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Résumé :

Ce travail s’inscrit dans le cadre de 1’évaluation des agrumes trouvées en Algérie et de la
connaissance de leurs propriétés thérapeutiques. Nous sommes intéressés a étudier deux

parties de 1’orange amer (Citrus aurantium) qui sont : les fruits et les feuilles.

Le présent travail est consacré d’une part, I’extraction des huiles essentielles, afin d’étudier
les activités biologiques dont I’activité antibactérienne et 1’activité antioxydante des huiles
essentielles de la plante médicinale citrus aurantium, et de I’autre part de mettre en évidence

ces activités.

Nous avons procédé I’extraction des huiles essentielles par la technique d’hydro-distillation
qui donnée un bon résultat de rendement (3.41%) pour les fruits et (0.70%) pour les feuilles
dans 100g de plante étudie. L’activité antibactérienne, a été dosée contre cinq bactéries :

Escherichia coli, Staphylococcus, Pseudomonas, Klebsiella, streptocogue.

Pseudomonas, Klebsiella pneumonia est le plus sensible de 19 mm et 18 mm de diamétre
d’inhibition pour les feuilles par contre la meilleure activité marquée par 1’extrait de fruit
contre Pseudomonas, staphylococcus de diamétre d’inhibition 12 mm et 10 mm. L'activité
antioxydante de I'huile essentielle a été évaluee en utilisant 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) les résultats donnent : ICso de 67.1147+0.353 pg/ml pour les fruits et ICso de
2.0589+0.029 pg/ml pour les feuilles.

Mots Clé :

Orange amer, Citrus aurantium, Huile essentielle, Activité antibactérienne, Activité

antioxydante, Hydro-distillation.
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Introduction générale

Introduction genérale

L’ Algérie détient une collection variétale composée de 256 variétés d'agrumes, ce qui
représente un patrimoine génétique inestimable. [1] Parmi ces agrumes se trouve l'orange

amere, qui possede de nombreuses propriétés et utilisations dans différents domaine.

Depuis des milliers d’années, I'oranger amer est utilis¢ comme un aliment et comme

une plante médicinale.

Le bigaradier est appartenant a la famille de Rutacées, vive dans des régions tropicales
d'Asie cet arbre cultivé dans toutes les zones tropicales et subtropicales. Le bigaradier
(Citrus aurantium) est I’une des espéces des agrumes qui sont considérés comme les fruits
les plus importants dans le monde ; ces fruits sont consommeés généralement crus ou sous
forme de jus. La consommation des agrumes est associée a la réduction de I’apparition de
plusieurs maladies. Les effets bénéfiques de ces fruits sont souvent attribués a la présence
des composés bioactifs (la vitamine C, les composés phénoliques,...) qui préviennent

I’oxydation des molécules biologiques, par inhibition des radicaux libres. [2]

En ce moment le monde recodte a la recherche des plantes naturelles a utiliser dans
divers domaines pour bénéficie de leurs bienfaits médicinaux. Nous avons constate, apres
les recherches et études menées sur l'orange amere, qu'elle présente de nombreux
avantages car elle a été utilisée dans de nombreux domaines tels que la médecine,
I'alimentation, la cosmétique, etc. Parce qu'il contient plus de vitamine C, de vitamine B,

de vitamine B que de glycosides flavoniques.

Cette étude est une tentative d’explorer le pouvoir des huiles essentielles des différentes
parties de I’orange ameére (feuilles, fruits), comme une source naturelle d’antioxydants.
Et d’estimer également leur activité antimicrobienne, vis-a-vis de certains germes

pathogenes tels qu’Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas, ...
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Introduction générale

Notre travail est réparti en deux parties chaque partie divisée en deux chapitres

% Le premier chapitre passe en revue en genéraliste sur les huiles essentielles et les

différentes techniques d’extraction ;
% Le deuxiéme chapitre explique la description botanique de l'espéce étudiée

(bigaradier) ;
% Le troisiéme chapitre s'articule & la méthode et matériel utilisée, tel que :

« L'extraction de I'huile essentielle d’espéce végétale étudiée I'oranger amer ;
» L’analyse physico-chimique ;

« L'analyse physico-chimiques et ’activité biologique (tests antibactériennes, test

anti-oxydantes par la méthode de DPPH) ;

R

% Le quatrieme chapitre présente les résultats et discussion (interprétation

scientifique de résultat) ;

Ce travail se terminera par une conclusion générale qui récapitule notre étude.
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Partie bibliographique Chapitre I : Huiles essentielles

Préambule :

L’huile essentielle converge sur le fait que les huiles essentielles, communément appelées

«essences», sont des produits de composition généralement assez complexe, renfermant les
principes odorants volatils contenus dans les végétaux. Elles different des huiles fixes « huile
d’olive,... » et des graisses végétales par leur caractéres volatil ainsi que leur composition

chimique. [3]

Ces essences végétales sont largement distribuée dans le régne végétal et n’existant que
chez les végétaux supérieurs. En effet, elles se trouvent en quantité appréciable chez environ
3000 espéces réparties en 60 familles botaniques comme par exemple chez les lamiacées
(lavande, basilic, menthe,...), les myrtacées (eucalyptus,...), les lauracées (cannelle et

sassafras),...et les apiacées (coriandre, cumin, fenouil, persil,...). [4]

Les huiles essentielles se trouvent dans tous les organes de la plante : racines, fruits,
grains, fleurs, feuilles, écorces, bois, etc..., elles se forment dans des cellules spécialisées, le
plus souvent regroupées en canaux ou en poches sécréteurs et elles sont ensuite transportées

dans les différentes parties de la plante, lors de la croissance de cette derniere.

Ces huiles sont des substances de consistance huileuse mais sans corps gras, plus ou

moins fluides, trés odorantes, volatiles, souvent colorées. [5]

I.Historique :

De tous temps, en tous lieux, notamment dans les pays tropicaux, les plantes aromatiques

ont joué des roles primordiaux.

D’abord utilisées a I’état brut, puis infusées, digérées, sous forme d’onguent, de parfum,
d’extraits alcooliques, elles ont toujours eu une place prépondérante dans la culture de

nombreux peuples a travers les ages, que ce soit sur le plan religieux, ou médical.

Iy a plus de 7000 ans en Inde, les « eaux aromatiques » étaient déja largement employées

dans le traitement des troubles de la santé. Le sous-continent indien est le berceau de bien des
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Partie bibliographique Chapitre I : Huiles essentielles

plantes aromatiques, dont le basilic, qui était sacré (Ocimum sanctum), et elles occupaient une

large place au cours des sacrifices religieux, autant que pour soigner le corps et ’esprit. [5]

Reconnues pour leur puissantes propriétés thérapeutique et utilisées depuis des millénaires
en Chine (cannelle, anis, gingembre), en Inde, au Moyen Orient (Khella, pin, fenouil...) en
Egypte, en Grece, en Amérique (Azteques, Mayas, Incas : bois de Ho, sassafras) et en Afrique

(encens, myrrhe, ravensare), les huiles essentielles tombent dans 1’oubli au Moyen Age.

A ce moment, ’Europe connait un retour a la barbarie avec un déclin général du savoir.
Il faudra attendre I’arrivée des Arabes pour assister a un nouvel essor de la médecine par les

plantes qui retrouvent alors une place de choix dans I’arsenal thérapeutique de I’époque. [3]

Les premieres traces d’utilisation des HE en tant que telles nous viennent d’Egypte, entre
3000 et 2000 ans avant JC [6].En effet, a cette péeriode il semble qu’une forme rudimentaire de

distillation soit employée pour extraire la substance des plantes aromatiques.

Vers 1700 avant JC, le papyrus Edwin Smith, attribué a Imhotep, indique des recettes se

rapprochant de I’aromathérapie moderne.[7]

Ce sont les Perses qui sont considéres comme les inventeurs de la distillation, technique
qui a été perfectionnée par les Arabes, qui I’employaient plutot a des fins de parfumerie que

thérapeutiques. [5]

1.1 . Définition des huiles essentielles :

Le terme « huile essentielle » est défini a la fois par I'Agence nationale de sécurité du
médicament (ANSM) pour les usages pharmaceutiques et cosmétiques et par 'AFNOR/ISO

pour les usages aromatiques et alimentaires. [8]

L’AFNOR (Association francaise de la normalisation) définit 1’huile essentielle
comme : produit obtenu a partir d’une matiere premicre végétale, soit par entrainement a la
vapeur d’eau soit par des procédés mécanique, I’huile est ensuite séparée de la phase aqueuse

par des procédés physique. [10],[9]

Selon la Commission de la Pharmacopée européenne (2008) définit 1’huile essentielle

comme : Produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une
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Partie bibliographique Chapitre I : Huiles essentielles

matiere premiere végétale botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit

par distillation séche, soit par un procédé mécanique approprié sans chauffage.

L’huile essentielle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procede
physique n’entrainant pas de changement significatif de sa composition. [8]

Les huiles essentielles HE aussi appelées huiles volatiles, sont des métabolites
secondaires produits par les plantes aromatiques pour combattre les infections et les parasites,
elles sont synthétisées en réponse a des conditions de stress. [11]

1.2. Propriétés des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont des composés volatiles, liquides a température ambiante,
limpides et rarement colorées, elles sont douées d’un pouvoir rotatoire puisqu’elles sont
formées principalement de composés asymétriques, elles sont peu miscibles a 1’eau. Elles sont
généralement assez solubles dans les solvants organiques (éther, alcools, hexane, pentane,...)
tres légerement dans I’eau. Elles sont dissolvant les graisses, 1’iode, le soufre, le phosphore et

réduisent certains sels. [13 -12]

Leur densité est en grande majorité inferieure a celle de 1’eau. Pour autant quelques HE
font exception cette régle. C’est le cas du sassafras, du girofle et de la cannelle. Elles sont
incolores ou faiblement colorées en jaune pale. Mais, il existe des colorées : cannelle (orange)
absinthe (vert) et camomille (bleu). [14-15]

Elles sont huileuses, mais non grasses et s’évaporent facilement. Chaque HE est unique
et se caractérise par une odeur, une couleur, une viscosité et des propriétés spécifiques. Elles
ont un indice de réfraction élevé et la plupart dévient la lumiére polarisée. On leur différentes

indices chimiques (indice d’acide, d’ester, de carbonyle,...). [16-15]

1.3. Localisation des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont produites par des cellules végétales spécialisées, étre stockées

dans tous les organes végétaux : [8]

> les feuilles : eucalyptus, citronnelle, laurier noble...
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Partie bibliographique Chapitre I : Huiles essentielles

» les fleurs : camomille, lavande...

> les zestes : citron, orange, bergamote...

» le bois : bois de rose, santal...

> l'écorce : cannelle...

> la racine : vétiver...

> les fruits : anis, badiane...

> les rhizomes : curcuma, gingembre...

» les graines : muscade...

Si tous les organes d’une méme espece renfermer une huile essentielle, la composition de

celle-ci peut varier selon sa localisation. [17]

La synthese et I’accumulation des HE sont généralement associées a la présence de
structures histologiquement spécialisées, souvent localisées sur ou a proximité de la surface

de la plante. On retrouve par exemple :

= les cellules a huiles essentielles : chez les Lauracées et les Zingiberacées ;
= les poils secréteurs : chez les Lamiacées ;
= |les poches sécrétrices : chez les Myrtacées et les Rutacées ;

= |les canaux sécréteurs : chez les Apiacees et les Astéracees. [8]

Ainsi, dans le cas de 'oranger amer, le principe frais du fruit (Zeste) fournit 1’huile
essentielle d’orange amer ; la fleur fournit 1’essence de néroli et I’hydrodistillation de la feuille
des ramilles et des petits fruits conduit a I’essence de petit grain bigaradier la composition de

ces trois huiles essentielles est différente. [17]

I.4. Répartition et la fonction des huiles essentielles dans la plante : [14,18]

L'existence des HE dans les végétaux méme si leur fonction n’est pas toujours
précisément connue, répondrait aux besoins d'une protection spécifique des especes en fonction

de leur environnement.
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Partie bibliographique Chapitre I : Huiles essentielles

e Les plantes étant immobiles, elles auraient développé les HE pour constituer une défense
chimique contre les micro-organismes. Elles repoussent les parasites et protegent la plante de
certaines maladies grace a leurs propriétés antifongiques, antivirales, antibactériennes ou
insectifuges ;

e Elles se défendent également contre les autres plantes. Par exemple, Erica cinerea, la
bruyere cendrée diffuse des substances télétoxiques afin d’éviter la pousse d’autres végétaux a
proximité. (Une lande de bruyere ne comporte aucune autre végétation).

e Elles attirent au contraire les insectes pollinisateurs (fleurs parfumées, fécondées par
certains insectes butineurs) et permettent ainsi a la plante d'assurer sa reproduction ;

e Elles aideraient a guérir blessures et attaques diverses auxquelles sont soumissent les
plantes ;

e Elles remplissent une action de protection contre les brdlures solaires ;

e Elles pourraient permettre aux plantes de communiquer entre elles. Par exemple, une
plante attaquée par un herbivore pourrait envoyer des signaux d’alerte (substances volatiles
comme hexénal ou I’ociméne) aux autres plantes du secteur, pour quelles déclenchent des
mécanismes de défense ;

eElles représentent une réserve d'énergie mobilisable (ex. : en cas de conditions
climatiques défavorables).

1.5. Composition chimique :

La composition chimique des essences est complexe et peut varier selon 1’organe, les

facteurs climatiques, la nature du sol, les pratiques culturales et le mode d’extraction. [12]

Selon Bruneton, les huiles essentielles sont des mélanges complexes et variables, des
constituants qui appartiennent de facon quasi-exclusive a deux groupes caractérisés par des

origines biogénétiques distinctes : [17,19]

» Composés terpéniques ;
» Composés aromatiques ;

» Les composés d’origine diverses.
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1.5.1. Les Terpénoides : (CsHs)n

Les terpénes sont constitués d’un mélange d’hydrocarbures et de composés oxygénés
dérivés de ces hydrocarbures. Dans certaines huiles essentielles, les hydrocarbures prédominent
(ex : I’essence de Térébenthine) dans d’autres, la majeure partie de I’essence est constituée de

composés oxygénés. Il est a noter que 1’odeur et le gout des huiles essentielles sont donnés par

ces composés oxygénés. Parmi ces composés oxygénés, on note d’alcools (géraniol, linalol),
d’esters (acétate de linalyle), d’aldéhydes (menthone, camphre, thuyone), les cétones, les éthers,

les phénols et les peroxydes. [20-21]
Les huiles essentielles sont constituées des terpenes les plus volatils : [19]

e Monoterpenes a C10 : ils peuvent étre acycliques, monocycliques ou bicycliques. Ils
constituent + 90% des HE, Plusieurs variations structurales existent telle que : alcools,
aldéhydes, cétones, phénols...

e Sesquiterpenes a C15 : Les plus répondus sont les carbures, les alcools et les cétones.

1.5.2. Composes aromatiques :

Ils sont beaucoup moins fréquents que les terpénoides, ils sont classés selon la nature des

fonctions qu’ils portent (acides, aldehydes, phénols...).

La plus part des constituants sont d’origine terpénique ; seul un petit nombre HE sont

constituées majoritairement de composés aromatiques (HE de cannelle et de girofle).

Parmi les constituants trés nombreux des huiles essentielles I'un domine généralement :

HE de badiane et d’anis renferment 95% d’anéthol. [19]
1.5.3. Les composés d’origine diverses : [23-22]

Selon le mode de récupération utilisé, les huiles essentielles peuvent renfermer divers
composés aliphatiques, généralement de faible masse moléculaire entrainable lors de I’hydro-

distillation, on peut citer :

e Les carbures linéaires et ramifiés, saturés ou non ;
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eLes acides de C3 a C10 : ce sont les composés les plus anti-inflammatoires du régne
végétales ; ils sont hypothermisants, hypotenseurs ;

e Les alcools ;

e Les aldéhydes ;

e Les esters acycliques ;

e Les lactones : elles agissent avec effet hypo-termisants, et ont une action fongicide plus
puissante que celle des cétones ;

Dans les concretes, il n’est pas rare de trouver des produits de masse moléculaire plus

importante, non entrainables a la vapeur d’eau, tels que :

e Les homologues des phényles propanes ;
e Les diterpénes ;
e Les coumarines : neuro-sédatives, anticoagulantes.

1.6. Technique d’extraction des huiles essentielles :

Le choix d’une technique d’extraction doit étre adapté aux composes specifiquement
recherchés ; en principe cela ne dépend pas du type d’organe utilisé : feuille, fleur, bois, graine
ou fruit, racine ou rhizoeme, a I’état frais ou a I'état sec, car ils peuvent étre traités par différents
mode d’extraction tels que distillation, expression, enfleurage ou incision ou plus récentes :

extraction sous irradiation micro-ondes ou par ultra-sons.

La méthode dépend du type de produit souhaité, ou de la nature chimique des molécules

recherchées.

La distillation reste la méthode la plus prisée du fait qu’elle est facile a mettre en ceuvre.

La figure 1regroupe les différentes voies d’extraction des huiles essentielles. [24]
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Entrainement a la vapeur

Expression Hydrodistillation

Enfleurage <« | Huiles essentielles ] —— Solvants organiques

Incison/ / \ \ COsupercritique

Ultra-sons Micro-ondes

Figure 1.1 : Modes d’extraction des huiles essentielles. [4]

1.6.1.Hydrodistillation :

L’extraction des huiles essenticlle par hydrodistillation est réaliser par un appareil de type
Clevenger. Il comprend un ballon de capacité de deux litres contenant de I’eau bouillonnante
en contact direct avec la matiére végétale. Ce ballon est connecté a un réfrigérant qui sert a
condenser la vapeur d’eau contenant I’huile essentielle extraite, le distillat est recupéré dans un

ballon ou un bécher. [25]
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Hydrodistillation ou distillation simple

Figure 1.2 : L'hydrodistillation
1 : Chauffe-ballon, 2 : Eau bouillante, 3 : Thermometre, 4 : Réfrigérant a eau
5 : Arrivée d'eau froide et Sortie d'eau tiedie

6 : Essencier, 7 : Végétal, 8 : Huile Essentielle. [5]

1.6.2.La distillation a la vapeur saturée :

Distillation a la vapeur saturée : «vapo-hydrodistillation» : ¢’est le procédé le mieux

adapté a ’extraction des essences, surtout si elles sont destinées a des fins thérapeutiques. [26]

Dans cette variante, la matiere végétale n'est pas en contact avec I'eau. La vapeur d'eau
est injectée au travers de la masse végétale disposée sur des plaques perforées. La distillation a
vapeur saturée est la méthode la plus utilisée a I'heure actuelle dans 'industrie pour I'obtention
des huiles essentielles a partir de plantes aromatiques ou médicinales. En général, elle est
pratiquée a la pression atmospheérique ou a son voisinage et a 100°C, température d'ébullition

d'eau. Son avantage est que les altérations de I'huile essentielle recueillie sont minimisées. [27]
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1.6.3.Extraction par les solvants organiques :

C’est un procédé industriel et plus complexe que le précédent. Il permet une extraction
sélective des huiles essentielles. Le produit final sera moins raffiné (extraction a contacte

simple) et contiendra parfois des traces de solvant. [15]
La technique d'extraction par solvant organique, consiste a placer dans un extracteur

Un solvant volatil et la matiere végétale a traiter. Grace a des lavages successifs, le solvant
va se charger en molécules aromatiques, avant d'étre envoyé au concentrateur pour y étre distillé
a pression atmosphérique. Les solvants les plus utilisés sont I'nexane, le cyclohexane, I'éthanol,
le méthanol, le dichlorométhane et I'acétone. Le solvant choisi, en plus d'étre autorisé devra
posséder une certaine stabilité face a la lumiere, la chaleur ou l'oxygene, sa température
d'ébullition sera de préférence basse afin de faciliter son élimination, et il ne devra pas reagir

chimiquement avec I'extrait. L'extraction est réalisée avec un appareil de Soxhlet. [28]

1.6.4.Extraction au gaz CO> supercritique :

La technique est fondée sur la solubilité des constituants dans le dioxyde de carbone a
I'état supercritique. Grace a cette propriéte, le dioxyde de carbone permet I'extraction dans le
domaine liquide (supercritique) et la séparation dans le domaine gazeux. Le dioxyde de carbone
est liquefié par refroidissement et comprimé a la pression d'extraction choisie. 1l est ensuite
injecté dans I'extracteur contenant le matériel végétal, puis le liquide se détend pour se convertir
a 'état gazeux pour étre conduit vers un séparateur ou il sera séparé en extrait et en solvant.
[29]

A 1état supercritique (plus de 74 bar et de 31°C) le CO2 posséde des propriétés trés
particuliéres : une grande diffusivité, comme celle d’un gaz, et une densité élevée, permettant

une capacité d’extraction et de transport importante. [30]

1.6.5.Distillation assistée par micro-ondes ou ultrasons :

Ces techniques récentes offrent plusieurs avantages significatifs par rapport aux

techniques classiques. En effet, elles nécessitent un volume moindre de solvant et un temps de
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chauffage réduit ce qui évite la perte et la dégradation des composés volatils et thermosensibles.
Ainsi, elles conduisent a des rendements plus éleves. [4]

1.6.6.L’extraction sans solvant assisté par micro-onde :

L’extraction sans solvant assistée par micro-ondes consiste a placer le matériel végétal
dans un réacteur micro-ondes sans ajout de solvant organique ou d’eau. Le chauffage de 1’ecau
contenue dans la plante permet la séparation des glandes renfermant I’huile essentielle. Cette
¢tape libere I'huile essentielle qui est ensuite entrainée par la vapeur d’eau produite par la
matiere végétale. Un systéme de refroidissement a I’extérieur du four micro-ondes permet la
condensation du distillat, composé d’huile essentielle et d’eau, par la suite facilement séparable

par simple décantation. [31]

1.6.7.Extraction par ultrasons :

Le matériel végétal mis n contact avec le solvant (eau ou solvant organique) est immergé

dans un bain a sonication maintenu a une agitation constante. [32]

1.6.8.Extraction par incision :

Ce procéde est utilisé trés rarement.il suffit de fendre I’écorce des arbres pour en recueillir

le suc comme par exemple le coutchouc de I’arbre hévéa. [33]

1.6.9.Extraction par enfleurage :

L’enfleurage est une technique assez difficile. Elle date de I’antiquité égyptienne et est
basée sur la forte affinité des molécules odorantes pour les graisses. Elle est réservée
principalement aux organes fragiles que sont les fleurs (violette, tubéreuse, jasmin...). Celles-
ci sont étalées délicatement sur des plaques de verre enduites de graisse qui va absorber les
substances volatiles. Ces graisses sont ensuite épuisées a 1’alcool. Ce procédé a tendance a

disparaitre car il nécessite beaucoup de main-d’ceuvre. [34]
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1.6.10.Extraction par expression :

L'extraction par expression est souvent utilisée pour extraire les huiles essentielles des
agrumes comme l'orange, le citron, la mandarine, etc. Son principe consiste a briser
mécaniquement les poches a essences. L'huile essentielle est séparée par centrifugation ou
décantation. D'autres machines rompent les poches par dépression et recueillent
immédiatement I'huile essentielle, ce qui évite les dégradations liées a I'action de I'eau. [35]

1.7. Activité biologique des huiles essentielles :

1.7.1. Activité antioxydante :

Les antioxydants sont des substances capables de protéger I’organisme contre les effets

du stress oxydatif. [36]

On distingue trois types d’antioxydants : les antioxydants enzymatiques, les enzymes de
réparation, et les antioxydants non enzymatiques. Les substances naturelles dont les huiles

essentielles sont classées entant qu’antioxydants non enzymatiques.

L’activité antioxydante peut €tre primaire ou préventive (indirecte), cette dernicre est

capable de retarder I’oxydation par des mécanismes indirects tels que la réduction d’oxygene.

[37]

Par contre, les antioxydants a action directe sont capables de donner des électrons a
I’oxygeéne radicalaire afin qu’ils puissent le piéger, empéchant ainsi la destruction des structures

biologiques. Ils peuvent agir comme agents réducteurs. [38]

Quelques travaux ont rapporté que certaines huiles essentielles sont plus efficaces que les

antioxydants synthétiques. [39]

1.7.1.1. Les radicaux libres :

Un radical libre est une espece chimique, atome ou molécule, contenant un électron non

apparié. Extrémement instable, donc tres réactifs et, par conséquent, leur durée de vie est
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généralement trés courte, de I'ordre de 10-4 secondes, ce composé peut réagir avec les

molécules les plus stables pour apparier son électron. [40-41]

L’oxygene (O2) est une molécule biradicalaire formée de deux atomes présentant sur leurs
orbitaux externes deux electrons non appariés. 1l est donc susceptible de capter facilement 1
puis 2 électrons pour étre partiellement réduit en anion superoxyde (O2°-), puis en peroxyde
d’hydrogéne (Hz O). Il est ainsi a ’origine de la formation d’espéces réactives oxygénées. [42-
43]

Cette appellation « dérivés réactifs de ’oxygeéne » n’est pas restrictive, elle inclut les
especes réactives de I'oxygene (ERO), proprement dit, mais aussi certains dérivés non
radicalaires dont la toxicité est importante tel que le (H2 O), et les espéces réactives de ’azote
(ERN) a savoir le peroxynitrite (ONOO-). [44-45]

1.7.2. Activité antibactérienne :

C’est I’activité la mieux étudiée par les scientifiques, méme s’il est difficile de comparer
les résultats publiés du fait de la grande variabilité des HE (Les chémotypes) et de ’absence de

protocole de normalisation pour I’évaluation in vitro de leur pouvoir bactéricide.

Pour évaluer le pouvoir anti-infectieux d’une HE, on procede a un aromatogramme. Cet

examen a été créé en 1971 par le Docteur Girault en reprennent le principe de I’antibiogramme.
C’est un moyen de mesurer in vitro le pouvoir antibactérien des HE. [8]

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles est principalement fonction de leur

composition chimique, en particulier de leurs composés volatils majeurs.

1.7.3. Activité antifongique :

Les infections fongiques sont trés fréquentes dans notre société. Cette extension est
largement favorisée par la prescription de maniére abusive des antibiotiques, issus en premier
lieu de champignons microscopiques. Les groupes de molécules aromatiques citées comme

antibactériens sont également actifs sur les champignons. [8]

Page 15






Partie bibliographique Chapitre 11 : Etude botanique de 1’espéce végétale

Préambule :

L’orange amer, citrus aurantium, cette plante n’est pas utilisée couramment dans

I’alimentation et de ce fait moins bien connu. Cependant, il se retrouve dans d’autres

domaines tels que I’industrie pharmaceutique. [46]

Le bigaradier (Citrus aurantium) est 1’une des espéces des agrumes qui sont considérés
comme les fruits les plus importants dans le monde, ces fruits sont consommeés généralement crus
ou sous forme de jus. La consommation des agrumes est associée a la réduction de I’apparition de
plusieurs maladies. Les effets bénéfiques de ces fruits sont souvent attribués a la présence des

composés bioactifs (la vitamine C, les composés phénoliques, les caroténoides...) qui préviennent

I’oxydation des molécules biologiques, par inhibition des radicaux libres. [47]

11.1. Généralité sur le bigaradier :

Citrus aurantium (le bigaradier, I’orange amére ou I’orange de Séville) est I’'un des
agrumes appartenant a la famille Rutacée, est connue pour son go(t extrémement amer et aigre
[48] .Elle se distingue des oranges douces par leurs fruits a peau plus épaissit plus rugueuse et a
pulpe acide et amer [49]. En raison de leur go(t aigre et amer, les oranges ameéres ne sont pas
employées comme fruits comestibles, elles sont plutdt utilisées pour la fabrication de jus et des

marmelades (confitures d’orange). [50]

Page 16



Partie bibliographique Chapitre 11 : Etude botanique de 1’espéce végétale

Figure 11.3 : Photo du bigaradier (orange amere). [51]

11.2. Description botanique :

11.2.1. Présentation de la famille des Rutacées :

Appartenant a ’ordre des sapindales, la famille des Rutaceae compte environ 900 especes
réparties en 150 genres. Les especes sont distribuées et répandues sur presque tous les continents
excepté I’ Antarctique [52].Selon Guillaumin (1948), les Rutaceaes sont des arbres ou arbustes.
Les feuilles sont généralement opposées, sans stipule. Les fleurs sont hermaphrodites et les fruits
sont des capsules formant une drupe ou une baie. Selon Scora (1988), le nord de I’Inde, les régions
proches de la Birmanie et de la Chine, auraient abrité 1’existence et ’apparition de Citrus limon,
Citrus aurantium et Citrus sinensis. Le Vietnam, le sud de la Chine et le japon seraient la zone de
diversification de Citrus reticulata. [53] La diffusion des Rutaceae en particulier les Agrumes a
travers le monde s’est fait trés lentement. Le bigaradier, le citronnier et I'oranger ont été

introduites.

Page 17



Partie bibliographique Chapitre 11 : Etude botanique de 1’espéce végétale

Dans le bassin méditerranéen vers la moitié du Xlle siécle, et le mandarinier au X1Xe siecle.
Leur introduction en Afrique a été faite par les arabes et hindous vers le XIVe siecle. [54]

11.2.2. L’orange amer (Citrus aurantium) :

Le bigaradier est un arbrisseau épineux trés décoratif
de 4 a 5 m de hauteur, qui produit I’orange amere. 11 est
largement implante. Région méditerranéenne. Son
tronc est ramifié et ses feuilles sont vertes brillantes.
Ses fleurs blanches sont pourprées et odorantes .le fruit,

plus petit que I’orange, est ovoide et jaune foncé. [55]

Figure 11.4 : T’orange amer.
a) Le fruit : [57-60] [56]

Le fruit de I’orange amer est une baie globuleuse cloisonnée a peau chagrinée appelée
hespeéride ou agrume. Elle peut également prendre le nom de bigaradier.
Cette baie est rouge orangé a maturité, 7 a 8 cm de diametre, fort aromatique de saveur
amere et acide, ce qui la rend impropre a la consommation.
Le fruit est formé de trois parties constituant le péricarpe :
e Epicarpe = épiderme externe
Il est coriace et comporte de nombreuses poches sécrétrices schizolysigénes contenant

I’huile essentielle.

Ces proches sont bien visibles a I’ceil nu, colorées en jaune par des caroténoides. D une
taille variant de 0.4 a 0.6 mm, elles sont réparties de maniére irréguliére.

e Mésocarpe = tissu médian
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Il forme une couche spongieuse, blanche, mucilagineuse.

Il renferme de grandes schizolysigenes a essence. |l est constitué de cellules parenchymateuses
polyédriques dans lesquelles sont présents des cristaux d’oxalate de calcium.
e Endorcarpe = épiderme interne.
Il est formé par les carpelles (quartiers du fruit). 1l constitue la pulpe du fruit par émission,

lorsque le fruit est encore jeune, de poils intra carpellaires renflés, charnus, vésiculeux .

3 Cuticule
%“ Flavedo (épicarpe)
: 2534 \¥—— Albedo (mésocarpe)
- T Sac a jus

O<7 Glandes a huile

Placenta (Columelle septa)

Pépin

Carpelle (Segment)
Membrane Carpellaire

Figure 1.5 : Coupe transversale d’une orange. [61]

b) La feuille : [57,58,60]
La feuille du bigaradier est vert brillant, coriace, persistante, simple, a disposition alterne (une
feuille par nceud).
Elle est constituée, d’'une maniere générale d’un limbe (de limbus = coin, rebord) et d’un
pétiole (de petiolus = petit pied).
%+ Ces cellules néoformées vont alors se disjoindre et délimiter un méat qui va recevoir les

sécréetions aromatiques des cellules qui le bordent. Les cellules du bord externe de la proche vont
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se diviser activement tandis que les cellules les plus internes vont se rompre, libérant leur contenu
dans le méat. La cavité va donc augmenter de volume et s’enrichir en sécrétion. Ainsi se forme
une poche de type schizolysigéne (du grec schizein = fendre).

% Le pétiole permet I’articulation du limbe a sa base sur la tige. I1 mesure 10 a 12 mm de
long pour une largeur de 6 a 7 mm due a sa forme ailée-cordiforme (en forme de cceur).

La présence d’un appareil sécréteur rend la feuille fortement odorante aprés froissement.
Elle est de saveur aromatique et amere.

Figure 11.6 : la feuille du bigaradier. [57-58,60]

Tableau I1.1 : Description de citrus aurantium. [62]

Espéce Citrus aurantium
Non commun Bigaradier (orange amere)
Taille de I’arbre 5a10m

Couleur de fruit Rouge, orange

Forme de fruit Taille moyenne a peau

rugueuse, rond ou ovale

La pulpe Acide et amere
Epines

A court épines
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Feuilles Bien vertes, pointues,

fortement ailées

Fleurs Blanches et tres parfumeées

11.3. Morphologie :
Les agrumes présentent la méme structure anatomique qui comprend trois parties :
11.3.1. Epicarpe ou flavédo :

Est la partie la plus externe de I’écorce, colorée en jaune orangé ou en rouge. Elle comprend

de nombreuses poches sécrétrices d’huile essentielles. [63]
11.3.2. Mésocarpe ou albédo :

Est la couche intérieure blanche et spongieuse et riche en pectines [64]. La
combinaison flavédo et albédo est appelée péricarpe, communément connu sous le nom d’écorce

ou peau. [65]
11.3.3. Endocarpe ou pulpe :

C’est la partie comestible du fruit, il est composé de segments, recouverts par une
membrane mince, distribués autour d’un axe central ayant la méme composition quel albédo. Les
segments sont composés de veésicules de jus recouvertes par les membranes plus fines et
contiennent les cellules de jus. Pendant que le fruit murit, le jus s’accumule dans les vacuoles et

occupe la majeure partie du volume des cellules mures. [66]
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11.4. Classification botanique :

Tableau 11.2 : Position systematique du bigaradier.

D’aprés la position systématique du bigaradier est comme suite : [66-67]

Régne Végétal
Division Embroyophyta
Sous-division Angiospermes
Classe Dicotyledoneae
Sous-classe Archychalmydeae
Ordre Géraniale
Sous-ordre Géraniineae
Famille Rutaceae
Sous-famille Aurantiodeae
Tribus Citreae
Sous-tribus Citrinae
Genre Citrus
Espéce Citrus aurantium

11.5. Distribution géographique :

Chapitre 11 : Etude botanique de 1’espéce végétale

C’est le plus résistant des citrus.il sert donc de porte greffe a tous les autres. Les principes

pays producteurs sont :

= [talie (en Calabre dans la province de reggio) ;

= Sicile (provinces de Palerme, Messine, Syracuse) ;

= Espagne (plus particulierement en Andalousie) ;

= Afrique du Nord (le Maroc, la Tunisie, la cote d’ivoire) ;

= Proche orient (en Israél, au Liban) ;
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= La Californie aux Etats-Unis ;

= Brésil ;

= Les grandes Antilles (la Jamaique, porte Rico et Haiti) ;
= Paraguay. [68,69]

En France, le bigaradier est cultivé en grand sur le littoral méditerranéen, aux environs de
cannes (Vallauris, le Cannet, golfe juan), jusqu’a 350-400 metres d’altitude au pied des contreforts
alpins (Vence, Saint-Paul de Vence, cagnes); dans les régions de Hyeres, Toulon et Ollioules; sur

le littoral corse, dans la région du Roussillon (de perpignan jusqu’a port vendres). [68]

Les principaux pays exportateurs sont : ’Espagne, le Portugal, I’Israél, la Grece(Créte)
I’ouest de I’inde. [70] Il se reproduit toujours par semis. [69]

Ainsi, I’oranger amer se cultive en terrasses dans un climat tempéré aux températures
douces I’hiver (minimum de -3°C) et chaudes 1’été. En effet, il demande un apport relativement
faible en eau (2 a 3 arrosages par mois) car son principal facteur de croissance est le soleil. Malgré
les conditions de température et d’ensoleillement, le bigaradier n’exige pas un sol particulier,

seulement qu’il ne soit pas trop siliceux. [71]
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principaux pays producteur 1’oranger amer

» principaux pays producteur ’oranger doux

Figure 11.7 : Réparation géographique de I’oranger amer et I’oranger doux.[72]

11.6. Les domaines d’utilisations de I’orange amer :

11.6.1.Le domaine pharmaceutique :

L’oranger amer est inscrit sur la liste des 147 plantes pouvant bénéfice d’une autorisation de
mise sur le marché (allégée) pour les médicaments a base des plantes (avis aux fabricants
n°90/22bis de 1990) .[57] Il fait partie des 34 plantes médicinales qui peuvent étre vendues

librement ailleurs qu’en pharmacie.

L’utilisation de I’oranger amer dans le domaine pharmaceutique se situe a plusieurs niveaux :
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v" Dans certaines préparations officinales (gérée employées de nos jours) en usages
traditionnel,

v' En allopathie avec la fabrication de spécialité pharmaceutique,

v' En usage traditionnel également mais dans le domaine de la phytothérapie,

v Enfin en aromathérapie, discipline a part ou, pour certains, faisant partie de la
phytothérapie.

11.6.2.Les domaines de la parfumerie et de la cosmétique :

Dans ces domaines, il s’agit principalement des trois HE du bigaradier et de I’eau de fleur
d’oranger. Les HE sont surtout utilisés pour les propriétés olfactives qu’elles conferent aux
parfums et pour leur pouvoir de fixation des molécules odoriférantes.

Notes hespéride, fraiche, senteurs florale, citronnée, aromes suave, sucreé, apre, léger : la
variété des odeurs offre ainsi un vaste choix aux parfumeurs. [73]

11.6.3.Le domaine agro-alimentaire :
a) Utilisation en confiserie-patisserie :

L’orange amere peut étre utilisée a différents stades de maturité :
v’ L’oranger amére mure est utilisée pour confectionner la célébre confiture d’oranger amére
trés prisée au Royaume-Uni ou elle porte le nom de marmelade. D’ailleurs, au XIX®™ siécle les
Ecossais importaient la moiti¢ de la production des oranges améres de la cote d’Azur pour la

fabrication de leur confiture. [74]

b) Utilisation comme aromatisant :

v L’écorce d’orange amére est utilisée comme aromatisant dans les patisseries sous forme
de zestes murs, séchés, moulus dans divers desserts (gateaux, cremes, beignets, crépes). [75]

v" L’ecau distillée de fleur d’oranger est aussi utilisée pour aromatiser les desserts. [75]
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v’ Les HE extraites du bigaradier sont rarement utilisée dans le domaine alimentaire en
raison d’un prix de revient élevé. Cependant, I’HE de néroli sert a la fabrication de 2 aromes
artificiels :

-aromes artificiel de fraise 10% d’HE de néroli.

-aromes artificiel de miel 5% d’HE de néroli. [73] [76]

I1.7. Les propriétés biologiques de I’orange amer :

a) Activité veinotonique — vasculoprotectrice :

Cette action est due aux flavonoides présents dans les 3 orangers principaux de I’oranger
amer : fleurs, feuilles, et surtout péricarpes des fruits. Ces flavonoides, appelés dans ce cas citro
flavonoides sont principalement, comme nous I’avons déja vu, des hétérosides de flavanones :

= Néohespéridine ;
= Naringine ;

= Hespéridine ;

= Eriocitrine ;

= Néoériocitrine.

Mais ces sont également des hétérosides de flavonols (rutine), des hétérosides de flavone
(néodiosmine) et des composée flavonoidiques polyméthoxylés (sinensétine, nobilétine,
tangérétine).

Ces molécules sont capables de diminue la perméabilité des capillaires et de renforcer leur
résistance. Cette notion d’effet vasculoprotecteur est li€e historiquement a 1’observation que
certaines manifestations de scorbut guéries par 1’administration de citron ne la sont pas par
I’administration de la seule vitamine C. I’hypothése a donc été émise que 1’acide ascorbique devait
étre associé a un facteur C2 ou P (facteur vitaminique P) pour pouvoir agir. Ce facteur P a été dans
un premier temps identifié aux flavonoides.

Méme si la FDA (Food and Drug Administration) ne reconnait aucune activité a ces

flavonoides, et si peu d’importance est accordée a leur valeur thérapeutique il est néanmoins

Page 26



Partie bibliographique Chapitre 11 : Etude botanique de 1’espéce végétale

important de signaler cette action veinotonique- vasculoprotectrice chez 1’oranger amer de par la

présence importante de flavonoides dans cette espéce végétale. [77]
b) Activité antimicrobienne :

Dés la naissance, 'hnomme se trouve en contact avec des micro-organismes qui vont
progressivement coloniser son revétement cutanéo-muqueux. Pour résister a ces microorganismes,
de nombreux moyens sont mis en jeu. On peut, schématiquement, en distinguer 3 groupes sont :
les barriéres anatomiques, les mécanismes de résistance naturelle (ou innés) et I’immunité acquise.
[78]

Le traitement des infections bactériennes se base principalement sur 1’usage des
antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut entrainer
la sélection de souches multi résistantes d’ou I’'importance d’orienter les recherches vers la
découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux médicaments

a base de plantes. [79]

Les poly phénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur toxicité
vis-a-vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lie a l'inhibition des enzymes
hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour inactiver les

adhesines microbiennes, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire. [80]

Cette activité s’exerce au niveau des fruits de I’oranger amer par I’intermédiaire de I’huile

essentielle d’oranger amer que I’on trouve en grande quantité dans la flavedo des fruits. [80]
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I11.1. L’objectif :

Ce travail se reposer sur le protocole expérimentale suivant :

L’extraction de I’huile essenticlle d’espéce végétale étudiée- Analyses effectuées sur ’extrait :-

Analyses physico-chimiques
Tests antibactériens :

e Etude de I’activité antibactérienne vis-a-vis de quelques souches bactriennes ;
e Détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI ;

e Tests antioxydants ;

e Tests antifongiques :- Etude de I’activité antifongique ;

e Détermination de la CMI.
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L’orange amer

Extraction des huiles
essentielles

Activités Analyses

biologiques

Analyse physicochimique
Activité antibactérienne

I— Densité
Diffusion sur milieu gélose
I pH
Activités antioxydant
Rendement
Bl L’indice de

réfraction
Indice d’acide

Figure 111.8 : Organigramme général de la partie expérimental.
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I11.2. Matériel :

111.2.1. Matiere végétale :

Le matériel végétal est ’orange amer, c’est un grand arbre atteignent de 3 a 5 metres de haut,
sont fruits faites un diamétre de 7cm, et leur écorce dure et une pulpe trés acides. Pour les feuilles

sont toujours verte et brillant.

Figure 111.9 : les feuilles et les zestes d'orange amer

L’orange amer récolté dans la période de la fin de décembre et le début de janvier dans la
région de Ghardara (le Nord du Sahara algérien) d’un jardin d’hopital TERICHINE Mustapha.
Ensuite le matériel végeétal (les fruits et les feuilles) sont coupées en petits morceaux avec un

couteau apres ont les utilisés dans notre travail.

111.2.2. Materiel biologique :

L’activité antibactérienne de 1’huile essentielle d’orange amer est évaluée sur 5 souches

sauvages bactériennes de référence : Escherichia coli, Staphylococcus, Pseudomonas, Klebsiella,
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streptocoque, proviennent du laboratoire des analyses médicinales d’hopital TERICHINE
Mustapha (Ghardaia).

111.3. Extraction de I’huile essentielle :

Nous avons utilisé la technique d’hydrodistillation pour I’extraction d’huile essentielle des
fruits et des feuilles.

111.3.1. Matériels et les produits :

» Cette opération est effectuée par le montage d’hydrodistillation ;
» Les feuilles et les fruits d’orange amer ;
» L’eau distillée ;

» L’éthanol pour rincer le montage.

111.3.2. Protocole d’expérience :

L’extraction d’huile essentielle d’orange amer est réalisée par I’hydrodistillation. Un
mélange 100g de pulpe d’orange amer et 1600 mL d’eau distillé (pour calculé le rendement) sont

chauffés jusqu’a ébullition dans un chauffe ballon. On garder la température a 97°C-98°C.

Le mélange introduit dans un ballon de 2000 ml, relie a un réfrigérant a I’aide d’un coude,

une pompe fait circuler une eau froide pour permettre la condensation des vapeurs.

Les vapeurs chargées d’huile essentielle passent a travers le tube vertical puis dans le
serpentin de refroidissement ou aura lieu la condensation. Les gouttelettes se condensent et
chutent dans un puis le distillat obtenue était versé dans une ampoule a décanter et a chaque fois,

que cette derniere remplis on élimine de I’hydrolat. L’huile essentielles a faible densité que 1’eau
et rester sur la surface de cette dernier.
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Figure 111.10 : ’opération d’hydrodistillation.

Ensuite, en fait la décantation de mélange précédent a séparé en deux phases non miscibles.
Une phase aqueuse, en général plus dense, se situe dans la partie inférieure et une phase organique,
de densité plus faible et contenant I’HE situé au-dessus. On récupérer I’huile essenticlle dans des
flacons en verre bien fermé, et conservé dans place opaque a température de 4 a 5°C, pour éviter
la dégradation d’huile essentielle. L’opération d’extraction dure deux heures a partir du début
d’ébullition, en fait la méme opération d’extraction pour les feuilles fraiches (100g de feuilles avec
1L d’eau).

Apreés nous avons introduit100g de fruit ou feuille dans le ballon avec 1600ml d’eau distillée

les autre étapes sont les mémes.
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I11.4-Caractériation des huiles essentielles :

111.4.1-Analyse physico chimique :

111.4.1.1-le rendement :

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de I’huile extraite et le poids
de la plante utilisée (orange amer).Le rendement est exprimé en pourcentage est calculé par la

formule suivante :
Rendement (%) = poids de I’huile essentielle /poids de la plante x 100
R% = P1/P2* 100 Ou R%
Avec :
R% : rendement de I’huile en pourcentage ;
P1 : poids de I'huile en g ;

P2 : poids de plante en g.

111.4.1.2. Indice de réfraction :

L’indice de réfraction d’une substance est une de ses constantes physiques susceptible de la

caractériser au mé€me titre que sa densité ou son point de fusion ou d’¢bullition.

111.4.1.3. Matériels et les produits :

» L’appareil de réfractométre ;

» Micro-seringue ;
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> Les huiles essentielles (de feuille et fruits).

Figure I11.11 : un réfractométre.

Les indices de réfraction sont mesurés a I’aide d’un réfractométre [1] a la température

ambiante puis ramenés a 20°C par la formule :
Avec :

N2o: indice a 20°C ;

Nt : indice & la température ambiante ou de mesure ;
T : température ambiante ou de mesure.

Les produits étalons de qualité pour réfractométrie servent a ajuster le réfractométre sont les

suivantes (les indices de réfraction a 20°C sont donnés dans la parenthése) :

ecau distillée (1.333) ;

e p-cymenz (1.4906) ;

e benzoate de benzeyle (1.5685) ;
e bromo-1 naphtaléne (1.6585).
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111.4.1.3. L’indice d’acide :

111.4.1.3.1. Définition :

Il donne une évaluation sur la quantité d’acides gras libres. Ces acides sont responsables
d’une plus grande facilité¢ au rancissement.

On appelle indice d’acide d’une huile, le nombre de milligrammes d’hydroxyde de
potassium alcoolique nécessaire pour neutraliser les acides gras libres contenus dans un (1)
gramme (g) de matiere grasse.
111.4.1.3.2. Principe :

Les matiéres grasses s'altérent par vieillissement en donnant naissance par hydrolyse des
acides gras libres. Cette acidité peut &tre mesurée par alcalimétrie en milieu éthéro-alcoolique, a
I'aide de I'nydroxyde de potassium alcoolique titrée.

111.4.1.3.3. Matériels et les produits :

» Montage de titrage ;

» Micro-seringue ;

» Erlenmeyer ;

> Les huiles essentielles (de feuilles et fruits) ;
» KOH ;

» Ether diéthylique /éthanol ;

» Phénolphtaléine.
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Figure 111.12 : matériel utilisé pour I’indice d’acide.

111.4.1.3.4. Protocole d’expérience :

Une prise d’essai 10g d’huile est solubilisée dans un erlenmeyer contenant préalablement un
mélange d’éther diéthylique/éthanol dans les proportions 1/1. Le titrage des acides gras libres en
solution est effectué avec une solution a 0.1N d’hydroxyde de potassium (KOH) dans de 1’éthanol
95°.utilisant la phénolphtaléine comme indicateur coloré et cela sous agitation jusqu’au virage au

rose.

Les résultats sont exprimés en mg de KOH par gramme d’huile.

_________________________________

{ I
Avec : : Indice d’acide = [(V*T*56.1)/P] |
V : volume de KOH ;

T : titre de la solution KOH ;

P : prise d’essai en gramme.
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111.4.1.4. Variation de la densité :

La densité est le rapport de la masse volumique d’un liquide a celle de I’eau.

Cependant, la mesure des densités de ces huiles a été effectué par le moyen d’un

densimetre type DMA 35n.

111.4.1.4.1. Matériels et les produits :

> Densimétre ;
>  Les huiles essentielles (de feuille et fruits).

Figure 111.13 : un densimetre.

La densité est mesurée a 1’aide d’un densimétre [1] & la température ambiante puis ramenés a

20°C par la formule :
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Avec :

D20 : densité a 20 °C ;

Dy : densité a la température ambiante ou de mesure ;
T : température ambiante ou de mesure.

111.4.1.5. Potentiel d’hydrogéne (pH) :

Cette mesure est effectuée par un pH-metre.

Figure 111.14 : pH métre
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I11.5. Activités biologiques :

111.5.1. Activité antibactérienne :

L*évaluation de 1‘activité antibactérienne des différents huiles essentielles d’orange amer
(fruits et feuille fraiches) est effectuée selon la méthode de diffusion sur milieu Mueller Hinton.
Cette technique consiste a utiliser la méthode d‘antibiogramme pour mentionner la sensibilité ou

la résistance du microorganisme vis-a-vis des extraits testés.

111.5.2. Materiel et les produits :

Boites pétris ;

Bec bunsen ;

l'autoclave ;

Anse de platine ;

un vortex ;

regle ;

les souches bactériennes ;
I’eau de javel ;

les huiles essentielles (de feuille et fruits) ;

YV V.V V V V V VYV V VY

Muller Hinton ;
» L’eau physiologie ;
» papier Wattman NeO3 ;

> tube a essai ;
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Figure 111.15 : I’activité antibactérienne des huiles

essentielles

111.5.1.1. Souches bactériennes :

L’activité antimicrobienne de I’huile essentielle de d’orange amer a été évaluée sur

plusieurs souches bactériennes.

Ces souches sont : Escherichia coli, Staphylococcus, Pseudomonas, Klebsiella,
streptocoque, elle proviennent du laboratoire de microbiologie des analyses médicinales d’hopital

TERICHINE Mustapha (Ghardaia).

111.5.1.2. Tests d’activités antimicrobiennes :

a- Préparation zone stérile :
» Désinfecter la paillasse a I'eau de javel diluée ;

» Utiliser un bec bunsen pour réaliser une zone stérile.
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b- Préparation des disques :

Les disques sont fabriqués a partir du papier Wattman Ne03, avec un diamétre de 6mm
(0.28cm? de surface) par I'emporte-piéce. Ensuite, ces disques sont mis dans un tube a essai
stérilisés a l'autoclave, puis stockés a une température ambiante (le tube & essai est

hermétiquement fermé).

c- Réalisation d’une suspension :

Les bactéries a tester ont été ensemencées sur des boites de Pétri contenant le milieu Muller
Hinton. Les souches ont été par la suite incubées a 37°C pendant 18 a 24 heures, afin d’obtenir des
colonies jeunes et bien isolées. Aprés incubation, 1 a 2 colonies bactériennes bien isolées et
parfaitement identiques ont été prélevées a ’aide d’une anse de platine. L’ensemble a été

homogénéisé a ’aide d’un vortex dans un tube contenant Sml d’eau physiologique stérile.

La concentration des différentes suspensions a été ajustée a 102 cellule/ml correspondant a
0,5Mc Farland par un spectrophotométre a une longueur d’onde de 625nm. Les suspensions ainsi
réalisées ont été diluées dans de 1’eau physiologique stérile pour obtenir les suspensions finales

correspondant a 106 UFC/ml en fonction du type de chaque germe. [82]
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Figure 111.16 :I’eau Figure 111.17 : les bactéries Pseudomonas et streptocoque
physiologie
d- Ensemencement :

L‘ensemencement doit se faire dans les 15 min qui suivent la préparation de 1‘inoculum.

Dans les boites de Pétri, 100ul de chaque suspension bactérienne préalablement préparée
sont distribués distinctement sur des boites gélosées de Mueller-Hinton puis homogénéisés dans
tous les sens de sorte a couvrir toute la surface de la boite gélosée. Les boites de gélose ainsi

ensemencees sont laissees pendant 15 minutes a la température du laboratoire.

Figure 18 : la suspension des bactéries.
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e- Application des disques :

A I’aide d’une pince au Bec Bunsen, les disques de papiers whatman qui ont bien immergés
et imprégnés dans I’huile essentielle de fruits ou de feuille fraiches sont déposés a la surface de la

boite gélosée de Mueller-Hinton précédemment ensemencées.

Aprés I’incubation & 37°C pendant 24 heures, la lecture s’effectue en mesurant le diametre

de la zone d’inhibition de chaque disque a I’aide d’une régle.

Figure 111.19 :T’application des disques.

I11.6. L’activité antioxydante :

L’activité antioxydante de ’'HE des feuilles fraiches ou fruits de ’orange amere ainsi que
celle de standard (DPPH avec le éthanol), a été évaluée par la mesure de la capacité de réduction
d’un radical libre synthétique : le 2,2-Diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH), ce radical libre
présente une coloration violet foncé, lorsqu’il est piégé par les antioxydants, il apparait sous sa

forme réduite de couleur jaune pale.

111.6.2. Matériels et les produits :

» L’appareil d’UV ;
» L’appareil d’agitation ;
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> Tube a essais secs plus un support ;
» Spatule ;

» Acide ascorbique ;

» DPPH ;

» L’éthanol ;

> Les huiles essentielles (de feuille et fruits).

111.6.2. Le protocole d’expérience :

L’huile essentielle de feuilles et fruits a été préparée par dissolution dans 1’éthanol.

Le test s’effectue en mélangeant 1 ml de la solution précédente de DPPH avec 1ml de I’huile

a tester a différentes concentrations dans des tubes a essai secs.

Apres 30min d'incubation a une température ambiante et a I'obscurité, I'absorbance a été
mesurée a 517nm. Pour le blanc (contenant tous les réactifs sans le produit a tester) 1ml d’éthanol
sont mélangées avec 1 ml de la solution de DPPH. On utilise ’appareil d’UV pour savoir les

résultats d’incubation.

Figure 111.20 : I’appareil d’agitation. Figure 111.21 : I’appareil d’UV.

Page 44



Partie expérimentale Chapitre 111 : matériels et les méthodes

Un controle positif représenté par une solution d’un antioxydant standard ; l’acide

ascorbique a été utilise. Son absorbance a eté mesuré dans les mémes conditions que les
échantillons.

a-Préparation DPPH :

La solution de DPPH est obtenue en dissolvant 4 mg de la poudre dans 100 ml de I’éthanol,

en fermée la fiole, et en fait I’agitation a ’aide d’un agitateur, apres recouverte la fiole avec
aluminium tres bien.

b-Détermination du pourcentage d’inhibition du DPPH :

L’inhibition du radical libre de DPPH en pourcentage est calculée de la maniére suivante :
Activité anti radicalaire = (A blanc — A échantillon) /| A blanc

AVvec :

A bianc - Absorbance du blanc (contenant tous les réactifs excepté le composé d'essai) (DPPH
+ éthanol).

A &chantillon : Absorbance du DPPH en présence du composé d’essai.

Les ICso (concentrations donnant 50 % d’inhibition) de chaque échantillon ont été calculées

a partir des graphes présentant les pourcentages d’inhibition (1%) en fonction des concentrations.

On a utilisé Le logiciel (Excel 2013).
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1V.1. Rendement d’extraction :

Il existe plusieurs techniques d’extraction des substances actives présentes dans les

plantes.

L’extraction par hydro-distillation ou distillation simple est I'un des procédés les plus
simples et le plus ancien. Il repose sur le fait que la plupart des matiéres odorantes peuvent

étre entrainées a la vapeur d’eau.

D’aprés les résultats obtenus, on observe que Le rendement le plus élevé est celui des

fruits (3.41 %) (w/w) Par rapport des feuilles (0.70%) (w/w).

Le rendement en huile essentielle des fruits d’oranger amer est 3.41 %(w/w), ce
rendement est tres fort Comparativement a ceux résultats obtenus qui est de 1.17%(w/w). Et
Le rendement des feuilles d’orange amer est 0,70%(w/w) ce rendement est trés fort

comparativement des autres résultats obtenus qui est de 0.08 %(w/w) par. [82]

Alors On peut déduire que le rendement en huile essentielle d'une méme espece peut
varier en fonction de plusieurs parametres, telle que :
e L’espece de la plante ;
e Le temps de récolte ;

e La méthode d’extraction. [83]
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Rendement d'extraction des fruits,feuilles de bigaradier

3,5

> | m fruits

15 - m feuilles

0'5_ I
O_

fruits feuilles

Rendement %

Figure 1V.22 : Rendement d’extraction des feuilles, fruits du bigaradier.

IV.2. Paramétres physico-chimique et organoleptiques :

Les paramétres physico-chimiques et organoleptiques constituent un moyen de
vérification et de contrble de la qualité de I’'HE.

IV.2.1. Caractéristiques organoleptiques :

Les huiles essentielles des especes de Citrus aurantium présentent un aspect liquide
visqueux, blanc transparent pour les fruits et jaune pour les feuilles du bigaradier (Figure 23).

Elles sont caractérisées par une odeur citronnée. (Tableau 3).
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Tableau 1V.3 : Les paramétres organoleptiques d’huile essentielle du bigaradier.

Parameétre Bigaradier AFNOR
Fruit Feuille
Aspect Liquide Liquide Liquide
visqueux visqueux
Couleur Blanc Jaune Jaune pale a
transparent vert brunatre
Odeur Citronnée Caractéristique
d’autre  partie de
zeste d’orange amer

Les paramétres organoleptiques de notre HE sont en accord avec ceux répertoriés dans
les normes AFNOR.

Figure 1V.23 : aspect et couleur de Citrus aurantium.
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IV.2.2. Caractéristiques physico-chimique :

Tableau IV.4 : Analyses physico-chimiques d’HE de citrus aurantium.

Parametre Fruit Feuille Norme
AFNOR
Densité d2o® 0.884 0.892 Norme
ISO 279
Indice de 1,4772 1,4773 Norme
réfraction ISO 280
pH 4.8 5.2 -
Indice d’acide 0,1 0.1 -

La densité d’une HE constitue un critére treés important pour évaluer la qualité d’une HE
dans différents domaines (cosmétique, pharmaceutique, chimique...etc.).

D’apres les résultats des densités obtenues, on peut dire que les huiles ni sont pas
conformes aux normes internationales. Les HEs appartenant aux especes Citrus aurantium
doivent avoir une densité maximale de 0,860 (AFNOR). En effet, nos résultats indiquent des
valeurs supérieures de 0,884 pour les fruits et de 0,892 pour les feuilles.

Le bigaradier, est peu comestible a cause de son amertume, et son pH bas, son utilisation
est principalement réservée a la production de marmelades ou des huiles essentielles. [66]

Le pH des oranges varie entre 3.0 et 3.5 [84], I’'HE de feuille de bigaradier, étant la plus
faible par rapport de fruit. Aussi le pH de HE de bigaradier étant plus faible par rapport ’'HE
des oranges.

L’indice d'acide donne une idée sur le taux d'acides libres. Dans notre étude cet indice
certes dans les normes.

L’indice de réfraction d’une huile essentielle explique le rapport d’absorption de la
lumiére. Alors dans notre étude I’indice de réfraction des deux parties du bigaradier a été dans

les normes internationales.
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IVV.3. Activités biologiques :

IV.3.1. Activité antioxydant :

L’évaluation des propriétés antioxydants des huiles essenticlles des deux Citrus
aurantium ont été évaluées en utilisant la méthode :

= L’activité de piégeage radical libre DPPH (2,2-diphényle- | -picrylhydrazyl).

L'essai est basé sur la réduction du DPPH dissout dans du méthanol ce qui cause une
diminution de l'absorbance mesurée a 517 nm, et en utilisant ’acide ascorbique comme
témoins positifs.

IVV.3.1.1. Mesure du pouvoir de piégeage du radical DPPH :

Le test au 2,2-diphényle-2-picryl-hydrazyle (DPPH.) est réalisé en utilisant la méthode
décrite par [85].Le DPPH est un radical libre stable violet en solution lorsqu’il est piégé par
les antioxydants et change de couleur rapidement en virant au jaune lorsqu’il se réduit en
diphenylpicryl hydrazine par un composé a propriété anti radicalaire (un donneur de proton
H+).

Cependant I’intensité de la couleur est proportionnelle a la capacité des antioxydants
présents dans le milieu « comme le cas des huiles essentielles » a inhiber le radical libre 1,1-

diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH) par la donation d'atomes d’hydrogéne ou d'électrons. [86]

Tableau IV.5 : Activité antioxydant par la méthode de DPPH.

DPPH 1Cso (ng/ml)
fruit 67.1147+0.353
feuille 2.0589+0.029
acide ascorbique 6.4584 + 0.4256
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I'activité antioxydante des huiles essentielles de la plante
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Figure 1V.24 : ’activé anti-oxydante d’huile essentielle des fruits du

bigaradier.

On remarque que le pourcentage d’inhibition du radical libre pour I’huile essentielle de
fruit est inférieur a celui de 1’acide ascorbique pour toutes les concentrations utilisées.

L’ICso est inversement lié a la capacité antioxydant d'un composé, car il exprime la
quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50 %.

D’apres la figure 24 on remarque que ICsp d’huile de fruits (ICso= 67.1147 pg/ml) moins
efficace par rapport I’acide ascorbique (ICso= 6.4584 pg/ml).

[82] et [87] ont trouveé une valeur de (ICso= 800 pg/ml, ICso= 190 pg/ml) on étudie I’effet
antioxydant de I’huile essentielle des fruits de la région de Tunisie, ce qui plus grand par
rapport notre étude. D’autre parte a comparer avec I’HE des fruits [88] ils se trouvent une
valeur d’ICso= 29.510 pg/ml Ce qui inferieur.
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I'activité antioxydante des huiles essentielles de la plante
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Figure V.25 : Iactivité anti-oxydante d’huile essentielle des feuilles du

bigaradier.

On remarque que le pourcentage d’inhibition du radical libre pour I’huile essentielle de
feuille est supérieur a celui de I’acide ascorbique pour toutes les concentrations utilisées.

D’apres la figure 25 on remarque que 1Cso d’huile des feuilles (ICso=2.0589 ug/ml) plus
efficace par rapport I’acide ascorbique (ICso= 6.4584 ug/ml).

D’apres les travaux de [82] et [89] qui ont porté sur 1’é¢tude de I’activité antioxydant du
différent parti de citrus aurantium, 'HES des feuilles présentées un ICso= 2400 pg/ml,
IC50=1040 pg/ml respectivement qui plus éléves par rapport notre résulta de 1Cso= 2.0589
ug/ml.

D'une maniere générale, 'HES des fruits posséde une activité antioxydant plus faible
comparaissons avec celle de ’acide ascorbique, par contre 'HES des feuilles elle est une

activité antioxydant plus fort que I’acide ascorbique.
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1V.3.2. Activité antibactérienne :

Nous avons étudié dans laboratoire le pouvoir antimicrobienne des extraits des

différentes parties : Fruits et feuilles de Citrus aurantium par la méthode de diffusion des

extraits sur un milieu gelose, Mueller-Hinton pour les bactéries.

L’activité antimicrobienne des extraits a été estimée en termes de diamétre de la zone

d'inhibition, les extraits a tester vis-a-vis cinq bactéries :

Streptocoque, Klebsiella, E.coli.

Pseudomonas, staphylococcus,

Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau et la figure suivants, ils

représentent les diamétres des zones d’inhibitions des extraits testés.

Tableau 1V.6 : Activité antibactérienne des huiles essentielles d’orange amer.

Extrait Diameétre de la zone d’inhibition (mm)

Gram Gram positive Gram négative
Germes Staphylococcus | Streptocoque | Pseudomonas | Klebsiella E. coli
Fruits 10 6 12 9 6
Feuilles 16 6 19 18 15

Tableau 1V.7 : Sensibilité des souches microbiennes en fonction des zones

d’inhibition. [90]

Sensibilité

Zone d’inhibition

Non sensible ou résistante (-)

diamétre < 8mm

Sensible (+)

diametre compris entre 9 a 14 mm

Tres sensible (++)

diametre compris entre 15 a 19 mm

Extrémement sensible (+++)

diamétre > 20 mm
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Activité antibactérienne des huiles essentielles de la plante étudiée
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Figure 26 : I’activité antibactérienne des huiles essentielles.

Les bactéries étudiées ont montré des sensibilités différentes aux extraits testés. Le
diameétre de la zone d’inhibition des extraits de différentes parties du bigaradier, qui varie
entre 6 mm et 19 mm, ces résultats indiquent I’effet inhibiteurs des extraits vis-a-vis les
germes étudiés.

D’aprés les obtenus les feuilles présentent une meilleure activité antimicrobienne envers
Pseudomonas, Klebsiella, staphylococcus, E. coli avec un diamétre de zone d’inhibition de
19 mm, 18 mm, 16mm, 15mm respectivement, et aucun effet (non sensible) contre
Streptocoque. Par contre la meilleure activité marquée par I’extrait de fruit contre
Pseudomonas, staphylococcus avec un diamétre de 12mm et 10mm. Cet extrait non sensible
contre les autres bactéries qui Streptocoque, Klebsiella, E. coli.

Les résultats obtenue par [82] montre une activité sur klebsiella de diamétre de 23mm
et E. coli de diamétre de 9mm pour les feuilles, par contre les autres bactéries comme
Pseudomonas, staphylococcus (7.5mm), Streptocoque (7.5mm) aucune résistance. Quant au
[90], il a été trouve une activité sur E. coli (10 mm), staphylococcus (9 mm), par contre nos
résultats présents une activité pour les feuilles sur klebsiella de 18mm et E. coli de 15mm.

Selon [91] et [91] a présente une activité antimicrobienne pour les fruits sur les bactéries

suivant. Le [82] a été une activité sur staphylococcus (7.5mm), Streptocoque (7.5mm),
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klebsiella (8mm) par contre [91] a été une activité sur Pseudomonas (7mm), staphylococcus

(9mm), E. coli (6mm).par rapport notre travaille nous avons une meilleure activité sur
Pseudomonas, staphylococcus avec un diamétre de 12mm et 10mm.
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Conclusion

Conclusion

e Dans le but de la valorisation d’une des plantes aromatiques médicinale de la famille de
Rutaceées, issue de la région de Ghardaia, en I’occurrence Citrus aurantium nous avons effectué
un travail permettant de contribuer a la mise en évidence de I’activité antibactérienne et I’activité
antioxydant des huiles essentielles.

e Notre travail a porté sur une espece de la famille de de Rutacées, une des familles les plus
importantes dans 1’agrume de I'Algérie.

e Quelque expérience effectués sur la plante étudiée dont :

» Extraction des huiles essentielles par la méthode d’hydrodistillation ;

» Evaluation de I’activité antioxydante par la méthode (DPPH) ;

» Test de I’activité antibactérienne des huiles essentielles (de feuilles et fruits) sur les
souches bactériennes suivantes : Escherichia coli, Staphylococcus, Pseudomonas, Klebsiella,
streptocoque.

> Le rendement en huile essentielle de la plante Citrus aurantium est de 3.41% pour

les fruites et 0,70%(w/w) pour les feuilles. Cette valeur est supérieure aux rendements obtenus
chez d’autres especes du méme genre.

» D’apres les résultats de I’évaluation de ’activité antioxydante : 67.1147+0.353ug/ml

pour les fruits et 2.0589+0.029ug/ml pour les feuilles.

» On constate que I’huile essentielle posséde une activité antioxydante trés importante

avec des faibles concentrations

» Les tests antibactériens effectué dans ce travail montrent que 1’effet antibactérien de

I’huile essentielle de la plante Citrus aurantium sur différentes souches bactériennes, est
significatif sur certaines souches bactériennes comme Pseudomonas, Klebsiella, Escherichia
coli, Staphylococcus. Et inactive sur les souches bactériennes c’est streptocoque. Pour les
feuilles. Et pour les fruits I’huile essentielle est moins significative par rapport I’huile essentielle
de feuilles sur certaines souches comme Pseudomonas, Klebsiella, Staphylococcus. Et inactive
sur Escherichia coli

» L'ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu'une premiere étape dans la

recherche de substances de source naturelle biologiquement active.
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Des essais complémentaires seront nécessaires tel que :

eElle a suggéré d'étudier la composition chimique d’huile essentielle de feuilles et fruits de

citrus aurantium.

e Détermination des autres activités biologiques de cette plante, a savoir les propriétés anti-
inflammatoires, antifongique, ...etc.

e Evaluation de la toxicité de ces huiles essentielles.

e A la lumiére des résultats obtenus on peut conclure que 1’huile essentielle de la plante citrus
anrantium présente un pouvoir antioxydant et antimicrobien trés puissant sur les souches

pathogénes et donne une nouvelle alternative dans la lutte biologique par les huiles essentielles.
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