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L’homme s’intéresse aux plantes depuis toujours pour but de résoudre leurs

problèmes de santé. Elles forment la base de la médecine traditionnelle grâce à leur

richesse en métabolites secondaires utilisées comme composés actifs. Selon l’organisation

mondiale de la santé, près de 80% des populations dépendent de la médecine traditionnelle

pour des soins de santé primaire (Ventrella et Marinho, 2008; Ladoh et al., 2014).

Le recours à la médecine traditionnelle est due à diverses raisons comme par

exemple : le coût des plantes médicinales qui est faible par rapport aux médicaments

conventionnels, la disponibilité de ces plantes surtout dans les régions les plus éloignées et

au sein des populations les moins favorisées, les effets secondaires indésirables des

médicaments, l’envie de consommer « bio » et ces effets bénéfiques sur la santé,

l’existence des maladies pour lesquelles il n’y a pas de traitement pharmaceutique efficace

(Zenasni, 2014).

Parmi ces plantes, on a le genre Citrus appartenant à la famille des Rutaceae, est

l’une des cultures les plus largement cultivées dans le monde surtout dans les climats

tropicaux el les régions tempérés. Elles sont très riches en composés actifs (polyphénols,

flavonoïdes, tanins, alcaloïdes, les huiles essentielles…etc) (Chutia et al., 2009; Kamal et

al., 2011).

Actuellement, les huiles essentielles des plantes aromatiques possèdent un atout

considérable et jouissent d’une popularité grâce à la découverte progressive de leurs

propriétés médicinales: antibactériennes, anti inflammatoires, antiseptiques, antivirales,

antifongiques, antioxydantes, anti-tumoral, insecticides, insectifuges…etc, ainsi que leurs

utilisations dans d'autres domaines d'intérêt économique tels que la cosmétique, la

parfumerie, l’aromathérapie et l’agroalimentaire (Choi et al., 2000; Zenasni, 2014).

L’écorce des Citrus est l’une des parties de la plante riche en métabolites

secondaires, tels que les huiles essentielles qui sont étudiées pour ces composés actifs

(coumarines, terpènes et linalool…etc) (Dhanavade et al., 2011; Kamal et al., 2011).

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressées à l’étude des huiles essentielles extraites

de l’écorce de l’espèce Citrus limon (citron jaune), dans le but de déterminer leur intérêt

biologique. Ce travail porte sur :

 Extraction des huiles essentielles à partir de l’écorce fraîche de fruit de citron.

 Evaluation in vitro de l’activité antioxydante (effet scavenger vis-à-vis du DPPH et

le pouvoir réducteur).

 Evaluation in vitro de l’activité anti inflammatoire.
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I.1-Généralités sur les agrumes

I.1.1-Histoire des agrumes

Le mot agrume provient de latin (acrumen = saveur) acre qui désignait dans l’antiquité,

des arbres à des feuilles acides (Faucon, 2015).

La culture des agrumes a commencé en Chine, Inde, Indochine, Indonésie. Le cédrat est

le premier agrume introduit en Europe par Theophrastus en 310 avant J-C. Les romains ont

importé les oranges et les citrons de leur province comme un fruit couteux pour leurs

banquets. Les plantes qu’ils cultivaient à Rome ont survécu mais portaient peu de fruits.

Au 10ème siècle, les conquérants arabes réintroduisent le cédrat en Europe et introduisent de

nombreuses nouveautés telles que le citron et l’orange amère (Bousbia, 2011).

I.1.2-Caractères généraux des Citrus

Les agrumes appartiennent à la famille des Rutacées et correspondent aux espèces

exploitées chez les genres Citrus, Fortunella et Poncirus (Dongmo et al., 2002).

Le genre Citrus appartient à la sous famille des Aurantiodeae, y compris plusieurs espèces:

cédratier, limonier, citronnier, pamplemoussier, oranger doux, oranger amer, bergamotier,

mandarinier, clémentinier...etc (Faucon, 2015; himizu et al., 2016).

Tous les fruits des Citrus cultivés ont presque la même structure, ils sont composés

essentiellement de deux parties morphologiques : le péricarpe et l’endocarpe (pulpe)

(figure N°1) (Terol et al., 2010).

 le péricarpe est nommé aussi l’écorce, il est composé du zeste (épicarpe ou

flavédo), partie la plus externe de ce péricarpe, de couleur orangée ou jaune,

contenant de nombreuses poches sécrétrices de type schizolysigènes, riche en huile

essentielle (Chavanne, 2011; Faucon, 2015).

Un mésocarpe (ou albédo) de couleur blanche, de texture souvent cotonneuse ou

spongieuse, de nature cellulosique, d’épaisseur variable, est la partie la plus

intérieure du péricarpe (Janati et al., 2012; Faucon, 2015).

 La partie interne, l’endocarpe ou pulpe constituée de la pulpe, est divisée en

segments (carpelle) où se concentre le jus (avec ou sans pépins selon les variétés) et
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ont une enveloppe radiale épaisse (ou endocarpe). Cette partie, riche en sucres

solubles, renferme des quantités significatives de vitamine C, de pectine, de fibres,

de différents acides organiques et de sel de potassium, qui donnent au fruit son

acidité caractéristique (Bousbia, 2011).

Figure N° 1: Coupe transversale de fruit d’un Citrus (Duan et al., 2014).

I.2-Espèce Citrus limon

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

espèces d'agrumes après l'orange et la mandarine, très cultivée aujourd’hui dans les climats

tropicaux et subtropicaux et même dans les régions tempérés du monde (Singh et al., 1994;

Bousbia, 2011).

Le citronnier est un arbuste vigoureux aux branches robustes et épineuses de petite taille de

2 à 4 m de hauteur, sensible aux gelées, d’une durée de vie d’environ 40 ans. Avec des

feuilles grandes, très parfumées et coriaces. Leurs fleurs sont  très agréablement odorantes,

regroupées à l’aisselle des feuilles (Bousbia, 2011; Faucon, 2015).

Les citrons sont des fruits de forme ovale, pointus et mamelonnés à leur sommet, de 8 à 12

cm de long. Leur écorce (zeste) épaisse de couleur verte vire au jaune à la maturité,

contenant une essence à odeur caractéristique. Sa pulpe est acide et les graines qu’il

contient ont des cotylédons blancs. On pratique 2 récoltes par an : une en été pour les

fruits, et l’autre en hiver pour le jus et l’huile essentielle (Goetz, 2014; Faucon, 2015).
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I.2.1- Taxonomie (Goetz, 2014)

Règne : Plantae.

Division : Magnoliophyta.

Classe : Magnoliopsida.

Ordre : Sapindales.

Famille : Rutacées.

Genre : Citrus.

Espèce : Citrus limon (L.).

I.2.2- Composition chimique du citron

Citrus limon contient de nombreux composants chimiques, y compris les composés

phénoliques (tel que les flavonoïdes dont les flavanones sont les plus abondant 90%,

contenus dans la partie blanche de la peau du fruit), et d'autres éléments nutritifs et non

nutritifs (vitamines, minéraux, fibres alimentaires, huiles essentielles et caroténoïdes)

(González-Molina et al., 2010; chavanne, 2011).

Le fruit présente une haute teneur en vitamine C et contient d’autres vitamines de groupe A

et B (B1, B2, B3, B6 et B9) avec des petites quantités. La teneur en protéines est de 1.1

g/100 g. Divers substances minérales tel que Na (sodium), K (potassium), Ca (calcium),

Cu (cuivre), Fe (fer), Mg (magnésium), Zn (zinc) et P (phosphore) en été identifiées dans

le citron dont le potassium est le minéral le plus abondant avec une valeur de 8600

mg/100g. Ces éléments jouent un rôle important dans les systèmes biologiques, sont

essentiels pour la nutrition et largement utilisés dans le domaine de la médecine clinique.

La peau de citron contenait de la graisse brute (4,98%), fibre brute (15,18%). L’arôme de

citron résulte de ces huiles essentielles abondantes dans les vacuoles de l’écorce, il s’agit

d’un mélange de limonène, du citral, citronellal et des coumarines. L’acide citrique est

l’acide organique le plus représenté dans le citron avec une quantité de 5–6 g/100 ml

(González-Molina et al., 2010; Guimaraes et al., 2010; Janati et al., 2012).
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I.2.3-Usage de citron

Le citron présente une large utilisation grâce à sa composition:

 Usage culinaire: le citron pelé ou finement gratté donne sa propre saveur qui est

très prisée en cuisine et en pâtisserie, le jus du citron permet de fabriquer des

boissons rafraîchissantes.

 En cosmétologie, le citron est utilisé pour resserrer les pores, il passe pour éclaircir

la peau, résorber les comédons et s’utilise en masque antirides ou pour donner de

l’éclat aux cheveux. Il entre aussi dans la composition de nombreux parfums

(Bousbia, 2011).

 De plus, le citron contient des flavonoïdes, en particulier de flavanone qui montre

des activités bénéfiques en tant qu'agents protecteurs contre le cancer et les

maladies cardiovasculaires, inflammatoires et allergique (Gil-Izquierdo et al.,

2004).

 Le citron est utilisé par les femmes pendant le grossesse pour soulager les nausées

et les vomissements (Yavari kia et al., 2014).

Les huiles essentielles se caractérisent par différentes propriétés notamment,

antibactériennes, antioxydantes, antifongiques, antivirales, anti-scorbut, antiallergiques,

neuro-protecteurs, anticonvulsifs, sédatifs, anti-nociceptifs et anti-inflammatoires. Elles

sont largement utilisées comme agent  aromatisant dans les aliments, les boissons et les

confiseries et comme parfum (Lahlou, 2004; Sharopov et al., 2015).

I.3-Huiles essentielles

I.3.1-Définition

La pharmacopée française défini une huile essentielle comme « un produit odorant,

généralement de composition complexe, obtenu à partir d’une matière première végétale

botaniquement définie, soit par entraînement à la vapeur soit par distillation sèche, soit par

un procédé mécanique approprié sans chauffage. Une huile essentielle est souvent séparée

de la phase aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de changement significatif

de composition» (Cazau-Beyret, 2013).

Les huiles essentielles sont liquides à température ambiante mais aussi volatiles, ce qui les

différencient des huiles dites fixes. Ce sont des substances de consistance huileuse mais

sans corps gras, plus ou moins fluides, très odorantes et de densité généralement inférieure
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à celle de l’eau. Elles sont liposolubles et solubles dans les solvants organiques usuels ainsi

que dans l’alcool, entraînables à la vapeur d’eau mais très peu solubles dans l’eau. Il faut

donc impérativement un tensioactif pour permettre leur mise en suspension dans l’eau.

Leur conservation nécessite de l’obscurité et de l’humidité. De ce fait, l’utilisation de

flacons en verre opaque est conseillée (Solene, 2012; Lakhdar, 2015).

Ces composés aromatiques localisés dans différents organes producteurs des végétaux

(fleurs, bourgeons, graines, feuilles, brindilles, écorces, herbes, bois, fruits et racines) et

sont contenues dans des structures spécialisées à savoir : les poils, les canaux sécréteurs et

les poches à essences (González-Molina et al., 2010; Lakhdar, 2015).

Le terme « essence » correspond à la substance aromatique qui est sécrétée de façon

naturelle par la plante, après distillation cette substance devient une huile essentielle. Ce

terme ne peut être employé que pour certaines plantes comme celles contenants des citrals

(orange, citron, mandarine…etc.) (Gauriat, 2015).

I.3.2- Composition chimique des huiles essentielles

I.3.2.1- Huiles essentielles des agrumes

Les huiles essentielles constituées principalement des métabolites secondaires lipophiles

volatils tels que les hydrocarbures (terpènes et sesquiterpènes) et les composés oxygénés

(alcools, aldéhydes, cétones, phénols, éthers, esters, lactones et éthers phénoliques).Ils

sont des mélanges de structure extrêmement complexe, pouvant contenir plus de 300

composés différents. Les composants principaux peuvent constituer jusqu'à 80 ℅ de

l’huile, tandis que d’autres composants sont présentés seulement comme trace (Bousbia,

2011; Sharopov et al., 2015).

De nombreux facteurs influents sur la composition des huiles essentielles, les facteurs

environnementaux en particulier (propriétés du sol, approvisionnement en eau, lumière du

soleil, température) ont un effet important sur la qualité et la quantité de la composition

d'huile. Les fruits d’agrumes ont des arômes distinctifs car ils libèrent de petites quantités

de composés volatils dans l’atmosphère. La quantité des substances libérées augmente avec

la maturité des fruits et l’élévation de la température de stockage. L’émission des

substances volatiles augmente aussi considérablement si la peau est blessée ou coupée et

les sacs à huiles rompus (Bousbia, 2011; Sharopov et al., 2015).

 Les terpènes : ce sont des molécules les plus répandues dans les huiles essentielles.
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1. Les monoterpènes (C10) : sont les composés majeurs des  huiles essentielles avec

des teneurs comprises entre 89,8 % et 99,08%. Le limonène est en général le

composé le plus abondant, et d’autre composants monoterpénique comme α-

pinène, α-thujène, β-pinène, α-terpinène, β-terpinène, p-cymène...etc (Dongmo

et al., 2002; Faucon, 2015).

2. Les sesquiterpènes (C15): ce sont des terpènes en C15 présents en faible quantité

dans les plantes, sauf dans le bois des arbres.

3. Les diterpènes (C20) : molécules assez rares dans les huiles essentielles, et

présentes en faible quantités (cypres, thuya, mélèze).

4. Les triterpènes (C30): leur présence est aléatoire dans les huiles essentielles. Car,

plus la molécule contient un nombre important de carbones, plus elle est

« lourde » et donc plus il est difficile de l’extraire par distillation à la vapeur

d’eau. Les triterpènes font souvent partie des structures epicuticulaires des

plantes aromatiques.

 Phénols et terpénols (Monoterpénols(C10) Sesquiterpénols(C15) et Diterpénols):

molécules possédant une fonction alcool.

 Aldéhydes : il existe des aldéhydes terpéniques et des aldéhydes aromatiques.

 Lactones : esters intramoléculaire non aromatiques très actifs, non toxiques, à l’état

de traces dans les huiles essentielles.

 Coumarines : ce sont des esters intramoléculaires aromatiques, très souvent

présentés dans les essences, en particulier les essences de Citrus. Toujours en faible

concentration dans les huiles essentielles.

 Phtalides : famille chimique apparentée aux coumarines, d’odeur puissante et

caractéristique.

 Composés azotés : ce sont des composés peu courants au sein des huiles

essentielles.

 Les composés soufrés : ces composés se rencontrent souvent à l’état de traces

dans les huiles essentielles.

 Les acides, les esters, cétones, oxydes  terpéniques, éthers (Faucon, 2015).
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I.3.2.2-Huiles essentielles de citron

La composition des huiles de citron est dominée par les hydrocarbures monoterpéniques et

contient en plus du limonène, β-pinène, une quantité considérable de γ- terpinène et une

plus petites quantités d'autres monoterpènes : 2-thujène, l’α-pinène, le camphène, le β-

phellandrène, o-cymène, et terpinolène (Soković et al., 2010; Francis et Bui, 2015).

L'aldéhyde-citral est également présente dans le citron, sous la forme de stéréoisomères

néral et gérianique. Le citral et le linalol sont traités comme l'arôme le plus puissant des

composés dans C.limon. L'acide citrique est l'acide organique majeur du citron (González-

Molina et al., 2010).

Selon l’étude de (Djenane, 2015) l'analyse chimique des huiles essentielles du citron a

identifié les principaux composés représentés dans le tableau I.

Tableau I : Composition chimique (%) d’huile essentielle de citron acclimatés en Algérie

à partir de parties de peau fraîche identifiées par analyse GC-MS (Djenane, 2015).

I.3.3-Biosynthèse aromatique

La biosynthèse des huiles essentielles au sein du végétal démarre par la photosynthèse

(métabolite primaire), c’est un processus permettant aux végétaux d’utiliser l’énergie

solaire, pour fabriquer des sucres et d’autres substances organiques. A partir de ces sucres,

les plantes aromatiques élaborent des molécules spécifiques selon deux voies majeures

(Faucon, 2015; Gauriat, 2015):

Composants Huile essentielle de

citron (%)

α-Pinene 03.07

β-Pinene 17.04

β-Myrcene 2.37

Limonene 51.40

γ-Terpinene 13.46

Nerol 1.50

Geraniol 2.43

Neryl acetate 1.05

Isocaryophyllene

- -

01.23 -

01.23
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 Voie des terpènes

Cette voie aboutit à la synthèse des monoterpènes (C10H16), des sesquiterpènes (C15H24), et

des diterpènes (C20H32).

La synthèse de ces terpènes fait à partir de l’IPP (isopentényl pyrophosphate en C5), IPP

est issue de la voie du mévalonate. Par ailleurs, des réactions d’oxydoréduction donnent

lieu à d’autres molécules comme des monoterpénols, des phénols, des aldéhydes, des

cétones…etc, apportant des propriétés chimiques particulières (Faucon, 2015; Muther,

2015).

 Voie des phénylpropanes

Elle se caractérise par des mécanismes d’oxydation et démarre par un acide aminé : la

phénylalanine obtenue par la voie du shikimate. L’acide shikimique est issu de la

condensation d’une unité phosphoenolpyruvate (PEP) (glycolyse) et d’une unité

d’érythrose-phosphate, le shikimate est un précurseur essentiel pour initier la synthèse de

nombreux métabolites secondaires au sein des végétaux et micro-organismes (Faucon,

2015; Gauriat, 2015).

La phénylalanine conduit à la formation de plusieurs composés des huiles essentielle, des

phénols, des acides ou encore des coumarines. Plus rarement, des molécules de type

lactones ou phénols méthyl-éthers peuvent être retrouvés (Faucon, 2015).

Une fois synthétisé, ces métabolites vont pouvoir être libérés par des cellules sécrétrices

formant des structures histologiques particulières. Elles vont servir de zones de production

et de lieux de stockage des substances aromatiques sécrétées in vivo par la plante. Ces

substances se nomment des essences.

Ces structures sont différentes en fonction de l’organe producteur ainsi que de l’espèce

végétale (Gauriat, 2015).

I.3.4-Toxicité des huiles essentielles

Bien que d’origine naturelle, les huiles essentielles peuvent se révéler dangereuses pour la

santé présentant une toxicité par voie orale avec des doses létales à 50% (DL50) supérieures

à 5 g/kg, peut provoquer des effets néphrotoxiques, hépatotoxiques, neurotoxiques…etc, et

peut entraîner une insuffisance rénale chez l’enfant à doses élevées (Lakhdar, 2015).

L’usage des huiles essentielles en application locale, en parfumerie ou en cosmétique, peut

générer des irritations et des allergies.

Les essences d’agrumes (pamplemousse, citron…etc) sont photo-sensibilisantes par des

réactions épidermiques après exposition au soleil (Lakhdar, 2015).
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L’utilisation des huiles essentielles doit s’accompagner de nombreuses précautions. La

plupart des composés d’une huile essentielle sont lipophiles et sont donc rapidement

absorbés, quel que soit la voie d’administration. Plusieurs facteurs jouent un rôle dans la

dangerosité d’une huile essentielle comme la teneur en molécules toxiques, la manière

d’appliquer l’huile essentielle, le dosage ou encore la durée de l’application. Il convient

donc de tester une huile essentielle avant toute utilisation. De plus, il convient de ne jamais

appliquer une huile essentielle pure sur les muqueuses (nez, yeux…etc), ce type

d’application nécessite une dilution systématique de l’huile essentielle. Elle est

déconseillée aux femmes enceintes et aux femmes qui allaitent (Chavanne, 2011;

Muther, 2015).

I.4-Stress oxydatif et antioxydants

I.4.1-Stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre entre la production des radicaux libres

et des éléments oxydants et la capacité de leur élimination par les antioxydants d’un

organisme, d’une cellule ou d’un compartiment cellulaire (Barouki, 2006; Reuter et al.,

2010).

Le stress oxydatif peut résulter d'une exposition accrue aux oxydants ou d'une protection

réduite contre les oxydants (Davies, 2000).

Dans les conditions normales, la balance oxydative définit donc l’équilibre entre les

espèces réactives de l'oxygène et les espèces antioxydantes. Mais en conditions

d'oxydation, les prooxydants emportent sur les antioxydants, qui peuvent conduire à de

nombreuses maladies inflammatoires (Bayala, 2014).

 Radicaux libres

Les radicaux libres sont des molécules naturelles de notre propre métabolisme, ils sont très

réactifs et instables. Ils attaquent des composants cellulaires sains pour voler un électron

pour devenir stables.

Ce balayage d'électrons par les radicaux libres, collectivement appelés stress oxydatif, qui

cause des dégâts à la membrane cellulaire, aux protéines, aux parois des vaisseaux

sanguins, aux lipides ou même à l’ADN. Les radicaux libres sont des espèces réactives

d'oxygène (EOR) et les dérivés d'espèces azotées réactives (EAR). La formation des
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radicaux libres se produit soit par les processus naturels du corps tels que le processus

métabolique dans les mitochondries et dans le cytochrome oxydase et la peroxydation

lipidique, parfois par la stimulation microbienne sur les neutrophiles ou des facteurs

environnementaux comme l’exposition aux rayonnements (Govindarajan et al., 2005;

Lakshmi et al., 2014).

I.4.2-Antioxydants

De façon générale, un antioxydant est défini comme étant toutes substance qui présente à

faible concentration par rapport à celle du substrat oxydable, retarde ou inhibe

significativement l’oxydation de ce substrat et permet de maintenir l’homéostasie

cellulaire. Il existe plusieurs systèmes antioxydants présents dans la cellule comme le

glutathion, les vitamines E et C, la bilirubine, l’acide lipoïque, et des enzymes comme la

catalase, le superoxyde dismutase, la glutathion peroxydase, les peroxyrédoxines…etc

(Barouki, 2006; Gauche et Hausswirth, 2006).

I.4.3-Activité antioxydante des huiles essentielles

Dans le cadre de la toxicité des antioxydants synthétiques et la demande des

consommateurs pour les produits naturels, l’utilisation des produits végétaux comme

source d’antioxydants deviendrait plus exigée du fait que ces produits sont moins toxiques.

Parmi ces différents produits végétaux, les huiles essentielles ont une activité antioxydante

de grand intérêt car elles peuvent préserver les aliments des effets toxiques des oxydants et

jouent un rôle important dans la prévention de certaines maladies (Miguel, 2010).

Les monoterpènes oxygénés, tels que le thymol, le carvacrol et le α-terpinéol, sont

principalement responsables du potentiel antioxydant des huiles végétales qui les

contiennent. Le monoterpène β-caryophyllène possède également une activité de piégeage

des radicaux libres, donc les plantes médicinales ayant une activité antioxydante

intéressante constitueraient une source de traitement des maladies où sont impliquées les

Espèces Oxygénées Réactives (EOR) et les Espèces Azotées Réactives (EAR) (Bayala,

2014).

Si les huiles essentielles peuvent éliminer certains radicaux libres, elles peuvent aussi agir

comme anti inflammatoires parce que l'une des réponses inflammatoires est l'éclatement

oxydatif qui se produit dans diverses cellules (monocytes, neutrophiles, éosinophiles et
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macrophages). La phagocytose des bactéries, qui se produit pendant l'inflammation

s'accompagne d'une augmentation spectaculaire de la consommation d'oxygène, ce qui

donne la formation de radical anion superoxyde (O2
-•) qui est rapidement converti en

peroxyde d'hydrogène (H2O2) (Miguel, 2010).

I.5-Inflammation et activité anti inflammatoire des substances naturelles

I.5.1-Généralités sur l’inflammation
La réaction inflammatoire est la réponse physiologique des tissus vivants, vascularisés,  à

une agression d’origine physique, chimique ou biologique (Ndoye Foe et al., 2016).

Son but est de mobiliser le système immunitaire afin d'éliminer l'agent pathogène et de

réparer les lésions tissulaires. Parfois l'inflammation peut être néfaste du fait de

l'agressivité de l'agent pathogène, de sa persistance, du siège de l'inflammation, ou encore

de régulations anormales du processus inflammatoire (Poubelle et Borgeat, 2000; Hellal,

2007).

L'inflammation se caractérise par des manifestations clé: la rougeur, la chaleur, l'enflure et

la douleur. Elle est maintenant reconnue comme un type de réponse immunitaire non

spécifique (Srdan V. Stankov, 2012).

 Les médiateurs de l’inflammation:

 Les facteurs locaux (amines vasoactives: histamine, sérotonine, prostaglandines et

leucotriènes, cytokines pro-inflammatoires (Interleukines)).

 Les facteurs circulants (le système des kinines, le système du complément, le

système de coagulation).

 Dérivés de l’acide arachidonique, fibrine, mastocytes, lymphocytes, éosinophiles,

neutrophiles, macrophages (Gauriat, 2015).

 Il existe deux types d’inflammation, aigue et chronique.

 L’inflammation aigue: comporte notamment la libération de cytokines pro-

inflammatoires telles que le facteur nécrosant des tumeurs (TNFα), les interleukines

qui sont libérées par les macrophages, les cellules endothéliales vasculaires et les

fibroblastes et agissent par l’intermédiaire de récepteurs sur des organes cibles

(Salier et al., 1997).

 L’inflammation chronique: caractérisé par un ensemble des réactions systémiques

prolongées, rencontrée à la suite d’une inflammation aigüe, causée par une

infection persistante par les parasites, les bactéries ou les virus. La réaction a
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dépassé sa fonction initiale de réparation, elle devient invalidante et souvent

douloureuse (Hellal, 2007; Lin et Karin, 2007).

I.5.2-Activité anti inflammatoire des substances naturelles

Sur le marché, la plupart des médicaments anti inflammatoires sont chimiquement

fabriqués, bien que ces médicaments soient assez puissants, l'administration à long terme

entraîne des effets secondaires comme l'intolérance gastrique (Ndoye Foe et al., 2016).

C'est dans cette lumière que les remèdes naturels à partir des végétaux, tel que certains

composés d’huiles essentielles qui ont un effet anti inflammatoire similaire à celui des

médicaments de synthèses avec très peu d'effets secondaires, l'efficacité et la sécurité

prouvées sont recherchées comme substituts pour les traitements chimiques.

I.5.2.1-Mode d’action des huiles essentielles anti inflammatoires

 Propriétés liées à la classe électrique:

Les molécules aromatiques donneurs d’électrons tel que les coumarines vont agir

d’avantage sur la phase primaire de l’inflammation, et elles vont par exemple compenser la

perte en électrons des tissus enflammés (Faucon, 2015; Gauriat, 2015).

Il y a plusieurs composantes des huiles essentielles responsables de l’activité anti

inflammatoire :

 Les esters monoterpéniques

Les esters sont des composés fragiles, très sensibles à l’hydrolyse. Ils sont constitués d’une

partie acide et d’une partie alcool. Ce sont des donneurs d’électrons, leurs fonctions acides

agissent sur la libération de monoxyde d’azote et sur les prostaglandines de type II. Ils vont

agir sur la phase primaire de l’inflammation (Gauriat, 2015).

 Les aldéhydes monoterpéniques

 Exemple du citronellal

C’est un anti inflammatoire par modulation de la réponse immunitaire et par mobilisation

des leucocytes. C’est un antioxydant qui inhibe aussi la prostaglandine E2 (Gauriat,

2015).

 Exemple des citrals

Ce sont des anti inflammatoires par inhibition de l’acide nitrique (NO) (agent utilisé lors

d’études cliniques afin de démontrer une activité anti inflammatoire). Ils ne suppriment pas
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l’activité des COX2. Ils agissent également par inhibition du NF-kappaB qui est une

protéine intervenant dans la régulation de la réponse immunitaire et le stress cellulaire.

C’est un facteur de transcription stimulant l’expression de certains gènes qui participent au

processus inflammatoire tels que les cytokines et leurs récepteurs (Gauriat, 2015).

 Les sesquiterpènes

Ce sont des molécules lourdes, présentées en faibles quantités donc peu de rendements.

Elles sont capables d’inhiber la synthèse des leucotriènes par inhibition de la 5-lipo-

oxygénase. L'enzyme 5-LOX est impliquée dans la transformation de l'acide arachidonique

en leucotriènes. La surproduction de leucotriènes provoque une inflammation, ainsi que

une diminution de la  perméabilité capillaire par inhibition de la libération de l’histamine

(Gauriat, 2015).
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II.1-Matériel

II.1.1-Matériel végétal

Le produit ayant servi à l’extraction des huiles essentielles est la partie écorce (zeste) du

citron (Citrus limon), que nous avons achetés du marché local de Bejaia, au mois de mars

2017.

Les fruits ont été soigneusement lavés pour les débarrasser de la poussière, puis séchés et

épluchés à l’aide d’un couteau en évitant d’inclure l’albédo, la matière blanche (les écorces

sont coupées en petits morceaux) (Figure N°2).

La quantité des zestes frais obtenus est ensuite utilisée dans le but d’obtenir les huiles

essentielles en vue d’évaluer leur activité antioxydante et anti inflammatoire.

Figure N°2: Les écorces fraîches de citron.

II.2-Methodes

II.2.1-Extraction des huiles essentielles

II.2.1.1-Hydrodistillation

 Le principe

L’hydrodistillation (HD) est la méthode la plus couramment employée pour l’extraction

des huiles essentielles. Dans son principe, elle consiste à immerger la matière végétale

dans un bain d’eau, l’ensemble est ensuite porté à l’ébullition, à pression atmosphérique.

Sous l’action de la chaleur, les molécules odorantes contenues dans les glandes sécrétrices

des végétaux sont libérées et entrainés par la vapeur d’eau qui est ensuite condensée. Bien



CHAPITRE II MATERIEL ET METHODES

Partie expérimentale Page 16

que la plupart des constituants aient des températures d’ébullition supérieures à 100°C, ils

sont entraînés mécaniquement avec la vapeur d’eau. Le refroidissement par condensation

conduit à la séparation du mélange eau-huile essentielle par décantation. Puis les deux

phases, la phase aqueuse (hydrolat) et la phase organique surnageante (huile essentielle)

sont séparées par leurs différences de densité (Venturini, 2012; Herzi, 2013).

Ce schéma explique l’appareillage de l’hydrodistillation.

1: Chauffe-ballon ; 2:Eau bouillante ; 3:Thermomètre ; 4:Réfrigérant à eau ; 5:Arrivée

d'eau froide et sortie d'eau tiédie ; 6:Essencier ; 7:Végétal ; 8:Huile essentielle.

Figure N°3: L’hydrodistillation (Solene, 2012).

 Protocol expérimental

200g de matière végétale (les zestes frais de citron) ont été introduits dans un ballon

contenant de l’eau. L’ensemble est porté à l’ébullition pendant 3 heures (Khodabakhsh et

al., 2015).

Le distillat ainsi recueilli est introduit dans une ampoule à décanter afin de séparer l’eau

d’huile essentielle qui la surnage (Figure N°4).

Les huiles essentielles sont conservées dans des flacons de verre ambré à une température

de 4°C (Jazet Dongmo et al., 2008).
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Figure N°4: Dispositif d’hydrodistillation.

II.2.1.2- Taux d’extraction

Après l’hydrodistillation, le rendement en huiles essentielles est le rapport entre le poids

d’huile essentielle extraite et le poids de la biomasse végétale utilisé. Le rendement est

exprimé en pourcentage (%) (Ndoye Foe et al., 2016).

Il est calculé par cette formule: (%) = PP
R: le rendement en huiles essentielles (%).

PHE: poids d’huile essentielle extraite (g).

Pmv: poids de matériel végétal utilisé.

II.2.2- Evaluation de l’activité antioxydante d’huile essentielle de Citrus

limon

L’activité antioxydante d’huile essentielle des écorces fraiches de Citrus limon a été

déterminée par le test de piégeage du DPPH et le test de réduction de fer.
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II.2.2.1-Activité scavenger du DPPH

 Le principe

Le test DPPH est largement utilisé pour étudier l’activité de balayage des composés de

produits naturels. Le DPPH à un électron impair qui forme la couleur violette, conduisant à

une longueur d’onde d’absorbance à 517 nm (Bui Thanh et al., 2016).

Les huiles essentielles ont la capacité d’inhiber le radical libre 1,1-diphényl-2-

picrylhydrazyle (DPPH) par la donation d'atomes d'hydrogène ou d'électrons (Choi et al.,

2000).

Lorsque le DPPH réagit avec un antioxydant, perd sa couleur violette et devient de couleur

jaune (Lakshmi et al., 2014).

La réduction du radical par un donneur d’atome H (ROH) conduit à la 2,2-diphényl-1-

picrylhydrazine jaune (DPPH-H) et au radical (A•) (Figure N°5).

La réaction de réduction de DPPH: DPPH
•

+ ROH → DPPH-H +RO
•

(Fekih, 2015).

DPPH (radical libre) DPPH (non radical)

Figure N°5 : Réaction du DPPH avec un antioxydant (Obame Engonga, 2009).

 Le protocole expérimental

Le protocole expérimental suivi dans cette étude été celui de Wu et Ng. (2008) avec

certaines modifications.



CHAPITRE II MATERIEL ET METHODES

Partie expérimentale Page 19

Figure N°6 : Protocole de réduction de radical DPPH (Wu et Ng, 2008).

 Expression des résultats

L’activité scavenger du radical DPPH selon Herzi. (2013) est exprimée en pourcentage

d’inhibition de ce dernier selon la formule suivante :

’ % = − ×
Abs T: absorbance de test.

Abs C: absorbance de contrôle.

NB: le contrôle négatif contient le méthanol à la place d’huile essentielle et de standard.

A partir les résultats présentant l’activité scavenger en %, on peut déterminer l’IC50

(concentration d’huiles essentielle nécessaire pour réduire 50% de radical DPPH).

1 ml DPPH (0.1 mM)

3 ml d’huile essentielle ou
standard

Incubation pendant 60 min à l’obscurité
et à température ambiante

Lecture à 517 nm
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II.2.2.2-Pouvoir réducteur

 Le principe

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé à son pouvoir antioxydant, le principe de ce

test est basé sur la réaction de réduction de Fe3+ (fer ferrique), présent dans le complexe

K3Fe(CN) 6 en sa forme réduite Fe2+ (Fer ferreux). L’activité réductrice a été déterminée

selon la méthode d’Oyaizu. (1986) modifiée (Oktay et al., 2003).

La capacité de l’agent antioxydant peut être évalué par un spectrophotomètre à 700 nm,

l’augmentation de l'absorbance indique une augmentation de capacité réductrice (Miguel,

2010).

La chimie des analyses à base de fer peut être résumée avec l'équation de réaction suivante:

Fe3+__L + antioxydant            Fe2+ __L + antioxydant oxydé (Guimarães et al., 2010).

 Protocol expérimental:

Le pouvoir réducteur de l’huile essentielle de citron est déterminé selon la méthode décrite

par Oktay et al. (2003).

Figure N°7 : Protocole de pouvoir réducteur (Oktay et al., 2003).

1ml d’huile essentielle ou standard

2.5 ml tampon phosphate 0,2 M (pH=6,6)

2.5 ml K3Fe(CN) 6 à 1%

Incubation à 50 c° pendant 20 min

2.5ml (TCA) à10%

Centrifugation  à 3000 rpm pendant
10 min

2,5 ml du surnageant +2,5 ml d’eau
distillée+0,5 ml FeCl3 à 0,1%

Lecture à 700 nm
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II.2.3- Evaluation de l’activité anti inflammatoire d’huile essentielle de
Citrus limon

II.2.3.1- Inhibition de la dénaturation protéique (albumine humaine)

 Le principe

La dénaturation des protéines est un processus dans lequel les protéines perdent leur

structure tertiaire et leur structure secondaire par application de stress ou de composé

externe, comme un acide ou une base forte, un sel inorganique concentré, un solvant

organique ou une chaleur. La plupart des protéines biologiques perdent leur fonction

biologique lorsqu'elles sont dénaturées (Leelaprakash et Mohan Dass, 2011; Bui Thanh

et al., 2016).

Sous l’action d’un traitement thermique, l’albumine peut subir des changements de

conformation (Figure N°8) associés à un mauvais repliement de la structure 3D provoquant

le processus d’agrégation (Militello et al., 2003).

Figure N°8: Les phénomènes d’agrégation (Rondeau, 2009).

La dénaturation des protéines est l’une des causes bien documentées de l’inflammation et

conduit à divers maladies inflammatoires. Par conséquent, la capacité d’une substance à

inhiber la dénaturation des protéines signifie un potentiel apparent d’activité anti

inflammatoire (Habibur Rahman et al., 2015; Osman et al., 2016).

 Le protocole

L’effet inhibiteur in vitro d’huile essentielle de Citrus limon a été déterminé en utilisant

une méthode de dénaturation protéique décrite par Habibur Rahman et al. (2012) avec

certaines modifications.
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Figure N°9: Protocole d’inhibition de la dénaturation de l’albumine (Habibur Rahman et

al., 2012).

 Expression des résultats

Le pourcentage d’inhibition est calculé par la formule suivante (Bui Thanh et al., 2016):’ % = − ×
Abs C : absorbance de contrôle.

Abs T : absorbance de test.

II.2.3.2-Evaluation de la protection contre l’hémolyse (stabilisation

membranaire)

 Le principe

L’action anti hémolytique in vitro d’huile essentielle a été évaluée par l’utilisation de

modèle érythrocytaire, ce dernier est facile à isoler du sang et sa membrane à similitudes

avec d'autres membranes cellulaire (Shobana et Vidhya, 2016).

50 µl d’huile essentielle ou standard

450 µl albumine humaine

Incubation à 37 c° pendant 20 min

2.5 ml tampon phosphate (PH=6.3)

Incubation à 57 c° pendant 30 min

Lecture à 660 nm
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Si les globules rouges (RBC) sont exposés à des substances nuisibles telles que le milieu

hypotonique alors la rupture de sa membrane se produira, provoquant la libération de

l'hémoglobine et d'autres composants internes dans le fluide environnant. Étant donné que

les membranes des globules rouges humains (HRBC) sont similaires aux composants de la

membrane lysosomale. L'effet hémolytique de la solution hypotonique est lié à une

accumulation excessive de liquide dans la cellule (Habibur Rahman et al., 2015; Labu et

al., 2015).

Il existe une relation entre l’hémolyse et l’inflammation, car pendant l'inflammation, il y a

une lyse de la membrane lysosomale qui libère leurs composants enzymatique produisant

une variété des troubles (Labu et al., 2015).

L'hémolyse est détectée visuellement en montrant une teinte rose à rouge dans le sérum ou

le plasma. Dans cette étude, la stabilisation de la membrane HRBC est effectuée par

l’inhibition de l’hypotonicité (Habibur Rahman et al., 2015; Shobana et Vidhya, 2016).

La lecture de la densité optique de surnageant récupéré est réalisée par un

spectrophotomètre visible.

 Le protocole expérimental

Le protocole suivi pour l’étude de l'activité protectrice de la membrane des érythrocytes

par les huiles essentielles est celle de Labu et al. (2015).

 Préparation de la suspension des érythrocytes

On a prélevé le sang d’un volontaire sain qui n’a pas pris de médicament anti

inflammatoire pendant 15 jours avant le prélèvement.

L’obtention des érythrocytes est comme suit:

- Centrifugation de sang pendant 10 min à 3000 rpm.

- Lavage des érythrocytes trois fois avec une solution iso-saline [(154 mM NaCl) dans un

tampon phosphate à 10 mM (pH= 7,4)].

- Reconstitution des globules rouges sous forme d’une suspension à 10% dans la solution

iso-saline.
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Figure N°10: Protocole de stabilisation membranaire (Labu et al., 2015).

 Expression des résultats

L’inhibition de l’hémolyse est obtenue en pourcentage par la formule suivante : (Labu et

al., 2015).

’ % = − ×
Abs T: absorbance de test (huile essentielle ou standard).

Abs C: absorbance de contrôle.

II.3-Analyse

Chaque  expérience  est  répétée  trois  fois,  les  valeurs  sont  représentées  par  la

moyenne ± écart type. Les valeurs d’IC50 sont mesurées par régression linéaire.

0,5 ml globules rouges

Incubation à 37c° pendant 10 min

Centrifugation à 3000 rpm
pendant 10 min

5 ml de solution hypotonique

0,5 ml d’huile essentielle ou standard

Lecture à 540 nm
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III.1-Extraction des huiles essentielles de l’écorce de Citrus limon

L’extraction par hydrodistillation de plante étudiée a fourni une huile essentielle d’aspect

liquide et limpide, ayant une coloration jaune claire avec de fortes et persistantes odeurs.

Ces résultats sont comparés à une étude de Ferhat et al. (2007) qui a trouvé les mêmes

propriétés organoleptiques d’huile essentielle de Citrus limon.

Tableau II: La densité et le rendement en huile essentielle de l’écorce de Citrus limon

extraite par la méthode d’hydrodistillation.

L’étape d’extraction durant laquelle les molécules aromatiques sont recueillies est

nettement longue (3 heures) dont une première partie relative au chauffage de la matière

végétale et correspondant à la montée en température au sein du réacteur au fur et à mesure

pour atteindre 100°C, température d’ébullition de l’eau, étape durant laquelle aucune

extraction d’huile essentielle ne se produit.

-La seconde étape correspond à une extraction progressive de l’huile essentielle de l’écorce

de Citrus limon.

- Enfin, la dernière étape correspond au rendement maximal possible.

Le rendement d’hydrodistillation d’huile essentielle de l’écorce de Citrus limon est de

0,57%, Ce résultat est comparable à d’autres études (Kuate et al., 2003; Djenane, 2015)

qui ont trouvé des proportions variables aux environ de 0,3 à 0,6% ; 0,7% respectivement.

D’autre part, d’autres travaux comme ceux de Guimarães et al. (2009), ont montré que le

rendement de l’huile essentielle de l’écorce de Citrus limon est de 0,18 ± 0,004 %, par

contre  ceux  de Hamdan et al. (2013) le  rendement est de 2%.

Cette différence de rendement est peut être due à un ensemble de paramètres comme

l'origine géographique, la méthode d'extraction, la période d’extraction, la maturité de fruit

mais également aux conditions d’expérimentation (Djenane, 2015).

Méthode d'extraction Hydrodistillation

Le rendement % 0,57%

La densité 0,85
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Selon la documentation technique fourni par les laboratoires PhytoSun’Aroms: les huiles

essentielles de Citrus limon doivent avoir une densité de 0,8522 (Faucon, 2015).

III.2-Evaluation de l’activité antioxydante d’huile essentielle de Citrus

limon

III.2.1-Activité anti radicalaire par DPPH

Les solutions préparées en mélangeant le DPPH avec l’huile essentielle à différentes

concentrations sont incubées pendant 60 min, la couleur violette vire vers le jaune résultant

d’une activité antioxydante comme la figure N°11 indique:

Concentration: 1- 3,75g/ml, 2- 7,5mg/ml, 3- 15 mg/ml, 4- 30 mg/ml.

Figure N°11: Variation de couleur de DPPH vers le jaune en fonction de la concentration

d’huile essentielle.

Les résultats de l’activité antioxydante d’huile essentielle et de standard (A.Ascorbique),

ainsi les valeurs d’IC50 sont présentées dans le tableau III:

1 2 3 4
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Tableau III: Evaluation de l’activité anti radicalaire d’huile essentielle de l’écorce de

Citrus limon.

L’évaluation de l’activité antioxydante d’huile essentielle de l’écorce de Citrus limon a

montré que cette activité est moins importante avec une valeur d’IC50=24,30mg/ml par

rapport au standard utilisé qui donne une valeur d’IC50 de 0,06 mg/ml.

La valeur IC50 de l’activité anti radicalaire d’huile essentielle de citron obtenue est

comparée avec l’étude de Hamdan et al. (2013) qui a trouvé une activité inhibitrice

d’IC50 = 26,66 ±2,07 mg/ml, une autre étude de Golmakani et Moayyedi. (2015), a trouvé

une valeur IC50= 44,06 mg/ml supérieure à nos résultats avec une activité plus faible.

D’autre part, ces résultats sont complètement différents des résultats de Loizzo et al.

(2016) où ils ont trouvé une valeur d’IC50 de 1,17 mg/ml.

III.2.2-Evaluation de pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur d’huile essentielle de l’écorce de Citrus limon a été évalué en

utilisant  la méthode  de réduction du fer. L’activité antioxydante est basée sur la capacité

d’huile essentielle à réduire le fer ferrique Fe3+en fer ferreux Fe2+.

Les résultats des absorbances sont présentés dans le tableau IV:

[c] %d'inhibition IC50mg/ml

Control - 0 -

A. ascorbique 100µg/ml 78,354 ± 0,002

0,06A. ascorbique 25µg/ml 28,860 ± 0,006

A. ascorbique 12,5µg/ml 11,898 ± 0,002

C.limon 30mg/ml 60,506 ± 0,008

24,30

C.limon 15mg/ml 34,43 ± 0,010

C.limon 7,5mg/ml 22,151 ± 0,013

C.limon 3,75mg/ml 14,81 ± 0,018
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Tableau IV: Le pouvoir réducteur d’huile essentielle de Citrus limon et l’acide ascorbique

comme standard.

[c] Absorbance 700nm

C.limon 30mg/ml 0,345 ± 0,03

C.limon 15mg/ml 0,224 ± 0,03

C.limon 7,5mg/ml 0,203 ± 0,01

C.limon 3,75mg/ml 0,182 ± 0,005

A. Ascorbique 250µg/ml 1,13 ± 0,03

A. Ascorbique 125µg/ml 0,606 ± 0,01

A. Ascorbique 62,5µg/ml 0,388 ± 0,03

A. Ascorbique 31,25µg/ml 0,242 ± 0,01

L’évaluation de l’activité antioxydante d’huile essentielle de l’écorce de Citrus est

déterminée par rapport à la vitamine C (acide ascorbique).

Nous avons remarqué expérimentalement, lorsqu’on additionne différentes concentrations

d’huile essentielle et d’acide ascorbique avec les réactifs de test, la solution change de

couleur instantanément du jaune au vert (figure N°12).

A.Ascorbique: 1- 31,25µg/ml, 2- 62,5µg/ml, 3- 125µg/ml, 4- 250µg/ml.

C.limon: 1- 3,75mg/ml, 2- 7,5mg/ml, 3- 15mg/ml, 4-30mg/ml.

Figure N°12: La réaction de coloration de la solution en présence de réducteur.

31,25ug/ml 62,5ug/ml              125ug/ml                250ug/ml
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Le pouvoir réducteur obtenu par l’acide ascorbique est très puissant avec une absorbance

de 1,13 à la concentration de 250µg/ml, par apport à l’huile essentielle de Citrus limon qui

présentait un pouvoir réducteur faible, exprimé par absorbance allant de 0,182 ± 0,005 à

0,345 ± 0,03 pour des concentrations variées de 3,75mg/ml à 30mg/ml.

Dans une autre étude de Wu et al. (2013) effectuée sur une autre espèce de la même

famille de citron, Citrus medica L.var. sarcodactylis (Finger citron), ils ont trouvé un

pouvoir réducteur exprimé en fonction d’absorbance de 0,65 et 0,5 à une concentration de

15µg/ml pour le fruit avant maturation (immaturité) et au stade de maturité respectivement.

Ce résultat n’est pas en accord avec le travail effectué sur l’écorce de citron. Ceci peut être

expliqué par la différence de l’espèce étudié ainsi que le paramètre étudié (étude à

différents stades de maturation).

D’autre part, le pouvoir réducteur de l’huile essentielle d’une autre plante de Citrus

paradisi a été mesuré en pourcentage, il a montré un résultat de 78% pour une

concentration de 1 mg/ml selon Ou et al. (2015).

III.3-Evaluation de l’activité anti inflammatoire d’huile essentielle de
Citrus limon

III.3.1-Evaluation de l’activité protectrice contre la dénaturation

d’albumine

La méthode d’anti dénaturation de l’albumine humaine est utilisée pour évaluer les

propriétés anti inflammatoire d’huile essentielle de l’écorce de Citrus limon.

Le processus d’agrégation de l’albumine dépend de nombreux facteurs, tels que la

température, le pH et la concentration (Aymard et al., 1996).

Dans cette étude nous nous sommes intéressés à la capacité de l’huile essentielle à protéger

l’albumine humaine contre la dénaturation suite à l’augmentation de la température.

Les résultats sont résumés dans le tableau suivant:
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Tableau V: Evaluation de l’activité inhibitrice de la dénaturation d’albumine.

[c] %d'inhibition IC50 mg/ml

Control - 0 -

DIC 250µg/ml 73,76

0,069DIC 125µg/ml 59,33

DIC 62.5µg/ml 47,75

C.limon 15mg/ml 62,881

10,54C.limon 3,75mg/ml 32,975

C.limon 1,87mg/ml 24,220

L’huile essentielle de Citrus limon a protégé l’albumine contre la dénaturation par la

chaleur avec un pourcentage maximum de 62,88% à  une concentration de 15mg/ml.

L’effet de  Diclofénac de sodium contre la dénaturation est très important avec un

pourcentage de 73,76% à une concentration de 250µg/ml.

L’IC50 d’huile essentielle de Citrus limon est 10,54 mg/ml. Les résultats obtenus montre

que les huiles essentielles de l’écorce de Citrus limon possèdent une activité dose

dépendante.

III.3.2-Evaluation de la protection contre l’hémolyse (stabilisation

membranaire)

L’activité anti hémolytique d’huile essentielle de C.limon est évaluée en provoquant

l’hémolyse par une solution hypotonique qui induit la désorganisation de la membrane et la

libération de l’hémoglobine donnant au surnageant une légère coloration rouge en fonction

de la proportion d’hémolyse.

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau VI:
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Tableau VI: L’activité anti hémolytique d’huile essentielle de l’écorce de C.limon et de

Diclofénac de sodium.

[C] %d’inhibition IC50 (mg/ml)

Control - 0

DIC 1mg/ml 75,20

0,168
DIC 500µg/ml 65,72

DIC 250µg/ml 54,37

DIC 125µg/ml 44,37

C.limon 15mg/ml 50,52

14,24
C.limon 7,5mg/ml 43,43

C.limon 3,75mg/ml 37,39

C.limon 1,87mg/ml 12,50

L’huile essentielle de Citrus limon a protégé les globules rouges contre l’hémolyse avec un

pourcentage maximum de 50,52% à une concentration de 15mg/ml ; l’effet de standard

anti inflammatoire contre l’hémolyse est très important avec un pourcentage de 75,20% à

une concentration de 1mg/ml.

L’IC50 d’huile essentielle de l’écorce de C.limon est 14,24 mg/ml dont la puissance est

moins importante de celle du standard ayant une IC50 de 0,168 mg/ml.

Cette étude a affirmé que les huiles essentielles de l’écorce de Citrus limon possèdent une

activité anti hémolytique. Ce résultat est différent par rapport à d’autres travaux de Caleño

et al.(2016) qui ont  montré que les huiles essentielles de Citrus aurantium présentaient

une activité anti hémolytique avec une IC50 86,69±4,98 µg/ml, selon ce même auteur, cette

activité est associée à la forte présence d’un terpène : limonène qui est de 94,4% .

Ces résultats suggèrent que les composants d’huile essentielle de C. limon représentés par

une fraction majoritaire des terpènes pourraient être les principaux constituants anti

inflammatoires. Cependant, une analyse phyto-chimique plus détaillée sera nécessaire afin

d'isoler et de caractériser les composés actifs responsables des effets de stabilisation de la

membrane ainsi que de comprendre les mécanismes d'action exacts de ces activités.
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Les agrumes occupent aujourd’hui une place importante dans les échanges mondiaux

des produits végétaux, tel que le citron (Citrus limon) qui est riche en différent métabolites

secondaires. Parmi eux, les huiles essentielles qui sont des substances aromatiques, d’une

composition chimique complexe et caractérisés par des propriétés biologiques importantes,

ce qui leur confère d’être utilisé dans plusieurs domaines : industrie pharmaceutique, la

cosmétique, l’industrie alimentaire…etc.

La présente étude avait pour objectif d’extraction d’huile essentielle de Citrus limon et

l’évaluation de leur activité antioxydante et anti inflammatoire in vitro.

L’extraction d’huile essentielle de Citrus limon est effectué sur la partie écorce du

fruit par utilisation de la méthode d’hydrodistillation, avec laquelle nous avons obtenu un

rendement de 0,57%, une densité de 0,85 et des propriétés organoleptiques comparables

aux plusieurs études antérieures.

L’évaluation de l’activité anti radicalaire (antioxydante) contre le radical DPPH à

des concentrations différentes a prouvé que l’huile essentielle de l’écorce de citron possède

une bonne activité scavenger allant jusqu'à 60,5% pour une concentration de 30mg/ml. Le

test du pouvoir réducteur a montré également des résultats notables.

Concernant l’activité anti inflammatoire, des résultats considérables de 62,88% et

50,52% pour les deux tests respectivement, l’inhibition de la dénaturation de l’albumine

humaine et protection contre l’hémolyse ont été enregistré.

Dans les perspectives souhaités, il serrait nécessaire de signaler l’écorce de Citrus

limon comme étant une bonne source d’huile essentielle et d’utiliser d’autres techniques

d’extraction afin d’optimiser le rendement ainsi que la qualité d’huile essentielle. Il est

intéressant de réaliser d’autres études pour évaluer le potentiel antioxydant et anti

inflammatoire et même les autres propriétés in vitro et in vivo et pour assurer la non

toxicité de cette huile essentielle.

Etant donné la complexité de composition chimique d’huile essentielle, il est intéressant de

les caractériser par GC-MS ou d’autres techniques et identifier les composés responsables

des différentes activités et les tester séparément.
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ANNEXES

Annexe 1: Les absorbances de différentes concentrations d’huile essentielle de C.limon.

Annexe 2: Présentation de l’activité antioxydante de l’acide ascorbique.

Annexe 3: Evaluation de l’activité antioxydante d’huile essentielle de Citrus limon.

Densité optique (absorbance)
Activité antioxydante Activité anti inflammatoire

[Concentration] DPPH Pouvoir
réducteur

Protection
d’albumine

Anti
hémolytique

Control - 0,32 - 0,282 0,320
C .limon 30mg/ml 0,158±0,01 0,345 ± 0,03 - -
C.limon 15mg/ml 0,181±0,002 0,224 ± 0,03 0,104±0,003 0,158±0,01
C.limon 7,5mg/ml 0,2±0,006 0,203 ± 0,01 0,116±0,003 0,181±0,002
C.limon 3,75mg/ml 0,28±0,01 0,182 ± 0,005 0,189±0,001 0,200±0,006
C.limon 1,87mg/ml - - 0,213±0,005 0,280±0,01

y = 0,7248x + 6,4866
R² = 0,9867
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ANNEXES

Annexe 4: Présentation de l’activité anti inflammatoire de standard.

Annexe 5: Evaluation de l’activité anti inflammatoire d’huile essentielle de Citrus
limon.

y = 0,0028x + 20,47
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ANNEXES

Annexe 6: Présentation de l’activité anti hémolytique de standard.

Annexe 7: Evaluation de l’activité anti hémolytique d’huile essentielle de Citrus limon.

y = 1,0977x + 34,358
R² = 0,9875
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Résumé: le but de ce travail est l’évaluation de l’activité antioxydante et anti

inflammatoire in vitro de l’huile essentielle de l’écorce d’une espèce aromatique, Citrus

limon appartenant à la famille des Rutacées. La première partie de cette étude concerne

l’extraction d’huile essentielle de Citrus limon par l’hydrodistillation et la deuxième partie

consiste à l’étude de son activité antioxydante et anti inflammatoire. La méthode de la

réduction du radical DPPH• et la réduction du fer (FRAP) indiquent que l’écorce de

C.limon a une activité antioxydante plus au moins importante. En outre, l’activité anti

inflammatoire in vitro est étudiée par la méthode de l’inhibition de la dénaturation de

l’albumine et la stabilisation membranaire d’un model érythrocytaire, l’huile essentielle de

C.limon a donné un pourcentage d’inhibition important confirmant sa propriété anti

inflammatoire.

Mots clés : antioxydante, anti inflammatoire, huile essentielle, Citrus limon, Rutacées.

Abstract: the aim of this work is to evaluate the in vitro antioxidant and anti

inflammatory activity of the essential oil of Citrus limon peel, belonging to the Rutaceae

family. The first part of this study concerns the extraction of essential oil of Citrus limon

by hydrodistillation, the second part consists the study of the antioxidant and anti-

inflammatory activity of essential oil. The method of reduction the DPPH radical and

reduction of iron (FRAP) indicates that the C. limon peel has a more or less important

antioxidant activity. In addition, the anti inflammatory activity in vitro is studied by the

method of inhibition of albumin denaturation and the membrane stabilization of an

erythrocyte model significant inhibition confirming its anti-inflammatory property.

Keywords: antioxidant, anti-inflammatory, essential oil, Citrus limon, Rutaceae.

من ساسيافي المختبر لزیت لمضاد للأكسدة والمضاد للالتھابمن ھذا العمل ھو تقییم النشاط ا: الھدفملخص

خص استخراج ھذه الدراسة تعائلة سذابیة. الجزء الأول من الىتنتميالتيلیمونالحمضیات لحاء الأنواع العطریة, 

ةالمضاداتلیمون عن طریق التقطیر بالبخار والجزء الثاني ھو دراسة النشاطالحمضیات الزیوت الأساسیة من 

شیر إلى أن تFRAPو تخفیض الحدید• DPPHطریقة خفض جذري الاساسي.زیتللللالتھابةللأكسدة والمضاد

بالإضافة إلى ذلك، فإن النشاط المضادأكثر إلى أقل أھمیة. ة منالأكسدلدیھ نشاط مضاد لیمونالحمضیات لحاء 

ات الدم الحمراء ، ریفي نموذج  كءواستقرار الغشاالزلال طریق تثبیط تمسخعنتھدراستللالتھاب في المختبر تم

.للالتھابر یؤكد خاصیتھ المضادة قدم نسبة مئویة من تثبیط كبیلیمون الالزیت الاساسي لحمضیات 

.سذابیةلیمون،ال، الحمضیات الاساسيالزیت ،للالتھابمضاد للأكسدة، مضاد: البحثكلمات 
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