 du cycle C des 

flavonols justifiant les dénominations 3-hydroxyflavone et 3-déoxyflavonol souvent 

rencontrées qui désignent respectivement des flavonols et des flavones [33, 75]. Tout comme 

les flavones, les flavonols comportent une diversité structurale liée aux hydroxylation, 

méthylation et glycosylation [33]. On rencontre aussi bien des dérivés O-glycosylés et C-

glycosylés avec parfois des positions privilégiées sur l’aglycone en fonction du type de 

glycosylation. Les dérivés de quercétine, du kaempférol, de l’isorhamnétine, de la myricétine, 

etc. sont les plus fréquemment rencontrés (Figure 12) [14]. Les unités saccharides sont 

essentiellement composées de glucose et de rhamnose et parfois de galactose ou de xylose. Les 

flavonols sont présents dans les fruits, les feuilles, les légumes, les plantes médicinales, etc. 
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Figure 12. Structures de quelques flavonols (ex : Rutine et Kaempférol 7-O-rhamnoside) 

III.3.2. Non-flavonoïdes 

Les non-flavonoïdes regroupent l’ensemble des composés phénoliques autres que les 

flavonoïdes, c’est-à-dire essentiellement les acides phénols, les alcools phénoliques, les tanins, 

les stilbènes, les coumarines, les anthraquinones et les lignanes. 

III.3.2.1. Acides phénoliques, alcools phénoliques et stilbènes 

Les acides phénols sont l’une des principales sous famille des composés phénoliques et sont 

largement répandus dans les tissus végétaux. Ils sont fréquemment obtenus sous forme de 

glycoside, d’amides ou d’ester et rarement sous forme libre [58]. Tous les acides phénols sont 

issus de l'acide hydroxycinnamique (C3-C6), (ex : acides caféique, p-coumarique, férulique et 

sinapique) et de l'acide hydroxybenzoïque (C1-C6) (ex : acides gallique, vanillique, syringique 

et p-hydroxybenzoïque) [70]. 

Les alcools phénoliques sont des molécules organiques comportant au moins un alcool 

aliphatique rattaché à un noyau phénolique. Les molécules les plus connues de cette classe sont 

le tyrosol et l’hydroxytyrosol (Figure 13). 

 
 

Figure 13.Structures de quelques alcools phénoliques (ex : tyrosol et hydrotyrosol) 

Les stilbènes représentent l’une des sous classes des polyphénols dont le composé le plus connu 

est le resvératrol (Figure 14). Ce composé est impliqué dans la prévention des maladies 
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cardiovasculaires, du cancer, dans la vasoprotection et la neuroprotection. Ils sont présents dans 

les raisins, les arachides, le vin, etc. 

 

Figure 14. Exemple de structure d’un stilbène (ex : le resvératrol) 

III.3.2.2. Les tanins 

Les tanins sont aussi des composés phénoliques dont la particularité réside dans leur capacité à 

établir avec les protéines des complexes insolubles dans l’eau (Figure 15). Ces molécules sont 

impliquées activement dans la défense et la protection des végétaux contre les herbivores et 

autres agresseurs en tant qu’agents antimicrobiens [79]. Ce sont des structures 

macromoléculaires avec un degré élevé d’hydroxylation et de poids moléculaires estimés entre 

500 à 3000 Da. Les tanins sont responsables de l’astringence de plusieurs produits végétaux. 

Ils ont aussi la capacité de précipiter des protéines notamment les glycoprotéines salivaires 

entrainant une diminution du pouvoir lubrifiant [79]. Les tanins peuvent être répartis en deux 

principales sous-familles à savoir les tanins hydrolysables et les tanins condensés. La sous-

familles des tanins hydrolysables dérivent de la voie shikimate et produisent des esters d’acide 

gallique (gallotanins) et d’acide ellagique glycosylé (ellagitanins), tandis que les tanins 

condensés sont issus d’une polymérisation des flavan-3-ols et/ou flavan-3,4-diols. Ils présentent 

des structures assez complexes en fonction des degrés de polymérisation et d’hydroxylation ou 

encore du type de liaison flavanique [80]. Les tanins sont présents en abondance dans les 

légumes, les feuilles, les fruits, les plantes médicinales, le vin rouge, le cacao, etc. 
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Figure 15. Exemples de tanins  

(ex : gallocatéchine –(4α―>6)-épigallocatéchine et catéchine –(4α―>8)-épicatéchine 

(procyanidine B4) 

III.4. Propriétés biologiques des composés phénoliques 

Depuis plusieurs décennies jusqu’à nos jours, l’intérêt pour les composés phénoliques n’a cessé 

de croître en raison de leurs multiples applications dans divers secteurs industriels. En effet, 

selon des études récentes, ils offrent des perspectives nouvelles pour l’industrie agroalimentaire 

en tant qu’antioxydants et conservateurs naturels, à l’industrie pharmaceutique en tant que 

principes actifs de nombreux médicaments, en cosmétique en raison de leurs propriétés 

adoucissantes et protectrices contre les rayonnements UV et enfin en agroécologie en tant que 

pesticides naturels du fait de leurs capacités à lutter efficacement contre les ravageurs des 

cultures (insecticide, bactéricide, fongicide, etc.). La  

Figure 16 présente quelques propriétés biologiques des composés phénoliques. 

 

 

 

 

 

 

 



 

27 
 

Chapitre 1 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16. Quelques propriétés biologiques des composés phénoliques 

Plusieurs hypothèses ont montré l’existence d’une forte corrélation entre la biodisponibilité des 

composés phénoliques chez des plantes et les conditions de stress biotique ou abiotique qui 

leurs sont appliquées. Selon les travaux de Treuter [81], les plantes accumuleraient, sous 

l’influence des facteurs biotiques et abiotiques, de fortes concentrations en composés 

phénoliques par un processus oxydatif (Figure 17). 

 

Figure 17. Hypothèse de la pression oxydative comme concept évolutif de la distribution et de 

l'abondance des flavonoïdes.  

(Schéma adapté à partir des travaux de Close et McArthur, (2002) [82]) 
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III.4.1. Activité antioxydante 

Un antioxydant peut être défini comme étant un composé naturel ou synthétique ayant la 

capacité de ralentir ou de limiter un processus d’oxydation lorsqu’il est ajouté à faible dose à 

une substance naturellement oxydable à l’air libre [83]. Les molécules antioxydantes agissent 

en piégeant les radicaux peroxydes, en désactivant les espèces réactives d’oxygène (ERO) 

(radicaux OH•, Oxygène singulet, ion superoxyde), en limitant la lipoxygénase et en chélatant 

les métaux lourds [84]. Les molécules antioxydantes sont d’origine endogène (enzymatique) 

dans la cellule humaine ou exogène (apportées par l’alimentation). Le mécanisme d’action des 

antioxydants peut être résumé en deux étapes principales :  

✓ la première consiste en une rupture de la chaîne d’oxydation, mécanisme par lequel 

l’antioxydant cède un électron au radical libre ; 

✓ la deuxième consiste en une élimination des initiateurs des ERO. 

III.4.1.1. Antioxydants enzymatiques 

Ce sont des enzymes naturellement synthétisées par l’organisme et constituent la première ligne 

de défense de ce dernier en cas de production excessive des ERO. Elles sont principalement 

constituées de la Superoxyde dismutase (SOD), la Catalase et le Glutathion peroxydase [85]. 

III.4.1.2. Antioxydants non-enzymatiques 

Un régime alimentaire riche en produits végétaux (fruits et légumes, etc.) apporte à l’organisme 

une diversité de métabolites spécialisés capable de limiter le phénomène d’oxydation en 

neutralisant les ERO. Ce sont principalement des composés phénoliques, certaines vitamines, 

et des caroténoïdes, etc. Plusieurs travaux ont rapporté le caractère antioxydant fort de plusieurs 

molécules phénoliques telles que les flavonoïdes [64, 81, 86]. En effet, ces composés de par 

leurs caractéristiques structurales libèrent facilement des électrons ou des radicaux hydrogène 

et se transformant en des radicaux intermédiaires phénoxyles stabilisés [87]. Les électrons ainsi 

libérés interagissent avec les radicaux libres en les inactivant suivant le processus indiqué par 

l’équation 1 (Eq.1). Ce processus protège non seulement l’organisme contre le stress oxydant, 

mais aussi joue un rôle important dans la conservation et donc le conditionnement de divers 

produits alimentaires au cours du stockage. 

Il a été démontré qu’une configuration structurale comportant une double liaison entre les 

carbones C2 et C3 en conjugaison avec le carbonyle en position 4 et la présence sur le cycle B, 

d’un groupe catéchol ou méthoxyle avec un faible degré de ramification saccharidique, confère 

aux flavonoïdes une plus grande activité antioxydante [88]. En général, si la glycosylation 
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entraine une baisse du pouvoir antioxydant des flavonoïdes, il convient de signaler qu’en 

fonction du type de glycosylation, l’activité diffère [89]. En effet, des travaux ont montré 

qu’une C-glycosylation serait plus active en terme d’activité antioxydante comparativement à 

une O-glycosylation [90]. Kumaran et Karunakaran, (2007) [91] ont rapporté des corrélations 

linéaires entre les teneurs en composés phénoliques présents dans les extraits de plante et 

l’activité antioxydante mesurée. 

  (Eq. 1) 

R• : Radical libre instable ; RH : “Radical“ inactivé. 

Le potentiel antioxydant des extraits de feuilles de E. camaldulensis et de C. citratus a été 

démontré par plusieurs auteurs en établissant des corrélations positives entre plusieurs tests de 

mesure de l’activité antioxydante et les contenus en composés phénoliques. En guise 

d’exemple, les travaux de Nasr et al. (2019) [92] avait rapporté une corrélation positive de 0,52 

entre les teneurs en phénoliques totaux (TPT) contenus dans les extraits des feuilles de E. 

camaldulensis et l’activité antioxydante mesurée. 

Des constats similaires avaient été rapportés par Muala et al. (2021) [93] en utilisant les feuilles 

de C. citratus. Des corrélations positives ont été établies entre les TPT et la capacité de piégeage 

des radicaux libres DPPH avec la variation des facteurs tels que le ratio liquide-solide et la 

température. Plus les teneurs en phénoliques sont importantes, plus l’activité antiradicalaire est 

meilleure. 

III.4.2. Effets pesticides 

Un pesticide est considéré comme un produit chimique naturel ou synthétique (ou mélange de 

substances) destiné à prévenir, éliminer, tuer, contrôler ou limiter l’action des parasites [94]. Il 

englobe les bactéricide, fongicide, insecticide, herbicide, nématicide, etc. utilisés pour leurs 

capacités biocides. Le terme « biopesticide » plus récemment fait référence à des 

phytopesticides, c’est-à-dire des substances bioactives issues du règne végétal susceptibles 

d’être utilisées contre divers ravageurs tout en ayant le moins d’effet négatif possible sur 

l’environnement et la santé humaine. Le terme prendra un sens beaucoup plus général en 

associant plusieurs autres substances produites par des microorganismes ou d’origine animale 

[94]. Cependant, le potentiel biopesticide des plantes médicinales semblent être le plus 

accessible et exploitable à moindre coût par rapport à celui des autres organismes. A ce titre, 

sur la base des extraits bruts ou purifiés de certaines plantes, plusieurs chercheurs ont mis en 
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évidence des pouvoirs antibactérien, antifongique, antiviral, insecticide et nématicide, etc. Ces 

extraits sont dès lors considérés comme des alternatives agroécologiques à la lutte chimique 

contre les ravageurs des cultures. Aussi, dans plusieurs cas, des corrélations ont été établies 

entre les composés bioactifs présents dans les extraits tels que les composés phénoliques et les 

activités biologiques observées. 

III.4.2.1. Antibactérien 

L’usage des plantes médicinales dans le traitement des infections bactériennes remonte à des 

périodes très anciennes. Selon plusieurs études scientifiques, cette pratique s’expliquerait du 

fait de la présence dans les extraits végétaux de nombreuses molécules issues du métabolisme 

secondaire des plantes et qui sont responsables des activités désirées. 

Les composés phénoliques sont l’une des familles des métabolites spécialisés sans doute les 

plus diversifiés dans le règne végétal. De nombreux travaux ont montré l’efficacité de ces 

composés contre diverses souches bactériennes affectant la santé humaine, animale ou même 

celle des plantes. Le pouvoir antibactérien des polyphénols serait dû à leur capacité à inhiber la 

formation des biofilms bactériens, à détruire la paroi et la membrane cellulaire, ou encore à 

neutraliser les différentes enzymes synthétisées par ces pathogènes [95–98]. Selon les travaux 

de Xie et al. (2017) [99], la structure des composés phénoliques est un facteur important qui 

aurait une influence significative sur leur pouvoir antibactérien. En effet, sur 15 composés 

phénoliques testés, la sous-famille des acides phénoliques s’est révélée la plus active. De plus, 

les composés phénoliques ont induit une activité sélective en fonction des bactéries gram positif 

et négatif. Ceci constituerait potentiellement une piste exploitable dans le cadre du 

développement d’un biopesticide spécifique ou à un spectre d’activité réduit dont l’impact 

épargnerait les organismes non cibles (bénéfiques). Aussi, un des avantages d’utiliser des 

composés phénoliques en tant qu’agent antibactérien serait d’éviter le développement des 

phénomènes de résistance aux antibiotiques du fait de leur caractère biodégradable [99].  

III.4.2.2. Antifongique 

L’action des champignons pathogènes sur les rendements des cultures demeure jusque-là l’une 

des préoccupations majeures dans le secteur agricole mondial et plus particulièrement celui de 

la production maraîchère en Afrique Subsaharien et au Burkina Faso. Au regard des impacts 

négatifs des fongicides de synthèse sur la santé humaine et l’environnement, des essais allant 

dans le sens du développement des phytofongicides naturels semblent se multiplier.  
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A ce titre, Kumar et Kumar, (2015) [100] ont rapporté des efficacités fongicides de 78,33%, 

75,00% et 70,33% respectivement des extraits de Solanum indicum, Azadirachta indica et 

Oxalis latifolia contre un champignon ravageur de la tomate (Fusarium oxysporum). Ces 

valeurs obtenues sont relativement comparables à celles enregistrées pour des fongicides 

synthétiques utilisés comme référence : mancozeb (82,66%), oxychlorure de cuivre (79,33%), 

et sulfate de cuivre (82,33%).  

Dans le même sens, Abdelkhalek et al. (2020)  [101] ont mis en évidence des activités 

fongicides des extraits d’écorces de E. camaldulensis  à différentes concentrations (1% ; 2% et 

3%) contre trois souches de champignons à savoir Fusarium culmorum, Rhizoctonia solani et 

Botrytis cinerea. Les résultats ont indiqué une forte inhibition de la croissance mycélienne du 

Fusarium culmorum et Rhizoctonia solani, tandis qu’aucune inhibition de la croissance de 

Botrytis cinerea n’a été observé. Ces auteurs suggèrent que la richesse des extraits en composés 

phénoliques (principalement des acides phénols, des flavonoïdes, des composés aldéhydes) 

serait à l’origine du potentiel antimicrobien observé. De plus, Bashir et Tahira [44] ont observé 

un potentiel antifongique des extraits de feuilles de E. camaldulensis plus important par rapport 

à celui des écorces et des tiges contre le Fusarium solani.  

III.4.2.3. Insecticide 

Les insectes, les acariens, les mollusques, les rongeurs, les nématodes, sont des animaux 

prédateurs qui s’attaquent à des cultures ou des récoltes stockées. Ces ravageurs font partie des 

bioagresseurs des cultures et sont susceptibles de causer des pertes économiques importantes. 

Ils sont dès lors combattus au quotidien par les agriculteurs essentiellement au moyen de 

pesticides chimiques de synthèse. Au regard du danger sanitaire et environnemental lié à ces 

produits phytosanitaires, de nombreux recherches visent à isoler de nouvelles molécules issues 

de sources naturelles telles que botanique par exemple. 

Dans ce contexte, l’effet insecticide des extraits d’écorce de E. camaldulensis a été investigué 

par Abdelkhalek et al. (2020) [101] contre des insectes Tribolium castaneum (Herbst) et 

Sitophilus oryzae L. en procédant par contact et par fumigation. Les résultats ont montré qu’en 

24h, toutes les concentrations (1, 5, 10, 20 et 30 ppm) testées en utilisant la méthode par contact 

ont provoqué 100% de toxicité chez les deux parasites étudiés. Avec l’essai par fumigation, la 

mortalité la plus élevée a été enregistrée pour ces deux ravageurs avec des concentrations 

respectives de 20 ppm (61,66 %) et 30 ppm (57,77 %). Ces auteurs ont suggéré que l’activité 

insecticide observée serait probablement due aux composés phénoliques dans les extraits 
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marqués par la présence de l’acide benzoïque, du quinol, de l’acide salicylique, de la myricetine, 

et de la rutine. Il a également été rapporté que l’extrait éthanolique des feuilles de C. citratus 

provoquait une forte activité répulsive antimoustique à 100% chez l’homme pendant environ 

plus de 6h de temps d’exposition à Anopheles arabiensis, un vecteur du paludisme [102]. 

III.4.2.4. Flavonoïdes en tant que molécules allélochimiques : relation plante-

plante, plante-insecte et plante-environnement. 

L’allélopathie est définie comme un ensemble de réactions biochimiques, positives ou 

négatives, réalisées par les plantes entre elles, ou avec d’autres organismes vivants [103]. C’est 

un phénomène naturel par lequel une plante sécrète des molécules biochimiques qui sont 

susceptibles d’influencer soit la germination, la croissance, la survie, la reproduction d’autres 

plantes, ou d’autres organismes tels que les nématodes par exemple [103]. Ces molécules 

allélopathiques, une fois synthétisées, sont libérées dans l’environnement via des processus de 

lixiviation, de volatilisation, par sécrétion d’exsudat racinaire ou par simple décomposition des 

résidus de la plante. L’acide férulique, utilisé en cosmétique pour ses potentialités à limiter le 

vieillissement précoce de la peau et également pour ses capacités à limiter les processus 

d’oxydation, est l’un des composés les plus connus pour ses effets allélopathiques. Bais et al. 

(2003) [104] dans leurs travaux sur l’influence allélopathique de Centaurea maculosa une 

espèce envahissante ont montré que cette espèce éloigne les plantes indigènes en exsudant de 

la phytotoxine dans le sol à partir de ses racines. Les résultats des investigations indiquent une 

libération de la (-)-catéchine à des teneurs élevées entraînant ainsi une inhibition de la 

germination et de la croissance des plantes indigènes. En 2004, Deng et al. [105] ont également 

rapporté l’effet inhibiteur de la naringine sur la croissance de certaines graminées comme le 

maïs, le riz et le Echinochloa oryzicola manifesté par un état de brunissement des racines, le 

retard du développement des feuilles et le nanisme des pousses. 

IV. Extraction des molécules bioactives de plantes aux propriétés 

pesticides 

Les extractibles représentent essentiellement les molécules organiques de faible poids 

moléculaire que l’on trouve dans la structure poreuse de la matière végétale. Ce sont des 

composés solubles dans l’eau et dans les solvants organiques (d’où le nom d’extractible) 

contrairement aux constituants structuraux du bois (cellulose, hémicelluloses, lignine) qui 

nécessitent des traitements plus sévères pouvant entraîner des modifications chimiques 

importantes. Ils sont généralement obtenus par entraînement à la vapeur, la dissolution ou le 
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pressage. Les extractibles regroupent toute une gamme de composés dont la plupart sont des 

métabolites secondaires ou spécifiques à savoir les composés azotés, les terpénoïdes et 

composés phénoliques. 

IV.1. Extraction des huiles essentielles  

Couramment appelées essences sécrétées par les plantes aromatiques, les huiles essentielles 

constituent des mélanges complexes de molécules volatiles contenues dans le cytoplasme des 

cellules sécrétrices [106]. La composition chimique d’une huile essentielle dépend du 

patrimoine génétique de la plante, du biotope (nature du sol, bilan hydrique, des conditions 

climatiques, etc.), de l’âge de la plante, de l’organe producteur (feuilles, écorces, tiges ou 

rhizomes, fleurs, racines), de la période de récolte et de la méthode d’extraction utilisée [107].  

Plusieurs procédés d’obtention des huiles essentielles des plantes aromatiques sont décrites 

dans la littérature. Parmi elles, l’extraction par entraînement à la vapeur d’eau a fait l’objet de 

nombreuses évolutions menant à différentes variantes dont l’hydrodistillation, la distillation à 

vapeur saturée et l’hydrodiffusion [108]. La plupart des huiles essentielles est constituée de 

deux principaux groupes de composés odorants distincts selon la voie métabolique empruntée. 

Il s’agit des composés terpéniques, prépondérants dans les essences, et des dérivés du 

phénylpropane majoritairement retrouvés dans quelques essences telles que celles d’anis, de 

cannelle et de girofle [106, 109]. 

Des travaux sur les compositions chimiques et l’évaluation des propriétés pesticides des huiles 

essentielles de nombreuses plantes aromatiques sont rapportés dans la littérature [40, 110–113]. 

Malgré les bio-activités prouvées des huiles essentielles, leur utilisation reste limitée à l’état 

libre (en milieu réel) du faite de leur sensibilité à l’oxydation, à l’exposition aux rayonnements 

UV et de leur volatilité relativement élevée [114–116].  

IV.2. Préparation des extraits bruts 

On a recours à ce type de procédé quand les principes actifs de la plante sont solubles dans des 

solvants et peuvent être extraits à partir du tissu de la plante. Les extraits obtenus sont 

généralement solides ou liquides et sont non-volatiles à température ordinaire. Ils existent 

plusieurs procédés d’extraction généralement répartis en techniques d’extraction 

conventionnelles et techniques d’extraction modernes. 
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IV.2.1. Techniques d’extraction conventionnelles 

Les principales techniques d’extraction conventionnelles des plantes sont la percolation, la 

décoction, l’infusion et la macération.  

Encore nommé lixiviation, la percolation consiste à recouvrir de la matière végétale finement 

broyée par un solvant pendant environ une journée. Le passage du solvant au travers de la 

matrice végétale s’effectue très lentement de sorte à entraîner avec lui tout composé soluble. 

Le principe de l’infusion repose sur l’extraction des principes actifs hydrosolubles de la plante 

dans un solvant préalablement chauffé. De l’eau chaude (80°C) est ajoutée à la matière végétale 

broyée ; puis le mélange est laissé au repos sous légère agitation pendant quelques minutes à 

une demi-heure. Le liquide contenant le principe actif est obtenu par filtration du mélange final. 

La décoction est un procédé d’extraction qui consiste à porter à ébullition dans l’eau de la 

matière végétale pour en extraire les principes actifs. Elle présente l’avantage d’extraire plus 

aisément les composés actifs des parties les plus dures du végétal (racines, écorces, etc.) ou 

mène à des rendements d’extraction relativement élevés.  

Les techniques d’extraction par infusion et par décoction nécessitent de la chaleur et sont donc 

susceptibles de détériorer certaines molécules bioactives notamment les composés 

thermosensibles. D’autre part, elles sont consommatrices d’énergie et nécessitent de grand 

volume de solvants lorsque la durée de l’extraction est prolongée. 

La macération est une méthode d’extraction douce qui consiste à dissoudre à froid les principes 

actifs d’une matière végétale dans un solvant sous une agitation permanente. C’est une 

technique peu coûteuse, efficace et facile à mettre en œuvre. Cependant, elle est souvent 

confrontée à quelques difficultés tels que la consommation importante de solvant et nécessite 

des durées d’extraction souvent plus longues que l’infusion et la décoction [58, 117] 

IV.2.2. Techniques d’extraction dites modernes ou plus innovantes 

IV.2.2.1. Extraction aux ultrasons - sonication 

L’extraction aux ultrasons est une technologie utilisée dans plusieurs domaines. Son principe 

repose sur le phénomène de cavitation qui, créant une forte vibration entre les molécules, 

entraine ainsi le transfert de masse vers le solvant [118]. Une augmentation significative des 

rendements d’extraction des matières végétales en appliquant cette méthode a été rapportée 

dans la littérature [119–121]. Cependant, son utilisation nécessite non seulement des étapes de 
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filtration, mais peut aussi entraîner des dénaturations possibles des extraits du faite de la forte 

pression appliquée [60]. 

IV.2.2.2. Extraction assistée par micro-ondes 

Le procédé d’extraction assistée par micro-ondes est également une technologie utilisée dans 

la récupération des composés bioactifs des plantes dont le principe repose sur l’application 

d’ondes électromagnétiques pour chauffer rapidement et de manière homogène le solvant [118, 

122]. L’extraction est effectuée en trois étapes essentielles : (i) une première étape où l’on 

assiste à une séparation des solutés de la matrice sous l’effet de la forte pression et de la 

température élevée créées par les micro-ondes, (ii) une deuxième étape qui concerne la 

pénétration du solvant dans la matrice et (iii) enfin la dernière étape qui est la séparation des 

solutés de la matrice et de leur transfert vers le solvant [118]. Par ailleurs, elle est aussi 

confrontée à certaines contraintes notamment l’utilisation des températures élevées et des 

durées d’extraction relativement longues. Elle peut présenter des risques d’explosion et est 

grande consommatrice de solvant. En outre, il s’agit d’une méthode relativement coûteuse [60]. 

IV.2.2.3. Extraction au CO2 supercritique 

Elle consiste à faire circuler du CO2 supercritique (T > 304,25 K et > 72,9 atm) à travers une 

matière végétale pour en récupérer l’extrait par un processus de décompression. Elle présente 

une bonne sélectivité, est rapide, ne requiert pas d’étapes de filtration, offre des rendements 

d’extraction relativement élevés et le solvant est non toxique et chimiquement inerte [60, 118]. 

L’un de ses inconvénients est le nombre important de paramètres à contrôler pour une 

optimisation de l’extraction [60]. Aussi, le CO2 est apolaire avec un faible pouvoir de 

dissolution ce qui pourrait limiter son utilisation dans le cadre de l’extraction des solutés 

polaires comme les composés phénoliques par exemples. Pour lever cet obstacle, il est quelques 

fois accompagné d’un co-solvant qui pourrait être de l’éthanol ou du méthanol. 

V. Optimisation de l’extraction des composés phénoliques 

V.1. Paramètres influençant l’extraction des molécules bioactives 

Plusieurs techniques d’extraction sont appliquées pour extraire les composés bioactifs des 

plantes. Le choix d’une technique est généralement fait en fonction des caractéristiques de la 

biomasse et des molécules cibles.  

Les composés phénoliques ont fait l’objet d’une attention considérable ces dernières années 

pour plusieurs raisons dont le développement des pesticides botaniques au profit du secteur 
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agricole. Ce processus suppose l’obtention des extraits enrichis de ces molécules bioactives, ce 

qui est aussi fortement dépendant des conditions d’extraction. En effet, certains auteurs ont 

souligné que de nombreux paramètres clés que sont la température, la nature du solvant, la 

polarité du solvant, le ratio solvant-biomasse, la durée d’extraction, la vitesse d’agitation, la 

taille des particules, la période de collecte de la biomasse, l’organe de la plante, le stade de 

développement, etc. ont des influences sur la quantité et la qualité des composés bioactifs 

extraits [119, 123–126].  

V.2. Méthodes d’optimisation de l’extraction des molécules bioactives 

V.2.1. Approche conventionnelle classique 

L’extraction des composés bioactifs en appliquant une méthode d’extraction conventionnelle 

classique repose essentiellement sur le principe de variation d’un seul paramètre et en 

maintenant fixe les autres paramètres. Selon certains auteurs, cette méthode d’extraction ne 

permet pas une optimisation adéquate de l’extraction. Aussi, il faut noter que cette méthode 

entraine un nombre considérable d’essais à réaliser avec des consommations importantes 

d’énergie, de solvant d’extraction, des durées de travail assez longues et occasionnant des coûts 

élevés de production.  

Cette approche a été appliquée par de nombreux auteurs dans l’extraction des composés 

bioactifs à partir de la biomasse telle que les feuilles de C. citratus et de E. camaldulensis. 

Singab et al. (2011) [127] ont rapporté un rendement d’extraction de 10% à partir des feuilles 

de E. camaldulensis extrait par macération sous agitation continue avec un solvant constitué de 

l’acétone aqueuse (70%). Des teneurs de 364,1 milligrammes Equivalent Acide Gallique par 

gramme (mg EAG/g) et 80,5 milligrammes Equivalent Quercétine par gramme (mg EQ/g) ont 

été respectivement enregistrées pour les teneurs en polyphénols totaux (TPT) et les teneurs en 

flavonoïdes totaux (TFT). De même Wong-Paz et al. (2015) ont rapporté un rendement 

d’extraction de 14,8% et une teneur en TPT de 12,8 mg EAG/g obtenus à partir des extraits des 

feuilles de E. camaldulensis obtenus par chauffage à reflux durant 2h avec un mélange éthanol-

eau comme solvant d’extraction. Dans les deux cas d’études, on note une différence importante 

en termes de teneurs en composés phénoliques, ce qui pourrait être justifié par les différences 

entre les méthodes d’extraction ainsi que par la variation des paramètres clés (nature du solvant, 

durée d’extraction, effet du chauffage, etc.). 

Des extractions sur C. citratus réalisées par reflux durant 45 min en utilisant un ratio liquide-

solide de 10 mL/g et avec comme solvant d’extraction de l’éthanol et du méthanol ont permis 
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d’avoir des rendements d’extraction respectifs pour ces deux solvants de 11,2% et 15,2%. Des 

TPT de 118,1 et 35,4 mg EAG/g ont été respectivement enregistrées pour ces extraits [50]. En 

outre, en travaillant sur l’influence de la période de collecte des feuilles de C. citratus par 

rapport à la variation de leur contenu phénolique par la méthode d’extraction par infusion, Costa 

et al. (2015) [128] ont montré que la période de collecte des feuilles aurait une influence 

significative sur les teneurs en composés phénoliques majoritaires identifiés dans les extraits. 

Ces auteurs ont noté une baisse significative des composés phénoliques à partir du mois d’août 

suggérant que la biosynthèse de ces composés chez cette plante serait affectée par la lumière du 

soleil. Par contre, la teneur en flavonoïdes totaux avait augmenté durant cette période. 

V.2.2. Approche par plans d’expérience 

L’extraction des composés phénoliques en appliquant une approche par plan d’expérience 

semble constituer une alternative permettant d’améliorer les rendements d’extraction. Cette 

approche permet une optimisation de façon simultanée de plusieurs paramètres à la fois. Elle a 

été utilisée dans plusieurs études d’optimisation de l’extraction à partir de la biomasse végétale 

notamment des feuilles de C. citratus et de E. camaldulensis. 

En effectuant l’extraction aux ultrasons appliquée à la méthodologie de surface de réponse 

(MSR), Wong-Paz et al. (2015) ont étudié l’influence conjointe du ratio liquide-solide, de la 

concentration du solvant et de la durée d’extraction des composés bioactifs à partir des feuilles 

de E. camaldulensis. Les conditions optimales d’extraction qu’ils ont obtenues sont : 12 mL/g, 

46,8 min et éthanol-eau 35%, respectivement pour le ratio liquide-solide, le temps et la 

concentration en éthanol. La teneur en phénoliques totaux (TPT) sous cette condition était de 

13,9 mg/g. Une étude similaire réalisée avec des feuilles de C. citratus en  utilisant un plan de 

type Box-Behnken a permis d’optimiser simultanément trois facteurs, à savoir le temps, la 

température et le ratio solvant-biomasse [129]. Les solvants d’extraction utilisés étaient des 

solvants eutectiques profonds. Aux conditions optimales d’extraction, les TPT et TFT étaient 

respectivement de 116 mg EAG/g et 98 mg EQ/g. Cependant, en procédant par décoction 

appliquée à une méthodologie de surface de réponse, Muala et al. (2021) [93] avait obtenu 

comme conditions optimales : ratio solide-liquide 5 g/100 mL, température 93,8°C et temps 

d’extraction de 11,3 min. Les TPT sous cette condition étaient de 71,9 mg EAG/100 mL à partir 

des feuilles de Cymbopogon citratus. 

VI. Description de plan d’expérience 

VI.1. Présentation schématique d’un plan d’expérience 
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La mise en place d’un processus d’extraction bien maîtrisé constitue l’une des étapes les plus 

déterminantes dans l’étude des composés bioactifs issus des extraits de plantes. La 

méthodologie du plan d’expérience est une approche mathématique utilisée pour planifier une 

expérimentation et est applicable aux études scientifiques. Plusieurs types de plan d’expérience 

sont appliqués dans des processus d’optimisation de l’extraction des composés bioactifs d’une 

plante. Les plans d'expérience ont pour rôle principale de planifier au mieux l’expérimentation 

qui accompagne une recherche scientifique ou des études industrielles. Ils sont donc applicables 

à tous les processus de production industrielle. De façon simplifiée, un plan d’expérience peut 

être schématisé sous la forme d’un phénomène de type boîte noire (Figure 18). 

 

Figure 18. Système de boîte noire d’un plan d’expérience 

L’utilisation des plans d’expériences peut avoir plusieurs avantages. Ils permettent de :  

✓ réaliser un nombre d’essais assez réduit sans pour autant réduire la qualité des résultats ; 

✓ faire varier plusieurs facteurs à la fois ; 

✓ étudier les interactions entre les facteurs ; 

✓ faire une modélisation mathématique du phénomène étudié ; 

✓ réduire les coûts liés à l’expérimentation et gagner en temps. 

✓ Etc. 

VI.2. Types de plans d’expérience 

VI.2.1. Plan factoriel complet à deux niveaux  

Un plan factoriel complet est un plan dans lequel l’opérateur mesure les réponses pour toutes 

les combinaisons de niveaux des facteurs. Le nombre d’essais total est donné par la relation 2k 

où k est le nombre de facteurs.  

Par exemple pour une expérience comportant 4 facteurs, le nombre d’essai sera de 24 = 16 

essais. Cette relation montre clairement que plus il y’a des facteurs à étudier, plus le nombre 

d’essais va croitre de façon exponentielle vers des situations inimaginables en terme du nombre 
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d’essais pour une expérience. Pour contourner cette difficulté, on passe au plan factoriel 

fractionnaire [130]. 

VI.2.2. Plan factoriel fractionnaire à deux niveaux 

Tout comme le plan factoriel complet, le plan factoriel fractionnaire perme étudie l’influence 

de tous les paramètres de l’expérimentation mais seulement avec un nombre d’essai très réduit 

donné par la relation 2k-1, où 2 indique le nombre de niveau de chacun des facteurs, et k le 

nombre de facteur à étudier [130]. Le nombre d’essai est donc divisé de moitié 

comparativement au plan analogue factoriel complet. 

VI.1.3. Plans de surface 

Pour une bonne modélisation des phénomènes étudiés, on fait appel à des plans de surface. En 

effet, ces types de plan utilisent des modèles polynomiaux du second ordre et étudient 

également l’influence entre les facteurs. Ils sont appliqués dans le cas des variables continues 

[130]. 

VI.1.3.1. Plans de Box-Behnken 

Pour ce type de plan, tous les facteurs prennent trois niveaux : -1 ; 0 ; +1. Ces plans sont faciles 

à mettre en place et obéissent aux critères d’isovariance par rotation (erreur de prévision des 

réponses est identique pour chaque point). Le plus couramment utilisé est celui permettant 

d’étudier l’influence de trois facteurs. 

VI.1.3.2. Plans de Doehlert 

Les plans de Doehlert obéissent à une caractéristique majeure qui est la répartition uniforme 

des point expérimentaux dans le domaine d’étude. Tous les points sont à équidistance par 

rapport au centre du domaine d’étude ou domaine d’intérêt. 

VI.1.3.3. Plans composites 

Les plans composites comprennent trois parties, d’où l’appellation « composite » :  

Partie 1 : est un plan factoriel complet à deux niveaux : 2n  (n = nombre de facteur) 

Partie 2 : constitue les points centraux et le nombre d’essais est fonction de l’opérateur 

(minimum 3 répétitions pour des prédictions de qualité). 

Partie 3 : constitue les points axiaux ou essais en étoiles. Ce sont des points situés sur les axes 

de chacun des facteurs en dehors du domaine d’étude et le nombre d’essais est donné par la 

relation 2×n. 



 

40 
 

Chapitre 1 

Par conséquent, le nombre total d’essais est obtenu en faisant la somme des essais des trois 

partie :  

N = 2n + p + 2×n (avec N : nombre d’essais total ;  n : nombre de facteurs ; p : le nombre d’essais 

effectués au centre du domaine). 

Ce type de plan obéit au critère d’optimalité, c’est-à-dire la position des points expérimentaux 

pour laquelle l’erreur prédite sur les réponses est la plus faible. 

VII. Méthodes de caractérisation des composés phénoliques 

VII.1. Analyse qualitative 

VII.1.1. Chromatographie sur couche mince (CCM) 

La CCM est une technique analytique utilisée en laboratoire pour la caractérisation de mélanges 

complexes. Son principe repose sur la migration des composés contenus dans une phase mobile 

(éluant) sur une phase stationnaire (la silice) en fonction de leur affinité pour les deux phases. 

Elle est utilisée pour mettre en évidence la présence des composés phénoliques dans un extrait 

brut. La CCM est effectuée en trois étapes principales : le repérage (préparation de la plaque et 

dépôt du spot), le développement de la chromatographie (migration par capillarité des composés 

dans l’éluant) et la révélation des tâches fluorescentes sous une lampe UV correspondantes à 

des molécules contenues dans le mélange étudié. 

VII.1.2. Spectroscopie Infrarouge (IR) 

La spectroscopie IR est une méthode d’analyse spectrale qui apparaît comme une technique 

susceptible de fournir des informations structurales et approcher la composition chimique d’un 

échantillon analysé. Son principe est basé sur la capacité vibratoire des molécules constitutives 

de l’échantillon suite à l’absorption d’un rayonnement IR ainsi que la détection et l’analyse 

spectrale de ce rayonnement après interaction avec l’échantillon. Elle permet de détecter les 

groupes fonctionnels d’une molécule. 

VII.2. Analyse quantitative : dosage au spectrophotomètre UV-vis 

En utilisant la spectrophotométrie UV-vis, il est possible de quantifier les teneurs de nombreux 

composés bioactifs contenus dans un mélange complexe tels que les flavonoïdes totaux, les 

composés phénoliques totaux, les tanins totaux, les anthocyanes totaux, etc. 

Le dosage des phénoliques totaux est réalisé en utilisant le Réactif Folin-Ciocalteu (FCR) 

suivant la méthode décrite en 1965 par Singleton et Rossi [131]. Le principe du dosage repose 
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sur la réduction du FCR au cours de l’oxydation des phénols aboutissant à la formation d’un 

complexe bleu d’oxydes de tungstène et de molybdène ayant une absorption maximale 

comprise entre 700 à 760 nm [132]. 

VIII. Identification des flavonoïdes par Chromatographie Liquide 

couplée à la Spectrométrie de Masse (LC-MS) 

VIII.1. Aperçu de l’analyse LC-MS et principe 

Il existe de nos jours plusieurs techniques d’analyse structurale des composés bioactifs parmi 

lesquelles la spectrométrie de masse couplée à chromatographie liquide (LC-MS) se présente 

comme l’un des outils les plus performants pour l’identification structurale et la quantification 

des flavonoïdes présents dans un mélange complexe. En effet, la LC-MS présente plusieurs 

avantages tels que sa forte sensibilité, sa capacité à être sélective, et utilise de faibles quantités 

d’échantillons [133–136]. 

L’analyse des flavonoïdes par LC-MS suppose une première étape effectuée sur la LC, étape 

au cours de laquelle les différents constituants se séparent en fonction de leurs caractéristiques 

structurales (nature de l’aglycone, degré d’oxydation, de glycosylation, acylation, etc.), et de la 

composition du système de solvant. Ainsi, chaque composé est détecté avec un temps de 

rétention spécifique [137, 138]. D’autres paramètres importants liés aux conditions 

expérimentales peuvent également influencer le temps de rétention tels que la durée du run, le 

type de colonne utilisé, la température de la colonne, la pression, etc. La colonne RP-C18 est 

généralement l’une des colonnes les plus utilisées pour la séparation des flavonoïdes. 

Une fois la séparation des composés effectuée par la LC, la seconde étape consiste à l’analyse 

de leurs structures qui est automatiquement prise en charge par la spectrométrie de masse par 

couplage LC-MS en ligne. Le principe de la spectrométrie de masse (MS) repose sur sa capacité 

à générer des ions en phase gazeuse, à les séparer en fonction de leurs rapports masse-sur-

charge m/z et enfin à les détecter de façon proportionnelle à leur abondance relative [139]. Cela 

implique donc l’utilisation d’une technique d’ionisation adaptée. Dans l’analyse des 

flavonoïdes par la MS, la technique d’ionisation par FAB (Fast Atom Bombardment) était la 

plus utilisée [140]. Son principe était basé sur le bombardement des flavonoïdes dans un 

échantillon liquide (solvant non-volatile) à l’aide d’atomes hautement énergétiques (technique 

d’ionisation « dure »). On assistait à la fragmentation des molécules/ions. Cependant, avec 

l’avènement des nouvelles techniques d’ionisation dites « douces », l’analyse des flavonoïdes 
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et des biomolécules présents dans des mélanges assez complexes a connu une évolution 

considérable. Parmi ces techniques, l’ionisation Electrospray consiste à générer à pression 

atmosphérique des molécules chargées issues d’un spray créé dans un champ électrique (Figure 

19). Elle consiste en trois étapes essentielles dont la formation des gouttelettes chargées à partir 

du flux issu de LC, l’évaporation du solvant et la réduction de la taille des gouttelettes entraînant 

une augmentation de la densité des charges et enfin l’éjection des ions désolvatés. L’application 

de la technique d’ionisation Electrospray en mode négative (ESI-) [M-H]- est la plus utilisée 

dans l’analyse LC-MS des flavonoïdes [134]. Par ailleurs, le mode positif ESI+ [M+H]+ peut 

fournir aussi d’importantes informations structurales complémentaires en cas de co-élution par 

exemple, ou lors des analyses en tandem, ou encore pour des composés chargés positivement 

tels que les anthocyanines [136, 141]. 

 

Figure 19. Mécanisme simplifié de l’ionisation Electrospray (ESI) en mode positif.  

(Schéma extrait des travaux de Ho et al. (2003)) [142] 

VIII.2. Dissociations Induites par Collision (Collision-Induced Dissociation, 

CID) et spectrométrie de masse en tandem. 

VIII.2.1. Description de la CID 

La CID est l’un des procédés les plus performants pour l’élucidation structurale des flavonoïdes 

par analyse LC-MS en tandem (LC-MSMS). Elle permet d’induire des fragmentations des ions 

sélectionnés en phase gazeuse, par collision avec des molécules neutres (soit de l’argon, de 

l’hélium ou de l’azote) entraînant la formation des ions fragments plus petits [141, 143, 144]. 

Ces ions fragments ainsi formés sont ensuite analysés par spectrométrie de masse en tandem. 

La CID fournit alors des informations structurales capitales sur le flavonoïde notamment sur la 
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présence d’éventuelle glycosylation (si oui, sa nature, le nombre de sucre et les points 

d’attaches, etc.), de méthylation des groupements hydroxyles de l’aglycone, ou d’acylation et 

sur la structure de l’aglycone [141]. Ainsi, l’exploitation de la CID et des ions fragments formés 

peuvent aboutir à une identification partielle ou complète des composés recherchés. 

VIII.2.2. CID appliquée aux flavonoïdes 

Les flavonoïdes forment une vaste famille de métabolites secondaires phénoliques avec un 

squelette de base composé de 15 atomes de carbone présentant une configuration C6-C3-C6 

(deux cycles aromatiques A et B reliés entre eux par un hétérocycle pyrane, cycle C). Des 

caractéristiques structurales majeures peuvent être observées entre les différentes sous-familles 

de flavonoïdes. Le cycle B est généralement en position 2 du cycle C de l’aglycone pour la 

plupart des sous-familles sauf pour les isoflavones où il est fixé en position 3 du cycle C. Aussi, 

on peut remarquer chez certaines sous-familles la présence d’une double liaison entre le carbone 

2 et le carbone 3 du cycle C. Les flavonoïdes sont naturellement présents le plus souvent sous 

formes glycosylée (la plus abondante), méthylée, acétylée, acylée, prénylée, sulfatée ou même 

estérifiée par des acides aromatiques. La forme libre ou aglycone est assez rare. D’une manière 

générale, la glycosylation, la forme la plus abondante, semble avoir un effet protecteur des 

aglycones contre des effets d’auto-oxydation et améliore leur solubilité dans le milieu cellulaire. 

Ceci aurait comme conséquence une diminution de l’activité biologique des aglycones [145]. 

Par ailleurs des travaux ont montré qu’en cas d’hydrolyse de ces formes glycosylées, les 

aglycones libérés peuvent présenter des activités biologiques similaires aux aglycones 

correspondants. Les principaux sucres impliqués sont le glucose, le rhamnose, le galactose, le 

xylose, l’arabinose, l’acide glucuronique, et l’apiose fréquemment sous la forme de β-

glucopyranose [146]. Deux types de glycosylation sont rencontrées à savoir la O-glycosylation 

et la C-glycosylation [134, 136]. Les dérivés O-glycosylées établissent des liaisons O-

glycosidiques entre l’unité saccharide et l’aglycone tandis que pour les dérivés C-glycosylées 

l’aglycone est directement rattaché à l’unité saccharide via une liaison carbone-carbone. Les 

positions fréquemment hydroxylées sont les positions 5 et 7 (cycle A), les positions 3’, 4’ et 5’ 

(cycle B) et les positions 3 et 2 du cycle C. Des études ont montré que les flavonoïdes de types 

O-glycosylés sont les plus abondants dans la nature et sont rencontrés dans presque toutes les 

sous-familles de flavonoïdes comparativement aux dérivés C-glycosylées qui sont 

essentiellement rencontrées en quantité importante chez les flavonoïdes de type flavone. 
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Au cours des analyses des flavonoïdes par spectrométrie de masse en tandem utilisant le 

processus CID, des fragments caractéristiques peuvent être observés. En fonction du type de 

glycosylation, les flavonoïdes présentent des schémas de fragmentation différents. 

Une nomenclature basée sur les fragments aglycones a été proposée par Mabry et Markham 

[147] et est largement utilisée de nos jours dans l’identification des fragments aglycones en 

utilisant des notations spécifiques i,jA et i,jB où les lettres A et B désignent respectivement les 

ions fragments aglycones comportant les cycles A et B intacts. Les lettres i et j en exposant 

indiquent les numéros des liaisons rompues. Par la suite, Domon & Costello [148] ont aussi 

établi une nomenclature applicable aux ions fragments générés par des flavonoïdes O-

glycosylés nommées A, B, X et Y, où i,jA et i,jB sont les deux cycles aromatiques du noyau 

flavonoïdes, Yn désigne le numéro de la liaison glycosidique (n en indice) à partir de l’aglycone 

et i,jX représente les numéros (i et j, en exposant) des liaisons glycanes rompues.  

Le schéma de la Figure 20 fait une illustration de la nomenclature des ions fragments des 

flavonoïdes glycosides en utilisant de la quercétine 7-O-rutinoside comme exemple. 

 

Figure 20. Nomenclature des ions fragments de flavonoïde glycosylé.  

(Illustration faite en utilisant de la quercétine 7-O-rutinoside) [134, 147, 148] 

VIII.2.2.1. Flavonoïdes O-glycosylés 

En rappel, tous les groupements hydroxyles présents sur un aglycone flavonoïde sont 

susceptibles d’être rattachés à un ou plusieurs unités saccharidiques. Cependant, en fonction du 

type de flavonoïdes, il existe des positions privilégiées pour établir une liaison glycosidique. 
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Ainsi, les O-glycosylations sont fréquemment rencontrées en position C-3 des aglycones 

flavonols et aussi en position C-7 des flavonols, flavones, flavanones et des isoflavones. 

Il a été rapporté que le clivage de cette liaison O-glycosidique entraine  des pertes des fragments 

neutres de masse spécifique 132u (pentose), 146u (déoxyhexose), 162u (hexose) et 176u (acide 

uronique) correspondantes à des éliminations des unités monosaccharidiques déshydratées 

[134, 149]. Il est souvent possible d’observer l’élimination simultanée d’un disaccharide 

matérialisée par une perte d’un fragment neutre de masse 308u surtout lorsque l’analyse est 

réalisée en utilisant une source d’ionisation Electrospray en mode négatif [150]. Dans ce cas de 

figure, la perte de fragment individuel de sucre est facilement détectable en mode positif qui 

induit un clivage interglycosidique (Figure 21 et 22).  

✓ Exemple d’analyse CID de flavonoïde O-glycosylé en mode négatif :   

 

Figure 21. Schéma illustratif de la rupture de la liaison O-glycosidique appliquée à la 

Robinine déprotonée (Kaempférol-3-O-robinoside-7-O-rhamnoside).  

(Par la voie (1), les ions Y0
- sont formés par élimination d’un monosaccharide et, par la voie 

(2), par élimination d’un disaccharide (CE=30 eV)) [150] 

✓ Exemple de CID de flavonoïde O-glycosidique en mode positif :  
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Figure 22. Schéma illustratif de la formation des ions Y0
+ et Y1

+ à partir de l’apigénine 7-O-

néohespéridoside en mode positif (CE=5 ev). 

(Par (1), on observe l’élimination d’une unité de disaccharide, tandis que, par (2), seul le sucre 

terminal est libéré) [134] 

VIII.2.2.2. Flavonoïdes C-glycosylés 

Les flavonoïdes C-glycosylés, du fait de la présence d’une liaison C-C robuste entre l’aglycone 

et la fraction saccharide, présentent des schémas de fragmentations différents de ceux 

précédemment rencontrés chez les flavonoïdes O-glycosylés. En effet, lors des analyses CID, 

les clivages ont lieu à l’intérieur des unités glycanes, entrainant des pertes de masse 

caractéristiques de la nature du sucre et des liaisons rompues (Figure 23) [134, 151]. Il a été 

rapporté que les positions 6 et 8 sont les plus favorables à une C-glycosylation et sont 

préférentiellement rencontrées chez les flavones. 
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Hexose 

 

Pentose 

 

• 0,2X : [M ± H – 120] 

• 0,3X : [M ± H – 90] 

• 1,5X : [M ± H – 134] 

• 0,2X : [M ± H – 90] 

• 0,3X : [M ± H – 60] 

• 1,5X : [M ± H – 104] 

Figure 23. Ions fragments caractéristiques issus du clivage croisés des cycles saccharides en 

cas de C-glycosylation en analyse CID [134] 

En général, les dérivées C-glycosylés en position 6 de l’aglycone libèrent très facilement une 

molécule d’eau et établissent des liaisons hydrogènes stables entre l’atome éther d’oxygène du 

cycle glycane et le proton du groupement OH en position 5 ou en position 7 (Figure 24) [134]. 

 

Figure 24. Schéma illustratif de la perte d’une molécule observée pour un flavonoïde 6-C-

glycosyl en établissant des liaisons hydrogènes entre le groupement hydroxyle en position 2’’ 

du sucre avec celui de la position 5 ou 7 de l’aglycone.  

(Schéma tiré des travaux publiés par Cuyckens et Claeys, (2004) [134]) 
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IX. Analyse critique, formulation des questions de recherche, 

objectifs de la thèse 

En agriculture biologique, de nombreuses espèces de plantes locales à propriétés pesticides sont 

utilisées par des producteurs contre les bioagresseurs des cultures. Au Burkina Faso, les 

essences et extraits bruts des plantes telles que Cymbopogon citratus et Eucalyptus 

camaldulensis sont appliqués en plein champs, notamment sur les cultures maraîchères. Cette 

pratique associe des sources de connaissances endogènes et traditionnelles. Certaines 

productrices de produits maraîchers telle que l’association « La Saisonnière », préparent et 

utilisent des formulations obtenues par trempage des feuilles C. citratus ou de E. camaldulensis 

dans de l’eau durant plusieurs semaines (deux à quatre), suivi d’une filtration. Afin d’améliorer 

les propriétés biocides du filtrat sur les ravageurs cibles, les formulations sont souvent obtenues 

par association ou combinaison de deux ou plusieurs plantes, par des essais-erreurs en terrains 

et dans des conditions non standardisées. Le choix des conditions opératoires, c’est-à-dire le 

temps d’extraction, la température, le volume et la nature du solvant, est fixé sur aucune base 

scientifique. D’autre part, ces productrices ne possèdent pas des données scientifiques sur les 

principes actifs présents dans les espèces utilisées et sur l’efficacité de leurs formulations.  

Ainsi, des questions de recherche suivantes se posent :  

✓ Dans quelles conditions l’extraction des composés phénoliques à partir des feuilles de 

C. citratus et de E. camaldulensis est-elle optimisée ? 

✓ Les composés phénoliques des extraits de E. camaldulensis et C. citratus et leurs 

propriétés antioxydantes sont-ils stables durant la conservation ? 

✓ La combinaison des extraits des deux plantes étudiées est-elle plus efficace 

comparativement aux extraits de chacune des plantes pris séparément ?  

La présente étude s’inscrit dans le cadre de la mise en œuvre du projet BIORAF-MA 

(Conception d’une Micro-bioraffinerie pour la pratique durable du Maraîchage au Burkina 

Faso) qui vise à mettre à la disposition des producteurs maraîchers des formulations de 

biopesticide efficaces à base d’extraits de plantes pesticides locales. Deux plantes à effets 

pesticides ont été retenues à savoir les feuilles de C. citratus (DC.) Stapf et de E. camaldulensis 

Dehnh. pour plusieurs raisons. Ces plantes sont disponibles localement et sont utilisées par 

certains maraîchers pour lutter contre les bioagresseurs. De plus, la littérature scientifique 

montre que diverses activités biologiques seraient associées à différents types d’extraits issus 

de ces plantes dont des activités antibactérienne, antifongique, insecticide, nématicide, etc.  
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L’éthanol et l’eau qualifiés de « solvant écologique » ont été choisi pour optimiser l’extraction 

des composés phénoliques. Les deux solvants ont été utilisés avec succès pour l’extraction des 

composés bioactifs à partir des végétaux [46, 154]. Cependant, dans la plupart des cas, les 

teneurs en composés phénoliques totaux obtenues sont généralement inférieures à 175 mg 

EAG/g d’extrait en considérant l’espèce E. camaldulensis par exemple. Plusieurs auteurs ont 

démontré que les extraits obtenus du mélange des deux solvants éthanol/eau étaient plus riches 

en composés bioactifs que ceux avec l’eau ou l’éthanol pure [152, 154]. 

Pour répondre aux questions de recherche, des paramètres clés d’extraction des composés 

phénoliques ont été définis, puis leur extraction a été optimisée par MSR. Ainsi, l'influence 

combinée de trois variables indépendantes (c'est-à-dire le rapport liquide-solide, la température 

et le temps) a été étudiée sur cinq variables réponses ou dépendantes (c'est-à-dire le rendement 

d’extraction, les TPT (teneur en composés phénoliques totaux), les TFM (teneur en composés 

flavonoïdes majoritaires), le DPPH (2,2-diphényl-l-picrylhydrazyl) et le FRAP (ferric reducing 

antioxidant power). L’identification des principaux flavonoïdes a été réalisée par spectrométrie 

de masse couplée à la chromatographie liquide haute performance (LC-MS). Pour étudier la 

stabilité des composés phénoliques, des extraits dissouts dans deux solvants (l’eau pure et le 

mélange éthanol/eau) a été comparé avec l’extrait sec. L’étude a été conduite sous différentes 

températures de stockage, T=-20°C, T=4°C, T=ambiante et T=50°C. Enfin, un plan 

d’expérience a été utilisé pour la formulation d’un produit sur la base de mélange des extraits 

optimisés de E. camaldulensis et de C. citratus pouvant servir de principe actif dans un 

biopesticide. 
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Chapitre 2 : Détermination des niveaux des facteurs clés 

d’extraction des molécules bioactives 

Introduction  

Les objectifs de cette étude ont été, d’une part, de déterminer le solvant adéquat pour extraire 

les composés phénoliques visés de la biomasse, et d’autre part, d’identifier les facteurs clés qui 

ont une influence sur l’efficacité de l’extraction en les optimisant. Ciblant l’extraction des 

composés phénoliques, notre choix s’est porté sur le mélange éthanol-eau (v/v) comme solvant 

d’extraction. Ce choix a été motivé par le faible impact sur l’environnement de ce « bio-

solvant » comparativement aux solvants organiques tels que le méthanol, l’acétone, et les éthers 

oxydes. De plus, plusieurs études ont démontré que l’extraction des molécules bioactives, 

notamment les composés phénoliques et les flavonoïdes est tributaire du ratio éthanol/eau du 

solvant d’extraction [126, 152–154]. Il nous est paru important, dans un premier temps, de 

déterminer la proportion optimale en éthanol qui permettra de maximiser l’extraction des 

composés phénoliques à partir de la poudre des feuilles de Eucalyptus camaldulensis.  

Ensuite, des extractions ont été réalisées dans le but de délimiter le domaine de variation des 

variables d’extraction des composés bioactifs. Ainsi, l’influence des variables classiques 

pertinentes, à savoir le rapport solvant/biomasse, la température et le temps d'extraction, a été 

déterminée en utilisant le solvant optimal. La vitesse d'agitation (300 rpm) ainsi que la 

granulométrie (Ø <= 800 µm) de la biomasse végétale ont été fixées dans toute l’étude [121, 

155]. Enfin, l’analyse des données a permis de définir les niveaux des facteurs qui optimisent 

l’extraction des composés phénoliques des feuilles E. camaldulensis. 

I. Matériel et méthodes 

I.1. Présentation du matériel 

I.1.1. Matériel végétal 

Eucalyptus camaldulensis et Cymbopogon citratus sont les deux plantes retenues dans le cadre 

de cette étude. Les feuilles de ces plantes ont été collectées en périphérie de la ville de 

Ouagadougou (région du Centre, Burkina Faso) en novembre 2020 sur les sites de Pabré et de 

Komsilga, respectivement pour E. camaldulensis et de C. citratus. Les coordonnées GPS sont 

« 12°33’23,21352”N, 1°33’48,66048”W » et « 12°27’33,32”N ; 1°,33’22,6”W », 

respectivement pour l’espèce E. camaldulensis et C. citratus. Un échantillon de chacune des 
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deux plantes a fait l’objet d’identification botanique au Laboratoire de Biologie et Ecologie 

Végétale de l’Université Joseph KI-ZERBO par le botaniste Dr Issoufou ZERBO. Des herbiers 

ont été déposés au sein de l’Herbier de l’Université de Ouagadougou (OUA) enregistrés sous 

les numéros d’identification N°ID 18042 et N°ID 18043 respectivement pour C. citratus et E. 

camaldulensis. Ensuite, les feuilles collectées ont été soigneusement triées, nettoyées (rincées 

à l’eau distillée) et séchées au laboratoire à l’abri de la lumière du soleil durant 15 jours, puis 

rendues en poudre à l’aide d’un broyeur à couteaux. Les poudres obtenues ont été tamisées en 

utilisant un tamis de diamètre égal à 0,8 mm. Enfin, elles ont été stockées dans des récipients 

hermétiquement fermés et déposés à l’abri de l’humidité. 

I.1.2. Matériel de laboratoire 

Les consommables utilisés étaient essentiellement des solvants, des réactifs, et des standards de 

composés purs.  

Les solvants utilisés (de grade analytique) :  

▪ l’éthanol absolue (99%) 

▪ l’eau distillée 

▪ le méthanol (99%) 

▪ l’acide acétique (99,5%) 

▪ le butan-1-ol (99%) 

▪ le diméthylsulfoxide (99,9%) (DMSO) (Sigma Aldrich) 

▪ l’acide formique (98%) (CARLO ERBA), etc. 

Les réactifs utilisés : 

▪ le réactif Folin-Ciocalteu (FCR), (Fluka Analytical),  

▪ du trichlorure d’aluminium (AlCl3), (Sigma Aldrich) 

▪ le réactif DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl), (Alfa Aesar, Product of JAPAN) 

▪ du carbonate de sodium (Na2CO3), (Merck) 

▪ le réactif de NEU (2-aminoéthyldiphénylborate) 

▪ du PEG (polyéthylèneglycol), (Sigma Aldrich) 

▪ du réactif TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine) 

▪ du trichlorure de fer (FeCl3) ; etc. 

Les standards disponibles :  
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▪ la quercétine, la rutine, l’acide gallique, le kaempférol 3-O-glucuronide et la quercétine 

bêta-D-glucoside ; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Allemagne) 

▪ la quercétine 3-O-bêta-D-glucuronide (BIOSYNTH Carbosynth) 

▪ le trolox (acide-6-hydroxy-2,5,7,8-tétraméthylchroman-2-carboxylique) 

▪ la naringine (≥96% ; Thermo Scientific chemicals) 

▪ l’hespéridine (99,9% ; Fluka) 

▪ l’apigénine (98% ; Sigma-Aldrich) 

Les équipements de laboratoire requis pour cette étude : 

▪ un broyeur à couteaux (Retsch SM 100) 

▪ une balance de précision (Precisa XT 220A) 

▪ un agitateur magnétique (SMHS – 6) 

▪ un spectrophotomètre UV-visible (BMG Labtech SPECTROstar Nano) 

▪ un spectrophotomètre UV-visible à balayge 

▪ un spectrophotomètre FT-IR (Bruker) 

▪ une centrifugeuse (Seroa 4226) 

▪ un évaporateur rotatif (R-300 BUCHI) 

▪ un lyophilisateur (CHRIST ALPHA 2-4 LDplus) 

▪ un four thermostatique (Arcos) 

▪ un analyseur thermogravimétrique (ATG), (Setaram SETSYS Evolution TGA 16/18) 

▪ une HPLC (Waters alliance 2695) couplée à un spectromètre de masse (Waters QToF 

API-US) 

I.2. Description des méthodologies 

I.2.1. Méthodes de caractérisation des biomasses brutes 

I.2.1.1. Taux d’humidité 

Les teneurs en eau ont été déterminées par séchage à l’étuve à 105°C de 3g de poudre jusqu’à 

l’obtention d’une masse constante. Toutes les analyses ont été réalisées en trois essais et les 

valeurs moyennes des taux d’humidité ont été calculées ± SD (standard deviation) [156]. 

I.2.1.2. Teneur en matières volatiles 

La teneur en matière volatile a été déterminée par calcination de 1 g de poudre à 900°C pendant 

7 min dans un four à moufle. Trois essais ont été effectués pour chacune des biomasses et les 

valeurs moyennes ont été calculées ± SD. 



 

53 
 

Chapitre 2 

I.2.1.3. Teneur en cendres totales 

Les teneurs en cendres totales ont été déterminées par combustion de 3g de biomasse dans un 

creuset placées dans un four à la température de 600°C durant 3h [156]. Ensuite, les creusets 

ont été refroidis dans un dessiccateur puis pesés. Tous les essais ont été répétés trois fois et la 

valeur moyenne calculée. Le pourcentage en cendre a été déterminé en appliquant l’équation 

(Eq.1) :  

 

m1 : Masse creuset + échantillon  

m2 : masse du creuset à vide 

m3 : masse creuset + cendres 

I.2.2. Procédure d’extraction conventionnelle  

Les influences de la proportion en éthanol dans le mélange éthanol/eau, du ratio liquide-solide, 

de la température et du temps d’extraction ont été mesurées via la détermination des rendements 

d’extractions, des teneurs en phénoliques totaux (TPT), des teneurs en flavonoïdes totaux (TFT) 

et de l’activité antioxydante (test DPPH et test FRAP). 

Les différentes extractions ont été réalisées en utilisant uniquement la poudre des feuilles de 

l’espèce E. camaldulensis. 

I.2.2.1. Effet de la variation de la proportion en éthanol et du temps sur l’extraction 

Plusieurs extractions ont été réalisées par macération en faisant varier la proportion en éthanol 

(H2O ; EtOH10% ; EtOH40% ; EtOH70% ; EtOH100%) et le temps d’extraction (180 min ; 360 min ; 

540 min) à partir des poudres de feuille de E. camaldulensis. Les extraits ont été préparés dans 

les mêmes conditions opératoires (T° ambiante ; ratio liquide-solide : 10 mL/g ; agitation : 300 

rpm). Après filtration, les filtrats obtenus ont été centrifugés à 4000 trs/min puis la phase liquide 

a été récupérée et évaporée à l’évaporateur rotatif sous pression réduite pour obtenir des extraits 

secs sous forme de poudre, conservée au réfrigérateur à 4°C. 

I.2.2.2. Effet de la variation du ratio liquide-solide sur l’extraction 

L’influence du facteur ratio liquide-solide sur l’extraction a été investiguée en préparant une 

série d’extraits avec une gamme les ratios liquide-solide suivant : 5 mL/g ; 10 mL/g ; 15 mL/g 

et 20 mL/g. Tous les extraits ont été préparés en fixant la proportion en éthanol à 70% (v/v), à 

température ambiante, et sous agitation continue (300 rpm) durant 6 h. Les extraits obtenus 

après filtration ont fait l’objet de centrifugation à 4000 trs/min puis la phase liquide a été 

(Eq.1) 
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récupérée et ensuite évaporée à l’évaporateur rotatif sous pression réduite pour obtenir des 

extraits secs sous forme de poudre. Enfin, les extraits secs ont été conservés au réfrigérateur à 

4°C avant l’usage. 

I.2.2.3. Effet de la variation de la température sur l’extraction 

L’effet du facteur température sur l’extraction a été évaluée en utilisant trois valeurs de 

température à savoir 25±2°C, 50±2°C et 75±2°C et fixant les autres paramètres, c’est-à-dire le 

ratio liquide-solide (10 mL/g), le temps d’extraction (6 h), ainsi que la proportion en éthanol-

eau (70%, v/v). Après filtration du mélange, les filtrats ont été centrifugés à une vitesse de 4000 

trs/min et la phase liquide a été récupérée. Ensuite, le solvant a été éliminé à l’évaporateur 

rotatif sous pression réduite afin d’obtenir des extraits secs sous forme de poudre qui ont été 

conservés au réfrigérateur à 4°C avant l’usage. 

I.2.2.4. Effet de la variation du temps d’extraction 

L’influence du facteur temps d’extraction a été étudiée en faisant varier la durée d’extraction, 

i.e. 3h, 6h, 9h, 12h et 24h. Les paramètres tels que le ratio liquide-solide, la température et 

proportion en éthanol ont été respectivement fixés à 10 mL/g, T° ambiante et 70% d’éthanol. 

Ensuite le mélange a été filtré et le filtrat obtenu a été centrifugé à 4000 trs/min, puis la phase 

liquide a été récupérée et ensuite évaporée à l’évaporateur rotatif sous pression réduite pour 

obtenir des extraits secs sous forme de poudre. Les extraits secs ainsi obtenus ont été conservés 

au réfrigérateur à 4°C avant l’usage. 

I.2.3. Mesure des rendements d’extraction 

Les rendements d’extraction ont été déterminés en faisant le rapport de la masse de l’extrait sec 

avec celle de la poudre de départ (Eq.1).  

Les résultats issus de cette première partie ont permis de définir des plages adéquates pour 

chacun des facteurs indépendants à utiliser pour le processus d’optimisation. 

(Eq.2) 

• Rdmt (%) = rendement d’extraction 

• mextrait = masse de l’extrait  

• Mpoudre = masse de la poudre 
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I.2.4. Dosages des composés bioactifs dans les extraits par spectrophotométrie 

UV-visible 

Le principe de la spectrophotométrie UV-vis repose sur l’absorption du rayonnement dans les 

domaines de 190 nm à 800 nm, à savoir UV (190 nm à 400 nm) et visible (400-800 nm). L’acide 

gallique et la quercétine ont été utilisés comme étalon respectivement pour les TPT et les TFT. 

I.2.4.1. Dosage des flavonoïdes totaux (TFT) 

Les TFT ont été évaluées par dosage colorimétrique en utilisant comme réactif le trichlorure 

d'aluminium (AlCl3) à 2% (w/v) [157]. L'absorbance du complexe flavonoïde-aluminium (415 

à 420 nm) a été mesurée par spectrophotométrie UV-vis. Des mélanges de 1 mL de chaque 

extrait et 1 mL de la solution de AlCl3 (2%) préparée dans du méthanol ont été effectués. Puis 

le mélange a été incubé à l'abri de la lumière pendant 40 min et les absorbances ont été lues à 

420 nm par rapport à un blanc constitué d’AlCl3 (2%) et du méthanol. Une solution de 

quercétine préparée dans les conditions identiques a été utilisée comme solution étalon. Les 

TFT ont été exprimées en mg EQ/g d’extrait sec (milligramme Equivalent Quercétine par 

gramme). Tous les essais ont été répétés trois fois et les valeurs moyennes ont été calculées ± 

SD. (Equation de la courbe d’étalonnage établie à partir de la solution de la quercétine : y = 

5,9669x + 0,0192 ; R² = 0,992 ; Figure 25)  

 

Figure 25. Courbe d’étalonnage de la quercétine 

I.2.4.2. Dosage des phénoliques totaux 

Les TPT (teneurs en phénoliques totaux) ont également été déterminées par dosage 

colorimétrique en utilisant le Réactif de Folin-Ciocalteu (FCR) [131]. A 0,5 mL de chaque 
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extrait, 0,5 mL de FCR dilué dans de l'eau distillée (1:10, v/v) a été ajouté. Après 8 min 

d'incubation à l’abri de la lumière, 1 mL d’une solution de Na2CO3 à 7,5% (p/v) pour neutraliser 

le réactif résiduel. Le mélange est ensuite incubé à l’abri de la lumière pendant 60 min. Les 

absorbances ont été enregistrées au spectrophotomètre UV-vis SPECTRO star BMG LABTECH 

à 760 nm contre un blanc contenant du FCR, de Na2CO3 (7,5%) et d'eau distillée. L’équation 

de la courbe d’étalonnage a été établie en utilisant une solution d’acide gallique préparée dans 

les conditions similaires (y = 20,84x + 0,029 ; R² = 0,994 ; Figure 26). Les TPT ont été 

exprimées en mg EAG/g d’extrait sec (milligramme Equivalent Acide Gallique). Tous les essais 

ont été effectués en triplicata et les valeurs moyennes ont été déterminées ± SD. 

 

Figure 26. Courbe d’étalonnage de l’acide gallique 

I.2.5. Méthodes de mesure de l’activité antioxydante 

I.2.5.1. Capacité antiradicalaire par DPPH  

Cette méthode utilise un radical libre stable à savoir le DPPH● (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) 

dont le site radicalaire est centré sur l’atome d’azote (Figure 27). Initialement, ce composé 

donne une coloration violette dans du méthanol. 
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Figure 27. Structure du radical DPPH● 

Le principe de la méthode est basé sur la capacité des composés antioxydants (AH, e.g. des 

composés phénoliques) à réduire le radical DPPH● libre en DPPH-H de couleur jaunâtre qui 

absorbe dans le visible entre 510-520 nm [158]. D’un point de vue mécanistique, la réaction 

consiste soit à un transfert d’un électron de l’antioxydant vers le radical DPPH● pour générer 

des anions DPPH־ qui capteront à leur tour des protons en générant la molécule DPPH-H 

(réaction 1), ou soit en un transfert direct d’un atome d’hydrogène de l’antioxydant (AH) vers 

le radical DPPH● pour générer la molécule DPPH-H (réaction 2). 

 

L'activité de piégeage des radicaux libres des extraits a été évaluée contre le radical libre 2,2-

diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) en utilisant la méthode adaptée aux microplaques comme 

décrit précédemment [159]. Après une dilution en cascade (0,25-3,90.10-3 mg/mL), 100 µL de 

chaque extrait ont été mélangés à 100 µL de la solution de DPPH fraîchement préparée dans du 

méthanol (0,2 mM) et le mélange réactionnel a été incubé dans l'obscurité pendant 30 min. 

Ensuite, la lecture des absorbances a été effectuée à 515 nm contre le méthanol pris comme un 

blanc. Les concentrations IC50 (µg/mL) ont été déterminées en effectuant une régression linéaire 

à partir des pourcentages d'inhibition calculés en appliquant l'équation suivante Eq.(3). Cette 

concentration correspond à la concentration en antioxydants présents dans l’extrait nécessaire 

pour inhiber 50% du radical DPPH●. Ainsi, le pouvoir antiradicalaire d’un extrait est d’autant 

plus élevé que sa concentration IC50 est petit. 
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     (Eq. 3) 

où Acontrôle est la valeur d'absorbance de la solution DPPH sans échantillon, et Aextrait celle du 

mélange solution échantillon d’extrait + solution DPPH. 

I.2.5.2. Pouvoir réducteur des ions ferriques « Ferric Reducting Antioxidant 

Power » (FRAP) 

Le test FRAP mesure la capacité des extraits à réduire les ions ferriques (complexe ferrique-

tripyridyltriazine) vers la forme ferreuse (complexe ferreux-tripyridyltriazine) entraînant 

l’apparition d’une coloration bleue intense avec une absorption maximale à 593 nm. La teneur 

en antioxydant est déterminée par rapport à la concentration connue en ions Fe2+ dans la 

solution.  

Les teneurs totales en antioxydants ont été estimées à l'aide de la méthodologie proposée par 

Benzie et Strain, (1996) [160], dans laquelle le réactif FRAP est fraîchement préparé comme 

suit : une solution tampon d'acétate (300 mM) est préparée dans de l'acide acétique, le réactif 

TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine) est préparé à une concentration de 10 mM dans une solution 

de HCl (40 mM) et le trichlorure de fer (FeCl3, 6H2O) est préparé à une concentration de 20 

mM dans de l'eau distillée. La solution FRAP est obtenue en mélangeant dans des proportions 

10:1:1 ; v/v/v respectivement les solutions de tampon acétate, de TPTZ et de FeCl3. À 60 µL 

de chaque extrait, 180 µL d'eau distillée et 1,8 mL de réactif FRAP ont été ajoutés et le mélange 

réactionnel est incubé à l’obscurité pendant 30 minutes. Les absorbances ont été lues à 593 nm 

par rapport à une courbe d'étalonnage établie à partir d’une solution de préparée dans les mêmes 

conditions Trolox (y = 1,5023x - 0,0591 ; r² = 0,9921 ; Figure 28). Tous les essais ont été 

réalisés en triplicata et les valeurs moyennes ont été déterminées puis exprimées en mg ET/g 

d’extrait (milligramme Equivalent Trolox par gramme) ± SD. 
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Figure 28. Courbe d’étalonnage du trolox 

II. Résultats et discussion 

II.1. Caractérisation du matériel végétal brut 

Les poudres des deux plantes étudiées ont subi une caractérisation afin d’en déterminer les taux 

en eau résiduelle, les taux en cendres totales et la quantité de matière volatile. Les résultats 

obtenus sont consignés dans le Tableau 1.  

II.1.1. Taux d’humidité 

Le pourcentage d’humidité dans les échantillons solides, représente la perte d’eau lorsque 

l’échantillon est chauffé à l’étuve à 105°C. 

Les taux d’humidité ont été mesurés à 5,7±0,1 % et 6,5±0,1 % respectivement pour E. 

camaldulensis et C. citratus. Il a été démontré que des teneurs trop élevées en eau dans la 

biomasse entraînent des influences négatives importantes sur sa conservation au cours du temps 

du fait du développement de mécanismes enzymatiques pouvant conduire à la dénaturation de 

certains composés bioactifs. En général, une teneur inférieure à 10% est souhaitable pour une 

meilleure conservation de l’ensemble des propriétés bénéfiques de la biomasse sur une longue 

période [161]. Par conséquent, nos échantillons présentent un potentiel de conservation assez 

élevé avec un faible risque de contamination ou de dégradation de certains ingrédients bioactifs 

du fait de l’humidité. 

II.1.2. Matière volatile 

La matière volatile à 900°C représente la perte des substances volatiles lorsque l’échantillon est 

chauffé à 900°C. La teneur en matière volatile dans les deux types de biomasse a été déterminée 
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par chauffage en absence d’air dans des creusets fermés hermétiquement. Les résultats obtenus 

étaient de l’ordre de 76,9% et 77,5% respectivement pour E. camaldulensis et C. citratus 

(Tableau 1). Ces deux plantes contiennent relativement les mêmes teneurs en matières volatiles 

(p>0,05). 

II.1.3. Teneurs en cendres totales 

Les teneurs en cendres totales des biomasses ont été déterminées après combustion des poudres 

végétales en présence d’air. On note un taux en cendres totales relativement plus important dans 

la biomasse de C. citratus (9,2%) comparativement à celle de E. camaldulensis (6,1%). Ces 

taux sont proches de la valeur moyenne du taux des cendres des biomasses en générale (~7,5%). 

Les travaux de Ojo, (2017) [162] avaient rapporté une teneur en cendre totale de 8,02% dans 

les feuilles de C. citratus, relativement proche des nôtres (9,2%). L’auteur a mis en évidence 

dans cette biomasse la présence de plusieurs minéraux en abondances tels que Ca, K, Na, Fe, 

Mn, Zn, P, tandis que le Mg et le Cu étaient présents à des teneurs relativement faibles.  

En effet, une teneur élevée en cendres totales dans la biomasse pourrait induire la présence 

d’une forte teneur en éléments minéraux dans les extraits du fait de la solubilité de certains 

minéraux majeurs tels que les alcalins (Na, K, etc.) et les alcalino-terreux (Mg, Ca, etc.). La 

présence de ces minéraux dans les extraits peut avoir des influences négatives ou positives sur 

les activités biologiques mesurées en agissant soit par synergie ou par antagonisme. En effet, 

certains métabolites responsables de plusieurs propriétés biologiques (des flavonoïdes par 

exemple) peuvent facilement former des complexes avec ces minéraux [163, 164]. 

Tableau 1: caractérisation des poudres végétales 

 E. camaldulensis C. citratus 

Humidité (%) 5,7 ± 0,1 6,5±0,1 

Matières volatiles (%) 76,9±3,8 77,5±3,9 

Teneur en Cendres totales (%) 6,1 ± 0,1% 9,2±0,8% 

 

II.2. Extraction conventionnelle classique par variation d’un seul paramètre 

à la fois 

La proportion adéquate en éthanol dans le mélange éthanol-eau (v/v) a été déterminée en 

préparant des extraits à partir des feuilles de E. camaldulensis dans des proportions croissantes 

en éthanol (0%, 10%, 40%, 70%, et 100%). Les proportions 0% et 100% correspondent 



 

61 
 

Chapitre 2 

respectivement à l’eau distillée et à l’éthanol absolu (ou éthanol sec). L’effet de la composition 

du solvant sur l’extraction des composés bioactifs a été étudié en faisant varier le temps 

d’extraction, c’est-à-dire à 180 min, 360 min et 540 min. La performance d’extraction des 

composés bioactifs a été évaluée par la mesure du rendement d’extraction, des TPT, des TFT 

et de l’activité antioxydante (DPPH & FRAP). 

II.2.1. Effets du temps d’extraction et de la proportion en éthanol sur le rendement 

d’extraction  

Le graphique de la Figure 29 montre que l’augmentation de la durée d’extraction de 180 min à 

540 min n’entraîne aucune variation significative (p>0,05) du rendement d’extraction quel que 

soit la proportion du mélange éthanol-eau utilisée. En revanche, il est observé une différence 

significative (p<0,05) du rendement d’extraction lorsqu’on fait varier la composition du solvant 

d’extraction. Les meilleurs rendements d’extraction sont enregistrés dans l’eau pure (H2O) et 

l’EtOH70% tandis que l’éthanol pur (EtOH100%) a montré une capacité d’extraction la plus faible. 

Les rendements d’extraction obtenus peuvent être classés dans l’ordre décroissant suivant H2O 

~ EtOH70% > EtOH10% ~ EtOH40% > EtOH100%. Un constat similaire a été rapporté par Zieliński 

et al. (2000) [165] qui ont montré que les rendements d’extraction à l’aide de l’eau sont 

relativement plus importants que ceux de mélange éthanol-eau et l’éthanol pur. Cette 

observation serait probablement dû au fait qu’en plus des composés phénoliques dans les 

extraits aqueux, les protéines et les carbohydrates sont aussi extraits en abondance par l’eau 

[165]. 

 

Figure 29. Rendements d’extraction des extraits obtenus à partir des feuilles de E. 

camaldulensis en fonction du solvant et de la durée d’extraction 
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II.2.2. Effets du temps et de la proportion en éthanol sur les teneurs en phénoliques 

totaux (TPT) 

Sur le graphique de la Figure 30, il a été remarqué que la variation du facteur temps n’a conféré 

aucune influence significative (p>0,05) sur l’extraction des TPT quel que soit la composition 

des solvants d’extraction. Par ailleurs, il a aussi été observé une légère augmentation des TPT 

avec augmentation de la concentration en éthanol de 0% (H2O) à 40% (EtOH40%). La valeur 

maximale des TPT enregistrée dans ces extraits est de 291,2 mg EAG/g d’extrait. Au-delà de 

cette concentration du solvant (EtOH40%), l’augmentation de la proportion en éthanol (c’est-à-

dire EtOH70% et EtOH100%) a induit une baisse significative des TPT. L’augmentation des TPT 

dans le solvant EtOH40% pourrait être attribuée à l’augmentation de la polarité du solvant 

éthanol dû à l’ajout d’une quantité adéquate d’eau facilitant une extraction efficace des 

composés phénoliques et notamment ceux sous forme glycosylée [58]. Plusieurs études ont 

rapporté dans la littérature que la polarité du solvant a une influence significative sur la 

récupération des composés bioactifs tels que les composés phénoliques [123, 166]. Boeing et 

al. (2014) [167] dans leurs travaux ont rapporté que l’extraction des composés phénoliques ainsi 

que de leur propriété antioxydante sont significativement liées à la combinaison des solvants 

d’extraction. Nous avons observé que le mélange éthanol-eau (40/60 ; v/v) a enregistré les 

meilleures TPT comparativement à celles obtenues avec de l’éthanol pur et l’eau distillée. Ceci 

pourrait être dues à une augmentation de la solvatation des composés phénoliques du faite de 

la présence de l’eau dans le solvant. Cela implique que l’utilisation d’un solvant binaire (à 

proportion adéquate) favorise donc l’extraction d’un large gamme des composés phénoliques 

[167, 168]. 

 

Figure 30. Teneurs en phénoliques totaux (TPT) en fonction de la composition du solvant et 

de la durée d’extraction 
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II.2.3. Effets du temps et de la proportion en éthanol sur les teneurs en flavonoïdes 

totaux 

Le graphique de la Figure 31 présente les TFT obtenues dans les différents extraits. Il a été 

remarqué qu’à l’exception des extraits aqueux, le facteur temps n’exerce qu’une faible 

influence sur l’extraction des TFT contrairement à la variation de la proportion en éthanol. Plus 

grande est la proportion en éthanol, la solubilité des TFT augmente dans le solvant d’extraction. 

Avec une teneur moyenne en TFT d’environ 80 mg EQ/g d’extrait avec de l’EtOH10%, cette 

teneur a augmenté de façon significative atteignant une teneur moyenne maximale d’environ 

250 mg EQ/g d’extrait lorsqu’on utilise de l’éthanol pur (EtOH100%) comme solvant 

d’extraction. Plusieurs auteurs ont aussi relevé une forte dépendance des TFT dans les extraits 

en fonction de la proportion en éthanol utilisée dans le solvant d’extraction [152, 154, 169].  

 

Figure 31. Teneurs en flavonoïdes totaux (TFT) en fonction du solvant et de la durée 

d’extraction 

II.2.4. Effets de la proportion en éthanol sur l’activité antioxydante 
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radical libre DPPH et ont également présenté de puissants pouvoirs réducteurs (FRAP).  

Les résultats ont montré que l’extrait H2O possède des TPT moyennes et des TFT les plus 

faibles. De même, les résultats indiquent également que l’extrait EtOH100% a enregistré la plus 

faible valeur en termes de TPT mais la plus forte en TFT. Ces deux extraits (H2O et EtOH100%) 
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voudrait dire que le pouvoir antioxydant des extraits ne semble pas lié uniquement à la seule 

présence des flavonoïdes, mais à une synergie entre l’ensemble des composés phénoliques 

présents dans les extraits notamment les acides phénoliques et des tanins, présents en abondance 

dans les extraits de E. camaldulensis et qui possèdent également des propriétés antioxydantes. 

Les extraits préparés dans l’EtOH40% et EtOH70% ont été les plus actifs sur les radicaux DPPH 

en présentant des IC50 respectives de 39,4 µg/mL et 42,4 µg/mL. Pour le test de réduction des 

ions ferriques, l’activité la plus intense a été observée avec les extraits à l’EtOH70% suivi des 

extraits à l’EtOH40%. Ces propriétés antioxydantes enregistrées pourraient être attribuées à la 

richesse des extraits en composés bioactifs notamment des TFT et des TPT. 

 

Figure 32. Activité antioxydante (DPPH & FRAP) des extraits 

II.3. Identification des niveaux des facteurs d’extraction des composés bioactifs 

de E. camaldulensis 

Afin de déterminer les niveaux des facteurs pour l’optimisation de l’extraction des composés 

phénoliques, l’approche conventionnelle classique a été utilisée. Ainsi, l’EtOH70% et la poudre 

de l’espèce E. camaldulensis ont été retenus pour cette étude. Elle a consisté à étudier 

l’influence d’un seul facteur à la fois (le ratio liquide-solide par exemple) sur les réponses 

mesurées (rendements, TPT et TFT). La même expérience a été conduite avec les facteurs 

température et temps. 
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II.3.1. Effet du ratio liquide-solide 

La plage du ratio liquide-solide a été définie en préparant des extraits hydro-éthanoliques à 

partir de la poudre des feuilles de E. camaldulensis durant 6h à température ambiante et sous 

agitation permanente (300 rpm). Les ratios liquide-solide ont été variés : 5 mL/g ; 10 mL/g ; 15 

mL/g et 20 mL/g (quantité du solvant/masse de poudre végétale). La Figure 33 présente les 

résultats obtenus en termes de rendement d’extraction, de TFT et de TPT par rapport à la 

variation du ratio liquide-solide utilisé. Ces graphiques indiquent une augmentation 

significative des rendements d’extraction, des TFT et des TPT lorsque le ratio liquide-solide 

passe de 5 mL/g à 15 mL/g. Cependant, une faible variation (p>0,05) des réponses a été 

observée à partir du ratio liquide-solide 15 mL/g à 20 mL/g. Les graphiques ont révélé d’une 

manière générale, que l’extraction des molécules bioactives dépend fortement du paramètre 

ratio liquide-solide comme cela a été précédemment mentionné dans la littérature. Cacace and 

Mazza, (2003) [170] ont montré que l’utilisation d’une quantité croissante de solvant améliore 

la diffusion des composés bioactifs, notamment celle des polyphénols. Ils ont mis en évidence 

une augmentation quasi linéaire des teneurs en polyphénols et en anthocyanes avec 

l’augmentation du ratio liquide-solide au cours de l’extraction. Ce phénomène serait dû à la 

modification des constantes de solubilité et d’équilibre sous l’effet du rapport liquide-solide 

entraînant un transfert maximal des composés [170]. Ainsi, la plage du ratio liquide-solide de 

7,5 à 15 mL/g a été retenue pour l’étude de l’optimisation de l’extraction par la méthodologie 

de surface de réponse (MSR).  
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Figure 33. Effets de la variation du facteur ratio liquide-solide sur le rendement d’extraction 

(a), la TFT (b) et la TPT (c) 

II.3.2. Effet de la température d’extraction 
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similaires ont aussi été observées avec les TPT qui ont varié de 211,3 mg EAG/g à 355,0 mg 

EAG/g sous des températures respectives de 25 °C à 75°C. En ce qui concerne les TFT, il a été 

observé une augmentation significative (p<0,05) des teneurs entre 25°C à 50°C, suivi d’une 

importante diminution lorsque la température est passée à 75°C. L’augmentation des 

rendements et des TPT observées au cours de l’extraction sous l’effet de la température 

croissante se justifierait par la baisse de la viscosité du solvant sous l’influence de la 

température, facilitant ainsi sa pénétration dans des cellules végétales pour en extraire le 

maximum des extractibles [126, 169, 171]. De plus, des fortes températures entraînent une 

augmentation de la perméabilité des parois cellulaires de la matrice végétale induisant une 

augmentation du transfert de leurs contenus vers le milieu d’extraction [172]. 

Cependant, une baisse significative (p<0,05) des TFT a été constatée lorsque la température a 

atteint 75°C. Cette baisse pourrait être associée à une dégradation probable de certaines 

molécules sous l’effet de la température. En effet, de nombreux travaux ont rapporté une forte 

sensibilité de certaines familles de flavonoïdes telles que les anthocyanidines et les flavan-3-

ols à des températures relativement élevées [122, 170, 173–175]. Cacace et Mazza, (2003) [170] 

dans leurs travaux avaient aussi constaté une baisse significative des teneurs en anthocyanes 

lorsque la température était supérieure à 35°C. Ils ont montré que cette diminution pouvait 

atteindre environ 70% pour les anthocyanes, et 54% pour l’ensemble des composés phénoliques 

lorsque la température d’extraction atteint 74°C. 

La plage de température adéquate de 26 à 60°C a été retenue pour le processus d’optimisation 

de l’extraction par la MSR. 
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Figure 34. Effets de la variation de la température sur le rendement d’extraction (a), la TFT 

(b) et la TPT (c) 
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d’extraction augmente de 3h à 9h, puis au-delà on note une tendance quasi constante. Quant 

aux TFT, il a été observé une augmentation significative (p<0,05) des teneurs entre 3h à 6h 

d’extraction. La teneur la plus élevée était environ de 170,2 mg EQ/g d’extrait et a été 

enregistrée au bout de 24h d’extraction. Par ailleurs, le temps d’extraction n’a induit aucune 

influence significative sur les TPT enregistrées. Les résultats montrent que l’extraction des TPT 

est maximale au bout de 3h.  

 

 

 

Figure 35. Effets de la variation du facteur temps sur le rendement d’extraction (a), la TFT 

(b) et la TPT (c) 
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Conclusion 

La caractérisation des poudres des feuilles de EC et de CC a révélé que les taux d’humidité, la 

teneur en matière volatile et les teneurs en cendres totales sont de même ordre de grandeur que 

celles de la plupart des biomasses. 

Dans un second temps, l’étude a permis de déterminer le solvant d’extraction adéquat des 

composés phénoliques des feuilles de EC. En effet, le mélange éthanol-eau 70% a permis 

d’obtenir les meilleurs rendements d’extraction, des meilleures TPT ainsi que des propriétés 

antioxydantes les plus élevées. 

Enfin, l’influence des variables tels que le ratio liquide-solide, la concentration du solvant en 

éthanol, la température et la durée d’extraction sur la récupération des composés phénoliques 

ainsi que le pouvoir antioxydant des extraits a été étudiée. Les plages des variables 

indépendantes clés ont été définies et seront par la suite utilisées pour une étude d’optimisation 

à l’aide d’un plan d’expérience. 
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Chapitre 3 : Optimisation de l’extraction des composés 

phénoliques des feuilles de Eucalyptus camaldulensis Dehnh. et de 

Cymbopogon citratus (DC.) Stapf 

Introduction 

L'objectif principal de cette partie de notre travail est d'optimiser l'extraction des composés 

phénoliques des feuilles de deux plantes, E. camaldulensis et de C. citratus en appliquant la 

méthodologie de surface de réponse (MSR). En effet, contrairement à l'approche d'extraction 

conventionnelle classique, la MSR a l'avantage d'étudier simultanément les effets simultanés 

de plusieurs variables indépendantes sur une ou plusieurs variables réponses. En nous basant 

sur les résultats du chapitre précédent, les trois variables suivantes, à savoir la proportion 

d’éthanol dans le solvant d’extraction, la vitesse d’agitation et la taille des particules (de la 

biomasse) ont été respectivement fixées à 70/30 v/v, 300 rpm et Ø ≤ 800 µm.  

Trois autres variables indépendantes (le ratio liquide-solide, la température et le temps 

d'extraction) seront étudiées simultanément pour optimiser l’extraction des composés bioactifs. 

L’efficacité de l’extraction sera quantifiée via les mesures des rendements d'extraction, des 

teneurs en composés phénoliques totaux (TPT) et des teneurs en composés flavonoïdes 

majoritaires, ainsi que par la détermination de l’activité antioxydante des extraits, via la mesure 

de la capacité anti-radicalaire (DPPH) et du pouvoir réducteur des ions ferriques (FRAP). Enfin, 

l’exploitation des données obtenues devrait permettre de définir pour chacune des deux plantes 

étudiées, les conditions spécifiques d’extraction optimale des composés phénoliques qu’elles 

renferment. 

I. Matériel et méthodes 

I.1. Matériel 

L’optimisation a concerné les deux espèces de plantes étudiées à savoir Eucalyptus 

camaldulensis et Cymbopogon citratus. 

Le matériel de laboratoire utilisé est présenté dans la section I.1.2. du chapitre 2. 

Dans ce chapitre, les teneurs en flavonoïdes majoritaires ont été déterminées par quantification 

en LC-MS par ajout d’un standard interne (quercétine) à la concentration de 0,01 mg/mL. 
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I.2. Description de la méthode d’optimisation de l’extraction par 

méthodologie de surface de réponse (MSR) 

La méthode MSR a été appliquée pour déterminer les conditions optimales de 3 variables 

indépendantes qui influencent de manière significative l'extraction des composés bioactifs, en 

impactant le rendement d’extraction, les teneurs en phénoliques totaux (TPT), les teneurs en 

composés flavonoïdes majoritaires (TFM), ainsi que l'activité antioxydante (tests DPPH et 

FRAP). Le modèle de plan composite centré a été utilisé avec au total 20 essais dont 8 essais 

fournis par le plan factoriel complet (2n), 6 essais fournis par le plan en étoile (2×n), et 6 essais 

ont été menés au centre du domaine d'étude qui est généralement dépendant de l'opérateur (n 

est le nombre de variables indépendantes étudiées). Les variables indépendantes étudiées sont 

le rapport liquide-solide (A ; mL/g), la température (B ; °C) et le temps d'extraction (C ; min). 

Toutes ces variables ont été codées à cinq niveaux de -1,68 ; -1, 0, +1 ; +1,68 comme le montre 

le Tableau 2. Les résultats expérimentaux ont été traités à l'aide du logiciel Design-Expert 13 

(version 13.0.5.0). Un modèle de régression polynomiale a été appliqué pour prédire les 

variables de réponse Eq. (2) 

   (Eq. 2) 

où Y est la variable réponse étudiée; β0, βi, βii, et βij représentent respectivement les coefficients 

de régression pour les termes constant, linéaire, quadratique et l'interaction existant entre les 

variables indépendantes. Xi et Xj sont les valeurs codées des variables indépendantes. 

Tous les extraits ont été préparés dans un solvant constitué d’un mélange éthanol-eau (70/30 ; 

v/v) sous agitation continue (300 rpm). Les extraits obtenus après filtration ont été centrifugés 

à 4000 rpm durant 5 minutes. Le surnageant récupéré a été évaporé à sec à l’aide de 

l’évaporateur rotatif (Rotavapor R-300 BUCHI). 
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Tableau 2 : domaine d’étude avec les niveaux des paramètres codés et non codés 

 

Symboles 

 

Variables d’entrée 

Niveaux des variables  

-1,68 -1,00 0,00 +1,00 +1,68 

A Ratio liquide-solide (mL/g) 4,94 7,50 11,25 15,00 17,56 

B Température (°C) 26,48 35,00 47,50 60,00 68,52 

C Temps (min) 25,46 80,00 160,00 240,00 294,54 

II. Résultats et discussion 

II.1. Optimisation de l’extraction des composés bioactifs de Eucalyptus 

camaldulensis Dehnh. 

II.1.1. Influence des variables indépendantes sur les réponses étudiées 

II.1.1.1. Réponse 1 = rendement d’extraction 

Les résultats de la MSR ont indiqué une variation des rendements d’extraction de 21,1% à 

31,8% respectivement enregistrés pour des essais N°12 et N°17 (Tableau 3). Il a été remarqué 

que les trois variables indépendantes étudiées, à savoir le ratio liquide-solide, la température et 

le temps d’extraction, ont exercé des effets linéaires significatifs (p<0,05 ; Tableau 4) entraînant 

une augmentation des rendements d'extraction des composés bioactifs. Ceci s’expliquerait par 

le fait qu'une quantité importante de solvant d’extraction augmente le transfert des composés 

bioactifs de la biomasse vers le milieu d'extraction tout en évitant le phénomène de saturation 

rapide du solvant. De plus, l’augmentation de la température a entrainé non seulement la 

diminution de la viscosité du solvant d’extraction mais aussi une augmentation de la 

perméabilité des parois cellulaire des matrices végétales [126, 172]. Ces phénomènes semblent 

favoriser la solubilité des composés bioactifs dans le milieu d’extraction [176, 177]. En ce qui 

concerne la durée de l'extraction, son augmentation a aussi influencé de façon significative 

(p<0,05) les rendements d'extraction, mais de manière peu significative par rapport aux deux 

autres paramètres. Par contre, aucun effet significatif (p>0,05) des termes quadratiques (A², B², 

C²) et d’interactions (A*B, A*C, B*C) n’a été observé sur les rendements d’extraction (Figure 

36). L’analyse du modèle de régression a présenté un bon coefficient de détermination 

R²=0,9179 avec un R² ajusté=0,8440 (Tableau 5). La p-value du modèle est de p=0,0004 

indiquant que l’adéquation avec le modèle prédit peut-être expliquée de manière significative 
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par les résultats expérimentaux. La différence entre le R² ajusté et le R² prédit étant inférieure 

à 0,2, le paramètre manque d'ajustement était non significatif (p-value=0,6517>0,05). Les effets 

d'interaction entre le rapport liquide-solide et la température (en gardant le temps d'extraction 

au centre) sur les rendements d'extraction sont illustrés sur les graphiques 3D de la Figure 41-

a. Le modèle de régression mathématique développé est présenté par l'Equation (3) élaborée 

sur la base des valeurs codées et les termes ayant induit un effet significatif sur l’extraction : 

Rendement d’extraction (%) : 26,33 + 2,34A + 2,23B + 0,8953C.  Eq. (3) 

 

Figure 36. Diagramme de Pareto des effets normalisés (Réponse rendement (%) ; α=0,05) 

II.1.1.2. Réponse 2 = TPT 

Les TPT mesurées ont varié entre 230,1 et 387,3 mg EAG/g d’extrait et ont été respectivement 

obtenus lors des essais N°12 et N°17 (Tableau 3). Le diagramme de Pareto de la Figure 37 

présente les termes ayant des effets significatifs (B ; A ; A² ; AB ; C² et C) et non significatifs 

(B² ; BC ; AC) sur la réponse TPT. Toutes les variables indépendantes ont induit des influences 

linéaires significatives (p<0,05 ; Tableau 4) et positives sur l’extraction des composés 

phénoliques. En ce qui concerne les termes quadratiques, il a été constaté que seulement ceux 

des facteurs ratio liquide-solide (A²) et temps d’extraction (C²) ont présenté des effets négatifs 

significatifs (p<0,05) sur la mesure TPT. Cela suggère qu'une augmentation significative de ces 

deux facteurs entraîne probablement la dégradation des composés phénoliques au cours de 

l’extraction. L'interaction entre les facteurs ratio liquide-solide et température (A*B) est 

caractérisée par un effet synergique significatif (p<0,05) sur les TPT, indiquant une 

interdépendance entre ces deux variables. L'analyse ANOVA (Tableau 5) du modèle de 
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régression indique un coefficient de détermination de R²=0,9874 montrant que ce modèle 

explique 98,74% de la variabilité totale de la réponse TPT. Le R²aj.=0,9761 obtenu signifie que 

97,61% de la variabilité de la réponse sont directement liés aux paramètres étudiés (A, B, C). 

Ensuite, une valeur p<0,0001 du modèle de régression et un manque d'adéquation non 

significatif (p>0,05) impliquent que le modèle est significatif à 5% de probabilité. Le graphique 

de la Figure 41-b illustre les effets combinés des facteurs ratio liquide-solide (A) et température 

(B) sur l’extraction des composés phénoliques. L'équation (4) présente le modèle de régression 

obtenu sur la base des résultats expérimentaux avec des valeurs codées des variables 

indépendantes. 

TPT (mg EAG/g) = 325,21 + 29,38A + 32,22B + 8,61C – 15,43A² - 9,08C² + 13,05AB. Eq. (4) 

 

Figure 37. Diagramme de Pareto des effets normalisés (Réponse TPT (mg EAG/g) ; α=0,05) 

II.1.1.3. Réponse 3 = TFM. 

La variable réponse TFM (teneurs en flavonoïdes majeurs) a été obtenue par quantification LC-

MS des composés flavonoïdes les plus abondants identifiés dans les extraits (Tableau 3). Les 

extraits des essais N°10 et N°4 ont présenté respectivement les concentrations totales les plus 

élevées (25,6±0,9 mg/g) et les plus faibles (17,7±0,6 mg/g). La faible teneur en composés 

flavonoïdes dans cet extrait N°4 pourrait s'expliquer par une dégradation partielle sous l’effet 

de la température d’extraction relativement élevée (68,5°C). En effet, certains travaux ont 

rapporté qu'une température d'extraction trop élevée provoque la dégradation des composés 

flavonoïdes thermosensibles, notamment les anthocyanes, les flavan-3-ols et les aglycones 

flavonoïdes [173], [178], [179].  
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De plus, l'analyse ANOVA a montré un modèle significatif (p-value=0,0201) avec un 

coefficient de détermination de R²=0,78 indiquant qu’environ 78% de la variabilité totale de 

cette réponse (TFM) peut être expliquée par le modèle obtenu (Tableau 5). Selon le diagramme 

de Pareto (Figure 38), seuls les termes B², A² et A ont été mesurés significatifs pour l’extraction 

des flavonoïdes (p<0,05 ; Tableau 4) et, parmi eux, le facteur ratio liquide-solide a induit un 

effet linéaire (A) significatif avec un coefficient positif indiquant une amélioration des teneurs 

en principaux composés flavonoïdes (TFM). Par contre, l’effet contraire a été observé avec les 

termes quadratiques (B² et A²). Cela pourrait s’expliquer par une baisse des teneurs en composés 

flavonoïdes dans les extraits lorsque ces deux facteurs augmentent au-delà d’un certain seuil. 

Aucun effet significatif (p>0,05) n’a été observé suite aux interactions entre les facteurs (A*B ; 

A*C et B*C). 

Par ailleurs, pour ce modèle, la différence entre le R² ajusté et le R² prédit est supérieure à 0,2 

(Tableau 5). Il est donc possible que ce modèle comporte des valeurs aberrantes. Néanmoins, 

en se référant à la valeur de la précision adéquate (5,3163), qui est supérieure à 4, il est démontré 

que ce modèle peut être utilisé de manière adéquate dans le domaine d'étude défini pour prédire 

la récupération des principaux composés flavonoïdes [180]. En outre, l'analyse montre 

également un manque d'adéquation non significatif (valeur F=0,6502 ; valeur p=0,6702). Les 

plages d'extraction optimales de ces composés en fonction du ratio liquide-solide/température 

sont illustrées par les graphiques 3D de la Figure 41-c. L'équation (5) a été écrite en utilisant 

des valeurs codées et représente le modèle de régression mathématique basé sur les résultats 

expérimentaux de cette réponse : 

TFM = 24,05 + 0,9624A – 0,9521A² – 1,68B².  Eq. (5) 
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Figure 38. Diagramme de Pareto des effets normalisés (Réponse TFM (mg EQ/g) ; α=0,05) 

II.1.1.4. Réponse 4 = DPPH. 

Les données concernant l'effet des paramètres d'extraction sur la capacité de piégeage des 

radicaux libres DPPH▪ des extraits de E. camaldulensis sont présentées dans le Tableau 3. Tous 

les extraits préparés ont présenté relativement de bonnes activités antiradicalaires, comprises 

entre 10,78 et 39,64 µg/mL, valeurs respectivement obtenues pour les essais N°4 et le N°12 

(Tableau 3). Le diagramme de Pareto (Figure 39) révèle que les termes significatifs sont 

essentiellement B, A, A², C² et B². L'activité antiradicalaire DPPH est influencée négativement 

par les effets linéaires des variables indépendantes A et B (p<0,05 ; Tableau 4). Une 

augmentation de ces paramètres entraîne probablement une détérioration significative du 

pouvoir antiradicalaire des extraits. Contrairement aux effets linéaires, une augmentation 

significative de l'activité antiradicalaire DPPH serait associée aux effets quadratiques (A² et C²) 

des variables indépendantes A et C, tandis que la variable température (B) indique toujours un 

effet quadratique négatif (p<0,05). Cela implique une dénaturation probable de certains 

composés antiradicalaires lorsque la température (B) du processus d'extraction augmente [176, 

181]. En outre, aucune interaction entre les variables n'a affecté de manière significative 

l'activité de piégeage des radicaux libres DPPH des extraits. L'analyse ANOVA (Tableau 5) a 

montré un coefficient de détermination supérieur à 0,9 (R²=0,9599 ; R²adj.=0,9239) avec une 

valeur p=0,0001 et une absence d'ajustement non significatif (valeur p=0,5834>0,05). 

L'influence combinée du ratio liquide-solide (A) et de la température (B) sur l'activité 

antiradicalaire DPPH est présentée par les graphiques de la Figure 41-d.  
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Les composés antioxydants standards tels que la quercétine et le trolox ont été testés dans les 

mêmes conditions et les valeurs de IC50 étaient respectivement de 2,95 et 14,18 µg/mL. Il a été 

constaté de façon générale que la plupart des extraits riches en composés phénoliques ont induit 

un pouvoir antiradicalaire relativement plus élevé par rapport à ceux ayant présenté des teneurs 

faibles en TPT. Par conséquent, le pouvoir antiradicalaire de DPPH observé pourrait être 

attribué à la présence des composés phénoliques dans ces extraits. En effet, les composés 

phénoliques tels que l'acide gallique et l'acide ellagique isolés des extraits des feuilles 

d'eucalyptus ont présenté des propriétés antiradicalaires DPPH supérieures à celles des 

antioxydants synthétiques standards, notamment l’hydroxyanisole butylé (BHA) et 

l’hydroxytoluène butylé (BHT) [182]. Le polynôme de second ordre est présenté par l'équation 

(6) écrite sur la base des valeurs codées : 

DPPH (µg/mL) = 23,32 – 4,57A – 5,71B + 2,79A² - 1,38B² + 1,50C².     Eq.(6) 

 

Figure 39. Diagramme de Pareto des effets normalisés (Réponse DPPH (µg/mL) ; α=0,05) 

II.1.1.5. Réponse 5 = FRAP 

Les extraits bruts des feuilles de E. camaldulensis ont également présenté des activités 

réductrices des ions ferriques à des degrés variables. Les valeurs expérimentales vont de 560,8 

à 777,4 mg ET/g d’extrait. Ces valeurs correspondent respectivement aux essais N° 18 et N° 11 

(Tableau 3). Le diagramme de Pareto (Figure 40) obtenu pour cette réponse indique que tous 

les termes ont contribué de manière significative à cette réponse, excepté l’effet de l’interaction 

entre les facteurs B et C. La capacité des extraits à réduire les ions ferriques (Fe3+) en ions 

ferreux (Fe2+) a été significativement influencée (p<0,05 ; (Tableau 4)) par les effets linéaires 
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des paramètres comme le ratio liquide-solide (A) et la température (B), conduisant à une 

amélioration de l'activité réductrice des extraits. En ce qui concerne les termes quadratiques 

(A², B², C²), des effets négatifs significatifs (p<0,05) sur le pouvoir réducteur des extraits ont 

été observés pour chacune des variables indépendantes étudiées (Tableau 4). Par conséquent, 

une augmentation importante des variables indépendantes causerait une détérioration probable 

de l'activité réductrice FRAP. 

Par ailleurs, l'interaction entre les facteurs A et B ont entraîné des effets synergiques 

significatifs (p<0,05) sur le pouvoir réducteur. En revanche, l'effet inverse est observé avec 

l'interaction entre les facteurs A et C (Tableau 4). Un coefficient de détermination R²=0,9854 

est obtenu par analyse ANOVA avec une p-value=0,0001 et une absence d'ajustement dont la 

p-value est supérieure à 0,05 (Tableau 5). Ces analyses statistiques suggèrent une meilleure 

adéquation entre la variable réponse FRAP et le modèle de régression obtenu et indiquent 

également que seulement moins de 2% de la variation totale n'est pas expliquée par le modèle 

[183]. Les effets des interactions entre le ratio liquide-solide (A) et le facteur température (B) 

et ceux entre la température (B) et le facteur temps (C) sur l'activité réductrice du fer ferrique 

peuvent respectivement être observés sur les surfaces de réponse 3D des Figure 41-e et 41-f. 

L'équation (7) exprime le modèle polynomial du second ordre de la réponse FRAP sur la base 

des valeurs codées des variables indépendantes :  

FRAP (mg ET/g) = 753,74 + 37,76A + 36,49B – 2,80C – 26,44A² - 44,52B² - 44,53C² + 

30,99AB – 22,77AC.       Eq. (7) 

 

Figure 40. Diagramme de Pareto des effets normalisés (Réponse FRAP (mg µg/mL) ; α=0,05 
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Tableau 3 : base de données avec les variables indépendantes et les variables réponses 

Variables indépendantes   Réponses expérimentales / Réponses prédites 

 

Run 

A B C Rendement (%) TPT (mg EAG/g) TFM (mg/g) DPPH (µg/mL) FRAP (mg ET/g) 

Exp. Préd. Exp. Préd. Exp. Préd. Exp. Préd. Exp. Préd 

1 (0) (0) (0) 27,0 26,3 327,1 325,2 25,4 24,1 24,8 23,3 760,2 753,7 

2 (0) (-1,68) (0) 21,8 23,1 271,3 264,5 19,9 19,2 29,1 29,3 570,1 566,5 

3 (0) (0) (0) 26,2 26,3 322,1 325,2 22,0 24,1 21,7 23,3 757,2 753,7 

4 (0) (+1,68) (0) 30,7 30,6 368,1 372,9 17,7 19,4 10,8 10,1 688,7 689,2 

5 (-1) (-1) (+1) 23,4 22,6 252,7 253,9 19,0 18,8 38,4 38,7 618,8 622,2 

6 (0) (0) (0) 25,7 26,3 325,1 325,2 24,4 24,1 22,4 23,3 767,4 753,7 

7 (+1,68) (0) (0) 29,3 29,7 335,0 331,0 23,0 23,0 23,3 23,5 736,5 742,5 

8 (-1) (+1) (+1) 26,9 26,9 295,1 297,3 22,1 21,3 27,5 26,5 617,4 618,7 

9 (-1) (+1) (-1) 25,5 25,05 287,4 279,1 21,9 20,7 22,3 24,4 587,8 593,2 

10 (0) (0) (0) 24,3 26,3 320,2 325,2 25,6 24,1 26,1 23,3 766,9 753,7 

11 (+1) (+1) (-1) 30,0 29,9 359,9 359,9 22,4 21,9 15,6 15,8 777,4 776,3 

12 (-1,68) (0) (0) 21,1 21,8 230,1 232,2 18,8 19,7 39,6 38,9 624,5 615,4 

13 (+1) (-1) (-1) 26,2 25,3 275,2 274,4 24,0 24,2 25,1 26,5 626,0 626,9 

14 (0) (0) (-1,68) 23,5 24,4 280,1 285,1 23,5 24,1 27,7 25,6 638,7 632,5 

15 (+1) (-1) (+1) 27,5 27,1 280,9 290,6 20,9 21,4 30,6 28,9 593,4 590,2 

16 (0) (0) (0) 28,0 26,3 332,1 325,2 22,2 24,1 24,2 23,3 744,2 753,7 

17 (+1) (+1) (+1) 31,8 31,8 387,3 386,2 21,5 20,8 15,6 15,8 715,4 710,7 

18 (-1) (-1) (-1) 21,6 20,8 243,4 245,8 19,9 19,9 33,9 34,1 560,9 567,8 

19 (0) (0) (+1,68) 27,1 27,4 320,5 314,0 22,0 22,3 28,0 29,5 620,1 623,1 

20 (0) (0) (0) 26,9 26,3 324,5 325,2 24,8 24,1 20,6 23,3 726,0 753,7 

Exp. : réponses expérimentales ; Préd. : Réponses prédites ; Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne de trois essais.
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Tableau 4 : coefficients des régressions polynomiales du second ordre avec analyse ANOVA du modèle 

Réponses 

Termes 

Rendement (%) 

   Coeff.          p-value 

TPT (mg EAG/g extrait) 

      Coeff.             p-value 

TFM (mg/g) DPPH (IC50 µg/mL) 

    Coeff.            p-value 

FRAP (mg ET/g extrait) 

    Coeff.             p-value    Coeff.           p-value 

Constant 26.33  325.21     24.05 23.32  753.74  

Linéaires          

A 2.34 <0.0001a 29.38 < 0.0001a 0.9624           0.0317b -4.57 <0.0001a 37.76 <0.0001a 

B 2.23 <0.0001a 32.22 < 0.0001a 0.0447           0.9101 -5.71 <0.0001a 36.49 <0.0001a 

C 0.8953 0.0187b 8.61 0.0006b -0.5368          0.1942 1.16 0.0554 -2.80 0.4293b 

Quadratiques          

A² -0.2017 0.5311 -15.43 0.0001a -0.9521           0.0296b 2.79 0.0003a -26.44 <0.0001a 

B² 0.1925 0.5495 -2.29 0.2075 -1.68              0.0012b -1.28 0.0328b -44.52 <0.0001a 

C² -0.1557 0.6273 -9.08 0.0003b -0.2980          0.4458 1.50 0.0162b -44.53 <0.0001a 

Interactions          

A*B 0.1037 0.8087 13.05 0.0002b -0.7588          0.1631 -0.2513 0.7258 30.99 <0.0001a 

A*C -0.0013 0.9977 2.01 0.3992 -0.4188          0.4254 -0.5362 0.4591 -22.77 0.0004a 

B*C 0.0087 0.9837 2.51 0.2977 0.4213           0.4227 -0.6113 0.4007 -7.21 0.1355 

C.V. (%) 4.50 2.10 6.46 7.76 1.86 

Adeq. precision 13.1124 33.7254 5.3163 20.6855 23.6103 

A : ratio liquide-solide ratio ; B : Température ; C : Temps ; Significativité : (a) p<0,001 ; (b) p<0,05 ; C.V: Coefficient de variation (%). 
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Figure 41. Surfaces de réponse 3D avec le facteur temps (C) fixé au centre (a- Rendement ; b- TPT ; c- Composés Flavo. Majoritaires (TFM) ; 

d- DPPH ; e et f- FRAP) 

a) 

b) c) 

d) 
e) f) 

 - + 
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Tableau 5 : analyse ANOVA des modèles de régression 

Modèles de 

régression 

R² 

(%) 

R² aj. 

(%) 

R² préd. 

(%) 

F-value du 

modèle 

p-value du 

modèle 

Manque 

d’ajust. 

(F-value) 

Manque 

d’ajust. 

(p-value) 

Rendement 91,79 84,40 67,54 12,42 0,0002a 0,6925 0,6517c 

TPT 98,74 97,61 91,72 85,05 < 0,0001a 3,81 0,0841c 

TFM 78,42 59,00 0,1648 4,04 0,0201b 0,6502 0,6702c 

DPPH 95,99 92,39 82,34 26,62 0,0001a 0,8203 0,5834c 

FRAP 98,54 97,24 96,18 75,25 < 0,0001a 0,2387 0,9290c 

Significativité : (a) p<0.001; (b) p<0.05 ; Non-significatif : (c) p>0.05 

 R² , coefficient de détermination : mesure l'adéquation entre les modèles de régression 

et la distribution des données observées.   

 R²aj., coefficient de détermination ajusté : indique le pourcentage de la variation de la 

variable dépendante qui est expliqué collectivement par toutes les variables 

indépendantes (R²aj.≤R²). 

 R²préd., coefficient de détermination prédit : indique dans quelle mesure un modèle de 

régression prédit les réponses pour de nouvelles observations. 

II.1.2. Détermination des conditions optimales d’extraction et vérification 

expérimentale 

Dans cette étude, le modèle expérimental obtenu pour chacune des réponses étudiées révèle un 

coefficient de détermination R² compris entre 0,78 à 0,98, donc relativement proche de 1 

(Tableau 5). Cela signifie que ces modèles semblent assez représentatifs et sont adaptés pour la 

prédiction des réponses étudiées dans le domaine d'étude. En outre, il a été noté que tous les 

modèles de régression ont présenté un manque d'adéquation non significatif (p>0,05). Les 

conditions optimales ont été déterminées en cherchant la désirabilité composite correspondant 

à la moyenne géométrique de la désirabilité individuelle pour chaque réponse [180]. 

L'optimisation vise à trouver la meilleure combinaison entre les facteurs indépendants ratio 

liquide-solide, température et temps d'extraction permettant l'extraction optimale des composés 

bioactifs (polyphénols & flavonoïdes). Pour ce faire, l’objectif a été de minimiser toutes les 
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variables indépendantes des points de vue impacts économique et environnemental 

(consommation de faible quantité de solvant, d’énergie et sur une période d’extraction courte), 

tandis que les variables réponses ont été maximisées à l’exception de la réponse activité 

« antiradicalaire DPPH ». En effet, l’activité antiradicalaire DPPH d’une substance est plus 

efficiente lorsque la valeur de IC50 est la plus faible possible. Ainsi, l’activité antiradicalaire 

DPPH a donc été minimisée. Tous les critères d’optimisation appliqués sont résumés dans le 

Tableau 6. Les paramètres d'entrée ainsi obtenus sont 12,4 mL/g pour le ratio liquide-solide 

avec une température de 50,4°C et un temps d'extraction de 124,8 min. 

Tableau 6 : restrictions sur les variables indépendantes et les variables réponse 

 

Variables 

Cible Limite 

inférieure 

Limite 

supérieure 

Poids 

inférieur 

Poids 

supérieur 

Importance 

A : Ratio liquide-solide minimiser 7,5 15 1 1 1 

B : Température minimiser 35 60 1 1 1 

C : Temps minimiser 80 240 1 1 1 

Rendement maximiser 21,06 31,81 1 1 1 

TPT maximiser 230,05 387,25 1 1 3 

TFM maximiser 17,72 25,64 1 1 3 

DPPH minimiser 10,78 39,64 1 1 1 

FRAP maximiser 560,88 777,43 1 1 1 

 

Sous ces conditions optimales d'extraction, une teneur en TPT de 342,8±11,1 mg EAG/g 

d'extrait (Tableau 7) soit environ 92,7 mg EAG/g de poudre a été déterminée. Les résultats des 

analyses statistiques révèlent qu’il n’y a pas de différence significative dans un intervalle de 

confiance au seuil de 95% entre la valeur expérimentale en TPT et celle proposée par le modèle 

théorique.  

Les résultats de plusieurs investigations ont montré que les propriétés biologiques des extraits 

des feuilles de E. camaldulensis peuvent être associées à la présence de divers ingrédients 

phytochimiques notamment les composés phénoliques [42, 92, 184, 185] Cela a donc suscité 

l’application de plusieurs stratégies efficaces permettant d’extraire ces composés bioactifs. Le 

Tableau 8 présente des conditions optimales d’extraction des TPT de E. camaldulensis obtenues 

dans cette étude et celles disponibles dans la littérature. En effectuant une décoction (extraction 

conventionnelle) des feuilles de E. camaldulensis, Sourabié et al. (2020) [186] ont obtenu une 

teneur en TPT de 176,4 mg EAG/g dans les conditions de ratio liquide-solide 10 mL/g, pendant 
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30 min et en utilisant un solvant hydroalcoolique. De plus, les travaux réalisés par Ashraf et al. 

(2015) [187] avaient rapporté des TPT de l’ordre de 148,7 mg EAG/g obtenues dans les 

conditions d’extraction de ratio liquide-solide 10 mL/g, durant 6h et sous agitation de 350 rpm 

en utilisant du méthanol comme solvant d’extraction. Dans notre étude, la méthode MSR 

appliquée a permis non seulement de réduire considérablement le temps d'extraction mais et 

surtout les TPT ont été optimisées dans les extraits comparativement aux résultats de Sourabié 

et al. (2020) [186] et de Ashraf et al. (2015) [187]. D'autre part, en utilisant la méthode 

d'extraction assistée par ultrasons des feuilles E. camaldulensis, Wong-Paz et al. (2015) [121] 

ont prédit une teneur maximale en composés phénoliques à 13,91 mg/g, une valeur inférieure à 

celle obtenue dans notre étude. Elle a été obtenue dans des conditions optimales d’extraction à 

l’éthanol 35%, avec un ratio liquide-solide de 12 mL/g et un temps d'extraction de 46,8 min. 

Cette divergence observée dans les résultats pourrait s'expliquer par la différence des méthodes 

d'extraction, des paramètres optimisés ou de l’environnement de collecte des échantillons.  

Tableau 7 : vérification et confirmation des conditions optimales d’extraction 

Réponses Rendement 

(%) 

TPT (mg 

EAG/g) 

TFM 

(mg/mL) 

DPPH 

(µg/mL) 

FRAP (mg 

ET/g) 

Expérimentales 28,0±1,8 342,8±11,1 24,7±2,0 21,1±2,6 774,2±39,7 

Prédites 27,2±1,2 335,2±6,5 24,3±1,4 20,7±2,0 768,0±12,6 

IC à 95% [24,3 ; 30,0] [319,7 ; 350,7] [20,9 ; 27,7] [15,9 ; 25,4] [737,8 ; 798,1] 

IC : intervalle de confiance 
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Tableau 8 : comparaison des résultats d’optimisation de l’extraction des composés bioactifs de E. camaldulensis 

Méthodes Solvants Conditions d’extraction Rendement 

(%) 

TPT 

(mg EAG/g) 

DPPH 

(µg/mL) 

Références 

Macération  MeOH 10 mL/g; 6h; 350 rpm -- 148,7 89,1 [187] 

Macération  MeOH-Eau (3/7; v/v) 10 mL/g; 24h 22,0 79,4 -- [185] 

Macération  Acetone (70%) 10 mL/g; 72h -- 46,6 -- [92] 

Décoction  Eau 10 mL/g; 1h 31,1 171,0 27,8 [188] 

Décoction  Eau 10 mL/g; 10 min 17,0 161,2 31,7 [189] 

Décoction  Hydroalcoolique Ratio 10 mL/g ; 30 min ; 

T°éb.; 

--- 176,4 --- [186] 

Macération  MeOH (70%) 24 h; T°<40°C -- 0,11 -- [43] 

MSR : UAE* EtOH-Eau 12 mL/g; 46,8 min; 35%EtOH 14,9 13,9 -- [121] 

MSR : macération EtOH (70%) 12,4 mL/g; 50,4°C; 124,8 min 28,0 342,8±11,1 21,1±2.6 Notre étude 

UAE (*) : extraction assistée par ultrasons ;MSR : méthodologie de surface de réponse ; MeOH : méthanol ; EtOH : éthanol 
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II.1.3. Corrélation entre les TPT et l’activité antioxydante (DPPH & FRAP) 

Des corrélations positives ont été établies entre les teneurs en composés phénoliques (TPT) et 

l'activité antioxydante des extraits par régression linéaire (Figure 42). Des coefficients de 

corrélation de R²=0,80 et R²=0,53 ont été obtenus respectivement pour les tests DPPH et FRAP. 

Ces résultats indiquent que les composés phénoliques contribuent significativement au pouvoir 

antioxydant des extraits de feuilles de E. camaldulensis. Par ailleurs, Nasr et al. (2019) ont aussi 

rapporté une corrélation positive (R²=0,52) entre les composés phénoliques présents dans les 

extraits de E. camaldulensis et l'activité antioxydante mesurée. De même, les travaux de 

Alghoraibi et al. (2020) [189] ont aussi rapporté une corrélation de R²=0,57 entre l’activité 

antiradicalaire DPPH et les teneurs en composés phénoliques totaux mesurées dans les extraits 

des feuilles de E. camaldulensis. Cette valeur reste tout de même inférieure à la nôtre (R²=0,80) 

pour le test DPPH. Par ailleurs, on pourrait estimer que l’obtention de meilleures propriétés 

antioxydantes à partir des extraits des feuilles de E. camaldulensis soit en partie associée à la 

présence des composés phénoliques dans les extraits, notamment des acides phénoliques (acide 

gallique, ellagique, p-coumarique, etc.) et surtout des flavonoïdes (aglycones et dérivés 

glycosylés) comme précédemment démontré dans plusieurs travaux [92, 184, 187, 190]. 
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Figure 42. Régression linéaire entre les TPT et l’activité antioxydante (a-DPPH ; b-FRAP) 

II.2. Optimisation de l’extraction des composés bioactifs de Cymbopogon 

citratus (DC.) Stapf 

II.2.1. Influence des variables indépendantes sur les réponses étudiées 

II.2.1.1. Réponse 1 = rendement d’extraction 

Les rendements d’extraction des feuilles de C. citratus ont varié de 11,5% (essai N°12) à 18,8% 

(essai N°11), (Tableau 9). L’essai N° 11 a été réalisé dans les conditions d’extraction suivantes : 

un ratio liquide-solide de 15 mL/g sous une température de 60°C et durant 80 min. Le 
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diagramme de Pareto (Figure 43) permet de définir que seuls les termes A, B et B*C 

correspondant respectivement aux facteurs ratio liquide-solide, température et l’interaction 

entre la température et le temps d’extraction qui ont entraîné des effets significatifs (p<0,05) 

sur la réponse rendement d’extraction (Tableau 10). La variation simultanée de A et de B a 

amélioré les rendements, tandis que l’effet contraire a été observé avec l’interaction entre les 

facteurs B et C. 

L’analyse ANOVA du rendement d’extraction a indiqué que le modèle obtenu est significatif 

(p<0,0001 ; Tableau 11) contrairement à la p-value du terme manque d’ajustement qui était non 

significatif (p=0,9527>0,05). De plus, un coefficient de détermination de R²=0,9525 a été 

obtenu indiquant que 95,25% de la variabilité des données peuvent être expliquées par le 

modèle. Parmi les trois facteurs étudiés, le ratio liquide-solide est celui dont l’effet a été le plus 

important sur l’augmentation des rendements d’extraction suivi de la température. A contrario, 

le facteur temps a présenté un effet non significatif. Le graphique en 3D de la Figure 48-a 

montre les zones optimales d’extraction en considérant la variation des ratio liquide-solide (A) 

et la température (B) tout en fixant le temps au centre du domaine d’étude. L’équation 8 exprime 

le modèle mathématique de la réponse rendement d’extraction en valeurs codées. 

Rendement d’extraction (%) = 15,47 + 1,83A + 1,05B – 0,5BC.      Eq. (8) 

 

Figure 43. Diagramme de Pareto des effets normalisés (Réponse rendement d’extraction (%) 

; α=0,05) 
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II.2.1.2. Réponse 2 = TPT 

Les TPT enregistrées ont montré une variation significative (p<0,001) avec des valeurs 

comprises entre 122,1 mg EAG/g à 255,7 mg EAG/g respectivement obtenues pour les essais 

N° 5 et N° 3 (Tableau 9). Les conditions d’extraction de l’essai N° 3 étaient de 11,25 mL/g, 

47,5°C et 160 min correspondant à un point central du plan expérimental. Le diagramme de 

Pareto (Figure 44) indique que les termes quadratiques (A², B², C²) ont été les plus influents 

(p<0,05) sur l’extraction des TPT suivi des effets linéaires du ratio liquide-solide (A) et de la 

température (B). En se référant aux coefficients, on remarque que tous ces termes significatifs 

(A², B², C², A et B) ont induit des effets positifs (p<0,05, Tableau 10) sur la récupération des 

TPT, donc entraînant une augmentation significative des TPT. Les résultats de l’analyse de 

régression multiple des données des TPT ont indiqué que le modèle obtenu est significatif 

(p<0,0005) et présente un manque d’ajustement non significatif (p-value=0,9962>0,05). De 

plus, un coefficient de détermination de 0,9063 a été observé indiquant que 90,63% de la 

variabilité des données peut être expliquée par le modèle proposé. Le diagramme b) de la Figure 

48 présente l’influence simultanée du ratio liquide-solide (A) et de la température (B) sur la 

réponse TPT en fixant le facteur temps d’extraction (C) en son centre. L’équation 9 traduit le 

modèle prédit en termes de valeurs codées. 

TPT (mg EAG/g) = 229,8 + 15,1A + 12,7B  – 25,1A² - 20,5B² - 20,1C².     Eq. (9) 

 

Figure 44. Diagramme de Pareto des effets normalisés (Réponse TPT (mg EAG/g) ; α=0,05) 
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II.2.1.3. Réponse 3 = TFM 

Les concentrations des composés flavonoïdes majeurs (TFM) ont aussi varié significativement 

de 37,2 (essai N° 8) à 51,2 mg/mL (essai N° 15) et sont résumées dans le Tableau 9. L’essai N° 

15 qui a enregistré la concentration la plus élevée a été effectué dans les conditions de 15 mL/g 

de biomasse, sous une température de 35°C et durant 240 min comparativement à l’essai N° 8 

réalisé dans les conditions de 7,5 mL/g de biomasse sous une température de 60°C durant 240 

min. L’analyse de l’ensemble des données expérimentales par régression multiple de la réponse 

TFM a permis de proposer un modèle quadratique polynomial de second ordre traduit par 

l’équation 10 comportant des termes ayant des coefficients statistiquement significatifs et non 

significatifs au seuil de 5%. Ainsi, le graphique de la Figure 45 indique qu’en dehors des effets 

d’interaction entre les facteurs A et B et de l’effet linéaire du facteur A, tous les autres termes 

ont entraîné des influences significatives (p<0,05 ; Tableau 10) sur l’extraction des composés 

flavonoïdes majoritaires présents dans les feuilles de C. citratus. Parmi ces termes significatifs, 

on note que seule la variation du facteur temps d’extraction (C) et l’interaction entre les facteurs 

A et C ont eu des effets bénéfiques entraînant une amélioration significative des concentrations 

des composés flavonoïdes dans les extraits (Tableau 10). Par contre, des effets négatifs ont été 

observés, d’une part, avec tous les termes quadratiques (A², B², C²) et, d’autre part, avec les 

termes d’interaction entre les variables température (B) et temps d’extraction (C), ainsi que le 

terme linéaire lié à la variable température (B). Ces effets négatifs indiquent qu’une 

augmentation de façon exponentielle (pour les termes quadratiques) aurait pour conséquence la 

diminution de l’extraction des composés flavonoïdes. L’analyse ANOVA a montré que le 

modèle est significatif (p<0,0001 ; Tableau 11) et la p-value du manque d’ajustement était 

supérieure à 0,05. Un coefficient de détermination de R²=0,9549 a été obtenu et la différence 

entre les coefficients de détermination R² ajusté et R² prédit était aussi inférieur à 0,2. On montre 

par conséquent que 95,49% de la variabilité des données expérimentales peut être expliquée par 

le modèle théorique obtenu et que ceci peut être utilisé pour prédire la réponse concentration 

des composés flavonoïdes dans les extraits. La Figure 48-c présente le graphique 3D de la 

réponse TFM construit en fonction du ratio liquide-solide (A) et de la température (B) en fixant 

le temps d’extraction au centre du domaine. 

TFM (mg/g) = 48,48 – 2,46B + 1,35C + 1,37AC – 3,58BC – 3,21A² - 1,08B² - 2,26C².  Eq. (10) 
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Figure 45. Diagramme de Pareto des effets normalisés (Réponse Composés Flavonoïdes 

majeurs (mg/g) ; α=0,05) 

II.2.1.4. Réponse 4 = DPPH 

Les activités antiradicalaires DPPH mesurées dans les différentes conditions d’extraction en 

tant que valeur IC50 ont montré une variation de 90,0 µg/mL (essai N°7) à 142,7 µg/mL (essai 

N°5). L’essai N°7 qui a enregistré la meilleure activité (IC50 = 90,0 µg/mL) a été réalisé dans 

les conditions ratio liquide-solide de 17,5 mL/g, sous une température de 47,5°C et durant 160 

min (Tableau 9). Selon le diagramme de Pareto (Figure 46), tous les termes ont entraîné des 

influences significatives (p<0,05) sur l’activité antiradicalaire DPPH à l’exception de 

l’interaction entre le ratio liquide-solide avec la température (p>0,05 ; Tableau 10). L’analyse 

de la significativité des coefficients (Tableau 10) a permis de montrer que les effets linéaires de 

la variable A et de la variable B, ainsi que les effets des interactions entre A avec C et entre B 

avec C ont été négatifs sur l’activité DPPH entraînant une amélioration du pouvoir 

antiradicalaire des extraits (puisqu’il s’agit des IC50). Par contre, les termes quadratiques de 

tous les facteurs (A², B², et C²) et le terme linéaire du facteur C ont présenté des coefficients 

positifs indiquant une baisse importante de l’activité antiradicalaire (avec des valeurs IC50 les 

plus élevées). L’analyse ANOVA a montré que le modèle était significatif (p<0,0001 ; Tableau 

11) et ne comportait pas de manque d’ajustement (p-value = 0,866>0,05). De plus, l’analyse a 

révélé un coefficient de détermination de 0,9787, ce qui voudrait dire que 97,87% de la variance 

peut être expliquée par le modèle (R² aj. =0,9595). Le modèle quadratique polynomial du 

second ordre obtenu par régression linéaire de la variable réponse DPPH est traduit par 

l’équation 11. Le graphique d) de la Figure 48 correspond à la surface 3D de la réponse DPPH 
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construite en fonction de la variation des facteurs ratio liquide-solide (A) et température (B) et 

en fixant le facteur temps d’extraction (C) en son centre. 

DPPH (µg/mL) = 99,36 – 13,15A – 4,06B + 2,95C – 4,98AC – 2,95BC + 5,05A² + 3,44B² + 

5,57C².     Eq. (11) 

 

Figure 46. Diagramme de Pareto des effets normalisés (Réponse DPPH (µg/mL) ; α=0,05) 

II.2.1.5. Réponse 5 = FRAP  

Les données expérimentales obtenues révèlent que le pouvoir réducteur des extraits a varié de 

303,9 mg ET/g (Essai N°12) à 427,0 mg ET/g (Essai N°17), (Tableau 9). L’extrait ayant 

présenté la plus faible activité a été préparé dans les conditions suivantes : 4,9 mL/g, 47,7°C et 

160 min, tandis que le plus actif était préparé dans les conditions de 15 mL/g, 60°C et 240 min. 

Les termes qui ont une influence significative sur la capacité réductrice des extraits sont selon 

le diagramme de Pareto (Figure 47) : les termes linéaires des trois facteurs étudiés (A, B, C), 

les termes quadratiques (A² et B²) des facteurs A et B, et l’interaction entre le facteur B avec la 

variable C. En plus des effets d’interaction entre les variables B et C, les effets linéaires de 

toutes les variables ont entraîné une augmentation de l’activité réductrice des extraits 

comparativement aux termes quadratiques A² et B² qui ont inhibé de manière significative 

(p<0,05 ; Tableau 10) l’activité FRAP. Ceci voudrait dire qu’une augmentation importante du 

ratio liquide-solide et de la température au-delà d’un certain seuil au cours de l’extraction 

conduirait à une diminution considérable de l’activité FRAP. Aucun effet significatif (p>0,05 ; 

Tableau 10) n’a été constaté avec les termes AC, AB et C².  
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Par ailleurs, l’analyse ANOVA (Tableau 11) a montré un modèle significatif avec une valeur 

p<0,0001 et un manque d’ajustement non significatif (p>0,05). Le coefficient de détermination 

obtenu était de 0,9405 justifiant que 94,05% de la variabilité des données peut être expliquée 

par ce modèle (R² aj.= 0,887). L’équation 12 traduit le modèle mathématique polynomial du 

second ordre obtenu par régression linéaire de la réponse FRAP. Les graphiques e) et f) de la 

Figure 48 présentent les surfaces 3D de la réponse FRAP respectivement entre les variables 

ratio liquide-solide (A) et température (B) et entre les variables température (B) et temps 

d’extraction (C). 

FRAP (mg ET/g) = 372,3 + 22,34A + 13,6B + 8,17C + 11,9BC – 11,36A² - 7,6B².     Eq. (12) 

 

Figure 47. Diagramme de Pareto des effets normalisés (Réponse FRAP (mg ET/g) ; α=0,05) 
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Tableau 9 : base de données avec les variables indépendantes et les variables réponses 

Variables indépendantes   Réponses expérimentales / Réponses prédites 

 

Run 

A B C Rendement (%) TPT (mg EAG/g) TFM (mg/g) DPPH (µg/mL) FRAP (mg ET/g) 

Exp. Préd. Exp. Préd. Exp. Préd. Exp. Préd. Exp. Préd 

1 (0) (0) (0) 16,3 15,5 227,7 229,8 48,6 48,5 95,2 99,4 376,6 372,3 

2 (0) (-1,68) (0) 13,0 13,0 149,9 150,5 50,8 49,6 114,5 115,9 334,3 327,8 

3 (0) (0) (0) 14,9 15,5 255,8 229,8 49,6 48,5 99,1 99,4 360,7 372,3 

4 (0) (+1,68) (0) 16,4 16,5 189,7 193,2 38,9 41,3 102,1 102,3 360,3 373,6 

5 (-1) (-1) (+1) 12,0 12,1 122,1 119,6 46,8 47,0 142,8 143,7 305,2 308,9 

6 (0) (0) (0) 15,3 15,5 195,9 229,8 47,1 48,5 102,9 99,4 375,3 372,3 

7 (+1,68) (0) (0) 18,0 17,9 186,7 184,2 39,2 39,9 90,0 91,5 369,7 377,7 

8 (-1) (+1) (+1) 13,0 12,8 163,6 161,5 37,2 36,2 126,1 125,3 352,8 346,0 

9 (-1) (+1) (-1) 14,9 14,8 165,7 159,9 44,6 43,4 114,5 115,4 322,4 319,9 

10 (0) (0) (0) 15,5 15,5 215,1 229,8 48,1 48,5 99,1 99,4 370,9 372,3 

11 (+1) (+1) (-1) 18,8 18,5 171,3 171,0 41,1 40,0 105,4 103,4 372,9 364,4 

12 (-1,68) (0) (0) 11,5 11,8 127,0 133,5 38,4 38,9 135,7 135,8 303,9 302,6 

13 (+1) (-1) (-1) 15,0 15,0 162,9 162,2 38,8 39,0 101,5 101,2 345,1 347,2 

14 (0) (0) (-1,68) 15,0 15,4 165,2 169,6 39,3 39,8 108,7 110,2 344,6 345,3 

15 (+1) (-1) (+1) 15,7 15,7 165,8 168,7 51,2 51,6 105,0 103,1 356,1 353,8 

16 (0) (0) (0) 16,4 15,5 239,3 229,8 47,8 48,5 96,1 99,4 365,9 372,3 

17 (+1) (+1) (+1) 17,0 17,2 214,9 214,9 39,7 38,3 92,6 93,4 427,0 418,5 

18 (-1) (-1) (-1) 12,5 12,1 158,3 155,4 39,4 39,9 123,9 121,9 326,5 330,3 

19 (0) (0) (+1,68) 14,3 14,2 176,8 176,5 43,7 44,4 120,1 120,1 366,8 372,8 

20 (0) (0) (0) 14,5 15,5 245,9 229,8 49,9 48,5 104,0 99,4 385,5 372,3 

Exp. : réponses expérimentales ; Préd. : Réponses prédites ; Les valeurs sont exprimées sous forme de moyenne de trois essais
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Tableau 10 : coefficients des régressions polynomiales du second ordre avec analyse ANOVA du modèle 

Réponses 

Termes 

Rendement (%) 

   Coeff.          p-value 

TPT (mg EAG/g extrait) 

      Coeff.           p-value 

TFM (mg/g) DPPH (IC50 µg/mL) 

    Coeff.            p-value 

FRAP (mg ET/g extrait) 

    Coeff.             p-value    Coeff.                        p-value 

Constant 15,47  229,83  48,48  99,36  372,30  

Linéaires           

A 1,83 < 0,0001a 15,05 0,0058b 0,3035 0,4532 -13,15 < 0,0001a 22,34 < 0,0001a 

B 1,05 < 0,0001a 12,69 0,0147b -2,46 < 0,0001a -4,06 0,0004a 13,60 0,0004a 

C -0,3393 0,0551 2,03 0,6479 1,35 0,0061b 2,95 0,0037b 8,17 0,0108b 

Quadratiques           

A² -0,2238 0,1721 1,07   0,0001a -3,21 < 0,0001a 5,05 < 0,0001a -11,36 0,0012b 

B² -0,2432 0,1410 10,60   0,0006a -1,08 0,0175b 3,44 0,0011b -7,65 0,0132b 

C² -0,2415 0,1436 9,35   0,0007a -2,26 0,0001a 5,57 < 0,0001a -4,68 0,0958 

Interactions           

A*B 0,2075 0,3336 -25,10 0,8528 -0,6000 0,2650 2,18 0,0590 6,90 0,0708 

A*C 0,1725 0,4180 -20,51 0,0890 1,37 0,0221b -4,98 0,0007a 7,00 0,0675 

B*C -0,5000 0,0344b -20,08 0,1275 -3,58 < 0,0001a -2,95 0,0162b 11,87 0,0060b 

C.V. (%) 3,85 8,61 3,27 2,65 2,71 

Adeq. precision 16,5391 9,798 15,1826 25,5055 16,9667 

A : ratio liquide-solide ratio ; B : Température ; C : Temps ; Significativité : (a) p<0,001 ; (b) p<0,05 ; C.V: Coefficient de variation (%) 
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Figure 48. Surfaces de réponse 3D avec le facteur temps (C) fixé au centre (a- Rendement ; b- TPT ; c- Composés Flavonoïdes (TFM) ; d- 

DPPH ; e et f- FRAP) 

a) b) 
c) 

d) e) f) 
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Tableau 11 : analyse ANOVA des modèles de régression 

Modèles de 

régression 

R² 

(%) 

R² aj. 

(%) 

R² préd. 

(%) 

F-value du 

modèle 

p-value du 

modèle 

Manque 

d’ajust. 

(F-value) 

Manque 

d’ajust. 

(p-value) 

Rendement 95,25 90,97 88,21 22,28 <0,0001a 0,1923 0,9527 

TPT 90,63 82,19 83,24 10,74 < 0,0005a 0,0597 0,9962 

TFM 95,59 91,44 73,54 23,55 <0,0001b 2,57 0,1619 

DPPH 97,87 95,95 93,16 51,04 <0,0001a 0,3452 0,8660 

FRAP 94,05 88,7 69,62 17,57 < 0,0001a 1,47 0,3424 

Significativité : (a) p<0.001; (b) p<0.05 ; Non-significatif : (c) p>0.05 

II.2.2. Détermination des conditions optimales d’extraction 

Les conditions optimales d’extraction des composés phénoliques des feuilles de C. citratus ont 

également été déterminées en suivant le même principe que précédemment décrit plus haut dans 

le cas de l’espèce E. camaldulensis (paragraphe II.1.2.). L’objectif a consisté à optimiser 

simultanément les variables indépendantes (ratio liquide-solide, température et temps 

d’extraction) et les variables réponses (rendement, TPT, TFM, DPPH et FRAP). Le même poids 

a été affecté aux réponses TPT et TFM. Le Tableau 12 résume les restrictions imposées aux 

variables indépendantes et dépendantes. Le résultat global de cette optimisation a montré que 

les conditions d’extraction de 11,6 mL/g de biomasse avec une température de 44,8°C et durant 

151,3 min sont les meilleures conditions pour cette combinaison de variables.  
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Tableau 12 : restrictions sur les variables indépendantes et les variables réponses 

 

Variables 

Cible Limite 

inférieure 

Limite 

supérieure 

Poids 

inférieur 

Poids 

supérieur 

Importance 

A : Ratio liquide-solide minimiser 7,5 15 1 1 1 

B : Température minimiser 35 60 1 1 1 

C : Temps minimiser 80 240 1 1 1 

Rendement maximiser 11,5 18,76 1 1 1 

TPT maximiser 122,1 255,7 1 1 3 

TFM maximiser 37,2 51,2 1 1 3 

DPPH minimiser 90,0 142,7 1 1 1 

FRAP maximiser 303,9 427,0 1 1 1 

 

Plusieurs extractions ont été réalisées dans ces nouvelles conditions (11,6 mL/g ; 44,8°C ; 151,3 

min) dans le but de comparer les résultats expérimentaux à ceux prédits théoriquement par le 

modèle (Tableau 13). L’analyse statistique de ces résultats a permis de montrer qu’il n’y a pas 

de différence significative (p>0,05) entre les réponses expérimentales et théoriques dans un 

intervalle de confiance IC à 95%. Sah et al. (2012) [191] ont effectué l’optimisation de 

l’extraction des composés phénoliques des feuilles de C. citratus en appliquant la technique 

d’extraction conventionnelle classique. Ils ont obtenu des TPT de 67 mg EAG/g avec une 

activité antioxydante évaluée par la méthode DPPH (192 µg/mL) et FRAP (129 mg ET/g). Ces 

extraits ont été préparés dans les conditions suivantes : 40 % d'éthanol, 25 °C pendant 300 min, 

ratio liquide-solide 10 mL/g et sous agitation permanente (150 rpm). Par rapport aux résultats 

de ces auteurs, nous pouvons dire que l’approche méthodologique appliquée dans le cas de 

notre étude a non seulement permis de gagner en temps, d’obtenir des teneurs élevées en 

molécules bioactives extraites, mais aussi de maximiser le pouvoir antioxydant des extraits. De 

plus, Muala et al. (2021) [93] ont aussi rapporté des TPT (71,98 mg EAG/100 mL) et des 

activités antiradicalaires DPPH (80,63 mg ET/100 mL) obtenues à partir des feuilles de C. 

citratus en appliquant cette fois-ci une approche de MSR. Ces extraits ont été préparés dans les 

conditions optimales d’extraction de 5 g/100 mL, 93,8°C et 11,3 min respectivement pour le 

ratio solide-liquide, la température et le temps d’extraction. En établissant une comparaison 

entre les valeurs obtenues par ces auteurs par rapport aux nôtres, on peut dire que notre approche 

méthodologique a permis de faire une économie en termes de quantité de solvant utilisée et 

aussi de l’énergie consommée (température plus faible) tout en maximisant l’extraction des 

composés bioactifs. Dans le même sens, Naseem et al. (2021) [129] ont également appliqué une 
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MSR de type Box-Behnken pour étudier les influences simultanées des facteurs ratio liquide-

solide, la température et le temps d’extraction sur la récupération des composés bioactifs des 

feuilles de C. citratus. Les résultats obtenus étaient : TPT (116 ± 3,5 mg EAG/g), TFT (98 ± 

2,5 mg EQ/g) et DPPH (95 ± 3,0%). Les conditions optimales d’extraction étaient 1,5 g/10 mL, 

avec une température de 60°C et durant 45 min. Ici, on voit clairement que les TPT obtenues 

dans notre étude dépassent largement celles rapportées par ces auteurs (quasiment le double). 

Cependant, compte tenu du fait que les TFT ainsi que les activités antiradicalaires DPPH 

rapportées par les deux études n’ont pas été exprimées sous les mêmes unités, cela rend 

complexe la comparaison qualitative entre ces résultats. Par ailleurs, à partir de l’ensemble de 

ces résultats, on peut retenir que l’extraction des composés phénoliques a été globalement 

optimisée au cours de notre étude en appliquant l’approche d’extraction par MSR. 

Tableau 13 : vérification et confirmation des conditions optimales d’extraction 

Réponses Rendement 

(%) 

TPT (mg 

EAG/g) 

TFM 

(mg/mL) 

DPPH 

(µg/mL) 

FRAP (mg 

ET/g) 

Expérimentales 14,2±1,8 238,8±11,1 51,1±2,0 96,8±2,6 367,6±14,7 

Prédites 15,4±0,6 227,0±15,9 48,7±1,4 98,8±2,9 370,3±9,6 

IC à 95% [ 14,9 ; 15,9 ] [212,6 ; 241,4] [47,4 ; 50,0] [96,2 ; 101,4] [361,6 ; 379,0] 

IC : intervalle de confiance 

Au regard de l’importance des constituants phytochimiques présents dans les feuilles de C. 

citratus, plusieurs études ont été conduites pour une extraction maximale de ces composés. Le 

Tableau 14 présente des teneurs en phénoliques totaux et flavonoïdes totaux de quelques 

travaux réalisés sur des feuilles de C. citratus et disponibles dans la littérature. Ces résultats 

montrent qu’en fonction de l’approche méthodologique appliquée, les teneurs en molécules 

bioactives dans les extraits varient de façon considérable. L’extraction par MSR semble être 

plus efficace dans l’optimisation de l’extraction des composés phénoliques. 
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Tableau 14 : comparaison des résultats d’optimisation de l’extraction des composés bioactifs de C. citratus 

Méthodes Solvants Conditions d’extraction Rendement 

(%) 

TPT 

(mg EAG/g) 

DPPH 

(µg/mL) 

Références 

Infusion  MeOH 10 mL/g ; 30 min 15,2 118,1  [50] 

Extraction conventionnelle EtOH (70%) 10 mL/g ; 20 min ; 60°C --- 133,8 450 [192] 

Macération (résidu solide) EtOH (70%) 10 mL/g ; 24h 4,6 74,2 1390 [46] 

Infusion  Eau 30 mL/g ; 15 min 18,4 70,2 38,7 [193] 

MSR Eau 8 mL/g ; 250W ; 90 min 1,5 --- --- [194] 

MSR MeOH (80%) 5 mL/g ; 93,8°C ; 11,3 min; 

méthanol 80% 

--- 71,9 --- [93] 

MSR Solvant DES 6,7 mL/g ; 60°C ; 45 min --- 116,0 --- [129] 

MSR : macération EtOH (70%) 11,6 mL/g ; 44,8°C ; 151,3 

min 

14,2 238,8 96,8 Notre étude 

MSR : méthodologie de surface de réponse ; DES : Deep eutectic solvent 
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II.2.3. Corrélation entre les TPT et l’activité antioxydante (DPPH & FRAP) des 

extraits des feuilles de C. citratus 

Des corrélations positives ont été établies entre les TPT et le pouvoir antiradicalaire DPPH 

(56,5%) et la capacité réductrice FRAP (53,1%) (Figure 49) à partir des 20 extraits différents 

donnés par le plan d’expérience. Les valeurs des coefficients obtenues indiquent que plus de 

50% de l’activité antioxydante de nos extraits est associée à la présence des composés 

phénoliques. Par ailleurs, Sah et al. (2012) [191] avaient rapporté des corrélations de 0,777 et 

0,995 respectivement entre les TPT et DPPH et entre les TPT et FRAP à partir d’un extrait 

optimisé dans les conditions de 40% éthanol, à 25°C et durant 5h d’extraction sous agitation 

continue.  

 

 

Figure 49. Régression linéaire entre les TPT et l’activité antioxydante (a-DPPH ; b-FRAP) 
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Conclusion 

L’approche de MSR appliquée dans cette étude nous a permis de proposer pour chacune des 

deux plantes, des conditions adéquates permettant d’optimiser l’extraction des molécules 

bioactives notamment les composés phénoliques. Ces conditions sont égales à 12,4 mL/g de 

poudre, 50,4°C, 124,8 min pour l’espèce E. camaldulensis et 11,6 mL/g, 44,8°C, 151,3 min 

pour l’espèce C. citratus. Ces résultats montrent que l’optimisation de l’extraction des 

composés phénoliques à partir des feuilles de E. camaldulensis nécessite une plus grande 

quantité de solvant et une température supérieure comparativement à l’espèce C. citratus. Par 

contre, cette dernière nécessite des durées relativement plus longues et à faible température. 

Parmi les trois variables indépendantes étudiées, on peut retenir que le facteur ratio liquide-

solide (A) est le plus influent sur les réponses mesurées suivie de la température (B). Par contre, 

le temps d’extraction n’a qu’une influence relativement faible dans la plage étudiée. 

Les rendements d’extraction ainsi que les TPT enregistrés dans les différents extraits étaient 

plus élevés dans les échantillons de feuilles de E. camaldulensis par rapport à ceux de C. 

citratus. Par contre, en ce qui concernes les TFM, les teneurs les plus élevées ont été détectées 

dans les extraits de C. citratus. Les résultats ont également montré que les extraits de E. 

camaldulensis étaient les plus actifs en termes d’activités antioxydantes mesurées. 
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Chapitre 4 : Caractérisation des extraits et identification des 

principaux flavonoïdes 

Introduction 

Le présent chapitre a pour objectif principal de caractériser les grands groupes chimiques 

présents dans les échantillons d’extraits optimisés et d’identifier les composés flavonoïdes 

majoritaires. La première partie de ce chapitre a été consacrée à la caractérisation qualitative et 

quantitative des extraits des deux plantes, et la deuxième partie a porté sur l’identification des 

flavonoïdes majoritaires présents dans les extraits des deux plantes étudiées à l’aide de la 

chromatographie liquide haute performance couplée à la spectrométrie de masse à source 

ionisation Electrospray (HPLC-ESI-MS). 

I. Matériel et méthodes 

I.1. Matériel 

Le matériel végétal est constitué essentiellement des extraits des deux plantes obtenus via le 

procédé d’extraction présenté dans le Chapitre 3 (II.1. Optimisation de l’extraction des 

composés bioactifs de Eucalyptus camaldulensis Dehnh. ; II.2. Optimisation de l’extraction des 

composés bioactifs de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf). 

L’ensemble du matériel de laboratoire qui est composé de réactifs, de solvants et d’équipements 

a déjà été présenté dans la partie « Matériel et méthodes » du chapitre 2. 

I.2. Description des méthodes de caractérisation 

I.2.1. Caractérisation qualitative 

I.2.1.1. Analyse par chromatographie sur couche mince (CCM) 

Les flavonoïdes présents dans les différents extraits ont qualitativement été mis en évidence en 

procédant par migration sur une plaque CCM de gel de silice. Ainsi donc, des extraits ont été 

préparés dans du méthanol à une concentration de 20 mg/mL. Ensuite à l’aide des tubes 

capillaires de 5µL, des solutions de chaque extrait ont été déposés sous forme de spots sur la 

plaque CCM. Le développement a été fait en utilisant comme éluant le mélange butanol-acide 

acétique-eau (65/15/20 ; v/v/v) dans une cuve (20×20 cm). L’atmosphère de la cuve a été au 

préalable saturée pendant 30 minutes en utilisant du papier filtre Whatman N°1. À la fin de la 

migration, la plaque a été retirée de la cuve puis séchée à l’étuve (105°C) pendant environ 5 



 

105 
  

Chapitre 4 

min puis pulvérisée à l’aide du réactif de NEU (révélateur des flavonoïdes). Après pulvérisation 

du réactif, la plaque a été séchée à nouveau à l’étuve à 105°C pendant 5 minutes. Les 

flavonoïdes sont observés sous forme de tâches fluorescentes sous une lampe UV à 365 nm. 

L’opération a été réalisée en trois essais identiques pour chaque extrait optimisé de chacune des 

deux plantes. 

I.2.1.2. Analyse par spectroscopie infrarouge (IR) 

L’empreinte infrarouge de chaque échantillon d’extrait a été obtenu en utilisant l’appareil FT-

IR ALPHA de Bruker en mode ATR (Réflexion Totale Atténuée). Les poudre fines de chaque 

échantillon d’extrait ont été étalés sur le cristal de ZnSe et l’ensemble est soumis à une presse 

afin d’assurer un enregistrement des spectres de qualité. Les spectres ont été enregistrés après 

une accumulation de 24 scans entre les nombres d’onde de 600 et 4000 cm-1. 

I.2.1.3. Analyse au spectrophotomètre UV-visible à balayage 

Afin d’examiner les caractéristiques d’absorption des solutions d’extraits bruts optimisés des 

deux plantes, des analyses au spectrophotomètre UV-visible à balayage ont été réalisées dans 

la gamme de 200 nm à 700 nm en comparaison avec des spectres de 6 standards de composés 

phénoliques purs réalisés dans les mêmes conditions. Tous les échantillons ont été au préalable 

préparés dans du méthanol à une concentration de 1 mg/mL. Afin d’obtenir des absorbances 

inférieures à 1, les solutions des standards ont été diluées à 20 µg/mL tandis que celles des 

extraits bruts (EO : Eucalyptus Optimisé ; CO : Cymbopogon Optimisé) ont été ramenées à la 

concentration de 100 µg/mL. La solution du méthanol a été utilisée comme blanc. 

I.2.1.4. Analyse thermogravimétrique (ATG) 

Les teneurs en cendres totales des extraits H2O, EtOH70% et EtOH100% ont été déterminées à 

l'aide d'un instrument Setaram SETSYS Evolution TGA 16/18 (Figure 50). Les courbes TG ont 

été enregistrées avec une vitesse de chauffe de 10°C/min dans une gamme de températures de 

25 à 800°C, en utilisant des creusets d'alumine et des échantillons d'une masse d'environ 5 mg. 

Les expériences ont été réalisées sous atmosphère d'air à un débit de 50 mL/min jusqu'à 

l'obtention d'une masse constante. 

Pour l'analyse de la stabilité thermique, les courbes TG-dTG simultanées des extraits ont été 

réalisées sous atmosphère d'azote à un débit de 30 mL/min. Des creusets en alumine et des 

échantillons d'environ 5 mg ont été testés à une vitesse de chauffage de 10°C/min et une 

température comprise entre 25 et 950°C. 
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Figure 50. Analyseur thermogravimétrique SETSYS-1750 CSEVOL 

I.2.2. Caractérisation quantitative  

La caractérisation quantitative a porté essentiellement sur la quantification des flavonoïdes 

totaux et phénoliques totaux présents dans les différents extraits des deux plantes étudiées. Les 

protocoles détaillés sont disponibles dans la section « I.2.4. Dosages des composés bioactifs 

dans les extraits par spectrophotométrie UV-visible » du chapitre 2. 

I.3. Identification des composés flavonoïdes par analyses LC-MS 

I.3.1. Séparation des composés par Chromatographie Liquide Haute Performance 

(HPLC) 

L’identification des composés flavonoïdes par la spectrométrie de masse suppose au préalable 

une étape de séparation en amont effectuée par HPLC. Ce dispositif est muni d’une colonne 

ayant des caractéristiques bien définies dans laquelle les molécules vont être séparées en 

fonction de leur affinité entre cette dernière et la phase liquide. 

Dans la présente étude, une chaine HPLC de type Waters Alliance 2695 couplée au Waters 

QToF API-US (Figure 51) a été utilisée munie d’une colonne de type Phenomenex Kinetex 

C18 EVO (150 x 2.1 mm i.d., 100 Å particle size). Il s'agit d'une colonne en phase inverse, avec 

une phase stationnaire C18 recouverte de TMS (triméthylsilyle). La température du four de la 

colonne était maintenue à 40°C et celle du passeur automatique d’échantillon à 20°C. Un 

gradient binaire de solvant a été utilisé avec un débit de 0,25 mL/min et un volume d’injection 
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de 5 µL. Le système de solvants est composé du méthanol (solvant A) et de l’eau acidifiée (Eau 

+ 0,01% d’acide formique, solvant B) avec un gradient décrit comme suit : A = 10 %, B = 90 

% à t = 0 min; A = 30 %, B = 70 % à t = 6 min; A = 35 %, B = 65 % à t = 11 min; A = 50 %, B 

= 50 % à t = 18 min; A = 90 %, B = 10 % à t = 23 min; A = 100 %, B = 0 % à t = 25 min; A = 

100 %, B = 0 % à t = 27 min, A = 10 %, B = 90 % à t = 30 min.  

I.3.2. Spectromètre de masse Waters QToF API-US 

Le spectromètre de masse Waters QToF-US muni d’une source d’ionisation Electrospray (ESI) 

a été utilisé en modes négatif et positif. Les potentiels étaient définis comme suit : capillaire : 

3,1 kV ou -3,1 kV (en mode négatif), cône : 30 V ou -30 V. La température de la source était 

de 80°C et la désolvatation fixée à 120°C (une fois couplée à la LC, la température de la source 

est fixée à 120°C et celle de la désolvatation à 300°C). De l’azote sec est utilisé au niveau du 

cône avec un débit de 50 L/h et gaz de désolvatation à un débit de 500 L/h. La gamme d’ions 

de masse m/z 50-2000 a été sélectionnée au niveau du quadrupôle et tous les ions sont transmis 

dans le champ de l’analyseur ToF (Time-Of-Flight) pour l’analyse de masse avec un temps 

d’intégration de 1s (Résolution 7 000 à m/z 500). L’acquisition des données est ensuite effectuée 

jusqu’à l’obtention de données acceptables moyennées sur typiquement à 20 balayages. 

Les masses exactes des différents composés identifiés dans les extraits ont été déterminées en 

mode négatif ESI(-) par analyse à haute résolution (Résolution 8000) en utilisant une molécule 

co-injectée utilisée comme masse de référence (lock mass). 

Les analyses LC-MS/MS ont consisté à extraire les masses spécifiques des ions d’intérêt et à 

les soumettre à des collisions avec de l’argon dans la cellule de collision. Des énergies de 

collision spécifiques ont été appliquées à chaque ion dans le but de produire des signaux d’ions 

fragments caractéristiques et suffisamment intenses. Pour certains ions, des analyses pseudo-

MS3 ont été aussi effectuées en induisant des dissociations en source par augmentation de 

l’énergie de dissociation au niveau du cône. 

Quant aux analyses semi-quantitatives permettant la quantification des composés identifiés, 

elles ont consisté à effectuer des expériences LC-MS en ajoutant un standard interne de 

concentration connue. Les concentrations des composés d’intérêts ont été évaluées par rapport 

à celle du standard interne par comparaison des aires des pics. Toutes les analyses ont été 

répétées trois fois. A partir de l'intégration des signaux ioniques observées en LC-MS, 

l'abondance relative de chaque composé flavonoïde a été calculée par intégration à l'aide de 

l'algorithme d'intégration, disponible sous le logiciel MassLynx V 4.1 (Waters, Manchester, 
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UK) par rapport à l'étalon. Les concentrations ont été exprimées en mg/g de poudre extraite. 

L'abondance relative des flavonoïdes dans chacun des 20 extraits de chaque plante a été estimée 

en additionnant les abondances relatives individuelles pour chaque composé. 

 

Figure 51. Représentation schématique de la HPLC couplée au spectromètre de masse 

Waters QToF API-US [195] 

II. Résultats et discussion 

II.1. Caractérisation des extraits  

II.1.1. Méthodes qualitatives 

II.1.1.1. Chromatographie sur couche mince (CCM) 

La CCM est une méthode analytique de routine dans l’analyse rapide des constituants 

phytochimiques et est basée sur la migration différentielle des composés contenus dans un 

mélange complexe en fonction de leur affinité entre une phase stationnaire (généralement le gel 

de silice) et une phase mobile (l’éluant, dont la composition est fonction de la nature des 

composés cibles). La Figure 52 présente une plaque CCM réalisée avec des extraits optimisés 

de E. camaldulensis (EC), de C. citratus (CC) et de 6 standards de molécules pures disponibles 

à savoir la quercétine (QU), la rutine (RU), l’hespéridine (HE), le naringine (NA), l’apigénine 

(AP) et l’acide gallique (AG). L’objectif recherché était de mettre en évidence les composés 

flavonoïdes présents dans chacun des extraits. Plusieurs bandes fluorescentes ont été observées 

sous une lampe UV à 365 nm après pulvérisation de la plaque avec le réactif de NEU (révélateur 

des flavonoïdes).  
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Figure 52. Photo de la plaque CCM.  

Un minimum de 5 bandes fluorescentes ont été observées après migration des extraits de E. 

camaldulensis et 4 bandes provenant de la migration des extraits de C. citratus. Les principales 

colorations des bandes observées (jaune, jaune orangée, bleue claire, etc.) pourraient indiquer 

la présence des composés phénoliques tels que les flavonoïdes, les acides phénoliques, les 

anthocyanes, les tanins, etc. dans les extraits de ces deux plantes. 

Tableau 15 : rapports frontaux des standards de flavonoïdes analysés 

Composés Quercétine Rutine Hespéridine Naringine Apigénine Acide gallique 

Rapports 

frontaux 

0,8±0,02 

(jaune) 

0,55±0,04 

(orange) 

0,56±0,03 

(marron) 

0,61±0,03 

(marron) 

0,84±0,04 

(jaune-vert) 

0,79±0,03  

(bleue violacée) 

 

De plus, à partir des comparaisons des rapports frontaux des 6 standards analysés dans les 

mêmes conditions (Tableau 15), on pourrait suggérer que l’extrait optimisé de E. camaldulensis 

EC CC QU RU HE NA AP AG 
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pourrait contenir probablement de la quercétine, de la rutine, de l’apigénine, de l’acide gallique 

et celui de C. citratus de la rutine, de l’hespéridine, de la naringine et de l’apigénine 

II.1.1.2. Spectres d’analyse infrarouge (IR) 

La Figure 53 présente le profil IR des extraits obtenus dans les conditions optimales d'extraction 

des feuilles de E. camaldulensis (Figure 53-EC) et de C. citratus (Figure 53-CC). On observe 

plusieurs bandes d’absorption correspondant à des vibrations des groupes fonctionnels 

spécifiques. Des bandes communes aux deux extraits sont observées aux nombres d’ondes 

suivants : 3300 ; 2900 ; 1750 ; 1570-1600 ; et 1030 cm-1. La large bande observée autour de 

3300 cm-1 est attribuable aux élongations des liaisons O-H propres aux phénols et aux sucres 

[196, 197] et celle apparaissant à 2900 cm-1 confirme la présence de liaisons C-H sur carbone 

sp3 (-CH3) et (-CH2-) dans les deux échantillons. Au nombre d'onde autour de 1700 cm-1, un 

épaulement important est observé sur les deux spectres FTIR indiquant la présence probable 

des groupes carbonyles -C=O caractéristiques des cétones aromatiques ou des acides 

carboxyliques [196]. Ces mêmes auteurs ont aussi rapporté que les pics observés dans la région 

entre les nombres d'ondes 1604 et 1444 cm-1 pourraient être attribués aux vibrations des doubles 

liaisons -C=C- des anneaux aromatiques. Les vibrations des liaisons C-N des amines 

aromatiques et des liaisons C-N des amines aliphatiques peuvent être associées respectivement 

aux nombres d'ondes à 1330 et 1030 cm-1, avec la bande 1030 cm-1 de plus forte intensité [198]. 

Par ailleurs, la bande à 1030 cm-1 pourrait également indiquer la présence des liaisons -C-O- 

des alcools, des acides carboxyliques, des esters, et des éthers [189].  

Les différences majeures entre les spectres FTIR des deux plantes résident essentiellement dans 

l’apparition des bandes à 1515, 1450, 1180 cm-1 pour E. camaldulensis et à 1370, 1250 cm-1 

pour C. citratus. Les bandes à 1450 et 1180 cm-1 sont attribuables respectivement aux liaisons 

C-H et C-OH des acides carboxyliques indiquant la présence probable des tanins hydrolysables 

[189], tandis que pour l’espèce C. citratus, les vibrations enregistrées aux alentours de 1370 et 

1250 cm-1 pourraient être associées respectivement aux liaisons C-H des alcanes et C-O des 

groupes des polyols, notamment des hydroxyl-flavones et des catéchines et les sucres [189]. 

L'interprétation de ces résultats montre la présence d'une diversité de groupements fonctionnels 

dans les extraits de E. camaldulensis et de C. citratus. La prédominance des différents groupes 

fonctionnels tels que les hydroxyles (OH), les carbonyles (C=O), les carboxyliques (COOH) 

pourraient suggérer la présence des composés phénoliques dans les extraits analysés.  
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Figure 53. Spectre IR des extraits optimisés (EC-Eucalyptus camaldulensis ; CC-

Cymbopogon citratus) 

II.1.1.3. Spectres UV-vis de quelques standards flavonoïdes en comparaison avec 

les extraits bruts des deux plantes 

Les caractéristiques d’absorption dans l’UV-vis des extraits bruts ont été examinées en faisant 

une comparaison avec les spectres d’absorption de 6 standards de composés phénoliques 

disponibles, à savoir la quercétine, la rutine, l’hespéridine, la naringine, l’apigénine et l’acide 

gallique. Les structures de ces 6 composés standards sont présentées sur la Figure 54.  
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Figure 54. Structures des composés standards analysés 

Le spectre d’absorption UV-vis de la quercétine a présenté deux fortes absorbances à 260 nm 

et 370 nm (Figure 55) et est quasiment identique à celui de la rutine dont les bandes d’absorption 

élevées sont observées à 260 nm et 360 nm. Cette forte ressemblance entre les spectres UV-vis 

de ces deux composés est probablement liée au fait que la rutine est un flavonoïde O-

diglycosylé a aglycone quercétinique et que ces deux molécules font partir de la même famille, 

à savoir les flavonols. De même, les spectres UV-vis de l’hespéridine et de la naringine se 

superposent quasiment avec une absorption maximale environ 280 nm suivie d’un léger 

épaulement autour de 330 nm (Figure 55). Ces deux molécules sont de la famille des flavanones 

avec l’hespéridine étant un dérivé 7-O-rutinoside de l’hespérétine (aglycone) et la naringine, un 

dérivé rutinoside de la naringénine (aglycone). L’apigénine qui est un flavonoïde de type 

flavone, son spectre UV-vis a montré deux bandes d’absorption maximale, à savoir une 

première bande plus étroite observée autour de 260 nm et une deuxième très large observée à 

330 nm. Enfin, le spectre UV-vis de l’acide gallique a présenté une unique bande d’absorption 

intense observée autour de 280 nm et qui semble être proche des caractéristiques des spectres 

d’absorption des acides phénoliques [199].  
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Figure 55. Spectres UV-visibles de quelques standards phénoliques 

Quant aux spectres UV-vis des extraits bruts optimisés, il a été observé une bande d’absorption 

maximale de l’extrait optimisé de Eucalyptus (EO) aux environs de 280 nm, tandis que celui de 

Cymbopogon Optimisé (CO) a montré deux bandes d’absorption observées respectivement à 

280 nm et 330 nm (Figure 56). 

En se basant sur les différentes caractéristiques d’absorption ci-dessus décrites, on pourrait 

soupçonner la présence probable de la quercétine, la rutine et l’acide gallique dans l’extrait EO 

tandis que le naringine, l’hespéridine et l’apigénine pourraient être rencontrés dans l’extrait CO. 

De manière générale, l’analyse des spectres UV-vis a été bénéfique, car elle a permis de fournir 

certaines informations préliminaires sur la présence de certains composés ou groupes de 

composés dans les deux extraits optimisés. 
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Figure 56. Spectres UV-visibles des extraits optimisés de Eucalyptus camaldulensis (EO) et 

de Cymbopogon citratus (CO)) 

II.1.1.4. Analyse thermogravimétrique (ATG) : étude de la stabilité thermique des 

constituants par pyrolyse 

L’analyse par ATG est un outil de choix non seulement dans la caractérisation thermique de la 

biomasse mais aussi des extraits secs végétaux. Elle a été utilisée dans cette étude dans le but 

de fournir via un processus de pyrolyse, des informations capitales sur les différentes phases de 

décomposition thermique des substances contenues dans les extraits en fonction de la 

température et du temps. 

Plusieurs phases de décomposition thermique ont été observées en fonction de la température 

de chauffe et sont spécifiques du type d’extrait (Tableau 16). Ainsi, on observe sur la courbe 

dTG de l’extrait de E. camaldulensis (Figure 57-a) 4 phases (I, II, III, IV), tandis que l’extrait 

de C. citratus (Figure 57-b) a présenté principalement 3 phases (I, II, III). La phase I en général 

correspondrait à la phase d’élimination de l’humidité (évaporation de l’eau résiduelle) dans ces 

deux échantillons d’extraits [200, 201]. Par ailleurs, certains composés volatils ou de faibles 

poids moléculaires peuvent aussi être dégradés durant cette première phase [201]. Des pertes 

de 7,2% et 21,6% ont été respectivement enregistrées dans les extraits de E. camaldulensis et 

de C. citratus. L’espèce C. citratus semble contenir particulièrement une diversité de composés 

mono et sesquiterpènes et bien d’autres composés à faibles poids moléculaires susceptibles 

d’être dégradés à basse température [50]. Ceci pourrait justifier en partie cette perte importante 
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de masse observée comparativement à l’extrait de E. camaldulensis au cours de la phase 

d’élimination d’eau. Quant à la phase II, elle est comprise entre 104 à 255°C pour l’espèce E. 

camaldulensis et entre 196 à 510°C pour C. citratus et serait associée à des dégradations 

importantes de plusieurs composés organiques notamment des composés terpéniques de haut 

poids moléculaires [198, 202]. Les pertes de masses observées étaient de 19,2% et 41,0% 

respectivement pour l’espèce E. camaldulensis et C. citratus. L’extrait de E. camaldulensis a 

présenté une stabilité thermique plus grande par rapport à celui de C. citratus en montrant des 

pertes de masses assez faibles. Des tendances similaires pour l’extrait de E. camaldulensis 

avaient été rapportées par Gullon et (2017) en étudiant la stabilité thermique des extraits 

hydroéthanoliques des feuilles de E. globulus avec une bonne stabilité des constituants 

jusqu’aux environs de 200°C. La phase III observée aux températures comprises entre 255 à 

400°C pour E. camaldulensis a provoqué une perte de masse d’environ 21,6% et pourrait être 

associée à l’élimination des principaux dérivés terpéniques [198]. En revanche, la phase III de 

l’extrait de C. citratus, détectée entre 510-765°C, mène à une perte de masse d’environ 26% et 

la phase IV de E. camaldulensis (505-725°C) entraine une perte de masse de 47%. Ces deux 

phases sont attribuables à la dégradation des composés antioxydants présents respectivement 

dans les extraits des deux plantes [198, 202]. Au regard des différents phénomènes thermiques 

observés dans les deux types d’extrait analysés, on remarque que l’extrait optimisé de E. 

camaldulensis a présenté la meilleure stabilité thermique avec une T50% la plus élevée (420°C) 

par rapport à celle de C. citratus qui a enregistré la T50% la plus faible (350°C). 
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Figure 57. Thermogrammes des extraits optimisés des deux plantes en conditions de pyrolyse 

(a-E. camaldulensis ; b-C. citratus) 
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Tableau 16 : paramètres thermiques obtenus par pyrolyse sous atmosphère inerte (N2) des 

extraits optimisés de E. camaldulensis et de C. citratus 

 

Type d’extrait 

Phases de 

décomposition 

Plages de 

T°C 

Température 

du pic (°C) 

Pertes de 

masse (%) 

T50% 

(°C) 

 

 

E. camaldulensis 

 

I 

II 

III 

IV 

Résidus 

30-140 

140-255 

255-400 

505-725 

à 950 

92 

195 

293 

595 

--- 

7,2 

19,2 

21,6 

47,0 

97,1 

 

 

420 

 

 

C. citratus 

I 

II 

III 

Résidus 

25-196 

196-510 

510-765 

à 950 

122 

250 

622 

--- 

21,6 

41,0 

26,0 

94,8 

 

350 

 

 

T50% : température correspondante à la perte de 50% de la masse. 

II.2. Caractérisation quantitative 

II.2.1. Teneurs en phénoliques totaux (TPT) par spectrophotométrie UV-visible 

La caractérisation quantitative a consisté à doser les TPT présents dans les différents extraits 

préparés en utilisant la spectrophotométrie UV-visible. Ainsi, dans les conditions optimales 

d’extraction, les teneurs en composés phénoliques totaux étaient de 342,8 mg EAG/g et 238,8 

mg EAG/g respectivement pour l’espèce E. camaldulensis et C. citratus. On note une différence 

significative entre les teneurs en composés phénoliques présents dans ces deux espèces, ce qui 

probablement liée aux propriétés intrinsèques des deux espèces de plante. En outre, la variation 

importante des teneurs en polyphénols totaux obtenues lors de l’élaboration de la MSR indique 

que, pour une même espèce, la variation des paramètres d’extraction a une influence 

significative sur la récupération des composés phénoliques. Des teneurs en polyphénols totaux 

de 110,1 mg EAG/g obtenues à partir d’une fraction aqueuse des extraits des feuilles de E. 

camaldulensis et inférieures aux nôtres avaient été rapportées par Singab et al. (2011) [127]. 

De même, Sourabié et al. (2020) ont récemment rapporté qu’une teneur en polyphénols totaux 

de 145,1 mg EAG/g pouvait être obtenue à partir des feuilles de E. camaldulensis en effectuant 

une décoction aqueuse dans les conditions de ratio liquide-solide de 10 mL/g et durant 30 min. 

Dans le même sens, des travaux réalisés sur des feuilles de C. citratus ont permis également de 

mettre en évidence des teneurs assez importantes en phénoliques totaux. Des teneurs de 71,9 
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mg EAG/g et 116 mg EAG/g ont récemment été trouvées dans des extraits à base des feuilles 

de C. citratus respectivement par Muala et al. (2021) [93] et Naseem et al. (2021) [129].  

Ces résultats indiquent que les espèces E. camaldulensis et C. citratus constituent des sources 

potentielles en composés phénoliques et quantifiables au spectrophotomètre en utilisant le 

réactif Folin-ciocalteu (FCR). 

II.2.2. Teneurs en flavonoïdes majeurs par analyse LC-MS 

Les composés flavonoïdes majoritairement présents dans les extraits des deux plantes ont fait 

l’objet de quantification au moyen d’un standard interne de concentration connue. Cette analyse 

a permis d’obtenir des concentrations de 24,7 mg/g et 51,1 mg/g d’extrait des principaux 

composés flavonoïdes présents respectivement dans les extraits des feuilles de E. camaldulensis 

et de C. citratus. La détermination des teneurs en utilisant cette méthode offre une précision 

maximale quant aux teneurs exactes des composés présents dans les extraits.  

II.3. Identification des flavonoïdes majeurs par analyse LC-MS 

L’identification structurale des composés majeurs présents dans les extraits notamment les 

composés flavonoïdes est d’un intérêt capital dans l’atteinte des objectifs de cette thèse. 

L’analyse LC-MS est une méthode analytique efficace pour la détermination structurale des 

composés flavonoïdes présents dans un mélange complexe. En fonction des caractéristiques 

structurales des molécules, elle attribue un temps de rétention spécifique à chaque composé 

présent dans l’échantillon. Dans les travaux de thèse de Semay (2023), [13] sur l’analyse des 

flavonoïdes par LC-MS, il a été rapporté que les flavonoïdes sont de manière générale élués par 

ordre décroissant du degré de glycosylation. Les composés tri- et di-glycosylés sont élués en 

première position (entre 10 à 15 min), suivis des mono-glycosylés (autour de 15 min) et enfin 

les aglycones (plus hydrophobes) sont élués entre 18 à 20 minutes. Quant aux flavonoïdes 

comportant une unité d’acide uronique, ils sont détectés au-delà de la 20ième minute de run en 

utilisant une colonne LC de type C18 [195].  

Ainsi, après l’obtention des extraits dans les différentes conditions du plan d’expérience et les 

extraits optimisés de chacune des deux plantes, nous avons dans un premier temps procédé à 

l’identification structurale des composés cibles majeurs, puis dans un second temps à 

l’évaluation de leurs teneurs respectives (Figure 58). 
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Figure 58. Flux analytique général utilisé pour l'analyse des extraits de plantes [195]). 

II.3.1. Flavonoïdes des extraits de Eucalyptus camaldulensis 

D'après l'analyse des expériences LC-MS présentées dans le Tableau 17, 8 composés principaux 

sont détectés sous forme d'ions [M-H]־ et sont caractérisés par 7 temps de rétention différents 

(TR = 12,2 ; 13,2 ; 14,1 ; 15,6 ; 16,7 ; 17,3 et 19,0 min) et 7 compositions élémentaires. Il est 

intéressant de noter que les deux isomères détectés ne sont pas des molécules co-éluées. Le 

courant ionique total (TIC) de l'extrait optimisé et le chromatogramme extrait de tous les 

composés sont présentés dans l’annexe 1 (Figure IS.1.). En utilisant 4 standards flavonoïdes 

disponibles dans le commerce, à savoir la quercétine 3-O-rutinoside, la quercétine 3-O-

glucoside, la quercétine 3-O-glucuronide et le kaempférol 3-O-glucuronide, comme molécules 

de référence, 4 (sur 8) molécules ont été facilement identifiées comme étant de la quercétine 3-

O-rutinoside (4 ; TR = 14,1 min ; m/z 609) ; quercétine 3-O-glucoside (5 ; TR = 15,6 min ; m/z 

463), quercétine 3-O-glucuronide (7 ; TR = 17,3 min ; m/z 477) et kaempférol 3-O-glucuronide 

(8 ; TR = 19,0 min ; m/z 461) (Tableau 3). Ces 4 flavonoïdes ont été précédemment identifiés 

dans les extraits de E. camaldulensis et de plusieurs autres espèces du genre eucalyptus [203]–

[205]. Les chromatogrammes ainsi que les spectres de masses CID de l’ensemble des 8 

composés identifiés des extraits optimisés de E. camaldulensis sont disponibles en Annexe.1.  
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Tableau 17 : Informations structurelles des flavonoïdes identifiés dans l'extrait optimisé de E. 

camaldulensis. 

Com-

posés 

TR 

(min) 

Composition 

élémentaire 

[M-H] ־ 

m/z 

[M-H]- 

 Masses 

exactes 

Δ 

(ppm) 

Unités glycanes Aglycones Quantificatio

n (mg/g) 

1 12,2 C26H27O165,7 595,1299 595 ־ O-hexoside +118 u Isorhamnétine 0,48±0,00 

2 12,2 C21H19O105,6 431,0978 431 ־ C-hexoside Apigénine 0,79±0,00 

3 13,2 C21H19O102,8 431,0978 431 ־ C-hexoside Apigénine 1,50±0,00 

4 14,1 C27H29O163 5,9 609,1456 609 ־-O-rutinoside Quercétine 0,71±0,00 

5 15,6 C21H19O123 6,5 463,0877 463 ־-O-glucoside Quercétine 1,05±0,00 

6 16,7 C27H29O150,2 593,1506 593 ־ O-hexose-rhamnose Kaempférol 0,58±0,01 

7 17,3 C21H17O133 0,4 477,0669 477 ־-O-glucuronide Quercétine 5,80±0,30 

8 19,0 C21H17O123 2,2 461,0720 461 ־-O-glucuronide Kaempférol 14,79±0,50 

Δ (ppm) : Erreur de masse en parties par million (ppm) ; TR : temps de rétention (min). Les 

compositions élémentaires basées sur les mesures des masses exactes ont été déterminées par 

analyse MS à haute résolution et chaque composé a été quantifié (mg/g) en utilisant la 

quercétine comme étalon interne 

Les 4 autres composés (1, 2, 3 et 6) ont été provisoirement identifiés sur la base des expériences 

LC-MS/MS étayées par des données de la littérature (Tableau 17). Les expériences de 

dissociations induites par collisions (CID – Collision-induced Dissociation) sur les ions 

flavonoïdes sont généralement réalisées à basse énergie cinétique (~15 eV) et à haute énergie 

cinétique (~45 eV) pour générer des données complémentaires. À basse énergie cinétique, la 

plupart des éliminations des sucres sont générées, ce qui permet de distinguer les O- des C-

glycosides, de déterminer la composition de l'aglycone et de différencier les di-O-glycosides 

des O-diglycosides [136, 206]. À une énergie cinétique plus élevée, des décompositions 

(consécutives) des ions aglycones sont induites et fournissent des informations clés sur la 

structure de l'aglycone [136].  

En ce qui concerne le composé 1 (TR = 12,2 min ; m/z 595), la molécule déprotonée [M-H]־ a 

été détectée à m/z 595 et, sur la base de la mesure de la masse exacte, une composition 

C26H27O16
- a été déterminée pour les ions chargés négativement. Le spectre de masse CID du 

composé 1 (15 eV) est présenté en Annexe.1 et montre des pertes consécutives de 118 u 

(fragment inconnu) et de 162 u (hexoside) pour obtenir les ions aglycones détectés à m/z 315. 

Dans des conditions d'énergie cinétique élevée (45 eV), les ions aglycones ont subi une 

décomposition caractéristique de l'aglycone isorhamnétine [205, 207]. 
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Les composés 2 (TR = 12,2 min ; m/z 431) et 3 (TR = 13,2 min ; m/z 431) ont été identifiés 

comme deux isomères de C-glycosides de flavonoïdes (Tableau 17). En effet, étant donné que 

les flavonoïdes C-glycosylés présentent une forte liaison C-C glycane/aglycone, les clivages 

croisés des anneaux de sucre deviennent plus favorables que la perte de sucre et les spectres de 

masse CID n'affichent pas les ions aglycones [134]. Au lieu de cela, les pertes neutres de 90 et 

120 u des ions précurseurs m/z 431 génèrent les ions fragment m/z 341 [(M-H)-90]־ et m/z 311 

[(M-H)-120]־ qui caractérisent la C-glycosylation. Les ions fragments détectés à m/z 311 

peuvent indiquer que l'aglycone est l'apigénine (MW = 270 g/mol). Les ions 2 et 3 peuvent donc 

correspondre aux isomères 6-C et 8-C de l'hexoside d'apigénine [134, 208, 209]. Les spectres 

de masse CID à 15 eV et 45 eV sont disponibles en Annexe.1. 

Enfin, en ce qui concerne la molécule 6 (TR = 16,7 min ; m/z 593), le spectre de masse CID 

enregistré à faible énergie cinétique présente une perte unique de disaccharide de 308 u qui 

pourrait correspondre à une perte d'hexose-rhamnose, donnant les ions aglycones à m/z 285, 

susceptibles d'être associés au kaempférol. La séquence de sucres sur l'aglycone a été 

déterminée par des expériences CID en mode d'ionisation positive avec l'observation des pertes 

neutres consécutives de rhamnose (146 u) et d'hexose (162 u). En plus des pertes de masse 

caractéristiques, la perte de l'ensemble de la fraction disaccharide en mode d'ionisation négative 

implique que le rhamnose et l'hexose constituent une fraction disaccharide [210, 211].  

Outre les 8 composés flavonoïdes glycosylés identifiés, d'autres signaux significatifs ont été 

détectés à m/z 475, m/z 503 et m/z 1255. Ces pics pourraient être attribués à des composés 

phénoliques tels que des tanins hydrolysables ou des acides phénoliques qui sont souvent 

détectés à des teneurs élevées dans des extraits de l'espèce E. camaldulensis ou d’autres espèces 

du genre eucalyptus [190, 212]. 

II.3.2. Flavonoïdes des extraits de Cymbopogon citratus 

Pour l’espèce C. citratus, les expériences LC-MS réalisées ont permis de détecter 10 composés 

majeurs sous forme d’ions pseudo-moléculaires présentés dans le Tableau 18 avec 10 temps de 

rétention spécifiques et 7 compositions élémentaires différentes indiquant ainsi la présence de 

6 isomères. Le courant ionique total (CIT), le courant ionique extrait (CIE) ainsi que les spectres 

de masse CID de tous les 10 composés identifiés dans les extraits de C. citratus sont disponibles 

en Annexe.2. 

Ces 10 composés détectés ont essentiellement été identifiés sur la base des résultats des 

expériences LC-MS/MS et LC-HRMS effectuées et soutenus par des données de la littérature 
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(Tableau 18). Les analyses LC-HRMS ont permis d’attribuer à chacun des 10 composés une 

composition élémentaire spécifique avec des erreurs de masse ≤ 1,7 ppm. 

Pour le composé 1 (TR = 10,2 min ; m/z 579), les ions pseudo-moléculaires de la molécule 

déprotonée [M-H]־ ont été détectés à m/z 579. La mesure de la masse exacte a indiqué une 

composition élémentaire de C26H27O15־ en mode d’ion négatif. Le spectre de masse CID (15 

eV) a présenté des ions fragments caractéristiques respectivement à m/z 489 [(M-H)-90]־ et à 

m/z 459 [(M-H)-120]־ au départ des ions pseudo-moléculaires m/z 579 [M-H]־ (Annexe 1 ; 

Figure IS.10). Selon les données de la littérature, la perte de ces fragments neutres (90 u; 120 

u) caractérisent une C-glycosylation (hexose) dont la dissociation a lieu à l’intérieur du cycle 

saccharide (fragmentation croisée), [134]. Ensuite, des ions fragment détectés à m/z 399 et 369 

ont été observés et correspondent respectivement à [(M-H)-120-60]־ et [(M-H)-120-90]־, ce qui 

caractérisent la présence d’une nouvelle C-glycosylation et cette fois-ci avec comme unité 

saccharide, un pentose. Les ions fragment à m/z 399 sont donc constitués de la masse de 

l’aglycone (285 u) + la masse d’un fragment de l’hexose (42 u) + la masse d’un fragment du 

pentose (72 u), de même que m/z 369 est composé de la masse de l’aglycone (285 u) + de la 

masse d’un fragment de l’hexose (42 u) + la masse d’un fragment du pentose (42 u). Ce schéma 

de fragmentation a déjà été décrit dans la littérature [208, 213]. Le composé 1 a donc été 

identifié comme un dérivé de la lutéoline : la lutéoline 6-C-hexosyl-8-C-pentosyl. Ce composé 

a déjà été identifié dans les extraits de C. citratus [208]. 

Les composés 2 & 9 sont deux isomères détectés aux temps de rétention respectifs de 11,0 min 

et 15,1 min avec un rapport masse sur charge de la molécule déprotonée m/z 563 [M-H]־ :  

✓ Les analyses CID (15 eV et 45 eV) du composé 2 a présenté un schéma de fragmentation 

menant aux ions fragment à m/z 545 [(M-H)-18]־ , m/z 503 [(M-H)-60]־, m/z 473 [(M-

H)-90]־. Ces ions fragment sont caractéristiques d’une C-pentosyl flavone [213]. De 

plus, des ions fragment à m/z 443 [(M-H)-120]־, m/z 383 [(M-H)-180]־ et m/z 353 [(M-

H)-210]־ mettent en évidence une dissociation croisée au sein d’un cycle hexose 

(présence d’une C-glycosylation) ou les ions fragment m/z 353 seraient composés de la 

masse de l’aglycone (A) + celles des deux morceaux du pentose et de l’hexose (m/z 353 

(A+84)). On obtient donc une masse de l’aglycone déprotoné de 269 attribuable à 

l’apigénine (MW 270). Le composé 2 a alors été identifié comme étant de l’apigénine 

6-C-pentosyl-8-C-glucosyl ou de l’apigénine 6-C-hexosyl-8-C-pentosyl. En outre, nous 

notons que l’apigénine 6-C-pentosyl-8-C-hexosyl a déjà été identifié dans des extraits 

de feuilles de C. citratus [208]. 
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✓ Par ailleurs, le composé 9 a montré un mode de fragmentation différent de celui 

précédemment décrit en analyse CID (15 eV). Des ions fragment ont été détectés à m/z 

473 [(M-H)-90]־ et m/z 417 [(M-H)-146]־ indiquant la présence d’un C-déoxyhexosyl 

flavone [213]. Ensuite, la détection des ions fragment à m/z 399 [(M-H)-146-18]־, m/z 

357 [(M-H)-146-60]־, m/z 327 [(M-H)-146-90]־ correspondrait à une dislocation 

croisée d’un cycle pentosyl lié à l’aglycone via une liaison C-C avec libération d’une 

molécule d’eau. Ceci suggère que les ions fragments à m/z 327 correspondraient à la 

masse de l’aglycone (A + 42 u) donnant ainsi une masse de 285 u, probablement de la 

lutéoline. Le composé 9 a donc été provisoirement identifié comme étant un dérivé de 

la lutéoline : la lutéoline 6-C-rhamnosyl-8-C-pentosyl ou la lutéoline 8-C-rhamnosyl-6-

C-pentosyl. 

Les composés 3 et 8 sont également deux isomères apparus aux temps de rétention respectifs 

de TR = 11,7 min et TR = 14,1 min avec des ions pseudo-moléculaires à m/z 593 [M-H]־ :  

✓ Les expériences CID (15 ev ; 45 eV) des ions 3 ont fourni des ions fragments à m/z 503 

[(M-H)-90]־ et m/z 473 [(M-H)-120]־ indiquant la présence d’un C-hexosyl flavone. Par 

contre, la présence des ions fragment à m/z 447 [(M-H)-146]־ montre l’élimination 

entière d’une unité déoxyhexose mettant en évidence une O-glycosylation. D’autres 

éliminations consécutives ont aussi été détectées à m/z 429 [(M-H)-146-18)], m/z 357 

[(M-H)-146-90)], m/z 327 [(M-H)-120]־ qui caractérisent une C-glycosylation avec les 

ions fragment à m/z 327 correspondant à la masse de l’aglycone + 42 u. Ceci mène 

globalement à une masse de 285 u pour l’ion fragment aglycone de type flavone, dont 

l’identité probable est de la lutéoline. Le composé 3 est par conséquent attribuable à la 

lutéoline 6-C-hexosyl-2’’-O-rhamnoside ou encore appelé de l’isoorientine 2’’-O-

rhamnoside. La présence de cette molécule dans les extraits des feuilles de C. citratus a 

aussi été rapporté par Figueirinha et al. (2008) [208].  

✓ Quant au composé 8, des fragments caractéristiques ont été observés à la suite des 

expériences CID réalisées à 15 eV et 45 eV. En effet, la détection des ions fragment à 

m/z 447 [(M-H)-146]־ suivi des ions m/z 285 [(M-H)-146-162]־ à partir des ions pseudo-

moléculaires à m/z 593 [M-H]־, caractérise des pertes successives d’une unité rhamnose 

(146 u) et d’une unité hexose (162 u). L’information structurale fondamentale est la 

présence d’une liaison de type O-diglycosylé entre l’aglycone et la fraction glycane. De 

plus, l’intensité relativement importante du signal correspondant aux ions fragment m/z 

447 suggère que le rhamnose en position terminale serait rattaché à l’hexose via une 
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liaison (1―>2) d’après les travaux rapporté par Cuyckens et Claeys, (2004) [134]. A 

des énergies de collision élevées (45 eV), le spectre CID des ions fragment de l’aglycone 

(m/z 285) a montré des fragments caractéristiques attribuables à de la lutéoline. Ainsi, 

le composé 8 a été identifié comme étant de la lutéoline 7-O-néohespéréside, un 

composé précédemment identifié dans des extraits des feuilles de C. citratus [208].  

Le composé 4 (TR = 11,9 ; m/z 549 [M-H]־) dont l’analyse CID à 15 eV a présenté des ions 

fragment successifs à m/z 531 [(M-H)-18], m/z 489 [(M-H)-60], et m/z 459 [(M-H)-90] met en 

évidence la présence d’une C-pentosyl flavone- [134], [208]. De plus, d’autres fragments 

détectés à m/z 441 [(M-H)-90-18]־, m/z 399 [(M-H)-90-60]־ et m/z 369 [(M-H)-90-90]־ indique 

à nouveau la présence d’un C-pentosyl flavone. Ceci suggère que la masse du fragment à m/z 

369 correspondrait à celle de l’aglycone + 84 u. On obtient alors un rapport m/z 285 qui pourrait 

indiquer la présence de la lutéoline. Le composé 4 a ainsi été identifié comme étant de la 

lutéoline 6-C-pentosyl-8-C-pentosyl, un composé déjà mis en évidence dans les extraits des 

feuilles de C. citratus [208]. 

Pour le composé 5 (TR = 13,2 min ; m/z 447 [M-H]־), le spectre CID à 15 eV indique une 

élimination d’une unité hexose (162 u) donnant des ions fragment aglycone à m/z 285 [(M-H)-

 Une telle élimination met en évidence la présence d’une O-glycosylation entre l’aglycone .־[162

et la fraction glycane. A haute énergie de collision (45 eV), ces ions fragment aglycone ont 

présenté un schéma de fragmentation caractéristique qui peut être associé à de la lutéoline. Le 

composé 5 a donc été identifié comme étant de la lutéoline O-glucoside, déjà détecté dans les 

extraits de C. citratus [208]. 

Le composé 6 (TR = 13,3 ; m/z 577 [M-H]־) et le composé 7 (TR = 14,0 ; m/z 577 [M-H]־) sont 

deux isomères détectés dans les extraits avec des schémas de fragmentation assez différents en 

analyse CID :  

✓ Sur le spectre CID des ions du composé 6, on retrouve des ions fragments à m/z 457 

[(M-H)-120]־, m/z 413 [(M-H)-120-44]־, et m/z 293 [(M-H)-120-44-120]־. Ces 

fragments pourraient être issus des fragmentations croisées à l’intérieur de deux cycles 

hexoses (di-C-glycosylés) avec élimination d’un fragment neutre (44 u) qui pourrait être 

une molécule de CO2. Par conséquent, les ions fragment à m/z 293 constitueraient une 

combinaison de la masse de l’aglycone + 24 u. Cela mène à une masse des ions de 

l’aglycone à m/z 269 (MW = 270) attribuable à de l’apigénine. Le composé 6 a donc été 

identifié comme étant de l’apigénine 6-C-hexosyl-8-C-rhamnosyl ou apigénine 6-C-

rhamnosyl-8-C-hexosyl [214].  
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✓ Quant à l’isomère (composé 7), le spectre CID indique une perte d’une unité hexose à 

partir des ions pseudo-moléculaires m/z 577 [M-H]־ pour donner des ions fragment à 

m/z 415 [(M-H)-162]־, cela soutient l’hypothèse de la présence d’une O-hexosyl 

flavone. De plus, d’autres ions fragment ont aussi été détectés à m/z 353 [(M-H)-162-

־ m/z 297 [(M-H)-162-118] ,־m/z 311 [(M-H)-162-104] ,־m/z 325 [(M-H)-162-90] ,־[62

, et m/z 285 [(M-H)-162-130]־. Ces ions fragments pourraient provenir des 

fragmentations croisées d’une unité de déoxyhexose (146 u). Ainsi, on démontre que 

les ions fragment à m/z 285 correspondraient à la masse combinée de l’aglycone + 16 u 

(second morceau du déoxyhexose). On obtient alors un rapport masse sur charge m/z 

269 correspondant à de l’apigénine ionisée (MW = 270). Le composé 7 peut donc être 

attribué à de l’apigénine 6-C-rhamnosyl-7-O-hexosyl. 

Le spectre CID relatif au composé 10 (TR = 16,2 ; m/z 575 [M-H]־) a montré un signal pour les 

ions fragment caractéristiques à m/z 429 [(M-H)-146]־ et à m/z 411 [(M-H)-146-18] ־ mettant 

en évidence l’élimination d’une unité de déoxyhexose suivie d’une molécule d’H2O. La perte 

de l’unité déoxyhexose met en évidence la présence d’une liaison O-glycosylée. Des 

fragmentations plus poussées sont nécessaires afin de mieux élucider l’identité exacte de ce 

composé. Par ailleurs, les travaux rapportés par Figueirinha et al. (2008) [208] sur des extraits 

des feuilles de C. citratus ont montré des fragments supplémentaires issus de ce composé 

notamment à m/z 367 ; m/z 357 ; m/z 337. Ce composé a été partiellement identifié par ces 

auteurs comme étant un dérivé de la lutéoline (lutéoline C-(6-déoxy-pento-hexos-ulosyl)-X’’-

O-rhamnosyl). 
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Tableau 18 : informations structurales des flavonoïdes identifiés dans l'extrait optimisé de C. 

citratus.  

Com-

posés 

TR 

(min) 

Composition 

élémentaire 

[M-H] ־ 

m/z 

[M-H]- 

 Masses 

exactes 

Δ 

(ppm) 

Unités glycanes Aglycones Quantification 

(mg/g) 

1 10,2 C26H27O156 1,7 579,1350 579 ־-C-hexosyl-8-C-

pentosyl 

Lutéoline 3,2±0,1 

2 11,0 C26H27O146 0,7 563,1401 563 ־-C-pentosyl-8-C-

hexoside 

Apigénine 7,5±0,4 

3 11,7 C27H29O156 0,3 593,1506 593 ־-C-glucosyl-2’’-O-

rhamnose 

Lutéoline 9,7±0,2 

4 11,9 C25H25O146 0,7 549,1244 549 ־-C-pentosyl-8-C-

pentoside 

Lutéoline 4,5±0,4 

5 13,2 C21H19O110,4 447,0927 447 ־ O-glucoside Lutéoline 4,3±0,2 

6 13,3 C27H29O146 1,6 577,1557 577 ־-C-glucoside-8-C-

rhamnopyranoside 

Apigénine 1,7±0,1 

7 14,0 C27H29O146 1,6 577,1557 577 ־-C-déoxyhexoside-

7-O-glucoside 

Apigénine 1,3±0,2 

8 14,1 C27H29O157 0,3 593,1506 593 ־-O-néohespéréside 

 

Lutéoline 8,3±0,3 

9 15,1 C26H27O140,7 563,1401 563 ־ -C-rhamnosyl-C-

pentoside 

Lutéoline 5,0±0,2 

10 16,2 C27H27O140,3 575,1401 575 ־ X’’-O-rhamnosyl C-

(6-déoxy-pento-

hexos-ulosyl) 

Lutéoline 5,7±0,1 

Δ (ppm) : Erreur de masse en parties par million (ppm) ; TR : temps de rétention (min). Les 

compositions élémentaires basées sur les mesures des masses exactes ont été déterminées par 

analyse MS à haute résolution et chaque composé a été quantifié (mg/g) en utilisant la 

quercétine comme étalon interne 

En résumé, le regard critique que nous pouvons avoir sur l’ensemble des composés flavonoïdes 

identifiés dans les différents extraits de ces deux plantes est que, tous les composés étaient des 

dérivés glycosylés, soit O-glycosylé, soit C-glycosylé ou encore O,C-diglycosylé. Tous les 

composés étaient principalement de la famille des flavones et des flavonols. 

Si nous considérons l’espèce E. camaldulensis, nous avons fait le constat que les extraits 

contiennent une forte dominance des dérivés flavonoïdes O-glycosylés tandis que, les dérivés 

C-glycosylés étaient à une proportion relativement faible (en dessous de 10%). Aussi, nous 

avons remarqué la présence des flavonoïdes O-glycosylés dont l’unité saccharide est rattaché à 

un acide uronique. Ce groupe spécifique était absent dans les extraits de C. citratus. De plus, 
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les deux flavonoïdes de type uronide à savoir la quercétine O-glucuronide et le kaempférol O-

glucuronide étaient les deux composés les plus abondants (environ 60%) parmi les 8 composés 

flavonoïdes identifiés des extraits de feuilles de E. camaldulensis. Cependant, aucun dérivé de 

O,C-diglycosylé n’a été détecté dans les extraits de cette espèce. 

Quant à l’espèce C. citratus, des dérivés O-glycosylés, C-glycosylés et O,C-diglycosylés ont 

été mis en évidence respectivement à des proportions de 24,6%, 42,8% et 32,6% avec une 

prédominance des dérivés C-glycosylés. En outre, les flavonoïdes identifiés des extraits de cette 

plante étaient essentiellement de la famille des flavones tandis que ceux de l’espèce E. 

camaldulensis étaient composés de principalement de flavonol mais aussi de flavone. 

Conclusion 

Dans ce chapitre, nous avons mis en évidence dans un premier temps la présence des composés 

phénoliques dans les extraits optimisés en appliquant des méthodes de caractérisation 

qualitative et aussi quantitative. Puis, dans un second temps, nous avons procédé à 

l’identification structurale des composés flavonoïdes majeurs présents dans chacun des 

échantillons d’extraits de E. camaldulensis et de C. citratus par l’analyse LC-MS. Environ une 

dizaine de composés flavonoïdes a été identifiée dans les extraits de chacune des deux plantes. 

L’espèce E. camaldulensis a présenté des concentrations élevées en dérivés flavonoïdes O-

glycosylés tandis que C. citratus était particulièrement riche en flavonoïdes de type flavone C-

glycosylé. Par ailleurs, étant donné que la plupart de ces molécules sont sensibles aux variations 

de plusieurs facteurs environnementaux, il serait intéressant d’explorer différentes conditions 

de stockage afin d’identifier celles permettant leur conservation optimale sur une longue durée. 
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Chapitre 5 : Etude de la stabilité des extraits et proposition d’une 

formulation optimisée 

Introduction 

Dans ce chapitre, l’objectif est de présenter les résultats de l’étude de la stabilité des composés 

bioactifs présents dans les différents échantillons d’extraits stockés sous différentes conditions 

de conservation. En effet, il a été démontré que les facteurs tels que la température, la forme 

galénique (poudre, liquide, concentration,…), la nature du solvant, le pH, la lumière, ou encore 

la présence d’ions métalliques ou d’oxydants, etc., peuvent influencer la stabilité des composés 

phénoliques durant le stockage des extraits [173, 215–218]. Par exemple, des études ont montré 

que l’élévation de la température ou du pH induit des dégradations rapides des flavonoïdes 

[173].  

Le travail décrit dans ce chapitre a consisté, dans un premier temps, à évaluer l’influence de la 

nature du solvant, du temps de stockage et de la température de conservation sur la stabilité des 

composés phénoliques présents dans deux extraits optimisés, à savoir EO (Eucalyptus 

Optimisé) et CO (Cymbopogon Optimisé), via la détermination des TPT, des TFT ainsi que des 

propriétés antioxydantes (DPPH et FRAP). Les concentrations résiduelles des flavonoïdes 

majoritaires (TFM résiduelles) identifiés au préalable dans les deux extraits EO et CO ont été 

déterminées dans les différents échantillons après 150 jours de stockage par analyse en 

chromatographie liquide haute performance couplée à la spectrométrie de masse (LC-MS). 

Dans un second temps, un plan de formulation à partir des extraits optimisés (EO et CO) des 

deux plantes est proposé. Les conditions d’optimisation des formulations des deux extraits ainsi 

que les propriétés antioxydantes ont été déterminées.  

I. Matériel et méthodes 

I.1. Matériel 

Le matériel de laboratoire suivant a été utilisé :  

▪ un four thermostatique Arcos CT 50 SH 

▪ un réfrigérateur et un congélateur LG Model N° : GR-242MF 

▪ une minicentrale d’acquisition des températures ALMEMO 28909 

Les extraits optimisés des deux plantes à partir du procédé de méthodologie de surface de 

réponse (MSR) développé ont servi à préparer tous les échantillons pour les études de stabilité. 
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I.2. Méthodes 

I.2.1. Description de la méthodologie d’étude de la stabilité 

L’étude du vieillissement des extraits optimisés des feuilles de E. camaldulensis et de C. 

citratus a consisté à évaluer l’influence de la nature du solvant, de la température et de la durée 

du stockage sur la stabilité des composés phénoliques présents dans les extraits (TPT et TFT), 

ainsi que leurs propriétés antioxydantes (DPPH et FRAP). Les échantillons ont donc été 

conditionnés sous forme liquide (aqueuse et hydro-éthanolique) et sous forme sèche. En effet, 

la plupart des produits phytosanitaires utilisés par les maraîchers sont acquis soit à l’état sec 

(sous forme de poudre) soit sous forme de solution concentrée. Dans les deux cas de figure, ces 

pesticides sont dilués avec de l’eau avant l’utilisation pour le traitement des cultures. Le solvant 

hydro-éthanolique est le meilleur solvant d’extraction des extraits retenu dans cette étude. 

L’étude de stabilité des extraits dissous dans ces deux solvants supports a été comparée à 

l’extrait sec. Aussi, les températures de stockage étudiées à savoir T=50°C, T=ambiante 

(25±5°C), T=4°C et T = −20°C, ont été choisies en lien avec les conditions météorologiques du 

pays, le mode de conservation des pesticides par les producteurs et les conditions de 

température pouvant inhiber la croissance de la plupart des microorganismes. En effet, en 

fonction des périodes, des températures maximales peuvent atteindre 40 à 45°C au Burkina 

Faso. De plus, par faute de moyen adéquat, les pesticides sont conservés à température ambiante 

avant l’utilisation. L’étude a été réalisée durant la période de novembre à mars (5 mois) 

correspondante à l’une des périodes d’activité intense de la maraîcher-culture au Burkina Faso. 

Les échantillons sont préparés selon les protocoles ci-dessous :  

Préparation des échantillons d’extrait sec 

Un gramme (1g) d’extrait sec des feuilles de E. camaldulensis (EC) et de C. citratus (CC) est 

pesé dans des flacons scellés de 10 mL. Pour chaque plante, 1 flacon contenant l’extrait sec est 

stocké dans une enceinte à T = 4°C, T = ambiante et T = 50°C. La température du T ambiante 

~ 25±5°C, est obtenue à l’aide d’une minicentrale d’acquisition des températures. A chaque 

intervalle de temps de 30 jours (1 mois), 10 mg de l’échantillon sont prélevés de chaque flacon 

pour des analyses quantitatives. Un flacon pour chaque plante est conservé au congélateur à T 

= -20 °C pour mener des études comparatives en référence au temps initial de stockage. 
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Préparation des échantillons en solution aqueuse (solvant A, H2O) 

Quatre cents milligrammes (400 mg) d’extrait sec des feuilles de E. camaldulensis (EC) et de 

C. citratus (CC) sont respectivement pesés puis entièrement solubilisés dans 40 mL d’eau 

distillée chacun sous une agitation douce afin d’obtenir des solutions de concentration de 10 

mg/mL. Ces solutions sont réparties dans des flacons de 10 mL qui sont scellés hermétiquement 

sous azote atmosphérique. Pour chaque plante, 1 flacon contenant une solution de 10 mg/mL 

est stocké dans une enceinte à T = 4°C, T ambiante (~ 25±5°C) et à T = 50°C. A chaque 

intervalle de temps de 30 jours, 1 mL de l’échantillon est prélevé de chaque flacon pour des 

analyses quantitatives. Un flacon pour chaque plante est conservé au congélateur à T = -20 °C 

pour mener des études comparatives en référence au temps initial de stockage. 

Préparation des échantillons en solution dans l’éthanol 70% (solvant B, EtOH70%) 

Les échantillons préparés dans le solvant B (éthanol 70%) ont subi le même protocole que ceux 

précédemment décrits dans le cas du solvant A (eau), en utilisant les mêmes masses de poudre 

dissoute dans les mêmes quantités de solvant. Seul le solvant est modifié. 

I.2.1.1. Dosage des teneurs résiduelles et mesure des activités résiduelles au 

spectrophotomètre UV-Vis 

A partir des prélèvements effectués par intervalle de temps régulier (chaque 30 jours), des 

solutions de concentration 1 mg/mL ont été respectivement préparées pour tous les échantillons 

de chaque plante. Pour ce faire, pour les échantillons conservés à l’état sec, 10 mg de poudre 

prélevés ont été solubilisés dans 10 mL de méthanol. Par contre, pour les échantillons conservés 

sous forme liquide (dans l’eau ou dans l’éthanol 70%), des dilutions (10 fois) ont été réalisées 

au départ de 1 mL de solution prélevée de concentration 10 mg/mL.  

Les teneurs en phénoliques totaux (TPT), les teneurs en flavonoïdes totaux (TFT), l’activité 

antiradicalaire DPPH et le pouvoir réducteur FRAP ont été mesurés à l’aide d’un 

spectrophotomètre UV-Vis (Jenway 7315). Ces réponses ont été évaluées par intervalle de 30 

jours (1 mois) sur une durée de 150 jours (5 mois). La préparation des solutions ainsi que la 

lecture des absorbances des solutions ont été réalisées selon les protocoles décrits dans la 

Section I.2.4. du Chapitre 2. Les concentrations restantes des flavonoïdes majeurs ont été 

déterminées par analyse LC-MS au temps initial t0 et après 150 jours de conservation. 
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I.2.1.2. Quantification des teneurs restantes en flavonoïdes majoritaires par 

analyses LC-MS 

Pour les analyses des différents échantillons en LC-MS après les 5 mois (150 jours) de 

conservation, des solutions de concentration à 1 mg/mL ont également été préparées selon la 

procédure décrite précédemment (I.2.1.1.). 

Les teneurs initiales (au temps t0) et restantes (après 150 jours) des flavonoïdes majoritaires des 

échantillons ont été quantifiées par chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de 

masse (LC-MS) au moyen d’un standard interne (quercétine) de concentration connue. Les 

protocoles d’identification et de quantification utilisés sont ceux décrits dans la section I.3 du 

Chapitre 4  

I.2.2. Description de la méthodologie du plan de formulation 

Afin d’obtenir une formulation optimisée à partir des extraits optimisés de E. camaldulensis et 

de C. citratus, la méthodologie de surface de réponse (MSR) a été appliquée via un plan 

composite centré de modèle quadratique. Cette approche a été utilisée pour déterminer la 

combinaison adéquate des extraits des deux plantes qui fournirait une efficacité optimale. Les 

deux espèces de plantes étudiées ont donc été considérées comme étant deux variables 

indépendantes avec cinq niveaux différents (-1,32 ; -1 ; 0 ; +1 ; +1,32), et à chaque niveau, une 

concentration spécifique est attribuée (Tableau 19). L’efficacité des combinaisons a été évaluée 

en mesurant l’activité antioxydante par les méthodes DPPH et FRAP (deux variables 

dépendantes). Au total, 14 essais ont été réalisés tel que calculé par la relation :  

 

Nt = 22 + 2×2 + 6 

k : nombre de variables indépendantes, k = 2 

nc : nombre d’essai au centre du domaine d’étude, nc = 6 essais 

(qui est dépendant de l’opérateur). 

Le logiciel Design-Expert 13 (version 13.0.5.0) a été utilisé pour générer le plan 

d’expérimentation ainsi que pour le traitement des données expérimentale. Les variables 

réponses ont été prédites sous formes de régression polynomiale de second ordre. 

Tableau 19 : domaine d’étude avec les niveaux des variables indépendantes 

 

Symboles 

 

Variables indépendantes 

Niveaux des variables  

-1,32 -1 0 +1 +1,32 

A E. camaldulensis (µg/mL) 0,17 0,25 0,50 0,75 0,83 

B C. citratus (µg/mL) 0,17 0,25 0,50 0,75 0,83 
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II. Résultats et discussion 

II.1. Etude de la stabilité des composés bioactifs des extraits  

II.1.1. Variation des teneurs en phénoliques totaux 

Les Figure 59 et 60 présentent l’évolution de la teneur en composés phénoliques totaux (TPT) 

respectivement dans les extraits des feuilles de E. camaldulensis et de C. citratus en fonction 

des différentes conditions de stockage. Les teneurs initiales (au temps t0) en TPT dans les 

extraits de E. camaldulensis (EC) et de C. citratus (CC) sont respectivement de 330,8 mg 

EAG/g et 171,6 mg EAG/g. 

Les graphiques révèlent que les composés phénoliques des extraits solubilisés dans l’eau 

distillée (Sol.A) ont une plus faible stabilité que lorsqu’ils sont secs ou dissouts dans l’éthanol 

70% (Sol.B). Les stabilités, telles qu’évaluées par la mesure des TPT, pour les extraits de E. 

camaldulensis et de C. citratus en fonction du temps et du solvant de stockage peuvent être 

résumées dans l’ordre croissant suivant : Extrait solubilisé dans le Sol.A < Extrait solubilisé 

dans le Sol.B < Extrait sec. 

Les TPT mesurées dans tous les échantillons de EC et CC stockés à T = 50 °C ont montré des 

faibles valeurs indiquant une plus faible stabilité des échantillons comparativement à ceux 

stockés à T ambiante (25±5°C) et T = 4°C. En effet, à 50°C, les TPT de EC/Sol.A, EC/Sol.B et 

EC/Sec sont mesurées relativement constantes durant les 30 premiers jours de stockage. Au-

delà de cette période, c’est-à-dire de 30 à 90 jours de stockage, une dégradation significative 

d’environ 40 à 60% des TPT est observée. Après 150 jours de stockage, les TPT restantes de 

EC/Sol.A, EC/Sol.B et EC/Sec enregistrées sont respectivement de 70, 131 et 88 mg EAG/g 

d’extrait. Ces concentrations restantes correspondent respectivement à 21%, 40% et 26,7% des 

concentrations initiales des échantillons. Un constat similaire a été également observé avec les 

échantillons de CC/Sol.B et CC/Sec, contrairement à CC/Sol.A qui n’a présenté aucune stabilité 

sur la durée de l’étude. Les TPT restantes de CC/Sol.A, CC/Sol.B et CC/Sec enregistrées après 

150 jours de stockage sont respectivement de l’ordre de 11 ; 36 et 56 mg EAG/g d’extraits. Ces 

valeurs représentent respectivement environ 7%, 21% et 33% des TPT initiales des échantillons. 

Lorsque les échantillons sont stockés à T ambiante (25±5°C), les TPT de EC/Sol.A, EC/Sol.B 

et EC/Sec sont relativement supérieures à celles de CC/Sol.A, CC/Sol.B et CC/Sec, 

respectivement. Les extraits EC/Sol.A et CC/Sol.A n’ont présenté aucune stabilité (mesure 

TPT) sur la durée de l’étude. Les valeurs des TPT mesurées après 150 jours de stockage sont 

respectivement 95 et 28 mg EAG/g d’extrait, correspondant à 29% et 16% des concentrations 
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initiales. Les extraits EC/Sol.B, EC/Sec, CC/Sol.B et CC/Sec ont présenté une faible 

dégradation (TPT <10%) durant les 60 premiers jours de stockage, et une dégradation 

significative de 60 à 150 jours. Les TPT restantes enregistrées après 150 jours de stockage sont 

de 194 ; 204 ; 53 et 84 mg EAG/g d’extraits, soient respectivement de 59%, 62%, 31% et 49% 

des TPT initiales.  

A T = 4°C, la dégradation des extraits CC/Sol.A, CC/Sol.B et CC/Sec a été plus marquée que 

celle de EC/Sol.A, EC/Sol.B et EC/Sec, respectivement. Les extraits EC/Sol.A et CC/Sol.A ont 

présenté une plus forte stabilité (>90%) durant respectivement 60 et 30 jours de stockage. Les 

TPT de CC/Sol.B, CC/Sec, EC/Sol.B et EC/Sec sont restées très importante (>90%) durant les 

60 premiers jours de stockage. De 60 à 150 jours de stockage, la dégradation des composés 

phénoliques de ces derniers est moins marquée comparativement aux échantillons stockés à T 

ambiante et à T = 50°C. Après 150 jours de conservation, les TPT restantes de CC/Sol.B, 

CC/Sec, EC/Sol.B et EC/Sec mesurées étaient respectivement de 114,9 ; 129,4 ; 216,7 et 248,7 

mg EAG/g. En termes de pourcentage, ces valeurs correspondent respectivement à 67%, 75,4%, 

65,5% et 75,2%, c’est-à-dire que, dans ces conditions de conservation, plus de 65% des TPT 

sont conservées. 

Ces résultats peuvent être comparés à ceux rapportés par Ali et al. (2018) [219], qui ont réussi 

à conserver plus de 95% des TPT présents dans des échantillons d’extraits secs stockés sous 

des conditions de température de 5°C, à l’obscurité et pendant 180 jours. Dans notre cas, la 

capacité de conservation des TPT pour les extraits secs à T = 4°C était de l’ordre de 75% pour 

les échantillons EC (E. camaldulensis) et CC (C. citratus) durant 150 jours. Ce qui montre une 

différence d’environ 20% entre les deux études qui pourrait être associée principalement à 

l’action de la lumière, car ces auteurs ont pris en compte dans leur étude l’influence de la 

lumière en conservant les échantillons à l’obscurité totale. En effet, dans le cas de notre étude 

en utilisant des flacons transparents, nos échantillons d’extraits ont dû être exposés à l’action 

de la lumière qui est capable d’accélérer le processus de décomposition des TPT. Dans le même 

sens, les travaux de Ferreyra et al. (2023) [220] avaient aussi rapporté une bonne stabilité des 

composés phénoliques présents dans des extraits bruts conservés à basse température (-20°C et 

5°C), tandis que des dégradations importantes ont été signalées lorsque les températures de 

stockage étaient entre 25°C et 40°C. Sur base de travaux antérieurs, les réductions progressives 

des TPT constatées dans les différents échantillons peuvent être associées aux influences de 

plusieurs paramètres qui initient de nombreuses réactions d’oxydation, d’hydrolyse. 
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Figure 59. Variation des TPT au cours du stockage (Eucalyptus camaldulensis) 

   

Figure 60. Variation des TPT au cours du stockage (Cymbopogon citratus) 

0

50

100

150

200

250

300

350

0 30 60 90 120 150

T
P

T
 (

m
g

 E
A

G
/g

)

Durée (Jours)

T = 50°C

H2O EtOH (70%) Extrait sec

0

50

100

150

200

250

300

350

0 30 60 90 120 150

T
P

T
 (

m
g

 E
A

G
/g

)

Durée (Jours)

T = Ambiante

H2O EtOH (70%) Extrait sec

0

50

100

150

200

250

300

350

0 30 60 90 120 150

T
P

T
 (

m
g

 E
A

G
/g

)

Durée (Jours)

T = 4°C

H2O EtOH (70%) Extrait sec

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

0 30 60 90 120 150

T
P

T
 (

m
g

 E
A

G
/g

)

Durée (Jours)

T = 50°C

H2O EtOH (70%) Extrait sec

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

0 30 60 90 120 150

T
P

T
 (

m
g

 E
A

G
/g

)

Durée (Jours)

T = Ambiante 

H2O EtOH (70%) Extrait sec

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

0 30 60 90 120 150

T
P

C
 (

m
g

 E
A

G
/g

)

Durée (Jours)

T = 4°C

H2O EtOH (70%) Extrait sec



 

135 
  

Chapitre 5 

II.1.2. Variation des teneurs en flavonoïdes totaux déterminées par dosage au 

spectrophotomètre UV-vis 

Les Figure 61 et 62 présentent respectivement les variations des teneurs en flavonoïdes totaux 

(TFT) dans les extraits bruts des feuilles de EC (E. camaldulensis) et de CC (C. citratus) 

conservés à différentes conditions de stockage. Au temps t0, les TFT initiales étaient de 167,8 

mg EQ/g et 269,5 mg EQ/g, respectivement pour E. camaldulensis et de C. citratus. 

De façon générale, l’évolution des courbes des différents graphiques indique une diminution 

rapide des TFT des extraits solubilisés dans l’eau (Sol.A) en fonction des conditions de 

stockage, contrairement à ceux stockés soit sous forme sèche ou solubilisés dans de l’éthanol 

70% (Sol.B). La capacité de conservation des flavonoïdes présents dans les différents extraits 

en fonction de la nature du solvant est similaire à celle observée précédemment avec les 

composés phénoliques totaux (TPT). Elle est classée dans l’ordre croissant de : Extrait 

solubilisé dans le Sol.A < Extrait solubilisé dans le Sol.B < Extrait sec. 

Les tendances des différents graphiques montrent également que les TFT sont plus sensibles à 

la température de stockage, typiquement T = 50°C vs T ambiante (25±5°C) et T = 4°C. En 

considérant T = 50°C, il a été remarqué qu’en seulement 30 jours de stockage, les TFT restantes 

des extraits EC/Sol.A, EC/Sol.B et EC/Sec étaient de 92,6 ; 122,5 et 126,7 mg EQ/g 

respectivement, correspondant à des pourcentages de pertes respectives de 44,8% 27% et 

24,5%. Par contre, pour les extraits CC/Sol.A, CC/Sol.B et CC/Sec, elles étaient respectivement 

de l’ordre de 102,8 ; 179,9  et 201,2 mg EQ/g correspondant également à des pertes estimées à 

61,8%, 33,2% et 25,3%.  

En passant aux conditions de température T ambiante (25±°C), il a été constaté une amélioration 

de la stabilité des TFT au cours du temps dans tous les échantillons des deux plantes 

comparativement à ceux soumis aux conditions de température T = 50°C. Au bout de 150 jours 

de stockage à T ambiante, les analyses ont montré que les TFT restantes mesurées dans les 

extraits étaient à 12,2%, 24,9%, et 37% respectivement pour les échantillons EC/Sol.A, 

EC/Sol.B et EC/Sec et 30,7%, 51,4% et 63,4% pour les échantillons CC/Sol.A, CC/Sol.B et 

CC/Sec. Une remarque majeure est que les TFT restantes des extraits de l’espèce C. citratus 

sont environ deux fois plus élevées que celles enregistrées dans les extraits de l’espèce E. 

camaldulensis. Ceci pourrait indiquer que les flavonoïdes de E. camaldulensis ont une faible 

stabilité par rapport à ceux de C. citratus.  
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Enfin, lorsque les échantillons sont conservés à basse température T = 4°C, une faible 

dégradation des flavonoïdes a été mise en évidence au cours du temps surtout dans les 

échantillons EC/Sol.B, EC/Sec et dans les échantillons de CC/Sol.B, CC/Sec. Les variations 

significatives des TFT dans ces échantillons par rapport aux TFT initiales ont été constatées 

qu’après 90 jours de stockage pour les échantillons EC/Sol.B et CC/Sol.B et au-delà de 120 

jours de stockage pour ceux de EC/Sec et CC/Sec. Les formes sèches ont donc présenté les taux 

de stabilité les plus élevés. Après les 150 jours de conservation, les TFT restantes enregistrées 

dans les différents échantillons étaient de 30,7%, 51,4%, et 63,4% pour les extraits EC/Sol.A, 

EC/Sol.B et EC/Sec et de 19,9%, 52,8% et 67,9% respectivement pour CC/Sol.A, CC/Sol.B et 

CC/Sec. Dans ce cas précis, en dehors des extraits des deux plantes solubilisées dans le Sol.A, 

tous les autres ont montré une stabilité similaire. Ceci indique que les conditions de stockage à 

basse température sont indispensables pour la conservation des extraits des feuilles de E. 

camaldulensis tandis que ceux des feuilles de C. citratus se conservent relativement mieux tant 

aux conditions de basse température qu’aux conditions de T ambiante. 
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Figure 61. Variation des TFT au cours du temps (Eucalyptus camaldulensis) 

   

Figure 62. Variation des TFT au cours du temps (Cymbopogon citratus) 
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II.1.3. Variation des teneurs en flavonoïdes majoritaires (TFM) par analyse LC-

MS 

Huit composés flavonoïdes majoritaires avaient précédemment été identifiés dans l’extrait 

optimisé des feuilles de E. camaldulensis et dix composés flavonoïdes chez l’espèce C. citratus 

par analyse LC-MS (voir Chapitre 4). Les concentrations de chacun de ces composés au temps 

initial t0 ainsi que leurs concentrations restantes obtenues après 5 mois de conservation dans les 

différentes conditions de stockage sont consignées dans les Tableaux 20 et 21, respectivement 

pour E. camaldulensis et pour C. citratus. Au temps initial t0, la teneur totale de l’ensemble des 

huit flavonoïdes majoritaires présents dans l’extrait optimisé de E. camaldulensis était de 27,0 

mg/g de matières végétales et celle de C. citratus était de 51,1 mg/g de matières végétales. En 

fonction des différentes conditions de stockage, la concentration restante la plus faible obtenue 

après 150 jours de stockage était de 1,6 mg/g et celle la plus élevée était de 24,9 mg/g pour les 

échantillons de E. camaldulensis (Tableau 20). Pour les échantillons de C. citratus, ces valeurs 

étaient respectivement de 2,1 mg/g et 42,2 mg/g (Tableau 21). 

Les données des Tableaux 20 et 21 révèlent une dégradation complète de certains composés et 

une diminution significative des teneurs pour d’autres, sous les différentes conditions de 

conservation des échantillons. Le solvant A (eau distillée) est le milieu de conservation dans 

lequel le taux le plus élevé de dégradation des flavonoïdes a été enregistré. Ceci confirme en 

partie la faible teneur des TFT restantes détectées dans ce solvant par dosage au 

spectrophotomètre UV-vis telle que décrite plus haut. Quant au solvant B (éthanol 70%), il a 

présenté des capacités de conservation des flavonoïdes majeurs supérieurs à celles du solvant 

A. Comme on peut le voir dans ces deux Tableaux (20 & 21), l’effet de la température a été 

décisif sur la dégradation totale ou partielle de plusieurs composés dans les échantillons des 

deux plantes. Les concentrations restantes des composés obtenues après la durée de 

conservation sous la température de 50°C sont largement inférieures par rapport à celles 

obtenues aux basses températures (4°C & -20°C). 

En termes de pourcentage de dégradation, la Figure 63 montre une diminution significative des 

TFM après 150 jours de conservation pour les extraits solubilisés soit dans l’eau (plus de 90%), 

soit stockés sous T=ambiante ou 50°C, pour chacune des deux plantes. Tandis que sur la même 

Figure, il a été constaté que plus de 90% et 80% des TFM ont été conservés après les 150 jours 

de stockage, respectivement dans les extraits de E. camaldulensis et de C. citratus conservés à 

T = -20°C. 



 

139 
  

Chapitre 5 

Tableau 20 : concentrations restantes des 8 flavonoïdes majoritaires identifiés dans l’extrait optimisé de E. camaldulensis.  

(Données issues des analyses LC-MS des échantillons au temps t0 et t = 150 jours) 

 Flav. Majeurs EO  T° 50°C T° Ambiante (25±5°C) T° 4°C T° -20°C 

N° [M-H]
-

 Temps 

initial t0 

Sol. A Sol. B Extrait 

sec 

Sol. A Sol. B Extrait 

sec 

Sol. A Sol. B Extrait 

sec 

Sol. A Sol. B Extrait 

sec 

1 595 0,6±0,2 --- --- --- --- 0,1±0,0 0,2±0,0 --- 0,3±0,0 0,2±0,0 0,2±0,0 0,3±0,0 0,2±0,0 

2 431 1,0±0,1 --- 0,3±0,0 0,2±0,0 0,6±0,1 0,3±0,1 0,3±0,0 0,6±0,0 0,5±0,1 0,5±0,1 0,3±0,0 0,5±0,1 0,4±0,1 

3 431 1,4±0,1 0,3±0,0 0,6±0,0 0,4±0,1 0,8±0 0,4±0,1 0,7±0,1 1,4±0,1 0,8±0,2 0,8±0,1 0,8±0,0 1,2±0,2 1,3±0,1 

4 609 0,8±0,0 --- --- --- --- 0,1±0,0 0,2±0,0 --- 0,3±0,0 0,3±0,0 0,3±0,0 0,3±0,1 0,3±0,0 

5 463 1,2±0,0 --- 0,3±0,0 0,4±0,0 --- 0,5±0,1 0,7±0,0 --- 0,6±0,1 0,6±0,1 0,6±0,0 1,0±0,1 1,0±0,0 

6 593 1,1±0,0 --- 0,3±0,0 0,2±0,1 --- 0,2±0,0 0,3±0,0 --- 0,5±0,0 0,5±0,0 0,5±0,1 0,6±0,1 0,5±0,0 

7 477 6,0±0,2 0,3±0,0 1,6±0,0 2,9±0,3 0,3±0,1 3,7±0,3 4,4±0,0 1,3±0,1 6,0±0,1 6,8±0,4 5,1±0,2 7,6±0,1 6,6±0,2 

8 461 14,9±0,1 1,0±0,1 3,4±0,2 4,8±0,4 2,5±0,1 8,4±0,4 8,5±0,3 6,4±0,4 13,9±0,1 13,9±0,1 9,5±0,3 14,9±0,3 14,5±0,2 

 Total (mg/g) 27,0 1,6 6,5 9,0 4,1 13,8 15,1 9,6 22,7 23,5 17,3 26,4 24,9 

Sol.A : solvant A (eau distillée) ; Sol.B : solvant B (éthanol 70%); EO : Eucalyptus Optimisé ; CO : Cymbopogon Optimisé 
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Tableau 21 : concentrations restantes (après 150 jours) des 10  flavonoïdes majoritaires identifiés dans l’extrait optimisé de C. citratus.   

(Données obtenues à partir des analyses LC-MS des échantillons au temps t0 et au t = 150 jours) 

 Flav. Majeurs CO  T° 50°C T° Ambiante (~25±5°C) T° 4°C T° -20°C 

N° [M-H]־ m/z Temps 

initial t0 

Sol. A Sol. B Extrait 

sec 

Sol. A Sol. B Extrait 

sec 

Sol. A Sol. B Extrait 

sec 

Sol. A Sol. B Extrait 

sec 

1 579 3,2±0,1 --- 0,8±0,1 0,8±0,0 1,4±0,0 1,1±0,1 1,5±0,1 1,7±0,1 1,8±0,3 2,4±0,1 1,5±0,1 2,2±0,1 2,5±0,2 

2 563 7,5±0,4 1,0±0,2 1,7±0,1 1,9±0,0 2,2±0,2 2,4±0,7 3,4±0,2 2,4±0,3 4,1±0,6 5,7±0,5 3,1±0,1 5,4±0,6 5,1±0,2 

3 593 9,7±0,2 1,1±0,2 2,5±0,2 3,0±0,1 2,6±0,0 3,0±0,1 4,3±0,1 2,8±0,2 5,3±0,1 8,0±0,2 4,1±0,2 6,8±0,5 7,2±0,3 

4 549 4,5±0,3 --- 1,3±0,1 1,7±0,1 --- 1,7±0,2 2,6±0,1 1,5±0,3 3,1±0,4 3,3±0,5 2,2±0,1 3,7±0,1 3,9±0,1 

5 447 4,3±0,2 --- --- 1,2±0,1 --- 1,4±0,2 1,3±0,2 1,1±0,1 2,2±0,2 3,2±0,1 2,0±0,3 1,4±0,2 1,4±0,0 

6 577 1,7±0,1 --- --- 0,3±0,0 --- 0,4±0,2 0,8±0,0 0,5±0,1 0,9±0,2 1,2±0,1 0,8±0,0 0,9±0,0 0,9±0,0 

7 577 1,3±0,2 --- --- 0,3±0,0 --- 0,3±0,0 0,6±0,1 0,3±0,1 0,7±0,1 0,9±0,2 0,5±0,0 0,7±0,1 0,8±0,1 

8 593 8,3±0,3 --- --- 2,9±0,3 --- 3,0±0,5 4,0±0,3 2,5±0,3 5,2±0,2 7,1±0,5 3,0±0,0 8,2±0,2 9,1±0,2 

9 563 5,0±0,2 --- 1,7±0,3 1,9±0,3 --- 2,1±0,4 2,6±0,1 1,0±0,2 3,3±0,5 4,8±0,1 2,2±0,1 5,3±0,1 5,3±0,2 

10 575 5,7±0,1 --- 1,2±0,1 1,4±0,3 --- 1,3±0,2 1,8±0,0 1,0±0,0 3,8±0,4 4,3±0,2 2,5±0,1 5,8±0,2 6,0±0,4 

 Total (mg/g) 51,1 2,1±0,4 9,2±0,9 15,4±1,2 6,2±0,2 16,7±2,5 22,9±1,2 14,8±1,7 30,4±4,0 40,9±2,5 21,7±1,0 40,4±2,2 42,2±1,4 
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Figure 63. Proportions restantes en flavonoïdes majoritaires obtenues après 5 mois de 

stockage (a- E. camaldulensis ; b- C. citratus).  

(Proportions déterminées à partir des concentrations restantes des flavonoïdes présents dans 

chaque extrait. T0 : extrait au temps initial ; Sol. A : solvant A (eau distillée) ; sol. B : solvant 

B (éthanol70%)). 

Les données des Tableaux 20 et 21 montrent que les flavonoïdes identifiés dans les extraits de 

E. camaldulensis ont été relativement plus sensibles aux conditions de l’étude par rapport à 

ceux de l’espèce C. citratus. En effet, des dégradations totales de certains composés ont été 

observées pour les échantillons de E. camaldulensis conservés sous la température de 4°C, 

tandis qu’aucune dégradation totale n’a été détectée à cette température pour les échantillons 
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de C. citratus. De plus, dans les conditions de l’étude, aucune dégradation totale n’a été 

enregistrée lorsque les échantillons de C. citratus sont conservés sous forme sèche. Ce résultat 

confirme en partie le même constat effectué via les dosages au spectrophotomètre UV-vis pour 

lesquels les TFT de C. citratus avaient présenté des meilleure stabilité à T = 4°C et à T ambiante 

comparativement à celles de E. camaldulensis qui étaient stables uniquement aux basses 

températures (T = 4°C). Selon les travaux de Smith et al. (2000) [216], les flavonoïdes de type 

flavones semblent avoir une stabilité relativement plus élevée comparativement à celle des 

dérivées flavonols. Ceci corrobore nos résultats d’identification des flavonoïdes dans les 

extraits des deux plantes (Chapitre 4, identification des flavonoïdes majoritaires). En effet, les 

flavonoïdes identifiés dans les extraits de E. camaldulensis sont majoritairement constitués des 

dérivés flavonols, tandis que les extraits de C. citratus sont riches en flavonoïdes de type 

flavone. Ceci pourrait justifier en partie cette forte sensibilité des composés de E. camaldulensis 

par rapport à ceux de C. citratus. 

Des études ont également montré que les flavonoïdes sont susceptibles de se dégrader et perdre 

leur activité sous l’influence de plusieurs paramètres. C’est le cas par exemple des 

anthocyanines et des flavan-3-ols qui ont présenté une sensibilité aux fortes températures 

d’extraction ou de conservation. Plusieurs réactions ont été mises en évidence, notamment des 

hydrolyses enzymatiques des flavonols glycosides en leurs aglycones correspondants [221]. 

Selon les travaux de Mochizuki et al. (2002) [222], la faible stabilité des composés flavonoïdes 

en milieux aqueux pourrait être liée à leurs capacités d’autoxydation en présence d’ions 

métalliques ou de borate comme cela a été décrit avec la catéchine au cours de leur étude [222]. 

De plus, d’autres travaux ont aussi mis en évidence le rôle prépondérant de la nature structurale 

des composés flavonoïdes sur la vitesse de dégradation. En effet, les flavonoïdes comportant 

un nombre d’hydroxylation élevé semblent se dégrader plus rapidement, tandis que la présence 

de glycosylation et/ou de groupement méthoxyle semble fournir une meilleure protection aux 

flavonoïdes [223]. Les travaux de Ferreyra et al. (2023) [220] avaient aussi rapporté une 

dégradation importante de la (+)-catéchine et de (-)-épicatéchine dans des extraits stockés 

durant 3 mois sous des températures de stockage de 25°C et 40°C. La température est donc un 

paramètre essentiel à prendre en compte pour une meilleure conservation sur une longue durée 

des TFT présentes dans des extraits de plante. 
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II.1.4. Variation de l’activité antioxydante des extraits 

II.1.4.1. Activité antiradicalaire DPPH 

Le pouvoir antiradicalaire DPPH des échantillons a été évalué au cours du temps en procédant 

par détermination des pourcentages d’inhibition (%). Les Figure 64 et 65 présentent l’activité 

antiradicalaire (DPPH) enregistrée respectivement pour les extraits de E. camaldulensis et de 

C. citratus. Au temps initial t0, les échantillons ont présenté des pourcentages d’inhibition de 

l’ordre de 98,3% pour E. camaldulensis et 88,8% pour C. citratus.  

Les Figures 64 et 65 montrent que les propriétés antiradicalaires (DPPH) de tous les 

échantillons diminuent avec l’augmentation du temps et de la température de conservation. Les 

propriétés antiradicalaires (DPPH) des échantillons de CC (C. citratus) ont présenté une 

diminution plus marquée que celles mesurées avec les extraits de EC (E. camaldulensis), aux 3 

températures testées, à savoir T = 50°C, T ambiant et T = 4°C. Il a aussi été observé que les 

pertes des propriétés antiradicalaires DPPH des extraits sont plus significatives dans les formes 

liquides (Sol.A & Sol.B) que pour les formes sèches (extraits secs). Les propriétés 

antiradicalaires des échantillons de EC ont démontré une meilleure conservation 

comparativement aux échantillons de CC. Les capacités inhibitrices de EC/Sol.B et de EC/Sec 

sont supérieures à 90% après 30 jours et 60 jours de stockage respectivement à T = 50°C et T 

ambiante. A T = 4°C, des pourcentages d’inhibition supérieurs à 90% ont été relevés après 120 

jours (4 mois) de stockage, alors que EC/Sol.A a exhibé des activités similaires en seulement 

60 jours de conservation. Après 150 jours de conservation, de fortes diminutions des propriétés 

antiradicalaires sont notées. Les pourcentages d’inhibition mesurés sont inférieurs à 50% des 

valeurs initiales (98,3%), c’est-à-dire de l’ordre de 8,8% à 47,5% pour l’ensemble des 

échantillons de EC. 

Dans ces mêmes conditions de conservation, l’activité antiradicalaire DPPH a été 

significativement plus impactée pour les échantillons de CC comparativement à celle des 

échantillons de EC. Il a ainsi été observé une chute significative de l’activité DPPH dès les 30 

premiers jours de stockage des échantillons de CC conservés à T = 50°C et à T ambiante. 

Cependant, les propriétés antiradicalaire DPPH des échantillons CC/Sol.B et CC/Sec ont été 

significativement conservées (> 90%) au bout de 30 jours de stockage. Au-delà des 150 jours 

de stockage, les pourcentages d’inhibition enregistrés sont de l’ordre de 4,1% à 42,5%. Ces 

pourcentages d’inhibition sont inférieurs à 50% de l’activité inhibitrice initiale (88,8%). 
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Figure 64. Variation de l’activité antiradicalaire DPPH au cours du stockage (Eucalyptus camaldulensis) 

     

Figure 65. Variation de l’activité antiradicalaire DPPH au cours du stockage (Cymbopogon citratus) 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 30 60 90 120 150

D
P

P
H

 (
%

 I
n

h
ib

it
io

n
)

Durée (Jours)

T° 50°C

H2O EtOH (70%) Extrait sec

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 30 60 90 120 150

D
P

P
H

 (
%

 I
n

h
ib

it
io

n
)

Durée (Jours)

T° Ambiante

H2O EtOH (70%) Extrait sec

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 30 60 90 120 150

D
P

P
H

 (
%

 I
n

h
ib

it
io

n
)

Durée (Jours)

T° 4°C

H2O EtOH (70%) Extrait sec

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

0 30 60 90 120 150

D
P

P
H

 (
%

 i
n

h
ib

it
io

n
)

Durée (Jours)

T° 50°C

H2O EtOH (70%) Extrait sec

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

0 30 60 90 120 150

D
P

P
H

 (
%

 i
n

h
ib

it
io

n
) 

Durée (Jours)

T° Ambiante

H2O EtOH (70%) Extrait sec

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

0 30 60 90 120 150

D
P

P
H

 (
%

 I
n

h
ib

it
io

n
)

Durée (Jours)

T° 4°C

H2O EtOH (70%) Extrait sec



 

145 
  

Chapitre 5 

II.1.4.1. Pouvoir réducteur FRAP 

Le pouvoir réducteur des ions ferriques des extraits a aussi été évalué en fonction des différentes 

conditions de stockage et est exprimé en milligramme équivalent trolox par gramme d’extrait 

(mg ET/g d’extrait). Les Figure 66 et 67 montrent respectivement les capacités des extraits de 

E. camaldulensis (EC) et de C. citratus (CC) à réduire les ions Fe3+ en ions Fe2+. Au temps 

initial t0, les extraits EC et CC ont montré des capacités réductrices respectives de 775,6 mg 

ET/g et 376,1 mg ET/g. Globalement, sur l’ensemble des échantillons analysés, il a été 

remarqué que les paramètres les plus décisifs sont la durée de conservation, la nature du solvant 

ainsi que la température de stockage.  

En considérant tout d’abord le paramètre nature du solvant (eau distillée & éthanol 70%), il a 

été constaté qu’à chaque température de stockage, les formes aqueuses (Sol.A) ont enregistré 

l’activité réductrice la plus faible pour tous les échantillons de EC et CC après les 150 jours de 

stockage. Par contre, les formes hydro-éthanoliques (Sol.B) et les formes sèches (extrait sec) 

ont été les plus actives durant toute la durée de conservation et sous toutes les températures de 

stockage étudiées. Ainsi, en fonction de ce paramètre, la détérioration du pouvoir réducteur des 

échantillons obéit quasiment au même ordre de dégradation décrit au niveau des teneurs en 

composés bioactifs (TPT et TFT) des extraits EC et CC : forme aqueuse (Sol.A) < forme hydro-

éthanolique (Sol.B) < forme sèche. 

Quant à l’impact de la variation de la température de stockage, il a été observé que tous les 

échantillons de EC (EC/Sol.A ; EC/Sol.B ; EC/Sec) stockés à T = 50°C ont présenté une 

détérioration progressive de leur activité réductrice FRAP jusqu’au temps t = 150 jours. En 

effet, comme on peut le voir sur la Figure 66, dans la plage de 60 à 90 jours, ces échantillons 

ont perdu 50% de leur activité réductrice FRAP. Les proportions restantes des activités obtenues 

après 150 jours de conservation par rapport à l’activité initiale à t0 étaient de 6,8%, 11,6% et 

7,9%, respectivement pour EC/Sol.A, EC/Sol.B et EC/Sec. Quant aux échantillons de l’espèce 

C. citratus, les tendances indiquent une chute importante de l’activité réductrice FRAP de tous 

les extraits (CC/Sol.A ; CC/Sol.B et CC/Sec) à T = 50°C durant les 60 premiers jours du 

stockage (Figure 67). A cette période, les activités résiduelles n’étaient que seulement 103,3 ; 

117,3 et 130,7 mg ET/g, respectivement pour CC/Sol.A ; CC/Sol.B et CC/Sec. Ces valeurs 

indiquent une baisse de l’activité de plus de 50% à seulement 60 jours de conservation. 

Sous les conditions de stockage à T ambiante, des baisses significatives du pouvoir réducteur 

FRAP ont été enregistrées au cours du temps dans tous les échantillons de EC et CC, mais 
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relativement faibles par rapport à au cas précédent de T = 50°C. Ainsi, les activités résiduelles 

obtenues après 150 jours, étaient de 115,3 ; 219,1 ; 321,5 mg ET/g correspondant 

respectivement à 14,8 ; 28,2 ; 41,4% de l’activité initiale pour les échantillons respectifs 

EC/Sol.A, EC/Sol.B et EC/Sec. Pour ce qui concernent les échantillons CC/Sol.A ; CC/Sol.B 

et CC/Sec, les activités résiduelles étaient de 40,4 ; 81,5 et 103,1 mg ET/g respectivement, soit 

environ 10,7 ; 21,7 et 27,4% de l’activité initiale au temps t0. 

Aux conditions de basse température (T = 4°C), on a remarqué une meilleure conservation de 

la capacité réductrice des échantillons des deux plantes au cours du temps. En effet, après les 

150 jours de stockage, les proportions résiduelles de l’activité FRAP des échantillons de EC 

atteignaient encore 25,6 ; 58,3 et 51,7%, respectivement pour EC/Sol.A, EC/Sol.B et EC/Sec 

et celles des échantillons de CC étaient de 17,4 ; 32,6 et 39,8%, respectivement pour CC/Sol.A ; 

CC/Sol.B et CC/Sec.  

La diminution des activités antioxydantes observée dans les conditions d’expérimentation peut 

être justifiée par la faible stabilité de certains constituants phytochimiques tels que les 

polyphénols et flavonoïdes présents dans les différents échantillons et qui ont subi des 

dégradations durant le stockage. Ces résultats confirment les corrélations positives qui ont été 

au préalable établies au cours de ce travail (Chapitre 3) entre les activités antioxydantes (DPPH 

et FRAP) et les teneurs en polyphénols totaux (TPT) présentes dans les extraits. 
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Figure 66. Variation du pouvoir réducteur FRAP au cours du stockage (Eucalyptus camaldulensis) 

   

Figure 67. Variation du pouvoir réducteur FRAP au cours du stockage (Cymbopogon citratus) 
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II.2. Proposition d’un plan de formulation à partir des extraits optimisés des 

deux plantes 

Le plan de formulation a consisté à évaluer l’activité antiradicalaire DPPH et le pouvoir 

réducteur FRAP du mélange des extraits optimisés de E. camaldulensis et de C. citratus à 

différentes concentrations. L’analyse et l’interprétation des données ont permis de définir les 

concentrations optimales des deux extraits, qui induisent les activités optimales DPPH et FRAP. 

II.2.1. Réponse DPPH 

En fonction des différentes concentrations testées, l’activité antiradicalaire DPPH a varié de 

11,8 µg/mL à 38,2 µg/mL, respectivement enregistrées par les essais n°3 et n°14 (Tableau 22). 

L’essai n°3 réalisé avec des proportions équivalentes en extrait A et en l’extrait B a présenté la 

combinaison la plus active (11,8 µg/mL) pour l’activité DPPH. Le Tableau 23 montre que les 

termes A, B, A², B² ont entraîné des effets significatifs (p<0,05) sur l’activité antiradicalaire 

DPPH. En effet, les termes B, A² et B² ont présenté des coefficients positifs ce qui implique une 

baisse significative de l’activité antiradicalaire DPPH, tandis que le terme A a présenté un 

coefficient négatif. Ces observations traduisent une amélioration significative de l’activité 

DPPH lorsque la concentration de l’extrait de E. camaldulensis (A) augmente dans le mélange. 

Cependant, l’interaction entre les deux extraits (A et B) n’a entraîné aucun effet significatif sur 

le pouvoir antiradicalaire DPPH. De plus, les paramètres statistiques présentés dans le Tableau 

24 ont indiqué que le modèle est significatif (p<0,000) et présente un bon coefficient de 

détermination R²=0,9167 avec un manque d’ajustement dont la p-value est supérieure à 0,05 

(non significatif par rapport à l’erreur pure). La Figure 68 présente la relation entre l’activité 

antiradicalaire DPPH et les deux variables étudiées (A et B) et l’Equation 13 (Eq. 13) traduit le 

modèle mathématique polynomial du second ordre de l’activité antiradicalaire DPPH sur la 

base des valeurs codées des deux variables.  
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Figure 68. Graphique 3D de l’activité antiradicalaire DPPH en fonction des deux variables A 

et B 

DPPH (µg/mL) = 16,5 – 7,66A + 4,63B + 1,18AB + 3,67A² + 6,48B²       (Eq. 13) 

II.2.2. Réponse FRAP 

Le mélange des deux types d’extraits à différentes concentrations a enregistré une capacité 

réductrice FRAP variable de 570,2 mg ET/g à 855 mg ET/g obtenues respectivement par les 

essais n°13 et n°10 (Tableau 22). L’essai n°10 qui a présenté l’activité la plus élevée est une 

combinaison de 0,83 µg/mL de A et de 0,50 µg/mL de B. A l’exception des effets liés aux 

interactions entre les variables A et B, tous les autres termes ont entraîné des influences 

significatives sur l’activité FRAP (Tableau 23). Le terme linéaire A ainsi que tous les termes 

quadratiques (A² et B²) ont été bénéfiques au pouvoir réducteur FRAP, tandis que la variation 

de la variable B a induit un effet linéaire inhibant l’activité réductrice FRAP. L’analyse des 

variances (ANOVA) a montré un modèle significatif (p<0,05) avec un coefficient de 

détermination R²=0,9016 et un manque d’ajustement d’une p-value > 0,05 (Tableau 24). 

L’analyse a également présenté un coefficient de variation (C.V.%) de 5,26 relativement faible, 

indiquant une bonne estimation du modèle obtenu. La Figure 69 montre l’effet de la variation 

des concentrations des extraits (A et B) sur l’activité réductrice FRAP. Le modèle de régression 

polynomiale ainsi développé est donné par l’Equation 14 (Eq. 14) sur la base des valeurs codées 

des variables A et B. 



 

150 
  

Chapitre 5 

 

Figure 69. Graphique 3D du pouvoir réducteur FRAP en fonction des deux variables A et B. 

FRAP (mg ET/g) = 630,82 + 92,47A – 31,36B – 8,02AB +57,13A² + 35,36B²    Eq. (14) 

Tableau 22 : base de données présentant les variables indépendantes et les variables 

dépendantes 

Run 

n° 

A B DPPH (IC50 µg/mL)  FRAP (mg ET/g) 

Exp. Préd.  Exp. Préd. 

1 0,25 0,25 33,00 30,87  678,10 654,31 

2 0,75 0,25 12,40 13,19  852,20 855,29 

3 0,50 0,50 11,80 16,50  633,40 630,82 

4 0,50 0,17 20,60 21,69  724,00 734,02 

5 0,50 0,50 18,40 16,50  588,00 630,82 

6 0,50 0,50 20,40 16,50  682,50 630,82 

7 0,50 0,83 35,40 33,90  625,80 651,24 

8 0,50 0,50 12,90 16,50  601,30 630,82 

9 0,75 0,75 22,30 24,79  783,60 776,52 

10 0,83 0,50 15,20 12,78  855,00 852,36 

11 0,50 0,50 19,10 16,50  628,7 630,82 

12 0,50 0,50 16,30 16,50  660,20 630,82 

13 0,17 0,50 31,00 33,01  570,20 608,30 

14 0,25 0,75 38,20 37,77  641,60 607,63 

A : Eucalyptus camaldulensis ; B : Cymbopogon citratus ; Exp. : Expérimentales ; Préd. : Prédites 
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Tableau 23 : coefficients des régressions polynomiales des modèles et leurs significativités 

Termes DPPH  FRAP 

Coefficients p-value  Coefficients p-value 

Constants 16,5 0,000a  630,82 0,000a 

Linéaires      

A -7,66 0,0002a  92,47 0,0001a 

B 4,63 0,0047b  -31,36 0,0433b 

Interactions      

AB 1,18 0,4929c  -8,02 0,6655c 

Quadratiques      

A² 3,67 0,0245b  57,13 0,0043b 

B² 6,48 0,0012b  35,48 0,0403b 

C.V. % 14,91  5,26 

Précision adéq. 11,6733  10,5765 

A : extrait de E. camaldulensis ; B : extrait de C. citratus ; Significativité : (a) p-value<0,001 ; (b) p-

value<0,05 ; (c) p-value>0,05 ; C.V.% : Coefficient de variation (%). 

Tableau 24 : analyse ANOVA des modèles de régression 

Modèles de 

régression 

R² (%) R² aj. 

(%) 

R² préd. 

(%) 

F-value du 

modèle 

p-value du 

modèle 

Manque 

d’ajust. 

(F-value) 

Manque 

d’ajust. 

(p-value) 

DPPH 91,67 86,47 74,00 17,62 0,0004a 0,6840 0,5991b 

FRAP 90,63 84,78 65,60 15,48 0,0006a 1,07 0,4409b 

Significativité : (a) p-value<0,05 ; (b) p-value>0,05 

Les conditions optimales ont été déterminées en cherchant la désirabilité composite la plus 

élevée possible pour les deux réponses étudiées, à savoir activité antiradicalaire DPPH et le 

pouvoir réducteur FRAP. Ainsi, l’objectif étant d’améliorer au maximum ces deux variables 

réponses, leurs importances ont été multipliées par 3 tandis que celle des variables 

indépendantes ont été maintenues à 1 (Tableau 25).  
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Tableau 25 : restrictions sur les variables indépendantes et les variables réponses 

 

Variables 

Cible Limite 

inférieure 

Limite 

supérieure 

Poids 

inférieur 

Poids 

supérieur 

Importance 

A : E. camaldulensis minimiser 0,25 0,75 1 1 1 

B : C. citratus minimiser 0,25 0,75 1 1 1 

DPPH minimiser 11,80 38,20 1 1 3 

FRAP maximiser 570,20 855,00 1 1 3 

 

Les conditions optimales, qui ont été déterminées pour permettre d’améliorer au maximum 

l’activité antioxydante des extraits tout en utilisant des concentrations les plus faibles possibles 

des extraits, sont: A = 0,66 µg/mL et B = 0,25 µg/mL (soit un ratio d’environ 2,6/1 ; A/B). 

Sous ces conditions optimales, plusieurs analyses ont été réalisées et les résultats expérimentaux 

et théoriques (prédits par le modèle) ont été comparés. Les résultats obtenus sont consignés 

dans le Tableau 26. Aucune différence significative n’a été notée entre les différents résultats 

obtenus dans un intervalle de confiance à 95%. 

Tableau 26 : vérification et confirmation des conditions optimales des activités antioxydantes 

évaluées 

Réponses DPPH (µg/mL) FRAP (mg ET/g) 

Expérimentales 16,3±2,1 798,6±27,3 

Prédites 14,1±3,3 788,3±35,8 

IC à 95% [9,3 ; 18,9] [735,6 ; 841,0] 

IC : Intervalle de confiance 

Conclusion 

Nous avons dans un premier temps étudié la stabilité des composés bioactifs, tels que les 

composés phénoliques en général et les flavonoïdes en particulier, présents dans les extraits 

optimisés à partir des feuilles des deux plantes étudiées, E. camaldulensis et C. citrarus. Les 

résultats ont montré que le solvant A (eau) induit une plus forte dégradation des TPT et TFT 

pendant le stockage, ce qui se marque par une forte diminution des propriétés antioxydantes 
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DPPH et FRAP. D’une manière générale, les extraits secs ont exhibé une meilleure stabilité 

comparé au solvant B (éthanol 70%) et au solvant A (eau distillée).  

Quant aux effets de la température sur le pouvoir antiradicalaire des échantillons, il a été 

observé une chute significative des activités DPPH et FRAP après 30 jours de stockage pour 

tous les échantillons E. camaldulensis et C. citratus conservés à 50°C et à température 

ambiante. Dans ces mêmes conditions, l’activité DPPH a été observée relativement constante 

pour les échantillons de E. camaldulensis. A l’exception des échantillons conservés dans le 

solvant A (eau), nous avons constaté une conservation des propriétés antiradicalaires de 60 à 

120 jours lorsque les échantillons sont stockés à 4°C.  

Dans un second temps, la MSR a permis de déterminer les conditions optimales de formulation 

d’extrait par combinaison des extraits optimisés de E. camaldulensis et C. citratus. La 

combinaison des deux extraits en proportions équivalentes a mené à la plus forte activité DPPH. 

Les résultats ont également indiqué que l’espèce E. camaldulensis contribue le plus à 

l’ensemble de l’activité antioxydante (DPPH et FRAP), environ 2,6 fois par rapport à l’espèce 

C. citratus. 
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CONCLUSION GÉNÉRALE ET PERSPECTIVES 

Rappelons que l’objectif initial de la présente étude se situait dans un contexte général de 

valorisation des plantes locales à effet pesticides au profit du développement du maraîchage 

agroécologique au Burkina Faso. Il s’agissait dans un premier temps, d’optimiser l’extraction 

des composés bioactifs des feuilles de deux plantes locales (E. camaldulensis et C. citratus) et, 

dans un second temps, d’étudier leurs stabilités en fonction du temps et sous différentes 

conditions de conservation.  

Ainsi, une approche de méthodologie de surface de réponse (MSR) a permis d’analyser 

spécifiquement l’influence de trois variables indépendantes, à savoir le ratio liquide-solide, la 

température et le temps d’extraction. L'analyse des résultats expérimentaux a montré que les 

variables température, temps et ratio liquide-solide affectent significativement les différentes 

réponses étudiées à savoir le rendement d'extraction, les TPT, les TFM et les propriétés 

antioxydantes (DPPH et FRAP). Pour chacune des réponses, le coefficient de détermination 

était proche de 0,9. Les résultats obtenus ont permis de confirmer que l’extraction des composés 

phénoliques à partir des feuilles de ces deux plantes a été optimale puisque les extraits obtenus 

ont présenté des activités antioxydantes et des teneurs supérieures en phénoliques totaux 

comparées à celles trouvées dans des cas d’extraction appliquant une méthodologie d’extraction 

conventionnelle classique avec des biomasses similaires. De plus, aux conditions optimales 

d’extraction, toutes les variables d’entrées ont été minimisées, ce qui traduit une faible 

consommation en solvant, en énergie et une réduction considérable du temps d’extraction. 

L’extrait optimisé des feuilles de E. camaldulensis a présenté des rendements (28%) et des TPT 

(342 mg EAG/g) supérieurs à ceux obtenus à partir de C. citratus. (rendement : 14%; TPT : 238 

mg EAG/g). Cependant, les TFT ont été plus importantes dans les extraits de C. citratus (51 

mg/g) comparativement à celles enregistrées dans les extraits de E. camaldulensis (24 mg/g) 

Les résultats ont également révélé un potentiel antioxydant (DPPH et FRAP) plus intéressant 

des extraits des feuilles de E. camaldulensis par rapport à ceux C. citratus.  

Les extraits obtenus des feuilles des deux plantes ont été qualitativement et quantitativement 

caractérisés par les techniques de CCM, ATG, FT-IR, spectrophotométrie UV-vis et LC-MS. 

L'analyse des extraits par la LC-MS et LC-MS/MS a permis d'identifier respectivement huit et 

dix flavonoïdes glycosylés majeurs dans les extraits de E. camaldulensis et de C. citratus.  

La stabilité des composés bioactifs, notamment les composés phénoliques présents dans les 

extraits optimisés à partir des feuilles des deux plantes étudiées, E. camaldulensis et C. citratus 
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ainsi que leurs propriétés antioxydantes, ont été étudiées sous différentes conditions de 

conservation. Les résultats ont montré que le solvant A (eau) a induit une plus forte dégradation 

des TPT, des TFT (éventuellement des TFM) ainsi que des propriétés antioxydantes (DPPH et 

FRAP) durant le processus de conservation. Il ressort aussi de l’étude que les composés 

phénoliques des extraits ont essentiellement présenté de meilleure stabilité sous T = 4°C pour 

les extraits secs, suivis de ceux solubilisés dans le solvant B (éthanol 70%). Par contre, à T = 

ambiante et T = 50°C, de fortes dégradations des composés phénoliques sont observées. Enfin, 

dans un plan composite complet utilisant la combinaison des extraits optimisés des feuilles de 

E. camaldulensis (A) et de C. citratus (B), il a été montré qu’un mélange de 0,5 de l’extrait A 

et 0,5 de l’extrait B, a exhibé la plus forte activité antiradicalaire DPPH. Les résultats ont 

également indiqué qu’aux conditions optimales, la contribution de l’espèce E. camaldulensis 

était environ 2,5 fois plus importante que celle de l’espèce C. citratus à l’activité antioxydante 

maximale (DPPH et FRAP) due au phénolique totaux car la citronnelle est plus riche en 

flavonoïdes.  

Nous pouvons donc considérer que l’approche utilisée dans cette étude, de par sa simplicité de 

mise en œuvre, pourrait être appliquée par les producteurs maraîchers pour optimiser le 

processus d'extraction des TPT à partir des feuilles de E. camaldulensis et de C. citratus, 

utilisées pour lutter efficacement contre les parasites des cultures. 

Au regard des résultats obtenus dans cette étude, il conviendrait de poursuivre l’étude en 

évaluant l’activité biologique des extraits optimisés de E. camaldulensis et C. citratus, ainsi que 

celle de la combinaison des deux extraits obtenus, sur des souches bactériennes et fongiques 

des cultures maraîchères. Ces tests en laboratoire puis sur des parcelles standardisées en milieu 

réel permettront de valider l’efficacité des extraits.  

Dans le cadre de la mise en œuvre du projet BIORAF-MA, une micro-raffinerie a été 

implémentée sur le site de l’association « La Saisonnière » en vue d’une production et 

commercialisation de bio-intrants. Il serait pertinent d’extrapoler à l’échelle de la bioraffinerie 

l’extraction des extraits qui ont présenté les meilleurs résultats phytosanitaires. A l’instar de 

l’association «La Saisonnière », la plupart des associations de production des produits 

maraichers utilise des eaux de forage ou des eaux de surface (marigots ou lacs) comme solvants 

d’extraction. Ces eaux sont des sources potentielles d’éléments minéraux et autres impuretés 

solubles ou insolubles. Il sera également nécessaire d’étudier l’influence de la qualité de ces 

eaux sur l’extraction et les propriétés biologiques des molécules bioactives des plantes 

biopesticides. 
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Annexe.1. Extrait optimisé de E. camaldulensis (EC) 

 

Figure.1. Analyse de l’extrait optimisé de 

EC 

a-) Chromatogramme de Courant Ionique 

Total (TIC) 

 

b-) Chromatogramme du courant ionique 

extrait (CIE) des ions m/z 595 

correspondant au composé 1 : [M-H]- 

Tr=12,2 min 

 

c-) Chromatogramme CIE des ions m/z 

431 correspondant aux composés 2 et 3 : 

[M-H]- Tr=12,2 min et Tr=13,2 min 

 

d-) Chromatogramme CIE des ions m/z 

609 correspondant au composé 4 : [M-H]- 

Tr=14,1 min 

 

e-) Chromatogramme CIE des ions m/z 

463 correspondant au composé 5 : [M-H]- 

Tr=15,6 min. Les signaux à 14,1 min et 

19,0 min correspondent aux ions 

fragments de m/z 609 et 461, 

respectivement 

 

 

f-) Chromatogramme CIE des ions m/z 

593 correspondant au composé 6 : [M-H]- 

Tr=16,7 min 

 

g-) Chromatogramme CIE des ions m/z 

477 correspondant au composé 7 : [M-H]- 

Tr=17,3 min 
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h-) Chromatogramme CIE des ions m/z 

461 correspondant au composé 8 : [M-H]- 

Tr=19,0 min 

 

Spectres de masse CID et structures des composés identifiés 

 

 
 

Figure 2. Spectre de masse en CID de m/z 595 [M-H]- ion correspondant à un dérivé 

d’isorhamnétine (composé 1). Waters QToF API-US, ESI(-); a- CE = 15 eV; b- CE = 45 eV.  
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Figure 3. CID de flavonoïde déprotoné: spectre de masse en CID de m/z 431 [M-H]- ion 

correspondant à apigénine C-hexoside (composé isomères 2 et 3). Waters QToF API-US, ESI(-

); a)-CE = 15 eV; b)-CE = 45 eV. 

 

 
 

Figure 4. CID de flavonoïde déprotoné : spectre de masse en CID de m/z 609 [M-H]- ion 

correspondant à quercétine 3-O-rutinoside (composé 4). Waters Q-ToF API-US, a)-ESI(-), CE 

= 15 eV; b-)ESI(+), CE = 30 eV). 
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Figure 5. CID de flavonoïde déprotoné : spectre de masse en CID de m/z 463 [M-H]- ion 

correspondant quercétine 3-O-glucoside (composé 5). Waters Q-ToF API-US, ESI(-); a)-CE = 

15 eV, b)-CE = 30 eV. 

 

 

 
 

Figure 6. CID de flavonoïde deprotoné : spectre de masse en CID de m/z 593 [M-H]- ion 

correspondant à kaempférol O-hexose-rhamnose (composé 6). Waters Q-ToF API-US, ESI(-) ; 

a)-CE = 15 eV; b)-CE = 45 eV. 

 

  

Figure 7. CID flavonoïde déprotoné: spectre de masse en CID de m/z 477 [M-H]- ion 

correspondant quercétine 3-O-glucuronide (composé 7). Waters Q-ToF API-US, ESI(-);  a)-

CE=15 eV; b)-CE = 30 eV. 
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Figure 8. CID de flavonoïde deprotoné : spectres de masse en CID de m/z 461 [M-H]- ions 

correspondant kaempférol 3-O-glucuronide (composé 8). Waters Q-ToF API-US, ESI(-); a)-

CE=5 eV, b)-CE = 45 eV. 

 

Annexe.2. Extrait optimisé de C. citratus (CC) 

 

 

Figure 1. Analyse de l’extrait optimisé de CC 

a-) Chromatogramme du Courant Ionique Total 

(TIC) ;  
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3-O-glucuronide 
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b-) Chromatogramme du Courant Ionique Extrait 

(CIE) des ions m/z 579 ; correspondants au 

composé 1, [M-H]  Tr=10,2 min ; ־

 

c-) Chromatogramme du CIE des ions m/z 563 

correspondants aux composés isomères 2 et 9, 

[M-H]  Tr=11,0 et 15,1 min ; ־

 

d-) Chromatogramme du CIE des ions m/z 593 

correspondants aux composés isomères 3 et 8, 

[M-H]־, Tr=11,7 et 14,1 min 

 

e-) Chromatogramme du CIE des ions m/z 549 

correspondants au composé 4 , [M-H]־, Tr=11,9 

min 

 

f-) Chromatogramme du CIE des ions m/z 447 

correspondants au composé 5, [M-H]־, Tr=13,2 

min. Le signal observé à 11,4 min correspond aux 

ions fragments de m/z 593 

 

g-) Chromatogramme du CIE des ions m/z 577 

correspondants aux composés isomères 6 et 7, 

[M-H]־, Tr=13,3 et 14,0 min 
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h-) Chromatogramme du CIE des ions m/z 575 

correspondants au composé 10, [M-H]־, Tr=16,2 

min 

 

 

 

 

 

 

 

Spectres de masse CID et structures des composés identifiés 

                                                         

 

Figure 2. Structure et spectres CID du composé 1 (Waters Q-ToF API-US, ESI(-); CE=15 eV) 

 

 

h) 16,2 min 

Comp.1 : Lutéoline 6-C-

hexosyl-8-C-pentoside 
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Figure 3. Structure et spectres CID du composé 2 (Waters Q-ToF API-US, ESI(-); CE=15 

eV) 

 

 

 

 

                                                             

  

Figure 4. Structure et spectres CID du composé 3 (Waters Q-ToF API-US, ESI(-); CE=15 eV et 

CE=45 eV) 

                                                                    

Comp.2 . Apigénine 6-C-

pentosyl-8-C-hexoside 

Comp.3. Isoorientine 

2’’-O-rhamnoside 

Comp. 4. Lutéoline 6-C-

pentosyl-8-C-pentoside 
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Figure 5. Structure et spectres CID du composé 4 (Waters Q-ToF API-US, ESI(-); CE=15 eV) 

 

                                                                           

 

Figure 6. Structure et spectre CID du composé 5 (Waters Q-ToF API-US, ESI(-); CE=15 eV) 

 

 

                                                                                    

 

Figure 7. Structure et spectres CID du composé 6 (Waters Q-ToF API-US, ESI(-); CE=15 eV) 

                                                                              

Comp. 5. Lutéoline 7-O-glucoside 

Comp. 7. Apigénine 6-C-déoxyhexosyl-8-C-

hexoside 

Comp. 6. Apigénine 6-C-hexosyl-8-C-

rhamnoside 
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Figure 8. Structure et spectres CID du composé 7 (Waters Q-ToF API-US, ESI(-); CE=15 eV) 

 

                                                    

 
 

Figure 9. Structure et spectres CID du composé 8 (Waters Q-ToF API-US, ESI(-); CE=15 

eV et CE=45 eV) 

 

                                                       

 

Figure 10. Structure du composé 9 (Waters Q-ToF API-US, ESI(-); CE=15 eV) 

 

            

Figure 11. Structure du composé 10 (Waters Q-ToF API-US, ESI(-); CE=15 eV) 

Comp.8. Lutéoline 7-

O-néohespéréside 

Comp. 9. Lutéoline 6-C-

rhamnosyl-8-C-pentoside 

+  290 u Comp. 10. Dérivée lutéoline 

(non clairement identifié) 
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