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Introduction générale

I ntroduction Générale

Les problémes de santé aujourd hui et ses préoccupations pertinentes ont conduit
I’lhomme a utiliser des substances naturelles dans un large éventail de domaine
industriel (Taghigolmakani et M oayyedi, 2015).

Les plantes médicinales, considérées comme ayant des propriétés thérapeutiques, ont
été utilisés depuis le début de la civilisation humaine pour traiter différentes maladies et
I'utilisation de cette stratégie efficace pour la promotion de la santé humaine a

considérablement augmenté au cours des dernieres années (Campélo et al., 2011).

Les huiles essentielles sont |'une des plus renommeées de ces substances naturelles,
ains elles commencent a avoir beaucoup d’intérét comme source potentielle de molécules
naturelles bioactives. Elle dont I'objet d'étude pour leur éventuelle utilisation comme
antioxydants, antimicrobiens et donc comme conservateur naturelle qui préserve I’ aiment des

différentes altérations oxydatives et microbiennes (Himed et al., 2016).

Parmi ces plantes on a |’ espece citrus limon de la famille des rutacées et troisiemes le
plus important de la famille des agrumes aprés |’orange et la mandarine (Kelechi et al.,
2017).Le citron est parmi les fruits les plus connus, cultivés aujourd hui dans toutes les

régions mediterranéennes utilisées pour plusieurs applications(Anton et lobstein, 2005).

C'est dans ce contexte, que notre travail de mémoire s'inscrit, sur I’ éude de I huile
essentielle extraite de I’ écorce de |’ espéce Citrus limon, dans le but de déterminer leur intérét

biologique.

La partie théorique de cette étude est consacrée a une recherche bibliographique
concernant les huiles essentielles, monographie de la plante et sur les activités antioxydante et

antibactérienne.

La seconde partie du travail est réservée a I’ é&ude expérimentale, dans laquelle nous

essayerons :

» D’extraire par hydrodistillation I’huile essentielle de I’écorce du citron et d’ estimer le
rendement d’ extraction.

» D’analyser la composition chimique de I” huile essentielle extraite par la chromatographie
gazeuse coupl ée a la spectroscopie de masse (CG/SM).

> D’évauer invitro les activités antioxydante et antibactérienne de I’ essence étudiée.
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|. Huiles essentielles

|.1. Historique
Dga 40 000 ans avant J.C., les aborigénes australiens utilisaient les plantes

aromatiques pour traiter les infections. En Chine, en Inde, les vertus thérapeutiques des
essences aromatiques sont connues depuis fort longtemps. Les pays arabes ont
considérablement progresses |I’aromathérapie. Mille ans avant J.C., les perses semblent avoir
inventé la distillation, mais il faudra attendre 2000 ans pour que ce procédé soit sensiblement
perfectionné. C'est Avicenne, médecin et philosophe (980-1037), qui a produit la premiére

huile essentielle pure extraite a partir de roses (Zhiri, 2006).

|.2. Définitions
D’apres Liebig (1841), une foule de matiére végétale donnent par la distillation avec

de I’ eau des huiles essentielles ou essences ; ce sont des liquides volatiles, peu solubles dans
I” eau, sont ordinairement incolores, et inflammable.

Selon la pharmacopée francaise (1965) citée par Bruneton (1999), les huiles
essentielles sont des produit de composition généralement assez complexe renferment les
principes volatils contenus dans les végétaux.

La norme AFNOR a définit I huile essentielles comme produit obtenu a partir d’ une
matiere premiére végétale, soit par entrainement a la vapeur soit par procédé mécanique a
partir de I’ épicarpe de citrus, soit par distillation seche. L"huile essentielle est ensuite séparée
de la phase aqueuse par des procédés physique (AFNOR, 1998).
|.3. Propriétés physico-chimiques

D’ apres Bruneton (2009), les principal es propriétés physico-chimiques des HE sont :

e Généralement liquide atempérature ambiante.

e Volatiles et tres rarement colorées.

e Leur densité est en généraleinférieur acelledel’ eau.
e Leurindicederéfraction éleve.

e Sont solubles dans les solvants organiques usuels mais tres peu soluble dans |’ eau.

|.4. Composition chimiques
Le nombre des molécules chimiquement différentes qui constituent une huile

essentielle est variable. La plupart sont poly-moléculaires, a cété des composés majoritaires,
on retrouve des composés minoritaires et un certain nombre de constituants sous forme de
traces (Pibiri, 2006).
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D’aprés Bruneton (1987), les huiles essentielles sont des mélanges complexes qui
appartiennent a deux groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : le groupe
des térpenoides d’ une part et le groupe des composés aromatiques dérives des phénylpropane.

[.4.1. Legroupe destérpenoides

Les terpéenes constituent une famille de composés largement répandus dans le regne
végetal. Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette
d'une unité isoprénique a 5 atomes de carbone (CsHs) reconnue par Wallach dés 1887.Cet
isopréne est alabase du concept de la"régle isoprénique”’ (Lamarti et al., 1994).

[.4.2. Groupe des composés aromatiques

Ce groupe dérive des phénylpropane. Ils sont beaucoup moins fréguents que les

précédents. Leur voie biosynthétique est différente a celle des terpenes (Bekkali et al., 2008).

|.5. Principales utilisation desHE
Les plantes aromatiques et leurs huiles essentielles, peuvent avoir d intéressantes

applications dans différents secteurs a savoir :
» Enindustrie agroalimentaire

L’ oxydation des lipides est un probléme récurrent dans les aiments parce qu'elle
implique des altérations organol eptiques, pour éviter ce phénomene, les industriels rgjoutent &
leur recette différents conservation de synthése. Les chercheures ont travaillé sur I effet
antioxydant des huiles essentielles extraites de plantes ou de fruits. Ils ont conclu que
certaines huiles essentielles peuvent jouer un réle essentiel pour limiter |’oxydation des
lipides selon le type d’ aliment et les conditions de stockage (Fer nandez et Chemat,2012).
» En pharmaceutique

Le lecteur découvrira plus loin les propriétés pharmacologiques de quelques huiles
essentielles utilisés en thérapeutique. Ce sont principalement les propriétés antiseptiques et
antifongiques qui sont reconnues par les autorités sanitaires (kaloustian et Minaglou,
2012).Elles sont tres efficaces sur les germes résistants aux antibiotiques, ce qui leur donne
une place parmi les moyens thérapeutiques de désinfection. Elles sont utilisées dans le
traitement des affections bactériennes et fongiques de la cavité buccal et les soins dentaire
(Bekhechi et Abdelouahid,2010).

Souvent, les huiles essentielles sont rgjoutées dans la formulation des spéciaités
pharmaceutiques, pour masquer e mauvais gout des médicaments et pour donner un caractére

plus agréable ala consommation (kaloustian et Minaglou, 2012).
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» En parfumerie

Cest le principal débouché des HE. La cosmétologie et le secteur des produits
d hygiénes sont aussi consommateurs méme si le cout élevé des produits naturels conduit a
privilégier parfois les produits synthétiques. Elles sont intégrées dans des analgésiques pour la
peau, les produits solaires ainsi que de nombreux produits d’ ambiance comme les liquides

pour pots-pourris (Couder c,2001).

|.6.Modesd’extraction

Les principales méthodes d’ extraction couramment utilisées sont :

[.6.1.Hydrodistillation
L’ appareil utilise pour cette méthode est de type Clevenger. Il est constitué d un

chauffe ballon, d’ une colonne de condensation de la vapeur (réfrigérant) et d'un collecteur en
verre qui recoit les extraits de la distillation. L’ huile essentielle obtenue est conservée au
réfrigérateur dans un flacon en verre brun fermé hermétiquement et a I’ombre (Fadil et al.,
2015).

|.6.2.Entrainement ala vapeur d’eau
L’ extraction par entrainement a la vapeur d eau est un type de vapeur distillation, qui

est seulement différente dans le chemin d’ entrée de la vapeur dans le récipient de till. Cette
méthode est utilisée lorsque le matériel végétal a été seché .Pour ce procedé, la vapeur est
appliquée a partir du haut du matériel végétal. Ce processus peut également étre exploité sous
basse pression ou sous vide et réduit la température de la vapeur a moins 100°C
(Tongnuanchan et Benjakul, 2014).

1.6.3. Expression ou pressage afroid
Le procédé est utilisé uniquement pour |’ obtention des huiles essentielles contenues

dans les zestes d’agrumes. |l s'agit d' un processus physique dans lequel les glandes a huile
essentielle de la peau du fruit sont percées, broyées ou concassées mécaniquement afin de
libérer I’ essence. Cette méthode est économiquement plus rentable que |I” hydroditillation et

permet d' éviter d’ éventuelles dégradations thermiques (Venturini,2012).

[.6.4. Extraction par les solvants
Les solvants les plus utilisés sous réserve de |égidlations restrictives particuliéres sont

les hydrocarbures aliphatiques (éther de pétrole, hexane, propane), les solvants halogénés
(dérivés chlorés, et fluorés du méthane et de I’ éthane) et |’ éthanol. L’ inconvénient majeur de
I’extraction par les solvants est leur manque de sélectivité et aussi la toxicité des solvants
(Bruneton, 1999).
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[.6.5. L’ extraction par solvant assistée par micro-ondes
C'est une technique par solvant assistée par microondes en vue d'une anayse

chromatographique. Ce procédé consistait a irradier par micro-ondes de la matiére, végétale
ou non, broyée au préalable en présence d’'un solvant absorbant fortement les microondes
(méthanol) pour I’extraction de composés polaires ou bien en présence d'un solvant
n'absorbant pas les micro-ondes (hexane) pour I'extraction de composés apolaires. Cette
technique se présentait comme beaucoup plus efficace qu’ une méhode conventionnelle et
permettait de réduire les temps d extraction et donc les dépenses en énergie (Chemat et
L ucchesi, 2005).

|.6.6. Extraction par le CO2 al’état supercritique
Ce procédé est base sur le fait que le CO; dans des conditions dites critiques (fortes

pressions) présente un pouvoir de dissolution accru vis-avis de divers composés tels que les
HE, les arbmes et |es colorants(M ayer, 1989).L’ avantage de cette technique est de minimiser
les risques de dégradation thermiques .(Venturini, 2012).

|.7. Analyse des huiles essentielles

[.7.1 Chromatographie phase gazeuse couplée avec la spectrométrie de masse
Le couplage de la chromatographie en phase gazeuse avec la spectrométrie de masse

(CG-SM) permet de connalitre, dans la grande majorité des cas, la masse moléculaire d un
composeé et d'obtenir des informations structurelles relatives a une molécule a partir de sa

fragmentation (Cavalli, 2002).

v" Principe
Lorsqu’ on soumet un composé moléculaire a cette analyse, on déclenche un processus

aplusieurs étages :(Pradeau et Cohen, 1992).

e |onisation : les molécules présentes dans I’ échantillon se volatilisent sous I’ effet du vide
et de la haute température (200°C), il en résulte un mélange d'ions issus de la
fragmentation de départ.

e Accdération : lesionsformés se dirigent vers le dispositif de séparation sous |’ effet d’un
champ magnétique augmentant ainsi leurs énergies cinétiques.

e Séparation : lesions seront distribués suivant leur rapport masse /charge.

e Détection : apres séparation, lesions sont recueillis par un détecteur sensible aux charges
électriques transportées.

e Traitement du signal : le signa de sortie de I’ appareil conduit au spectre de masse qui
congtitue la représentation conventionnelle de I’ abondance des ions en fonction de leurs

rapports : masse / charge.
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Les spectres de masse obtenus sont ensuite comparés avec ceux des produits de référence
contenus dans | es bibliothéques informatisées disponibles (Cavalli, 2002).
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[1.1. Citronnier

[1.1.1. Description
Le citronnier est une plante médicinde importante de la famille des rutacées,

originaire du bassin méditerranéen et répandu particulierement en Italie, en Espagne, et
Chypre (Mohanapriya et al., 2013 ; Leroy, 2016).

Ce sont des arbres ou arbustes pouvant attendre 15m de haut, les feuille sont cireuse et
coriaces, aternes et possedent souvent un pétiole, de forme ovale leur limbe est entier ou
irréguliérement denté, elles sont persistantes. Le fruit est une baie, ronde ou allongée. L’ écorce du
fruit comprend dans sa partie la plus externe un épicarpe dénommeée le zeste coloré en jaune
remplisdel’ huile essentielles (Anton et lobstein, 2005).

Le citron a un large spectre d’ activité biologique, y compris les activités antibactérienne,
antifongique, antidiabétique, anticancéreuse et antivirales (Burt, 2004).

Lesfigures 1 et 2 montrent la photographie du fruit et des feuilles de citron

Figure 1 : Photographie du fruit de citron Figure 2 : Photographie des feuilles
de citron

[1.1.2. Classification botanique
La classification scientifique du citron, selon Ecor mier (2001), est comme suit :

Régne: Plantae Famille : Rutacées
Division : Magnoliophyta Genre: Citrus
Classe : Magnoliopsida Nom binomial :Citrus Limon (L) Burm f

Ordre:Sapindales
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[1.1.3. Composition biochimique du citron

Les principaux constituants chimiques du citron sont regroupés dans le tableau | :

Tableaul: Principaux constituants chimique de citron (Goetz, 2014).

Matiére Famille des constituants Constituants chimiques
Flavone Citroflavonoides
Acide organiques Acide citrique, acide malique
Jus Hydrate de carbone Saccharose, glucose
Vitamines Vitamine C (acide ascorbique)
Minéraux Sodium, calcium, phosphore, zinc
Ecorce de citron Huile essentielle 22:{2 Iggﬂ:;?:n; égzoﬁ?é?p?fgfecyd lque)

[1.1.4. Production de citron

[1.1.4.1. Production mondiale
Selon I'organisation pour |'Alimentation et |’ Agriculture des Nations Unies les

principaux pays producteur de citron et de limes sont I'Inde, le Mexique I’ Argentine et

I’ Espagne avec un taux de 10,34 millions de tonnes (FAO, 2010).

[1.1.4.1. production algérienne
La production de citrons obtenue en Algérie durant la saison 2011-2012 est de 760 823

tonnes (MADR, 2012).

[1.1.5. Huile essentielle de citron
L’ huile essentielle, préparée a partir des épicarpes de Citrus limon est un peu moins

riche en carbures mono terpéniques que celle d’ orange amere (92 a 95%) et sa teneur en
limonene oscille entre 60 et 75%, ce carbure monocyclique est accompagné d environ 8 a 12
de P-pinéne et 8 a 10% de y-terpéne. On note la présence d’aldéhydes aliphatiques (0,2 a
0,5%) et aldéhydes monoterpéeniques 2 a 3% (Brunton, 1999).




I1. Activités biologiques des huiles essentielles

[11.1. Activité antioxydante
[11.1.1. Définition d'un antioxydant

Les antioxydants sont des substances qui lorsqu’ elles sont présent dans les aliments ou
dans le corps a faible concentration par rapport a celle d’un substrat oxydable, retardent ou
empéchent de facon marqué I’ oxydation de ce substrat (Race, 1997).

Les congtituants antioxydant de la matiére végétale agissent comme des piégeurs
classiques et aident a convertir les radicaux en especes moins réactives. Les antioxydants sont
notre premiére ligne de défense contre les radicaux libres et sont essentiels pour maintenir une

santé et un bien étre optimaux (Y adav et al., 2016).

[11.1.2. Classification des antioxydants
Les antioxydants sont classés selon leur origine en antioxydant naturels et antioxydant

synthétique :

111.1.2.1. Antioxydants naturels
Les antioxydants naturels se retrouvent dans de nombreux fruits et Iégumes qui

comprenaient 1’acide ascorbique, tocophérol, PB-caroténe, les acide chlorogénique et les
flavonols. Leur activité dépend beaucoup de leurs propriétés physiques et chimiques et de leur
mécanisme d’ action (Ullah et al., 2003,Pal et al., 2014).

[11.1.2.2. Antioxydants synthétiques
La plupart des produits alimentaires et pharmaceutiques contiennent des

antioxydants synthétiques, ces composés sont rgjoutés aux aiments afin de prolonger la durée
de conservation du produit. Les antioxydants synthétiques les plus populaires utilisés sont des
composeés phénoliques tels que BHA, BHT, TBHQ et les ester de I’ acide gallique. IIs ont été
trés soigneusement testés pour leur comportement toxicologique (Pokorny et al., 2001 ;
Shebiset al., 2013).

[11.1.3. Evaluation del’ activité antioxydante
Selon Avless et al., (2003), plusieurs méthodes sont utilisées pour mesurer les

activités antioxydant des extraits volatiles des plantes aromatiques a savoir :

111.1.3.1. Letest de DPPH
Ce test permet de mettre en évidence de fagon relativement simple le pouvoir anti

radicalaire d’un antioxydant ou d' un extrait antioxydant. Cette méthode mesure la capacité

réductrice d’'un antioxydant en présence d’un radical libre, le DPPH-. Ce radical libre est trés
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stable a I'état cristallin et en solution, de coloration violette présentant une absorption

maximalea517 nm (Fernandez et Chemat ,2012).

I11.1.3.2. Test de blanchiment de B-caroténe
Cette technique de spectrophotométrie a initiadlement é&é développée par Marco

(1968), puis légérement modifiée par Miller (1971). Elle consiste a mesurer, a 470 nm, la
décoloration du B-caroténe résultant de son oxydation par les produits de décomposition de
I’acide linoléique. L’ addition d’ antioxydants purs ou sous forme d’ extraits végétaux induits

un retard de la cinétique de décoloration du B-caroténe (Bourkhisset al., 2010).

111.1.3.2. Mesure du pouvoir réducteur
Le pouvoir réducteur des huiles essentielles et d extraits représente |’ aptitude de ces

composeés a réduire le fer ferrique en fer ferreux. Cette aptitude est évaluée par la méthode

décrite par Oyaizu, 1986.

[11.2. Activité antimicrobienne

[11.2.1. Introduction
Les propriétés antimicrobiennes des huiles essentielles ont été reconnues depuis des

siecles et avec la demande croissante de changements dans la Iégidlation, les tendances de
consommation et ['isolement croissant des pathogenes résistants aux antibiotiques,
alternatives aux produits chimiques des bactéricides doivent étre trouvés (Fisher et Phillips,
2008).

Les huiles essentielles sont utilisées pour leur propriété antiseptique contre les
maladies infectieuses d' origine bactérienne dont beaucoup de ces huiles ont des activités
antibactériennes remarquables contre un large spectre (De Billerberck, 2007, Pirbalouti et
al.,2010).Elles agissent aussi bien sur les bactéries a Gram positif que les bactéries a Gram
négatif. Toutefois, les bactéries a Gram négatif paraissent moins sensibles aleur action et ceci
est directement lié ala nature de leur paroi cellulaire. |l existe cependant quelques exceptions
(Daouda, 2015).

[11.2.2 Techniques d’ évaluation de |’ activité antimicrobienne

[11.2.2.1. Aromatogramme
C'est une technique utilisée en bactériologie médicale appelée antibiogramme ou
méthode par diffusion en milieu gélosé ou encore des disques(Pibiri, 2006).Cette méthode

repose sur le pouvoir migratoire des huiles essentielles sur un milieu solide al’ intérieur d’ une
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boite de Pétri. Elle permet de mettre en évidence I’ effet antibactérien de I’ huile ainsi que la

détermination de larésistance ou la sensibilité de ces bactéries (Bouguerra et al., 2014).

[11.2.2.2. Micro-atmosphere

Cest une technique dérivée de la méthode précédente. Le protocole des
Microatmosphere est techniquement proche de celle des aromatogrammes, la différence réside
principalement dans la position du disque imprégné. Dans cette technique, |e disque imprégné
est déposeé au centre du couvercle de la boite de Pétri, renversée pendant la durée de
I’ expérience. Celui-ci n’est donc plus en contact avec le milieu gélosé. L’ huile s évapore dans
I’ atmosphére de la boite, elle peut exercer son effet inhibiteur sur les microorganismes testés
(Pibiri, 2005).

111.2.2.3. Détermination desCM| et CMB
Il est nécessaire de définir, pour caractériser |’ activité antimicrobienne d’ un compose,

des parametres simples. Pour I’ activité antibactérienne, le plus courant est la « Concentration
Minimale Inhibitrice » (CMI), elle correspond a la concentration nécessaire pour inhiber
totalement la croissance d’ un nombre déterminé de germes apres un temps d’incubation
donné (Hulin et al., 1998).

Fréeqguemment, la CMI n’ est pas totalement bactéricides et une partie de I’ inoculum est
capable de se développer apres disparition du composé inhibiteur. Ceci a amené a définir un
autre paramétre: la concentration minimale bactéricide (CMB), ele correspond a la
concentration en agent inhibiteur nécessaire pour que |’ activité bactéricide soit totale sur un

inoculum donné apres un temps bien déterminer (Davidson et Parish, 1989).
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|. Matériel et méthodes

[.1. Matériel végétal
Le matériel végétal choisi dans la présente étude est représenté par les écorces (zestes)

du citron (Citrus limon). Que nous avons achetés du marché local de Bejaia, au mois de mars
2018. Les citrons ont subi un lavage puis un essuyage, a |’ aide d'un couteau on a épluché les
citrons pour obtenir |’ écorce et on les a pesées avec une balance.

|.2. Méhodes

|.2.1. Extraction de |’ huile essentielle du citron
|.2.1.1Hydrodistillation

L'extraction des huiles essentielles est réalisés par la méthode d'hydrodistillation dans
un appareil de type Clevenger modifié (figure3). Environ 400 g d'écorces de citron sont
introduites dans un ballon de 2 litres rempli d'eau jusqu'a deux tiers (2/3) de son volume. Le
tout est porté al'ébullition. La vapeur produite traverse les écorces d'agrumes, chargé d'huile
essentielle et passe ensuite dans le condenseur puis I'huile essentielle séparée de I'eau par
différence de densité. L’ huile extraite est conservée en |'absence de lumiére & une température

de 4°C, dans un flacon en verre fermé hermétiquement jusqu'a son analyse.

Figure 3 : Montage d’ hydrodistillation de type Clevenger modifié.

|.2.2. Rendement d’ extraction :
Selon la norme AFNOR, le rendement des huiles essentielles (Rxe) est défini comme

étant le rapport entre la masse de | huile essentielles (Mng) obtenu apres extraction et la masse
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de la matiére végétale (Mv) utilisée.il est donné par la formule suivante : (Bouguerra et al.,
2014).
Rue % = (Mue/Myv) x100

RuEe : rendement de |’ huile essentielle en pourcentage.
Mue : masse de I’ huile essentielle extraite en gramme.

Myv : masse de la matiére végétale en gramme
[.2.3. Analyse de |’ huile essentielle par CG/SM
L’ huile essentielle a é&é analysée par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (CPG-SM).L’analyse de la composition chimique de I'HE a éé
réalisée au niveau du Centre de Recherche Scientifique et Technique en Analyses Physico-

chimiques (CRAPC) d’' Alger., selon les conditions opératoires suivantes:

Chromatographie phase gazeuse (CPG)
Appareil detype GC 6890 N (HP Agilent technologies)

Colonne : HP 5-M S (crosslinked 5% PHME siloxane)

0 Longueur : 30 m

o Diamétreinterne: 0,250 mm
0 Epaisseur du film de la phase : 0,25 pm
e Programmation de la température : 35°C en isotherme pendant 2 min puis augmentation
de latempérature a raison de 5°C/min jusgu’ a 320°C.
e Moded'injection: SplitaT® =250°C
e Température de détection : 280°C
e Pression: 6,75 psi
e Gaz vecteur : H&8lium
e Débit du gaz vecteur : Iml/min

e Volumeinjecté: 0,2ul.

Spectrométrie de masse
e Modede détection : Scan ;

e Appareil : MS-5973 N (HP Agilent Technologies) ;
e Potentiel d'ionisation: 70 eV ;
e Pression (Source, analyseur) : 6,75 Psi.
L’identification des constituants del’ huile essentielle extraite est basée sur la comparaison des

spectres de masses des mol écul es inconnues a ceux des composes purs cités par la littérature.
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|.2.4. Evaluation del’ activité antioxydante
L’ activité antioxydante d’huile essentielle de I’ écorce citrus limon a été déterminée

par le test de piégeage du DPPH

1.2.4.1. Mesure du pouvoir de piégeage du radical DPPH
v" Principe
Le principe de la méthode est basé sur la mesure de piégeage des radicaux libres de
DPPH en solution de méthanol. L'addition d'un antioxydant dans une solution de DPPH
conduit a une décoloration de ce dernier qui est directement proportionnelle a la capacité
antioxydante du produit gjouté. Cette décoloration peut étre suivit par un spectrophotometre

en mesurant la diminution de |'absorbance 3 517nm.

v" Mode opératoire
Le test utilisant le radical DPPH est réalisées en suivant la méthode décrites par

(Sahin et al., 2004), ou 25 pl de chacune des dilutions (100-1000mg/1) préparées a partir de
la solution mere constitué de 200mg de I’ huile essentielle du citron et 0.5ml de méthanol sont
mélangés avec 975ul d'une solution méthanolique de DPPH. Aprés une période d'incubation
de 30 min a l'abri de la lumiéere et de I’ oxygéne atmosphérique et a température ambiante,
|"absorbance est lue a 517 nm. Les expériences sont réalisées en 3 répétitions pour chaque
concentration. Le pourcentage d'activité antioxydante (1%) est calculé selon la formule

suivante:

|(%) = [ (A témoin - A éch.) / A témoin] *100

A twemoin: Représente I'absorbance du DPPH et le solvant (méthanol) a t=0 min avant
['addition de I'échantillon (huile essentielle) a une concentration donnée.

A «n: Absorbance de I'échantillon testé aprés 30min d’incubation.

|.2.5. Evaluation del’ activité antibactérienne
L’évaluation de I'activité antibactérienne de |'huile essentielle du citron a été

appréciée selon la méthode de diffusion sur milieu gélosé. Les tests ont été effectués au

niveau du laboratoire de Mycologie de I'université de Bejaia.

1.2.5.1. Origine et choix des souches bactériennes
Les souches bactériennes choisies pour cette éude sont Escherichia coli,

Saphylococcus aureus ont été choisies pour leur fréquence élevées a contaminer les denrées

alimentaires et pour leur pathogénicité, et Dickeya solani. Pectobacterium atrosepticum qui
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sont des souches phytopathogéne.Les caractéristiques de ces souches bactériennes sont
représentées dans le tableau 11 :
Tableaull : listes et caractéristiques des souches bactériennes testées

Souche Référence Nature Famille Pouvoir pathogene
bactérienne de Gram
Saphylococcus | ATCC 8577 Gram+ Micrococcaceae Intoxication alimentaire
aureus Infection hospitaliere
(Mouasetal.,2017)
Escherichiacoli | ATCC Gram- Enterobacteriaceae | Douleur abdominale et des
A 404 diarrhée
sanglante(M ouasetal .,2017)
Dickeyasolani 22.22 Gram- Enterobacteriaceae | Lapourriture molle dela
Pommede terre (Des
essarts, 2015)
Pectobacterium | 86.21 Gram- Enterobacteriaceae | Lapourriture molle dela
atrosepticum pomme de

terre(Smadj aetal .,2004)

Les différentes souches bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries, pour les deux
souches Escherichia coli et Staphylococcus aureus ont été incubées a 37°C pendant 18heures,
et pour les deux autres bactéries ont été incubées a 28°C pendant 18heures afin d’ obtenir une

culture jeune et des colonies isolées qui ont servi par la suite a préparer |’ inoculum.

1.2.5.2. Préparation del’inoculum
A partir d'une culture jeune de 18h, des suspensions bactériennes sont réalisées et

misent dans 3 a 4 ml d’eau physiologique stérile. Aprés une bréve agitation au vortex, la
transmittance est lue au spectrophotometre UV-Vis. Pour la lecture de la transmittance, on
utilise un spectrophotométre réglé sur une longueur d onde de 625 nm et une absorbance
ajusté entre 0.08 et 0.10 appropriée pour chaque souche afin d’obtenir une concentration
bactérienne de 10° UFC/ml.

v" Mode opératoire
Cette activité est évaluée par la méthode de diffusion sur milieu gélosé selon la

technique décrite par (M eddour et al., 2013).

Apres avoir ensemencé en surface a I'aide d'un écouvillon les boites de Pétri
contenant la gélose Mueller Hinton avec une suspension bactérienne jeune, des disques de
papier Wathman stériles (6 mm de diameétre) sont déposés sur la surface de la gélose (2
disques par boite), puis imprégné de 5 ul de I’ huile essentielle du citron (figure 4). Les boites
sont maintenues a 4°C pendant 20 min pour que I’ huile essentielle puisse diffuser puis elles

ont été incubées dans |’ étuve a 37°C pour les Saphylococcus aureus et Escherichia coli et a
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28°C pour Dickeya solani et Pectobacterium atrosepticum pendant 24heures. La lecture se

fait par lamesure du diametre de la zone d’ inhibition autour de chague disque en millimetre.

Figure 4 : lllustration de la méthode de diffusion sur le milieu gélosé

16




Résultats et discussion

Il. Résultats et discussion

I1.1.Rendement d’extraction en huile essentielle
Le rendement d'extraction en huile essentielle de la plante étudiée exprimés en

pourcentage poids par rapport al'écorce des fruits, est indiqué dans le tableau 111.

Tableau |11 : Rendement en huile essentielle de fruits étudié (Citrus limon)
Fruit Rendement par rapport al’écorceseul | Rendement par rapport au
(%) fruit entier (%)
Citron 0,40 0,10

D’ apres le tableau 111, e rendement en huile essentielle obtenu par hydrodistillation de
I’ écorce seul est del’ ordre de 0,40% et pour le fruit entier est de 0,10%.

Ben Miri et al.,(2018) et Djenane.(2015) ont trouve des vaeurs de 0,62% et 0,70%
avec I’'HE de I’ écorce de citron frais agérien. Pour le citron tunisien, Bourgou et al., (2012)
ont signalé un rendement de 1,30% et de 1,12 % pour le citron Pakistanien (Ahmad et al.,
2006).Par conséquent, les teneurs en HE rapportés par ces auteurs sont plus élevées par
rapport a nos resultats.

Cette différence peut s expliquer par le choix de la période de la récolte, le climat, la
géographie, la génétigque de la plante, le degré de fraicheur, la période de séchage et la
méthode d’ extraction utilisée (Djenane, 2015).

D’apres Himed (2011), le mode d extraction a un impact sur le rendement des huiles
essentielles. 1l a constaté que le rendement obtenu par hydrodistillation est supérieur a celui
obtenu par pression afroid.

I1.2.Analyse dela composition chimique

L’identification des composeés des huiles essentielles par CG/SM a été essentiellement
basée sur la comparaison du spectre de masse de la molécule inconnue a celui d’un composé
pur fourni par la base de données du micro-ordinateur couplé au spectromeétre de masse.

Apres injection de I’ échantillon d'HE du citron selon les conditions opératoires citées
précédemment, les résultats obtenus sont résumé dans le tableau IV et le chromatogramme est

illustré dans lafigure 5.
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Tableau 1V: Résultats de I’ analyse de la composition chimique par CG/SM de |’ HE de
I” écorce du citron.

N° Compose Tempsderétention (min) | Concentration
%
1 a-Thujene 9,89 0,20
2 o-Pinéne 10,32 2,60
3 B-Pinéne 13,08 10,08
4 B-Myrcene 13,94 2,20
5 Limonéne 16,74 49,60
6 y-Terpinéne 19,36 14,20
7 a-Terpinolene 20,94 1,00
8 linal ool 21,78 0,30
9 B-Thujone 22,02 0,40
10 Citrondllal 25,37 0,20
11 a-Terpineol 27,99 0,40
12 Neral 31,79 2,30
13 Citral 34,01 4,00
14 Nerylacetate 39,94 1,40
15 | Geranylacetate 41,15 0,80
16 B-Caryophyllene 43,20 1,10
17 a-Bergamotene 44,32 1,40
18 Bicyclogermacrene 47,87 0,30
19 B-Bisabolene 48,88 2,00
Total 95,20

D’ apres les résultats du tableau 1V, 19 composés ont été identifiés dans I' HE de zeste
de citron qui représente environ 95% de la composition chimiques totale.

Les composés magjoritaires obtenus dans I'HE essentiel éudiée sont : le Limonene
(49,6%), le y-Terpineéne (14,2%), et le B-Pinéne (10,2%).

Par comparaison avec les résultats rapportés par la littérature, Djenane, (2015)a
anaysé I’'HE de citron locale, il a rapporté que le limonene était le composé majoritaire
(51,40%) suivi du P-Pinéne (17,04%) et du y-Terpinéne avec 13,46%. Les travaux de
Dongmo et al., (2002) ont signadé que I’'HE du citron Espagnol analysée est riche en
limonene avec (56,99%) en B-Pinéne (9,74%) et en y-Terpineéne (4,79%).

Hamdan et al., (2013) ont rapporté que le limonéne (52,73%),B-Pinéne(7,67%),y-
Terpinene(9,88%)étaient les principaux constituants chimique dans I’ HE du citron Egyptien.

Selon les auteurs cités précédemment, |e pourcentage des composés chimiques de I’ HE

de citron sont supérieur par rapport a nos résultats.
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Figure5: Chromatogramme del’HE de Citruslimon obtenu par CG/SM

Ces variations qualitatives et quantitatives de la composition chimique de I'HE du
citron peuvent dépondre de plusieurs facteurs qui sont: les conditions climatiques,
saisonniéres, et géographiques, période de la récolte et la technique de distillation. Il convient
également de noter que la maturité du fruit a un impact significatif sur le produit chimique

(Pannizi et al., 1993 et Djenane, 2015).

I1.3.Evaluation del’ activité antioxydante deI’HE de Citrus limon
Les résultats obtenus lors du test de mesure du pouvoir de piégeage du radical DPPH

sont résumés dans lafigure 6 :
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Figure 6 :Activité de piégeage du radical DPPH del’HE del’ écorce de citron et du
l[imoneéne

L’ activité antioxydante de I’HE de citron a éé évauée en utilisant la méthode de
piégeage de radica DPPH en comparent avec celle du limonéne (composé majeur de I'HE du
citron).D’ une fagon générale, I’ activité antioxydante de I’ HE de citron et de limonéne montre
une trés faible activité de piégeage méme a des fortes concentrations. On observe que I’ HE du
citron manifeste une activité supérieure a celle du limonene comme le montre lafigure 6.

Par comparaison avec les travaux de Ben hsouna et al., (2017), I'HE de citron
tunisienne étudiée montre une forte activité antioxydante. lls ont enregistré une activité de
piégeage équivalente a 90% méme a une concentration 100pg/ml.

D’apres Hojjati et Barzegar (2017), I'activité antioxydante des huiles essentielles d'écorces
de citron dépend essentiellement de la composition chimique de I’ huile. En outre, Saidani et
Merzouk (2002), ont rapporté que le potentiel antioxydant de I’ huile essentielle de I’ écorce
de citron est directement liée alateneur en limonéne.

I1.4.Evaluation del’ activité antibactérienne

La méthode des aromatogrammes est la technique choisie pour évaluer | activité
antibactérienne de I’ HE de citron. Pour cela 4 souches bactériennes ont été testées.

A cet effet, une échelle de mesure de I activité antimicrobienne a éé mise par (Ponce et
al.,2003)repartissant les diametres des zones d’ inhibition en 4 classes :

v" Non sensible ou résistante(-) : diamétre < 8 mm

v' Sensible (+) : diamétre entre 8 et 14 mm

v' Tressensible (++) : diamétre entre 14 et 19 mm

v' Extrémement sensible (+++) : diamétre > 19 mm
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Les résultats de I’activité antibactérienne de I'HE de Citrus limon et comparés a celui de
I’ oxacilline sur les souches testées sont résumés dans le tableau V et illustrés dans lesfigures 7.
Tableau V : Diametres des zones d'inhibition (mm) de I'HE du citron et de

I’ oxacilline
Souches bactériennes HE du citron | oxacilline
Saphylococcus aureus 125+ 05 35,35
Escherichia coli 8,0+20 6,00
Dickeya solani 37,525 13,74+ 0,4
Pectobacterium atrosepticum 95+0,5 6,00

Les diamétres des disques (6mm) sont inclus dans |es mesures des diamétres de la zone
d inhibition.
La figures 8 montre les photographies des résultats obtenus sur boites de Pétri de

I’ activité antibactérienne de |’ HE de I’ écorce de citrus limon.

Saphylococcus aureus Escherichia coli

Dickeya solani Pectobacterium atrosepticum

Figure 8: Zones d’inhibition d’'HE de |'écorce de citrus limon sur les souches

bactériennestestées
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Résultats et discussion

Selon |’ échelle citée par Ponce et al. (2003) :
- La souche Dickeya solani est extrémement sensible a I’huile essentielle du citron
(37,5mm).
- Les deux souches Staphylococcus aureus et Pectobacterium atrosepticum sont
sensibles (12,5mm et 9,5mm).
- Escherichia coli s'est avéré la moins sensible & I’action de I'HE de citron avec un
diametre de 8mm.
Concernant I’antibiotique oxacilline, il S'est avéré qu’aucune zone d’'inhibition autour des
disques n'a été observée vis-avis Escherichia coli et Pectobacterium atrosepticum. En
revanche la souche Saphylococcus aureus a manifesté une forte sensibilité avec un diamétre
de 35,35mmet une |égére sensibilité pour la bactérie Dickeya solani.
Dans I’ensemble, I" huile essentielle de citron exercent une activité antibactérienne contre les
bactéries a Gram + et méme a Gram — comparé al’ oxacilline.
Lestravaux de Deb Roy et al. (2012) et DeBillerbeck (2007) sur I’ activité antibactérienne de
I"HE du citron, ont trouvé des diamétres de zone d’inhibition de la croissance d’'E.coli et de
Saphylococcus aureus de I’ ordre respectivement de 8 et de 12mm.
Selon Oussalah et al. (2007) le pouvoir antimicrobien des HE est en relation directe avec
plusieurs parametres a savoir :
e Lanature des composés majoritaire.

e Lechoix et les conditions physiol ogiques des microorgani sSmes.
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Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives

Etant donné la toxicité et/ou les effets secondaires indésirables des molécules de
synthese, une tendance a la préservation des aliments en utilisant des plantes qui contiennent
des composés hioactifs est en progression constante. Notre travail a axé sur la mise en
évidence des propriétés anti-radicalaire et antibactérienne de I’ huile essentielle d’ écorces de

citron (Citrus limon).

L’extraction de I'huile essentielle de I’écorce du citron par la méthode
d hydrodistillation a montré un résultat intéressant. Il est de I'ordre de 0,40% de matiere
végétale fraiche.

L’ analyse qualitative et quantitative de |” huile essentielle de I’ écorce du Citrus limon
par chromatographie phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse, nous a permis
d'identifier 19 molécules chimiques. L’ huile analysée est dominée par le limonene (49,6%),
suivie du y-terpinene (14,2%) et du B-pinéne (10,2%).

L’ évaluation de I’ activité anti radicalaire de |” huile essentielle du citron et celle
du limonéne, par la méthode de piégeage du radical DPPH°, a montré de faibles capacités
antioxydantes des échantillons analysés méme a de fortes concentrations (1000 mg/L).

L’ éude de I’ activité antibactérienne par la méthode d’ aromatogramme a montré que
I'huile essentielle de Citron exerce un effet antimicrobien puissant vis-a-vis certaines souches
testées, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Dickeya solani et Pectobacterium
atrosepticum.

Par ailleurs al'issue de ce travail, nous émettons quel que réflexions et recommandation
sous forme de perspectives pour I'amélioration et une meilleure exploitation des huiles
essentielles. Pour ceci il serait souhaitable de:

X Tester d'autres méthodes d’ extractions pour déterminer leur influence
sur le rendement en huiles essentielles.

X Faire une éude comparative de la composition chimique et des effets
antimicrobiens et antioxydant des huiles essentielles du citron poussant dans
différentes région d’ Algérie.

o Il est intéressant de tester d’autres méthodes d’ évaluation de I’ activité
antioxydante telle que les tests de blanchiment du -caroténe et du pouvoir réducteur.

< FEtendre I’éude sur les activités biologiques telle que les activités

antifungique, anticancéreuse et anti-inflammatoire.
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Résumé

Le but de ce travail est I’évaluation in vitro I'activité antioxydante et antibactérienne de
I'huile essentielle de |'écorce d'une espece aromatique Citrus limon, extraite par
hydrodistillation et analyse par GC/SM, |’ activité antioxydante est évalué par e test de DPPH,
I’ activité antibactérienne vis-a-vis 4 souches bactériennes ( une souche a Gram positif et 3
souches a Gram négatif) est évaluée par la méthode aromatogramme. L’ extraction a donné un
rendement de 0,40%, et I’analyse chromatographique a donné 19 molécules dont 3 sont
majoritaires : limonene (49,60%), y-térpinéne (14,20%), B-pinene (10,08%). Cette I’huile
essentielle a montré une trés faible activité antioxydante et un effet antibactérien important

Vis-a-Vis certaines souches.

Motsclés: Citruslimon, huile essentielle, activité antioxydante, activité antibactérienne.

Abstr at

The am of this work is the in vitro evaluation of antioxidant and antibacterial activity of
essential oil of the bark of an aromatic species Citrus limon, extracted by hydrodistillation and
anayzed by GC/MS, the antioxidant activity is evaluated by the DPPH test, the antibacterial
activity with respect to 4 bacteria strains (one was Gram+ and 3 Gram-) is evaluated by the
aromatogram method. The extraction gave ayield of 0.40%, and the chromatographic anaysis
gave 19 molecules of which 3 are in the majority: limonene (49.60%), y-terpine (14.20%), B-
pinene (10, 08%). This essential oil has shown a very low antioxidant activity and an
important antibacteria effect vis-&-vis certain strains.

Key words: Citruslimon, essential oil, antioxidant activity, antibacterial activity.
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