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AFNOR: Association Française de normalisation 

ATCC: Collection américaine des cultures type (American Type Culture Collection). 

C. limonum : Citrus limonum. 

C. sinensis : Citrus. Sinensis. 

CE : Concentration efficace  

CFU : Unité formant colonie 

d
20

: densité relative. 

Dm : dilution mère 

DO : densité optique 

DPPH : 2,2-Diphényl-1-picrylhydrazyl 

ECBU : Examen Cytobactériologique des   Urines. 
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GN : gélose nutritive 

HE : huile essentielle. 
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IC : Concentration inhibitrice.  
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IR: indice de réfraction.  

IS: indice de saponification. 

M: molaire. 

MH : Muller-Hinton  
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                                                         Glossaire 

Selon encyclopédie, 2015. 

Synergie : action combinée de plusieurs éléments associés 

Antagoniste : Substance qui empêche une autre d'agir correctement chez un être vivant. 

Volatil : qui tend à s’évaporer facilement  

Furocoumarine : un ensemble de substances toxiques sensibles à la lumière 

Cohobage : Recyclage dans l’alambic, pendant une distillation, de l’eau recueillie à la sortie de 

l’appareil après séparation de l’essence. 

Schizolysigène : Qualifie les poches sécrétrices qui proviennent de l'écartement et de la lyse de 

cellules sécrétrices, à la manière des Rutacées. 

Schizogène : Se dit des poches ou des canaux sécréteurs nés de l'écartement de cellules 

sécrétrices comme chez les Eucalyptus. 

Antiseptique : produit qui permet de supprimer ou d'empêcher le développement des bactéries ou 

des virus. 

Exhalaisons : Gaz ou odeur qui s’exhale d’un corps. 

Anti-radicalaire : molécule capable de neutraliser des radicaux libres 

Génotypes : l'ensemble ou une partie donnée de l'information génétique (composition génétique) 

d'un individu. 
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                          Résumé 

 

 

         Dans le but de sélectionner de nouveau  produit végétaux ayant des activités biologiques, la 

présente étude porte sur l’évaluation des effets biologiques des huiles essentielles des feuilles des 

deux espèces d’agrume C. limonum (citron) et C. sinensis (orange) poussant dans la Wilaya de 

Blida. 

          L’extraction des huiles essentielles a été effectuée par entrainement à la vapeur d’eau avec 

un faible rendement 0.31 % pour le citron et 0.22 % pour l’orange. Les résultats des analyses 

physicochimiques des huiles essentielles (l’indice d’acide, indice de réfraction, densité relatives, 

indice de saponification et l’indice d’ester) sont conformes à la norme (AFNOR),  ont révélé que 

l’HE de citron est plus acide (1.20) que celle de l’orange (0.71). 

         L’étude du pouvoir antioxydant par la méthode de réduction du radical libre DPPH a 

montré que l’huile essentielle de citron est plus efficace que celle d’orange. Ainsi ces HEs sont 

présentent pouvoir  antioxydant moins efficace que l’acide ascorbique. 

         L’activité antimicrobienne des huiles essentielles a été déterminée in vitro par 2 méthodes 

différentes (Aromatogramme et micro-atmosphère) sur 16 souches bactériennes (12 bactéries et 

4 levures). Le screening a mis en évidence que l’HE de citron et l’orange possèdent une activité 

antibactérienne et antifongique remarquable sur la  croissance de la majorité des souches testées, 

avec notamment des diamètres d’inhibition qui varient entre 11 et 37 mm pour  le citron et entre 

12 et 25 mm pour l’orange et totalement inactive contre P. aeruginosa en aromatogramme. En 

micro-atmosphère, uniquement B.  subtilis, M.  luteus, S. aurueus,  C. albicans, S.  cervisiae et  A. 

Niger qui ont été sensibles à l’action inhibitrice de la phase vapeur de l’HE de citron. Concernant 

HE de l’orange est totalement inactive sur toutes les bactéries testé et légèrement inhibitrice 

uniquement  sur les Bacillus subtilis avec un diamètre de 12mm et présente une faible activité 

antifongique. 

     Sur le plan thérapeutique, les pommades dermiques préparées à base des deux  huiles 

essentielles ont des propriétés cicatrisantes et la pommade préparée à base de l’huile essentielle 

de citron présentent une meilleure  activité cicatrisante. 

 

Mots clés : Les huiles essentielles, C. limonum, C. sinensis, analyse physico-chimique, activité 

antimicrobienne, activité anti-oxydante, activité cicatrisante. 



 
 

  
                                                                                                                                                                                          

 

                                  ملخص

 

    ٍٍم الخأثٍشاث البٍىلىجٍت للضٌىث، حشكض هزي الذساست على حمبٍىلىجٍت  ثوشاطا اخخٍاس مىاد  طبٍعٍت جذٌذة راث جلٲمه      

الخً حىمى   (C. Sinensis)  البشحمال و(C. Limonum)  اللٍمىن الحمضٍاث، مه وىعٍه أوساق مه المسخخلظت لأساسٍتا  

                                                                                                                                       .فً ولاٌت البلٍذة

 % 0..1  عطج العملٍت مشدودا ضعٍفاٲعه طشٌك الخمطٍش ببخاس الماء حٍث  ساسٍتحم اسخخلاص الضٌىث الأ               

وسساس، الساافت .  وخائج الخحالٍل الفٍضٌىكٍمٍائٍت ) معامل الحمىضت، معامل الٳللبشحمالبالىسبت  % 1.22و  للٍمىنبالىسبت 

(  0.21و أظهشث أن الضٌج الأساسً للٍمىن )   (AFNOR).الذولٍت معاٌٍشللطابمت م  (سخشةمعامل الٲالىسبٍت، معامل الخظبه، 

 (. 0..1أكاش حمىضت مه الضٌج الأساسً للبشحمال )

للٍمىن  ساسًن الضٌج الٲٲ  DPPH أظهشث دساست المذسة المضادة للأكسذة مه خلال طشٌمت اسجاع الجزس الحش             

لل فعالٍت بساٍش مه حمض ٲهزي الضٌىث هً  ، وكزلكالبشحمالكاش فعالٍت مه صٌج ٲ

                     سسىسبٍك.                                          الٲ

للضٌىث الأساسٍت فً المخخبش بىاسطت طشٌمخٍه مخخلفخٍه المضاد للمٍسشوباث حم حىفٍز الىشاط               

(Aromatogramme  وMicroatmosphèreعلى )ضٌج خمائش( و أظهش هزا الفحض أن لل 4بسخٍشٌا و  02سلالت  ) 01

ألطاس الخابٍظ الأساسً لسل مه البشحمال و اللٍمىن وشاط حابٍظ ومى أغلبٍت السلالاث المخخبشة البسخٍشٌت و الفطشٌت، بما فً رلك 

فً  P. aeruginosaغٍش وشطٍه كلٍا على مم للبشحمال و  22و  02مم للٍمىن و بٍه  ..و  00حخشاوح بٍه 

Aromatogramme و ،micro-atmosphère  إلاB.  subtilis, M.  luteus, S. aurueus,                             

cervisiae et  A. Niger, C. albicans, S.    ًالبخاس للضٌج الأساسً للٍمىن. كاوج حساست لعمل الخابٍظ لمشحلت الخ     

  .Bو مابظ ضعٍف إلا على السلالاث البسخٍشٌت المخخبشة  كل فٍما ٌخض الضٌج الأساسً للبشحمال فهى غٍش وشظ على أما

subtilis ضعٍف ضذ الفطشٌاث. وشاط   عطجمم و أ02  لطش حابٍظ مع  

 صٌج مه أساسا أعذ الزي مشهمالو الشفاء خظائض لها الأساسٍت الضٌىث مه أعذث الخً الجلذٌت المشاهم علاجٍا،          

 ملك خاطٍت شفاء عالٍت مماسوت بالمشاهم المجشبت.ٌ اللٍمىن

 المضادة المذسة ،الفٍضٌىكٍمٍائٍت الخحالٍل الضٌىث الأساسٍت،,  Citrus limonum ,Citrus sinensis: المفخاحٍت السلماث

  ، وشاط الشفاء، مضاد المٍسشوباثللأكسذة

 

 

                               



 
 

  
                                                                                                                                                                                          

                                          Abstract 

 

        In order to select a new natural substances with biological activity, this study focuses on the 

evaluation of the biological effects of essential oils extracted from leaves of  two types of citrus, 

lemon (C. limonum) and orange (C. sinensis)  growing in the Wilaya of Blida. 

        The extraction of essential oils was carried out by distillation with water vapor in a low 

yield 0.31% for lemon and 0.22% for orange. 

        The results of physicochemical analyzes (the acid index, refractive index, relative density, 

saponification value and ester value) conform to the standard (AFNOR), and it showed that the 

essential oil of lemon (1.20) more acidic than orange essential oil (0.71). 

        The study of antioxidant by reducing free radical DPPH method showed that lemon 

essential oil is more effective than orange. Also these are much less effective than ascorbic acid. 

         The antimicrobial activity of essential oils was determined in vitro by two different 

methods (Aromatogram and micro-atmosphere) on 16 strains (12 bacterial and 4 yeasts). This 

examination showed that the oil for each of the orange and lemon activity inhibition of the 

growth of the majority of the strains tested bacterial and fungal, including inhibition zone 

diameters which vary between 11 and 37 mm for the lemon and between 12 and 25 mm for the 

orange and completely inactive against P. aeruginosa aromatogramme. In Micro-atmosphere, 

only B. subtilis, M. luteus, S. aurueus, C.albicans, S. cervisiae and  A. Niger which were 

sensitive to the inhibitory action of the oil vapor of lemon. About the essential oil of orange is 

completely inactive on all bacteria tested and only slightly inhibitory to Bacillus subtilis with a 

12mm diameter and has a low antifungal activity. 

          Therapeutically, dermal ointments prepared based on the two essential oils have healing 

properties and the ointment prepared based essentially lemon oil have better healing activity. 

Keywords:  Citrus limonum, Citrus sinensis, essential oils, physico-chemical analysis, anti-

oxidation activity, anti-microbial activity, healing Activity. 
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        L’idée directrice de notre étude a consisté à extraire l’huile essentielle des feuilles de Citrus 

limonum (Citron jaune) et celle de Citrus sinensis (Orange douce) provenant de la région de 

Blida, à déterminer ses propriétés physico-chimique, à évaluer in vitro ses propriétés 

antimicrobiennes vis-à-vis de différentes souches microbiennes, ainsi que ses activités anti-

oxydante et cicatrisante.  

         L’extraction de notre échantillon (feuilles) par entrainement à la vapeur d’eau qui reste une 

méthode simple et efficace donne un rendement intéressant. L’étude quantitative a révélé  que le 

rendement obtenue à partir de feuilles de C. limonum (0.31 %) est supérieur à celui de                

C. sinensis  (0.22 %). 

          La détermination des propriétés physico-chimiques des huiles essentielles (densité, 

l’indice d’acide, densité relative, indice de réfraction, indice de saponification et indice d’ester) a 

permis de mettre en évidence la qualité de ces huiles. La majorité de ces résultats sont conforme 

aux normes AFNOR. 

            Concernant l’activité anti-oxydante étudié par la méthode de réduction du radical libre 

DPPH et après comparaison des IC50, nous avons remarqué que l’activité anti-oxydante de 

l’huile essentielle des feuilles de C. limonum (IC50 = 395.94 μg/ml) est supérieur à celle de 

l’huile essentielles de C. sinensis (IC50= 493.98 μg/ml). D’autre part, ces valeurs sont largement 

inférieures à celle de l’acide ascorbique avec un IC50 de 97.04μg/ml. L’étude de pouvoir anti-

oxydant a confirmé la propriété anti-oxydante que possède les huiles essentielles de Citrus mais 

avec une efficacité anti-radicalaire beaucoup moins important que celle de l’acide ascorbique. 

      En outre, L’ HE de C. limonum révéle une activité antimicrobienne significative par rapport à 

l’HE de C. sinensis  à l’encontre de certaines souches microbiennes testées, à l’exception de P. 

aeruginosa qui a manifesté une résistance totale, et aussi pour les souches fongiques testées l’HE 

de C. limonum a montré un pouvoir antifongique très importante avec une inhibition peut aller 

jusqu’à 35 mm de diamètre. 

      Il a été constaté que ces activités varient en fonction de la souche microbienne testée et de la 

dilution de l’huile appliquée ainsi la méthode utilisée.  
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    A la lumière de ces résultats, il en résulte que les huiles essentielles de Citrus ont une activité 

antimicrobienne et anti-oxydante complètement en accord avec l’efficacité qui lui est reconnue 

dans la littérature.  

       Pour l’activité cicatrisante l’huile essentielle de C. limonum peut être envisagé comme 

traitement pour la guérison des plaies.  

      Nos résultats restent toujours préliminaires pour mieux connaitre les vertus médicinales de 

cette plante, il sera intéressant de compléter ce travail par :  

- L’extraction de l’huile essentielle par d’autre méthodes et tester leur influence sur la 

composition chimique de l’HE et sur ses effets biologiques. 

- La séparation des différents composants de l’HE par des techniques plus performantes 

identifier les composés actifs de la plante étudiée. 

- La mise en évidence du degré de toxicité de l’HE. 
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         Les plantes médicinales sont des plantes dont au moins une partie possède des propriétés 

médicamenteuses et cosmétiques. Elles peuvent avoir également des usages alimentaires ou 

condimentaire, ou encore servir à la préparation de boissons hygiéniques (tisane). Pour ces 

diverses utilisations, il s’agit soit des mêmes parties de plantes, soit de parties différentes 

(Küdjüed-bünneton, 1989).  

        L’Algérie de par son climat (méditerranée, aride) et la nature de ses sols, possède une flore 

particulièrement riche en plantes médicinales et aromatiques dont la plupart existe à l’état 

spontané. La valorisation des plantes médicinales et aromatiques, est un domaine 

particulièrement intéressant à développer car c’est une source de produits à haute valeur ajoutée 

(Felidj et al., 2010). 

        Les plantes aromatiques ont été traditionnellement employées pour l’assaisonnement et la 

prolongation de la durée de conservation des aliments (Wang et al., 2010). La plupart de leurs 

propriétés sont dues aux huiles essentielles produites par leur métabolisme secondaire (Rashid et 

al., 2010). 

        La production mondiale en huiles essentielles est en nette évolution. Elle atteint plus de 

35000 tonnes ces dernières années.        

         Parmi l’ensemble des plantes médicinales qui se trouvent en Algérie, nous avons choisi 

deux plantes d’agrume qui sont le citron et l’orange. La production mondiale en huiles 

essentielles du citron occupe une place non négligeable ; elle vient en 3ème rang après celles de 

l’orange et de la menthe japonaise avec 9200 tonnes. Les principaux producteurs sont 

l’Argentine, l’Italie et l’Espagne certains pays producteurs des huiles essentielles en Afrique, 

incluant le Maroc, la Tunisie, l'Egypte et l'Algérie avec la Côte d'Ivoire, l'Afrique du Sud, le 

Ghana, le Kenya, la Tanzanie et l'Ouganda, ont des productions mineures. (Perfumer et 

Flavorist, 2009). 

       Ces huiles sont d'intérêt croissant pour les industries et la recherche scientifique en raison, 

d’une part, de leurs activités anti-oxydante, antibactérienne et antifongique (Dung et al., 2008). 

       Dans cette optique, nous nous sommes assignés, dans le présent travail, les objectifs 

suivants : 

- Extraction des huiles essentielles des feuilles du citron (Citrus limonum) et d’orange 

(Citrus sinensis). 
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- Evaluation des propriétés physico-chimiques des huiles essentielles de citrus. 

- Evaluation de l’activité antimicrobienne des huiles essentielles in vitro vis-à-vis des 

souches microbiennes de référence (études comparative). 

-  Evaluation de l’activité anti-oxydante des huiles essentielles en la comparant avec celle 

de l’acide ascorbique. 

- Evaluation de l’activité cicatrisante sur des lapins. 
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      Notre étude s’est étalée sur une période de 4 mois, de mars  jusqu’à  juin 2016. Les 

différentes expérimentations ont été effectuées dans les structures suivantes : 

 Laboratoire PFE du département de chimie industrielle (Université de Blida) pour 

l’extraction de l’HE à l’échelle de laboratoire. 

 Laboratoire de microbiologie de l’unité Antibiotical SAIDAL (Médéa) pour l’étude de 

l’activité antimicrobienne de l’HE in vitro. 

 Laboratoire pharmacotoxicologie de l’unité Antibiotical SAIDAL pour l’effet cicatrisant. 

 Laboratoire physico-chimique de la même unité pour la détermination des paramètres 

physico-chimiques de l’HE et pour l’évaluation de l’activité anti-oxydante. 

 Laboratoire d’hygiène de Blida pour l’étude de la sensibilité des souches bactérienne et 

fongique isolées cliniquement, vis-à- vis de l’HE d’agrumes. 

 

 

II-1-Matériel :      

II.1.1. matériel non biologiques : 

        Le matériel utilisé au laboratoire « l’appareillage, la verrerie, et les réactifs » est énuméré en 

Annexe I. 

                                                                                                       

II-1-2- Matériel biologique :  

II-1-2-1- Matériel végétale : 

       Les plantes choisies comme modèle d’étude sont : Citrus limonum Var. Eureka et Citrus 

sinensis Var. Washington navel. La partie végétale choisis pour réaliser cette étude est les 

feuilles à l’état frais, récoltées au niveau de la wilaya de Blida (Boufarik), au mois de Mars  

2016. 

II-1-2-2- Matériel Animal: 

       Les animaux de l’expérimentation sont des lapins (4 lapins) de race Néozélandaise, sexes 

(femelles) de poids moyen d’environ (3,420 ± 0,11) Kg, provenant de l’animalerie du complexe 

antibiotique SAIDAL de MEDEA. 
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II -1-2-3- Matériel microbiologique :  

       Les bactéries, levures et moisissures utilisées sont représentées  dans le tableau III. 

Tableau III :   Origine et références des souches testées.    

ATCC : American Type Culture Collection ; ECBU : Examen Cytobactériologique des   Urines. 

 

 

 

 

 

 

Les souches microbiennes 

 

 

     Origine 

 

Gram 

 

Provenance 

 

 

 

 

 

 

Les souches 

Bactériennes 

Proteus vulgaris Eau _  

ECBU et les germes 

hospitalier 

(laboratoire d’hygiène  

                 Blida) 

 

Citrobacter freundii Eau _ 

Klebsiella pneumoniae ECBU _ 

Serratia spp. Eau _ 

Bacillus subtilis ATCC 6633 +  

laboratoire d’hygiène 

(Blida). 
Micrococcus luteus ATCC + 

Staphylococcus aurueus(S1) ATCC 25923 +  

laboratoire de 

microbiologie de 

l'hôpital universitaire 

(Frantz  Fanon) 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853   _ 

      Escherichia coli (E1) ATCC 25922 _ 

  Enterococcus faecalis 

 

ATCC 51299 + 

        Escherichia coli (E2) ATCC 10536 _  

Saidal (Médéa) 
Staphylococcus aurueus (S2) ATCC 6538 + 

 

 

Levures et 

moisissures  

Candida albicans ATCC 10231 
 

 Saidal (Médéa) 
 

 

Candida albicans 

 

ATCC2091 

  

 

laboratoire d’hygiène 

(Blida). 
Saccharomyces cervisiae.  

Miel 
 

   Aspergillus Niger    
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II-2-Méthodes : 

II-2-1- Extraction de l’huile essentielle par entrainement à la vapeur à 

l’échelle du laboratoire : 

Présentation du dispositif :  

       Le dispositif d’extraction de l’HE de citron et orange par entrainement à la vapeur  d’eau est 

illustré dans la (Figure n°6). Nous avons introduit une quantité de 300 g de matière végétale 

(feuilles) dans un ballon, alimenté par un courant de vapeur qui entraine les constituants volatiles 

dans un tube principal, pour ensuite se condenser. Nous récupérons les constituants volatils dans 

une ampoule à décanter sous forme liquide. 

 

 Ampoule à                    

décanter                                             

                                                                                                                                Réfrigérant                                                        

 

Chaudière 

                                                                                                                     Ampoule à                    

 décanter  

 

            Chauffe  

 ballon 

Figure n°6 : Dispositif d’extraction des HEs par entrainement à la vapeur d’eau                                 

(Originale, 2016). 

 

II-3- Calcul du rendement en huile essentielle : 

      Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la masse de l’huile 

récupérée et la masse de la matière végétale. Le rendement en huile essentielle, exprimé en 

pourcentage est donné par la relation suivante : 
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R : rendement en huile essentielle en %. 

mHE : la masse de l’huile essentielle récupérée en gramme. 

mv : la masse de la matière végétale fraiche en gramme. 

 

II-4- Etude analytique  de l’huile essentielle : 

       Les différentes caractéristiques organoleptiques (aspect, couleur et odeur) de l’HE ont été 

notées en concertation avec les ingénieurs de laboratoire. 

II-4-1- Les propriétés physico-chimiques : 

        Les HEs obtenues par les techniques d’extraction mentionnées précédemment doivent être 

contrôlées et analysées par des méthodes physico-chimiques en mesurant quelques paramètres : 

II-4-1-1- Détermination de l’indice d’acide (IA) : 

        L’indice d’acide est défini comme étant le nombre qui exprime en mg la quantité 

d’hydroxyde de potassium (KOH) nécessaire à la neutralisation des acides libres contenus dans   

1 g d’HE. Les acides libres sont neutralisés par une solution éthanoïque titrée de KOH. 

(AFNOR, 2000).  

 Mode opératoire :  

        Dissoudre 1g de la substance à examiner ou la quantité prescrite en mg dans 50ml d’un 

mélange à volume égaux d’alcool et d’éther, le solvant doit être neutralisé, au préalable par 

l’hydroxyde de potassium 0.1M et 5 gouttes au maximum d’indicateur coloré 

(phénophtaléine). La titration du liquide se fait avec la solution d’hydroxyde de potassium 

0.1M. Le titrage est terminé lorsque la couleur rose persiste pendant 15 secondes au moins. 

Il est calculé par la formule suivant :                     

                                                            IA = 
      

 
 

IA : Indice d’acide.  

V: Le volume en ml de la solution de KOH utilisé pour le titrage.                                                                        

M : La masse en gramme de la prise d’essai. 
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II-4-1-2- Indice de réfraction (IR) : (ISO 280 :1999 (75-112)) 

       Principe : C’est le rapport entre le sinus des angles d’indice et de réfraction d’un rayon 

lumineux, de longueur d’onde déterminée, passant de l’air dans l’HE. 

 

 Mode opératoire et calcul : 

        L’indice de réfraction a été déterminé par la lecture directe de l’angle de réfraction à 

l’aide du réfractomètre, en employant la lumière diffus. 

 

- Régler le réfractomètre en mesurant l’IR de l’eau distillée qui doit être de 1.333 à une 

température de 20°C. Après ouverture du prisme secondaire, nous déposons 2 gouttes d’HE 

sur la partie centrale du prisme principal. Enfin, nous fermons délicatement le prisme 

secondaire. 

 

II-4-1-3- Détermination de la densité relative à 20°C (d
20

) : 

        C’est le rapport de la masse d’un certain volume d’une huile essentielle à 20°C, à la masse 

d’un volume égale d’eau à 20°C. Elle constitue un point de repère important. Sa valeur permet 

d’avoir une idée sur la composition chimique de l’HE (AFNOR, 2000). 

   Mode opératoire et calcul : 

Un volume de 1ml de chaque huile essentielle a été prélevé à l’aide d’une micropipette et 

pesé avec une balance analytique de précision en précision en prenant en considération le 

coefficient de température (NF ISO 279. 1999). 

               

                              d20
   

(     )

(     )
 + (0.00073 ×(T° Ech -20)  

m0 : La masse en gramme de la fiole vide. 

m1 : La masse en gramme de la fiole remplie d’eau. 

m2 : La masse en gramme de la fiole remplie d’huile essentielle. 

T° Ech : température en  ° C.
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II-4-1-4- Indice de saponification IS (pharmacopée européenne, 2001) : 

     Principe : C’est le nombre qui exprime en milligrammes la quantité d’hydroxyde de 

potassium nécessaire à la neutralisation des acides libres et à la saponification des esters présents 

dans 1g de substance. 

 Mode opératoire et calcul : 

- Dans une fiole conique de 250 ml et muni d’un réfrigérant à reflux, introduire  la prise 

d’essai. Ajouté 25 ml d’hydroxyde de potassium alcoolique 0.5 M quelques billes de verre. 

Adapter le réfrigérant et chauffer à reflux pendant 30 min. 

-  Ajouter à la solution chaude, 0.5 ml à 1 ml de la solution phénolphtaléine et titrer 

immédiatement avec l’acide chlorhydrique (HCl) 0.5 M jusqu’à disparition de la couleur 

rose de l’indicateur, le volume de HCl ajouté est noté (n1). 

- Effectuer un essai à blanc en suivant le même mode opératoire (n2 ml d’acide 

chlorhydrique 0.5 M). 

L’indice de saponification Is est donné par la formule suivante :        

                                         IS =        (     )
   

Is : indice de saponification. 

       n1 : Volume en ml d’acide chlorhydrique 0.5M utilisé pour l’essai à blanc. 

       n2 : Volume en ml d’acide chlorhydrique 0.5M utilisé pour la détermination de l’indice. 

       m : la masse en gramme de la prise d’essai. 

 

II-4-1-5- Indice d’ester (Pharmacopée européenne, 2001) : 

     L’indice d’ester (IE) est le nombre qui exprime en milligrammes la quantité d’hydroxyde de 

potassium nécessaire à la saponification des esters présents dans 1 g d’huile essentielle. 

Il est calculé à partir d’’indice de saponification Is  et l’indice d’acide IA.  

                                                              IE = Is – IA 
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II-4-2- Activité antioxydant des huiles essentielles extraites :  

        L’évaluation de l’activité anti-radicalaire des deux variétés d’huiles essentielles extraites a 

été effectuée selon la méthode de piégeage des radicaux libres de DPPH. 

 Piégeage du radical libre DPPH : 

       Principe: Le DPPH (2,2-Diphényl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur 

violacée. En présence de composés anti-radicalaires, le radical DPPH est réduit et change de 

couleur en virant au jaune. Les absorbances mesurées à 517 nm servent à calculer le pourcentage 

d’inhibition du radical DPPH, qui est proportionnel au pouvoir anti-radicalaire de l’échantillon 

(Gachkar et al., 2007).  

       

        Les résultats peuvent être exprimés en pourcentage de réduction de DPPH, pour une 

concentration en extrait donné et un temps donné. Le test de réduction du DPPH  permet aussi de 

calculer la CE50 (Dongmo et al., 2010). La valeur CE50 est définie comme étant la concentration 

du substrat qui cause la réduction de 50% du DPPH• (Simionatto et al., 2007). 

                                           

 Mode opératoire :  

      L’activité anti-radicalaire de l’huile essentielle de citron et l’orange a été mesurée par la 

méthode décrite par Bentabet et al. (2008). Le pouvoir antioxydant des HEs essentielles a été 

estimé par comparaison avec un antioxydant  de synthèse (acide ascorbique). 

 

      Une solution de 0.25%  (25 mg/100ml) de DPPH dilué dans le méthanol a été préparé et 

stockée dans l’obscurité jusqu’à son utilisation.  

      Un volume de 50 μl de différentes concentrations de chaque huile essentielle (de 80 à 849 

μg/ml dans le méthanol)  ont été mélangés avec 1.95 ml de la solution méthanolique de DPPH  

dans des tubes à essai secs. Après 30 min d'incubation à une température ambiante et à 

l’obscurité, l'absorbance a été mesurée à 517nm. Le contrôle négatif est composé de 50 μl du 

méthanol et de 1.95 ml de la solution de DPPH (Solution de contrôle). 

      Une expérience de contrôle a été effectuée en utilisant l’acide ascorbique dont les 

concentrations varient entre 20 et 200 μg/ml. 
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 Expression des résultats:  

 Calcul des pourcentages d’inhibitions :  

 

Le pourcentage d’inhibition PI est calculé selon la formule suivante : 

 

                                                      PI % = [(A C - A E)/ A C] × 100  

 

 Avec : A C : absorbance du contrôle négatif. 

                        A E : absorbance de l’extrait. 

 

 Calcul des concentrations 50 " IC50" :  

 

         IC50 (aussi appelée EC50 pour Efficient concentration 50), permet de calculer la 

concentration de l’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% des radicaux DPPH.  

         La variation du pouvoir de réduction en fonction de la concentration de l’huile 

essentielle, nous permet de calculer le paramètre CE50. La CE50 « Concentration Efficace » 

est définie comme étant la concentration de l’huile essentielle (ou de la vitamine C) 

nécessaire pour réduire 50% des radicaux libres dans le milieu réactionnel. Plus la valeur de 

CE50 est basse, plus l’activité anti-radicalaire est élevée, et vice versa (Gramza et al., 2005). 

 

 

II-5- Etude de l’activité antimicrobienne de l’huile essentielle : 

          La recherche de l’activité antimicrobienne et antifongique consiste à estimer l’inhibition 

de la croissance des micro-organismes soumis à l’HE de citron et orange. Dans ce test, deux 

méthodes ont été effectuées : Aromatogramme (Technique en milieu solide) et Micro-

atmosphère (méthode en phase vapeur). 

II-5-1- Technique en milieu solide : Méthode de l’Aromatogrammes : 

      La méthode des aromatogrammes est la technique choisie pour déterminer l’activité 

antibactérienne de l’huile essentielle à tester. Cette méthode repose sur le pouvoir migratoire des 

huiles essentielles sur un milieu solide à l’intérieur d’une boîte de Pétri. Cette méthode nous 

permet de mettre en évidence l’effet antibactérien de l’huile essentielle sur les bactéries, ainsi 

que la détermination de la résistance ou la sensibilité de ces bactéries vis-à-vis de cette huile 

essentielle. La méthode de diffusion des disques appliquée est celle décrite par Mayachiew & 

Devahastin (2008); Hussain et al. (2010). (Figure n°7). 
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                        Figure n°7: Illustration de la méthode Aromatogrammes. (Zaika, 1988)  

                                          

 Préparation des suspensions bactériennes : 

        Les bactéries à tester sont ensemencées sur des boites de Pétri contenant la gélose nutritive 

(GN) ou autres milieux selon les souches et incubées pendant 24 heures, afin d’obtenir une 

culture jeune des bactéries et des colonies isolées. A partir de ces boites, à l'aide d'une anse de 

platine quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques sont prélevées et mises dans 

5ml d'eau physiologique stérile à 0.9% de sel (NaCl) (Mohammedi, 2006). L’inoculum est 

ajusté soit en ajoutant de la culture s'il est trop faible ou de l'eau physiologique stérile s'il est trop 

fort. L'ensemencement doit se faire en moins de 15 min après la préparation de l'inoculum.  

 Ensemencement : 

- Les milieux des cultures utilisée sont : Muller-Hinton (MH) et Soja agar (SA) pour les 

bactéries, et Sabouraud (SAB) pour les levures et champignons. 

- Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne. 

- L’essorer en le pressant fermement, en tournant sur la paroi interne du tube, afin de le 

décharger au maximum. 

- Frotter l’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, sèche, de haut en bas, en stries 

serrées. 
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- Répéter l’opération quatre fois, en tournant la boite de Pétri de 45° à chaque fois, sans 

oublier de faire pivoter l’écouvillon sur lui-même. 

- Finir l’ensemencement en passant l’écouvillon sur la périphérie de la gélose. 

 

 Dépôt des disques : 

- A l’aide d’une pince stérile, nous avons prélevé à chaque fois un disque stérile. Ce 

dernier est imbibé avec l’HE en mettant seulement en contact le bout du disque avec 

l’HE. Celle-ci est absorbée progressivement jusqu’à imprégnation totale de tout le disque. 

- Nous avons déposé les disques sur la surface du milieu de culture. 

- Les boites sont laissées diffuser pendant 1h30. 

- Les boites sont ensuite mises à incuber à l’étuve à 37°C pendant 24h pour les bactéries et 

25°C pendant 48h pour les champignons. 

 

 Expression des résultats 

Après 24h pour les bactéries et 48h pour les levures, l’absence de la croissance 

microbienne se traduit par un halo translucide autour du disque, identique à la gélose 

stérile, dont le diamètre est mesuré à l’aide d’un pied à coulisse (y compris le diamètre de 

disque de 9 mm). Dans la littérature relative aux huiles essentielles, les résultats de 

l’aromatogramme sont exprimés exclusivement à partir de la mesure du diamètre des 

halos d’inhibitions en mm (Baser & Buchbauer, 2010). 

 

        L’échelle d’estimation de l’activité antimicrobienne est donnée par Mutai et al, (2009). Cet 

auteur a classé les diamètres des zones d’inhibition (Ø) de la croissance microbienne en 5 

classes : 

 

o Très fortement inhibitrices : Ø ≥ 30 mm. (+++) 

o Fortement inhibitrices : 21 mm ≤ Ø ≤ 29 mm. (++) 

o Modérément inhibitrices : 16 mm ≤ Ø ≤ 20 mm. (+) 

o Légèrement inhibitrice : 11 mm ≤ Ø ≤ 16 mm.  ( ± ) 

o Non inhibitrices : Ø < 10 mm. (-) 
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II-5-2- Micro atmosphère : méthode en phase vapeur : 

       Cette technique permet d’évaluer l’activité antimicrobienne de la phase volatile de l’HE. Le 

mode opératoire consiste à ensemencer un milieu gélosé avec une souche microbienne. Un 

disque imprégné avec une goutte d’HE sera déposé au centre du couvercle. La boite est incubée 

couvercle en bas. Il se produit une évaporation des substances volatiles (Figure n°8). En se 

volatilisant, l’HE va inhiber la croissance du germe en créant une zone d’inhibition. La seule 

différence entre cette méthode et l’aromatogramme réside dans la position du disque (Tyagi et 

Malik, 2001). La préparation de suspension bactérienne, l’ensemencement, l’incubation et 

l’expression des résultats ont été faites de la même manière que la première méthode 

(Arommatogramme).  

 

                     Figure n°8 : Illustration de la méthode de micro-atmosphères. (Zaika, 1988)  

     

 Méthode de dilution :   

        Cette méthode consiste à mettre en évidence l’activité antimicrobienne de l’HE après une 

série de dilution, en mettant cette dernière en présence des germes. 

 Préparation des dilutions (Pharmacopée  Européenne,  2004) 

       On introduit aseptiquement 0.5 ml de l’HE à l’aide d’une pipette graduée stérile dans un 

tube stérile contenant 0.5 ml du diluant (Myristate d’isopropyle). Cette suspension constitue la 

dilution mère (Dm) qui correspond donc à la dilution  1/ 2  ou  50%. La Dm est mis dans une 

étuve à 37°C pendant 20 min avec agitation du tube de temps en temps pour homogénéiser les 

deux phases du milieu. 
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- Introduire ensuite aseptiquement à l’aide d’une pipette Pasteur stérile, 0.5 ml de la Dm dans 

un tube à vis stérile contenant 0.5 du même diluant au préalable. Cette dilution est alors au     

1/ 4 ou 25%. 

- Suivre la même méthode jusqu’à l’obtention d’une dilution de 1/ 16 ou 6,25%. 

Etude de l’effet antimicrobien de l’HE dilué par la méthode de diffusion sur milieu solide  

      La préparation, l’ensemencement et l’incubation ont été réalisés de la même manière que 

l’aromatogramme. 

 

II-6- Etude de l’activité cicatrisante : 

 But :  

       Le but de notre travail est de testé l’effet cicatrisant de l’HE de citronnier et  l’oranger en les 

comparant avec un médicament «  Madécassol® ». 

 Principe : 

        Le principe consiste en l’application des traitements sur des  plaies préalablement 

provoquées, les applications se feront de façon quotidienne jusqu’à la disparition complète de la 

plaie.  Dans notre cas nous avons utilisé des pommades (HE de citron + vaseline, HE d’orange + 

vaseline) et Madécassol®. 

 Mode opératoire : 

Nous avons utilisé 4 lapins, femelles, dont l’âge moyen est de 1 an.  

Ils sont répartis en 4 lots : un lapin par lots. 

Tableau IV: La distribution des lapins et les produits testé. 

Les lots  Lots N°1 Lots N°2 Lots N°3 Lots N°4 

Nombre 

d’animaux 

 

 

1 lapin 

 

1 lapin 

 

1 lapin 

 

1 lapin 

Le produit testé  

 

Pommade à base 

de l’HE  

d’orange 

 

Pommade à base 

de l’HE  de 

citron 

   

   Madécassol® 

L’eau 

physiologique 

(témoin) 

Préparation du 

produit 

Mélange 1g de 

l’HE d’orange 

avec 40g de 

vaseline 

Mélange 1g de 

l’HE de citron 

avec 40g de 

vaseline 

Tube 10 g 

(utilisé 1g) 

Flacons de 5 ml 

(utilisé 1 ml) 
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                              Figure n°9: Les pommades testées sur les lapins. 

                             

                                                      

 

                               Figure n°10 : Les deux témoins testés sur les lapins. 

 

 Préparation de l’animale : 

    Pour provoquer des plaies superficielles sur le lapin, nous avons fait des scarifications  

L’opération est  réalisée selon les étapes suivantes : 

- Epilation des lapins par une tondeuse électrique pour dégager une surface d’environ 

5×5cm. 

- Désinfecté les régions tondues avec l’alcool chirurgical. 

- Après la préparation des lapins, on a effectué pour chaque lapin à l’aide d’une lame de 

scalpel, une série de 3 plaies parallèles (des scarifications peu profondes) (Figure n°11).  
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                                   Les scarifications  

          

 

               

 

                      Figure n°11: Les scarifications réalisées (Originale, 2016). 

 

 Application des traitements :   

       Nous avons appliqué quotidiennement les quatre traitements deux fois par jour, pendant 15 

jours. (La quantité de pommade est de 1 g). 

L’observation macroscopique est réalisée avant chaque nouvelle application. Elle prend en 

considération les paramètres suivants : 

- Evolution de la cicatrisation de la plaie. 

- Apparition ou non d’œdème. 
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III-1- Analyses  physicochimiques des deux HEs : 

III-1-1-   Détermination du rendement d’extraction : 

      L’entrainement à la vapeur d’eau est réalisé sur les feuilles d’agrumes de deux espèces de 

Citrus : C. limonum et C. sinensis avec le rapport eau/matière végétale. Le tableau V résume les 

rendements moyens en HE extraite. 

 

                         Tableau V : Rendement en huile essentielle de Citrus. 

 HEs de  C. limonum         HEs de C. sinensi             

     Rendement 
         (%) 

      0.31   0.22                                    
                 

 

 

         Les résultats représentés dans le tableau V montre que le rendement moyen en HE de                    

C. sinensis obtenus (0.22%) est  plus faible que chez C. limonum (0.31%)     (Le détail de calcule 

des rendements est mentionné dans l’annexe 2). 

        D’après les résultats cités dans la littérature scientifique, il est bien évident que les agrumes 

renferment peu d’HEs. Les résultats obtenus dans ce travail sont presque similaires aux autres 

résultats cités par Anton et Silano, (2001) qui ont obtenu des rendements compris entre 0.2 et 

0.6% pour C. limonum  et se rapprochent des résultats de Madjene et Madani, (2010) qui notent 

un rendement de 0.4% par hydrodistillation. En effet Jeannot et al., (2005) et Fuselli et al., 

(2008) ont observé des rendement allant de 0.6 à 0.8 % pour l’HE de C. sinensis et 0.7 à 0.9% 

pour l’HE de C. limonum. Rega et al., (2003) ont rapporté que les rendements en HEs chez les 

Citrus diffèrent selon l’espèce et ont signalé des rendements de 1 à 3 %. Cette différence pourrait 

être expliquée selon Kelen & Tepe (2008) par le choix du la période de récolte car elle est 

primordiale en terme de rendement et qualité de l’HE, le climat, la zone géographique, la 

génétique de la plante l’organe de la plante utilisé, le degré de fraicheur, la méthode d’extraction 

employé, etc. Ce  sont des facteurs entre autres qui peuvent avoir un impact direct sur les 

rendements en HEs (Vekiari et al., 2002).   
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III-1-2- Caractères organoleptiques : 

        Les HEs des espèces de Citrus présentent un aspect liquide, limpide et de couleur jaune 

verdâtre pour le citron et jaune clair pour l’orange, elles sont caractérisées par une odeur très 

forte (caractéristique du fruit d’agrumes). 

          Les résultats des caractéristiques organoleptiques obtenus de nos HEs sont conformes aux 

normes d’AFNOR (2000). (Figure n° 12) : 

 

 

 

                               

 

                    Figure n°12 : Huile essentielle de citron et orange (Originale, 2016). 
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III-1-3- Les indice physico-chimiques : 

   Le tableau VI  regroupe les résultats des mesures réalisées. 

 

Tableau VI : Les indices physico-chimiques des deux HEs. 

 HEs de  C. limonum         HEs de C. sinensi            Norme AFNOR 

l’indice d’acide (IA) 
 

           1.20  0.71                                   ≤ 2 
                 

Indice de réfraction (IR) 

 
           1.475                             1.471                             1.470-1.478 

densité relative à 20°C (d
20

) 

 
           0.849                              0.842                               ≤ 0.876 

Indice de saponification IS 

 
           24.8                                14.01                                    - 

Indice d’ester            23                                   13.3                                      - 

 

 

      Les propriétés physico-chimiques tels que : la densité relative, l’indice de réfraction, l’indice 

d’acide, l’indice d’ester  constituent un moyen de vérification et de contrôle de l’huile essentielle 

(Afssaps, 2008).  

      Un indice d’acide inférieur à deux (2), est une preuve de bonne conservation de l’huile. En 

effet, une huile fraiche ne contient que très peu d’acide libre. C’est pendant la période de 

stockage que l’huile peut subir des dégradation telle l’hydrolyse des esters (Kaloustian et al., 

2013). Nous avons obtenus dans notre étude un indice d’acide inférieur à deux pour les deux 

huiles essentielles étudiées. 

        L’indice d’acide permet de donner une appréciation sur le taux d’acides libres (Salle, 1991). 

        Dans l’intervalle 1.470 à 1.478  l’indice de réfraction varies essentiellement avec la teneur 

en monoterpènes et les dérivés oxygénés une forte teneur en monoterpènes donnera un indice 

élevé (Koba et al., 2003, Kaloustian et al., 2013). Ce qui le cas de HE C. Limonum par rapport 

à celle de C.sinensi dans notre étude. Plusieurs investigations Moufida et Merzouk (2003) ; 

Belleti et al., (2004) ; Rehman et al., (2004) ont démontré que, généralement les HEs de Citrus 

sont constituées principalement de composés monoterpènique (97%). Alors que les autres 

composés comme les alcools, les aldéhydes et les esters ne sont représentés qu’avec des teneurs 

faibles allant de 1.8 à 2.2 %. 
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        La détermination de la densité relative peut être  considérée comme un critère de pureté qui 

indique la présence de corps étrangers (Kaloustian et al., 2013), la densité des huiles essentielles 

est inférieure à celle de l’eau et selon l’Association Française de Normalisation, les HEs 

appartenant aux espèces Citrus doivent avoir une densité maximale de 0.876 (AFNOR NF T.75-

202), ce qui le cas pour les huile essentielles de C. limonum et C. sinensis (0.849, 0.842 

respectivement). 

      D’autre part et pour mieux caractériser la qualité des huiles essentielles nous avons mesuré 

l’indice d’ester qui est égale à  23 pour HE de C. limonum et 13.3 pour celle de  C. sinensis.les 

huiles essentielles de très bonne qualités renferment une très grande quantité d’esters (Othmer, 

2012). L’indice d’ester renseigne sur la quantité des acides gras liés (Gouguam et baiteche, 

1989). 

       La majorité des paramètres physico-chimiques de notre huile essentielle sont en accord avec 

l’Association Française de Normalisation (AFNOR). 
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   III-2- L’activité antioxydant :  

           L’évaluation de l’activité antioxydant des huiles essentielle de C. sinensis et C. limonum 

été faite en comparaison avec celle de l’acide ascorbique. Les valeurs obtenues ont permis de 

tracer des courbes, à partir de ces courbes nous pouvons déterminer les pourcentages d’inhibition 

en fonction des concentrations utilisées ainsi la valeur d’IC50. Les résultats sont représentés dans 

les tableaux (Annexe 3) et les figures n°(13, 14, 15) : 

                           

Figure n°13: Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH par l’huile essentielle de               

C. sinensis. 

 

               

Figure n°14: Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH par l’huile essentielle de                        

C. limonum. 
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          Figure n°15: Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH par l’acide ascorbique. 

 

Pourcentage d’inhibition  

      Nos résultats exprimés en tant que pourcentage de l’activité anti-radicalaire (Figure n°13,14 

et 15) révèlent que les deux huiles essentielles testées ainsi que l’acide ascorbique pris comme 

référence, sont des anti-radicalaires. 

       Il semble que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec l’augmentation de 

la concentration soit pour le standard ou pour les deux HEs C. limonum et C. sinensis. 

       Le pouvoir anti-radicalaire le plus élevé a été observé pour l’huile essentielle de C. limonum 

suivi par celle de C. sinensis. Nous remarquons aussi que le pourcentage d’inhibition du radical 

libre, soit pour l’huile essentielle de C. limonum ou de C. sinensis, est inférieur à celui de l’acide 

ascorbique. 

Détermination des IC50 

       L’IC50 est inversement lié à la capacité anti-oxydante d’un composé, car il exprime la 

quantité d’antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre à 50%. Plus la 

valeur d’IC50 est basse, plus l’activité antioxydant d’un composé est grande. 
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         L’huile essentielle de C. limonum et C. sinensis pouvaient transformer le radical libre 

stable 2.2 diphenyl-l-picrylhydrazyl (coloré en violet) au diphenylpicrylhydrazine (coloré en 

jaune) avec des IC50 de (396.43 μg/ml, 475.236 μg/ml respectivement) montrant ainsi une 

activité anti-oxydante largement inférieure à celle de l’acide ascorbique avec un IC50 de 

97.04μg/ml (Figure n°16). Il semble d’après ces résultats que l’acide ascorbique est 

l’antioxydant le plus efficace par rapport à l’huile essentielle étudiée. 

 

                 

Figure n°16: Comparaison de la valeur IC50 de HE de C. limonum, C. sinensis et l’acide 

ascorbique. 

 

        Des études de l’équipe du Laboratoire de Recherche en Sciences Appliquées à 

l’Alimentation (RESALA) de l’INRS-IAF, ont montré que l’incorporation des huiles essentielles 

où l’application par vaporisation en surface des aliments, contribue à les préserver des 

phénomènes d’oxydation (Caillet et Lacroix, 2007). Parmi ces huiles, les huiles essentielles des 

Citrus. Elles sont caractérisées par une teneur élevée en monoterpènes dont le d-limonene est le 

constituant majeur, jouant un rôle principal dans l’activité anti-oxydante (Girennavar et al., 

2007; Ao et al., 2008 ; Buchbauer, 2010). 

          D’après Hellal (2011) ; l’HE de Citrus limonum a réduit de manière significative 

l’oxydation des lipides de la sardine, qu’elle constituerait une solution alternative aux 

conservateurs synthétiques dans le domaine agro-alimentaire. 

         

 

C,limonum
C,sinensis

acide ascorbique

396,434 
475,23 

97,04 
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          L’activité anti-oxydante de l’HEs testées est probablement liée aux composants 

majoritaires qui sont principalement les monoterpènes notamment le D- limonène, le β-pinène et 

le γ-terpinène (Misharina et Samusenko, 2008). Selon Tang et al., (2001), le β-pinène et le 

limonène présentent des propriétés anti-oxydantes importantes ; ils ont minimisé le taux normal 

d’une réaction chimique d’oxydation en piégeant le radical hydroxyle. 

       Moufida & Marzouk, (2003) ont confirmé que ces HEs sont constituées majoritairement de 

limonène. 

       Ce n’est pas uniquement les composés majoritaires des huiles essentielles qui sont 

responsables de cette activité anti-oxydante, mais il peut avoir aussi d’autres composés 

minoritaires qui peuvent interagir d’une façon  synergique ou antagoniste pour créer un système 

efficace vis-à-vis des radicaux libre (Svoboda et Hampson., 1999). 
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III-3-Résultats du contrôle microbiologique : 

III-3-1- Aromatogramme 

        Les observations effectuées sur l’effet des HEs de Citrus sur la croissance des souches 

bactérienne testées sont représentées dans le tableau  VII   et les Figures n° (17, 18, 19, 20 et 

21) :  

Tableau VII   : Diamètres des zones d’inhibition montrant l’activité antimicrobienne des deux 

HEs par la méthode diffusion sur gélose.  

                                                    HE de citrus Limonum                    HE de citrus Sinensis 

 Souche bactériennes  Diamètre                       Classement 

d’inhibition (mm)           de l’HE  

Diamètre                       Classement  

d’inhibition (mm)           de l’HE 

 Proteus vulgaris     11                                    ± 
 

 9                                   - 

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 G

ra
m

 -  

C.  freundii 

 
     12                                   ±  12                                          ±                                

K. pneumoniae 

 

     12                                      ±   
 

 12                                         ±                   

Serratia spp. 

 
     22                               ++  13                                     ±                  

P. aeruginosa 
 

     9                                     -           9                                           -          

E. coli (E1)      15                                   ±  14                                      ±                                                       

E. coli (E2)                    15                                  ± 
 

 13                                      ±               

                                     

 

  
  
  
  
  
  
G

ra
m

+
   

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  B.  subtilis 

 

     37  +++  25                                 ++ 

M.  luteus 
 

     27                                  ++ 
 

 12                                          ±   

E.  faecalis 
 

     18                                    +  15                                           ±       

  

 

S. aurueus (S1) 

 
     21                                  ++ 

 

  

13                                           ±  

S. aurueus(S2)      21                                      ++  14                                      ±               

L
ev

u
re

 /
  
 

m
o
is

is
su

re
 

C.  albicans              30                                +++ 

  (C1)   

 17                                     +              

 

C.  albicans              31 
  (C2)                                                              

 19                                            +                        

S.  cervisiae      35   +++  19                                          + 

   A. Niger      18               +  17                                           + 

 

      Le diamètre du disque (9mm) est inclus dans les mesures des diamètres de la zone d’inhibition. Les valeurs 

indiquées sont les moyennes de trois mesures. 
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     Il est noté que les Staphylococcus aurueus ATCC 25923 (S1) ont le même degré de sensibilité 

que les Staphylococcus aurueus ATCC 6538 (S2) vis-à-vis des 02 HE. 

      L’E.coli ATCC 25922 (E1) ont le même degré de sensibilité que l’E.coli ATCC 10536 (E2) 

vis-à-vis des 02 HE. 

 

      

Figure n°17: Photos montrant l’effet de HE de citrus limonum et l’effet de HE de citrus sinensis 

sur :    Proteus vulgaris, Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae par la Méthode 

d’aromatogramme (Originale, 2016). 

 

      

Figure n°18 : Photos montrant l’effet de HE de citrus limonum et l’effet de HE de citrus sinensis 

sur :   Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli (E1), Escherichia coli (E2) par la Méthode 

d’aromatogramme (Originale, 2016). 
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          Les HEs présentent, in vitro une activité inhibitrice sur la croissance de certains germes  

microbiens, la sensibilité des bactéries aux HE est détermine selon le diamètre de l’halo 

d’inhibition obtenue à l’aide de la méthode de diffusion sur gélose (aromatogramme)      

(Tableau VII) 

          Les résultats obtenus, montrent que la variation de l’activité antimicrobienne des HE testé 

est en fonction de la souche cible. Il s’est avéré qu’aucune zone d’inhibition autour des disques 

n’a été observée vis-à-vis de P. Aeruginosa. Cette bactérie possède un potentiel de résistance très 

élevé contre l’action antibactérienne des HEs de  Citrus. En revanche les souches Citrobacter 

freundii, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris ont manifesté une résistance relative vis-à-vis 

de C. limonum malgré les faibles zones d’inhibitions observées (12, 12, 11) mm respectivement 

(Figure n°17).  

        On ce qui concerne l’HE d’orange est légèrement inhibitrice possède presque la même 

activité que celle d’HE du citron à l’encontre du Citrobacter freundii (12mm) et  Klebsiella 

pneumoniae (12mm) en revanche elle est totalement inactive vis-à-vis de Proteus vulgaris. 

        Le Gram négatif de ces bactéries peut expliquer cette résistance. Les bactéries Gram négatif 

sont dotées d’une couche de peptidoglycane coincée entre la membrane plasmique et une assise 

externe constituée de lipopolysaccharides et de protéines. Cette structure peut empêcher la prise 

d’huile ou protéger la couche peptidoglycane vis-à-vis de l’huile. La membrane externe des 

lipopolysaccharides des bactéries Gram négatif constitue une barrière à la perméabilité des 

substances hydrophobes, qui en entrant, empêchent la croissance des bactéries                       

(Chao et al., 2000). 

 

         La haute résistance constatée de P. aeruginosa peut être due à sa membrane externe 

particulière et à sa capacité de métaboliser un éventail composé organiques (Ferhat et al., 2010). 

        Hinou et al., (1989) ont prouvé que P. aeruginosa est la bactérie la plus résistante à 32 

huiles essentielles différentes. 

        L’HE de C. limonum et C. sinensis s’est révélé légèrement inhibitrice pour la bactérie  d’E. 

Coli  avec des zones d’inhibition (15 mm, 13 mm respectives). Plusieurs auteures ont démontré 

que les bactéries à Gram (-) peuvent être sensibles à l’action des HEs. Moreira et al, (2005), ont 

montré que l’HE de C. limonum était efficace contre 3 souches d’E. Coli. 
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Figure n°19 : Photos montrant l’effet de HE de citrus limonum et l’effet de HE de citrus 

sinensis  sur : Serratia spp, Enterococcus faecalis par la Méthode d’aromatogramme    

(Originale, 2016). 

 

         

       

                                              

Figure n°20 : Photos montrant l’effet de HE de citrus limonum et l’effet de HE de citrus sinensis 

sur : Bacillus subtilis. Micrococcus luteus, Staphylococcus aurueus (S1), Staphylococcus 

aurueus (S2), par la Méthode d’aromatogramme (Originale, 2016).                                                                           
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Figure n°21 : Photos montrant l’effet de HE de citrus limonum et l’effet de HE de citrus 

sinensis sur :      Aspergillus Niger, Candida albicans (C2), Saccharomyces cervisiae. par la 

Méthode d’aromatogramme  (Originale, 2016). 

 

 

 

       Il est noté que l’HE de C. sinensis est légèrement inhibitrice à l’encontre du Serratia spp, 

Enterococcus faecalis. Micrococcus luteus et Bacillus subtilis par contre l’HE de C. limonum 

inhibe très fortement les bacillus subtilus (37mm)  et fortement active contre Serratia spp 

(22mm), et Micrococcus luteus (27 mm) (Figure n°19). 

 

        Un fait saillant pourrait être dégagé de ces résultats et qui concernent S.aureus. En effet, 

cette bactérie a manifesté une certaine sensibilité variable à ces HEs. L’HE de C. sinensis a 

montré l’activité la plus faible par rapport aux HE de C. limonum avec un diamètre d’inhibition 

moyen de 13 mm. De Billerbeck (2007) a rapporté que S. aureus a présenté une sensibilité 

variable envers les HEs de quelques espèce de Citrus testées. 

 



Chapitre III                                                                    Résultat et discussion. 

 

 

  
                                                                                                                                                                                            44 

         Concernant l’activité inhibitrice des HEs sur les souches fongique utilisées (levures), il 

apparait clairement que l’HE de C. Limonum présente un très fort pouvoir anti-fongique contre 

Candida albicans et  Saccharomyces cervisia avec des diamètres d’inhibition (31, 37mm 

respectives), et modérément inhibitrice contre Aspergillus Niger (18mm). Par contre l’HE de     

C. sinensis est modérément inhibitrice contre Candida albicans et  Saccharomyces cervisia et 

Aspergillus Niger avec des zones d’inhibition (19, 19, 17 mm respectivement). Les composants 

hydrophobes des huiles essentielles peuvent augmenter la perméabilité de la membrane 

cellulaire, en provoquant la fuite du contenu de cellules bactériennes et fongiques (Cristiani et 

al., 2007). Les constituants majeurs de l’huile essentielle du citron β- pinene et le D-limonene, 

peuvent inhiber l’activité respiratoire dans les cellules intactes de levures et dans les 

mitochondrie isolées (Uribe et al., 1985). 

 

         En comparant les données obtenues des différentes études, la plupart des publications font 

état d’une généralisation de l’activité antibactérienne d’une HE, ou d’un extrait de plantes contre 

les bactéries à Gram (+) et à Gram (-). 

        Zaika, (1988) et Hussein, (1990), ont indiqué que les bactéries Gram
+
 sont plus résistantes 

aux HEs que les bactéries Gram
-, 

ce qui est le contraire des résultats trouvés par Farbood et al, 

(1976), Jay (1996), Marino et al, (1999), qui ont montré que les bactéries Gram
+
 sont 

généralement plus sensibles aux huiles essentielles que les bactéries Gram
-
. Cependant, 

Elgayyar et al, (2001) et Delaquis et al, (2002) donnent un autre avis et notent qu’il est très 

difficile de faire de telles généralisation, parce que chaque HE est unique dans sa composition et 

chaque bactérie diffère considérablement en structure et en fonctionnalité. 

        Plusieurs auteurs ont attribué l’activité antimicrobienne de l’huile essentielle de C. limonum 

à la présence des composants volatils dans la composition de l’huile comme le limonène et le 

linalool (Alma et al., 2004; Tepe et al., 2006). Cette activité peut être déterminée par l’effet 

d’un seul composant ou par effet synergique ou antagonique de divers composants (Deba et al., 

2008). Veldhuizen et al., (2006) ont attribué cette activité aux composés phénoliques dont 

l’amphipathicité de ces composés peut expliquer leurs interactions avec les constituants 

membranaires et ainsi l’activité antimicrobienne. 
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III-3-2- L’activité antimicrobienne des deux HEs après dilution :  

        Nous apportons dans le tableau VIII   le diamètre d’inhibition des germes vis-a-vis  de l’HE 

par dilution dans le mérystate d’isopropyle. 

       Concernant l’évaluation de l’activité antibactérienne après dilution, cette technique a été 

faite uniquement sur quelques souches qui ont présenté une grande sensibilité vis-a-vis de 

l’action antibactérienne de l’HE. 

      Tableau VIII : Diamètre d’inhibition (mm) des germes vis-a-vis de deux HEs après dilution. 

                                            Dilution (%) HE C. Limonum                 Dilution (%) HE C. Sinensis 

        Le diamètre du disque (9mm) est inclus dans les mesures des diamètres de la zone d’inhibition. Les valeurs 

indiquées sont les moyennes de trois mesures. 

            

        Les résultats obtenus révèlent que la majorité des bactéries sont sensibles pour les doses 

50%  et  25%  de l’HE de C. limonum avec des diamètres qui variant entre 17 mm et 10 mm. 

Pour la dose 6.25% l’HE de C. Limonum ne possède aucun effet inhibiteur pour toutes les 

bactéries testées. Concernant l’HE de C. Sinensis possède un effet contre les S. aurueus pour la 

dose 50%  et aucun effet pour les dose 25%, 12.5% et 6.25%. 

 

 

 

Les souches   50             25 12.5      6.25      50 25 12.5        6.25 

B.  subtilis 

 
 12            10              9                 9 -        -            -               - 

S. aurueus (S1) 

 

 13             12            11                9             10          9             9             9 

S. aurueus(S2) 

 
 12              12             9                9   11 9 9             9 

E.  faecalis 
 

 12              10             9                9 -         -              -                 - 

Serratia spp. 

 
 14              12   11               9 -         -             -                  - 

M.  luteus 
 

 15              10             9                9 -         -             -                  -  

C.  albicans   
               

 17              12            10               9 -         -             -                  - 

S.  cervisiae  17               13           11               9 -        -             -                   - 
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  III-3-3-  Résultats de micro-atmosphère :     

      Afin d’évaluer l’activité antimicrobienne de la phase vapeur de deux HEs, nous avons utilisé 

la technique de la micro-atmosphère. Les résultats de cette étude sont rapportés dans le tableau 

IX  et les Figure n° (22, 23, 24 et 25). 

 

Tableau IX   : Diamètres des zones d’inhibition montrant l’activité antimicrobienne des deux 

HEs par la méthode de micro-atmosphère. 

                                                    HE de citrus Limonum                    HE de citrus Sinensis 

 Souche bactériennes  Diamètre                       Classement 

d’inhibition (mm)           de l’HE  

Diamètre                       Classement  

d’inhibition (mm)           de l’HE 

 Proteus vulgaris     -                                        - 
 

 -                                     - 

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 G

ra
m

 -  

C.  freundii 

 
      -                                     -   -                                          -                                

K. pneumoniae 

 

       -                                        -   
 

  -                                         -                   

Serratia spp. 

 
      -                                -   -                                     -                  

P. aeruginosa 
 

      -                                    -           -                                            -         

E. coli (E1)       -                                    -   -                                  -                                                                           

E. coli (E2)                     -                                    - 
 

   -                                     -                 
                                     

 

  
  
  
  
  
  
G

ra
m

+
   

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

B.  subtilis 

 

     35  +++  12                                 ± 

M.  luteus 
 

     20                                  ++ 
 

   -                                           -   

E.  faecalis 
 

      -                                      -   -                                             -      

S. aurueus (S1)      13                                       ± 
    

 -                                            - 
                                             

S. aurueus(S2)      15                                      ±   -                                     -                                  

L
ev

u
re

 /
  
 

m
o
is

is
su

re
 

C.  albicans (C1)      31                                 +++ 

     

  10                                     -             

 

C.  albicans (C2)      32                               +++ 

 

  10                                              -                        

S.  cervisiae      24    ++   11                                           - 

 A. Niger     15  +   -                                             - 
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Figure n°22 : Photos montrant l’effet de HE de citrus limonum et l’effet de HE de citrus 

sinensis sur : Proteus vulgaris, Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae  par la Méthode   de  

microatmosphère  (Originale, 2016). 

 

                                

Figure n°23 : Photos montrant l’effet de HE de citrus limonum et l’effet de HE de citrus 

sinensis sur : Micrococcus luteus  par la Méthode   de microatmosphère  (Originale, 2016). 
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Figure n°24 : Photos montrant l’effet de HE de citrus limonum et l’effet de HE de citrus 

sinensis sur :  Bacillus subtilis, Staphylococcus aurueus (S1), Escherichia coli (E1) par la 

Méthode   de microatmosphère  (Originale, 2016). 

                                        

             

Figure n°25 : Photos montrant l’effet de HE de citrus limonum et l’effet de HE de citrus 

sinensis sur : Candida albicans (C1), Saccharomyces cervisiae. Aspergillus Niger  par la 

Méthode de microatmosphère  (Originale, 2016). 
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        A la lecture de ces résultats, il apparait clairement que l’action inhibitrice de la phase 

vapeur (micro atmosphère) est inférieure à celle de la phase liquide (aromatogramme). Nous 

avons constaté que les deux  HEs sont non inhibitrice sur toutes les bactéries Gram négative 

testé. 

      Il noté que la majorité des bactéries Gram positive sont sensibles à la rencontre de HE de C. 

limonum avec des diamètres qui variant entre 15 mm et 35 mm et concernant Enterococcus 

faecalis cette HE ne possède aucun effet inhibitrice. En revanche l’HE de C. sinensis est 

totalement inactive sur toutes les bactéries Gram positive testé elle est légèrement inhibitrice 

uniquement  sur les Bacillus subtilis avec un diamètre de 12mm. 

     L’HE de C. limonum présente une bonne activité antifongique par cette méthode elle est 

active sur toutes les levures et champignons utilisé avec des diamètres qui variant entre 15mm et 

32mm, et pour l’HE de C. sinensis est légèrement active à Candida albicans (C1), Candida 

albicans (C2), Saccharomyces cervisiae. Avec des diamètres (10mm, 10mm, 11mm 

respectivement) est totalement inactive à  Aspergillus Niger. 

       Giordani et Kaloustian (2006) ont souligné que les composés terpéniques des H.E. et plus 

précisément leurs groupements fonctionnels tels que les phénols et les aldéhydes réagissent avec 

les enzymes membranaires et dégradent la membrane plasmique entraînant une fuite du contenu 

cytoplasmique et donc la mort de la levure.   

       A la lecture de la littérature scientifique, il apparait que la micro atmosphère est très peu 

documentée. En effet, rares sont les articles qui traitent de cette méthode car les auteurs qui se 

sont penchés spécifiquement sur l’activité de la phase vapeur sont encore peu nombreux. 

       A la lecture comparative entre les deux méthodes utilisées (Figure n°26 et 27), 

aromatogramme et micro atmosphère, nous avons constaté que cette dernière a présenté une 

activité inhibitrice minimale, en comparaison avec l’aromatogramme pour les deux HEs. Ceci 

valable pour toutes les souches sauf  Bacillus subtilis, Candida albicans (C1, C2), 

Saccharomyces cervisiae. Aspergillus Niger les deux méthodes ont donné des résultats presque 

similaires pour HE de C. limonum. 

       Selon Bousbia, (2004), la méthode de micro atmosphère ne quantifie pas l'activité 

antimicrobienne réelle des H.E. elle montre seulement la sensibilité du microorganisme présent 

aux constituants volatils à la température d'incubation. 

 



Chapitre III                                                                    Résultat et discussion. 

 

 

  
                                                                                                                                                                                            50 

 

         

Figure n°26: Etude comparatives entre 2 méthodes aromatogramme et micro atmosphère        

(HE de Citron). 

 

         

Figure n°27: Etude comparatives entre 2 méthodes aromatogramme et micro atmosphère       

(HE d' Orange). 
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       L’activité antibactérienne des HEs est le sujet de plusieurs études scientifique in vitro depuis 

plusieurs années. Cependant, les méthodes utilisées pour évaluer cette activité sont nombreuses 

et donnent parfois des résultats différents selon les conditions expérimentales adoptées par 

chaque manipulateur. Donc les activités antimicrobiennes d’une HE peuvent changer par sa 

composition chimique, par les génotypes aux méthodes employées (la technique de diffusion sur 

gélose ou par méthode de dilution) les résultats obtenus par chacune de ces deux méthodes sont 

différents selon la dose de l’HE utilisées. 

       Oussalah et al, (2007), ont rapporté que la différence dans les activités antibactériennes des 

HEs peut être liée à la concentration, à la nature et le contenu, aux groupements fonctionnels, à 

la configuration des composés et leur interaction synergique possible. 

        La comparaison de l’efficacité des HEs  à travers les différentes publications  reste difficile 

à réaliser et cette difficulté réside au niveau des différents paramètres externes incontrôlables, 

comme la composition chimique des HE qui varie selon les conditions environnementales de la 

plante, même au sein d’une même espèce (Hellal, 2011) et les conditions expérimentales, la dose 

de l’HE appliquée sur le disque, l’émulsifiant utilisé, la température d’incubation, etc. 

       Selon les résultats obtenus l’HE de C. limonum a présenté une meilleure activité 

antimicrobienne et antifongique que celle de l’HE de C. sinensis.  
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III-4- Evaluation de l’activité cicatrisante : 

      Les résultats obtenus après application journalière des pommades préparées (pommade à 

base d’huile essentielle de Citrus limonum et de Citrus sinensis) et les deux  témoins 

(Madécassol et l’eau physiologie) sont reportés dans les  figures n° (28, 29,30) : 

L’essai préliminaire de cicatrisation nous a permis de relever certaines observations : 

       D’une façon générale, l’observation montre l’absence d’œdème pour la zone traitée par les 

deux pommades préparées et par la pommade de référence Madécassol ce qui signifie que ces 

deux traitements ne favorisent pas le processus inflammatoire, par contre pour le lot témoin un 

œdème léger apparait dès le premier jour et s’estompe pour disparaitre le 4eme jour. 

       Aucun signe de toxicité locale ou systémique n'a été noté chez les lapins traités par les deux 

pommades préparées. Au terme de la période de traitement, aucunes lésions ou perturbation dans 

la repousse des poils n'ont été observées. 

       L’examen macroscopique journalier des plaies permet de constater une action très nette de 

Madécassol et la pommade à base d’HE de citron sur la vitesse et la qualité de cicatrisation 

superficielle, Les figures qui récapitulent les résultats de l’activité cicatrisante, montre que la 

cicatrisation des lots traités par Madécassol, et par la pommade préparé à base de l’HE de citron 

augment progressivement avec le temps de traitement.  

       Les trois traitements ont donné une bonne cicatrisation avec des délais de guérisons un peu 

différentes et qui est de 6 jours pour la pommade à base d’HE de C. limonum, de 8 jours pour 

Madécassol et 11 jours pour la pommade à base d’HE de C. sinensis. La cicatrisation naturelle et 

complète de témoins (l’eau physiologie) se fait au bout du 15
ème

 jour. 

         Nous observons une meilleure cicatrisation de la pommade à base d’HE de citron en 

comparaison avec celle de l’orange et Madécassol. 

L’HE de C. limonum  peut être envisagé comme traitement pour la guérison des plaies. 
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                                        Figure n°28 : résultats de 3
ème 

jour (Originale, 2016). 

 

                                        

        

                                Figure n°29 : résultats de 6
ème 

jour (Originale, 2016). 
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               Figure n°30 : résultats de 8
ème 

jour (Originale, 2016). 
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I- Huile essentielle de Citrus limonum  (citron) et de Citrus sinensis (orange) : 

I-1- Généralité sur le citronner : Citrus limonum 

       D’après Dubois (2006), le  citron est d’abord appelé « limon», terme emprunté à l’italien 

limone, qui venait lui-même de l’arabo-persan « limûn ». Le mot Citron est apparu dans la 

langue française en 1351, et il dérive du latin citrus, il a graduellement remplacé « limon » dans 

la langue populaire Française.  

        Selon le même auteur, cette plante est l’une des agrumes les plus vigoureuses, de croissance 

rapide, elle produit de nombreuses branches et fructifie abondamment. La fructification de 

l’hiver est plus importante et représente de 60 à 70 % de la production annuelle de l’arbre. 

I-1-1- Description botanique : 

          D’après Loussert (1989) et Bärtels (1998), Citrus limonum (famille des Rutacé) est un 

petit arbre persistant de 2 à 7m de haut, rameaux plus ou moins couverts d’épines courtes, 

épaisses et rigides : 

 Les feuilles sont persistantes, oblongues ovales, à sommet aigu, plus ou moins dentées. 

Le limbe est de couleur verte. Le pétiole est ailé et étroit. 

 Les fleurs solitaires ou fasciculées, bourgeons teintés rougeâtre, les pétales sont de 

couleur blanchâtre et leur extérieur est teinté de pourpre. L’androcée est formé de 20 à 40 

étamines. 

 Les fruits sont de forme ovale (7 à 12cm de long et de 5 à 7cm de large). Ils sont renflés 

ou en forme tétine. 

 L’écorce est rugueuse à presque lisse, verte à jaune blanchâtre et spongieuse à l’intérieur, 

renfermant 7 à 10 loges contenant des pépins ovales (Figure n° 1). 

Le système racinaire est essentiellement localisé dans les premiers 100 cm de profondeur. Il 

ancre solidement l’arbre au sol en se développant jusqu’à 1 ou 2 m de profondeur. 
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                                                                                             Fruit 

 

 

                                                                                               Fleur 

                                                                                                   Feuille 

 

Figure n°1 : Aspect morphologique des feuilles et du fruit de Citrus limonum                

(loussert, 1989). 

 

I-1-2- Systématique :    

       Selon Paris et Moyse (1981), le citron jaune est classé comme suit : 

Embranchement : Spermaphytes.       

Sous embranchement : Angiospermes. 

Classe : Dicotylédones. 

Ordre : Sapindales. 

Famille : Rutaceae. 

Genre : Citrus. 

Espèce : Citrus limonum.L  (Variété : Eureka) 

         Les principales variétés sont : Bears sicilienne, Berna verna, Eureka, Eureka panachée 

(citron de chair rose), Genova, Interdonato, Lisbonne,  Monachello,  Primofiori Fino, Mesero, 

Santa Teresa, Citron sans pépins, Villa Franca (Mabberley, 2008).  
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I-1-3- Principales caractéristiques de variété Eureka : 

      Cette variété est introduite en Algérie dans les années quarantes à partir de la Californie 

(Rebour, 1950). 

       Elle est la plus cultivée du fait de sa mise à fruits rapide et de ses floraisons très 

remontantes permettant la production des fruits au printemps et en été (Tableau I). 

Tableau I : Les principales caractéristiques de la variété Eureka: 

Espèce Variété Caractéristiques 

 

 

 

        

        Citrus 

     Limonum 

 

 

 

  

 

 

 

      Eureka 

 

Fruits : écorce légèrement rugueuse devenant jaune vif. 

Fruits très remontant qui produit au printemps et en été. 

Calibre moyen, pourvus d’un mamelon apical peu 

prononcé. 

Pulpe : donne un jus clair acide et bien parfumé. 

Floraison : Fleur très nombreuse, blanc rosé et très 

parfumées. 

                                                                                                                         (Medjdoub, 2002)  

 

I-2- Généralité sur l’oranger : Citrus sinensis (Orange douce) 

         Au 17ème siècle, son appellation était Orange du Portugal, Orange douce et le plus 

populaire Orange de la Chine. Depuis, son nom scientifique est devenu Citrus sinensis (agrume 

chinois). Elle représente l’espèce commerciale de Citrus la plus importante dans le monde  

(Mabberley, 2008). 

 

I-2-1- Description botanique : 

 L’oranger est un arbre, pouvant atteindre 10m de hauteur environ (Loussert, 1987) (Figure n°2). 

   Les feuilles : sont persistantes, vert foncé et légèrement ailées. 

   Fleur : la floraison blanche est printanière et agréables parfumée. 
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  Fruit : il est bien connu, largement répandu sur les étales des marchés pratiquement 

pendant toute l’année ; le fruit est de forme et de couleur variable suivant les variétés, mais 

en général sphérique et de couleur orangée, c’est un fruit très prisé en frais et en jus. 

 

                                          

                            Fruit  

                                    Fleur 

       

                                                                                                       Feuille 

 

 

Figure n°2 : Aspect morphologique des feuilles et du fruit d’oranger  

(loussert ,1989). 

 

I-2-2- Systématique :   

     La classification botanique de l’oranger (Judd et al., 2002). 

Règne : plantae. 

Embranchement : Spermaphytes. 

Sous embranchement : Angiospermes. 

Classe : Dicotylédones. 

Ordre : Sapindales.  

Famille : Rutaceae. 

Genre : Citrus. 

Espèce : Citrus sinensis. L (Var. Washington navel). 
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Les déférentes variétés de Citrus sinensis selon (Mabberley, 2008) : 

– Oranges précoces douces, blondes et oranges communes : Ambersweet, Berna, Cadenera, 

Castellana, Comuna, Hamline, Jaffa (Jaffa de Florida), Jincheng, Mars, Parson Brown, Pineapple 

(pomme de pin), Rotuna Island, Salustiana, Shamonti (Jaffa de Palestine), Trovita. 

– Orange de Valence (variétés juteuses) : Valencia, Campbell Valencia, Valencia Panachées 

Cotidan, Cutter Valencia, Delta Valencia, Dom Joao, Frost Valencia, Harward Late Valencia, 

Midknight Valencia, Olinda Valencia, Valencia Late. 

– Oranges Navel 

 Oranges Navel précoces: Atwood, Fisher, Navelina, Skagg’s bonanza, Tompson 

Zimmerman. 

 Navel mi-saison: Caracara, Fukumoto, New Hall, Spring, Washingto Navel. 

 Navel tardives: Autumn Gold, Barnfield, Chislett, Lane late, Navel Late, Powell, 

Ricalate, Rhode Navel, Wiffen. 

– Hybrides d’orange douce: Chironja, Nucellar embryony, Poorman orange. 

–  Oranges sanguines 

 Oranges légèrement sanguines : Caracara, Caracara panachée, Maltaise sanguine, 

Rhode Valencia rouge, Ruby, Vainiglia sanguigno, Washington sanguine. 

 Oranges complètement sanguines : Delfino, Doble fina, Entrefina, Sanguinello, 

Sanguinello a Pignu, Sanguinello Moscato, Sanguinello Moscato di Cuscuna. 

 Oranges profondément sanguines : Bream Tarocco, Moro, Sanguinelli, Smith 

Valencia rouge, Tarocco, Thermal Tarocco. 
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I-2-3-  Principales caractéristiques de l’oranger : Citrus sinensis var. 

Washington navel:     

      Washington navel est la variété la plus cultivée et la plus appréciée des consommateurs pour 

sa précocité, elle se récolte de novembre à février et fait l’objet d’un important commerce 

d’exportation (Loussert, 1987) (Tableau II). 

Tableau II : Les principales caractéristiques de la variété Washington navel : 

Espèce   Variété       Caractéristiques 

 

 

 

 

      Citrus  

   sinensis 

 

 

 

 

 

 

 

 

Washington 

Navel 

 

- Le port de l’arbre en pépinière est retombant. 

- La couleur de la feuille de plus de 6 mois est d’un vert 

foncé mais plus clair pour les jeunes pousses. 

- La longueur de la feuille de 10 à 12 cm. 

- La largeur de la feuille est de 3 à 7 cm. 

- La pointe du limbe est douce (légèrement arrondie). 

- A l’aisselle de chaque feuille pousse une épine qui 

disparaît avec l’âge. 

-  Le pétiole et d’environs 20 mm muni d’une bractée pas 

très large, mais apparente.  

                                                                                                                       (Medjdoub, 2002)  

 

I-3- Les huiles essentielles : 

Ӏ-3-1- Définition : 

Produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu à partir d'une matière première 

végétale botaniquement définie, soit par entraînement à la vapeur d'eau, soit par distillation 

sèche, soit par un procédé mécanique approprié sans chauffage (Pharmacopée Européenne). 
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         Selon Bernard et al., (1988) Le terme « huile » souligne le caractère visqueux et 

hydrophobe de ces substances et le terme « essentielle » désigne la caractéristique principale de 

la plante à travers ses exhalaisons. 

        Les huiles essentielles sont uniquement constituées de molécules aromatiques volatiles. 

Elles  sont de très faibles masses moléculaires, très odorantes et de nature hydrophobe : elles sont 

totalement solubles dans l’alcool et les huiles (végétales ou minérales) mais pas dans l’eau. Bien 

qu’on les appelle huile, ces substances ne contiennent aucun corps gras : contrairement à une 

huile végétale, une goutte déposée sur un papier s’évaporera sans laisser de trace (Degryse et al., 

2008). 

I-3-2- Rôle physiologique : 

           Beaucoup de plantes produisent des huiles essentielles en tant que métabolites 

secondaires. Ces derniers ne sont pas essentiels pour la croissance des plantes (Croteau et al., 

2000). Dernièrement, des études ont montré que dans les plantes, les huiles essentielles ont pour 

fonction d’attirer les insectes pollinisateurs ou repousser les insectes hostiles. Un certain nombre 

d’entre elles ont également des propriétés antiseptiques, insecticides, fongicides et bactéricides 

(Carson et Hammer, 2011). 

Ӏ-3-3- Répartition et localisation : 

Ӏ-3-3-1- Répartition : 

         Les huiles essentielles se rencontrent dans tout le règne végétal. Cependant elles sont 

particulièrement abondantes chez certaines familles: Conifères, Rutacées, Ombellifères, 

Myrtacées, Lamiacées, Poacées. Tous les organes peuvent en renfermer, surtout les sommités 

fleuries (lavande, menthe...), mais on en trouve dans les racines ou rhizomes (vétiver, 

gingembre), dans les écorces (cannelles), le bois (camphrier), les fruits (poivres), les graines 

(Muscade) (Mann, 1987)  

Ӏ-3-3-2- localisation : 

       La synthèse et l’accumulation des huiles essentielles sont généralement associées à la 

présence de structures histologiques spécialisées, localisées dans la plante : cellules à huile 

essentielle (Lauracée), poils sécréteurs (Lamiacées), poches sécrétrices (Rutacées) ou des canaux 

sécréteurs (Apiacées) (Bruneton, 1993).  
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           Les plantes du genre Citrus font partie de la famille des Rutaceae qui sont caractérisées 

par la présence, dans les feuilles, fleurs, tiges et péricarpes des fruits, de poches schizolysigènes 

contenant de l’essence aromatique (Figure n
o
3). Ce sont des poches dont la formation initiale est 

identique à celle des poches schizogènes, mais en plus des cloisonnements radicaux, les cellules 

sécrétrices de bordure subissent également des cloisonnements tangentiels, ce qui donne 

plusieurs assises de cellules sécrétrices (Goris, 1967). 

 

 

 

                                                                                                                                       Epiderme supérieur 

                                                                                                                                                  Parenchyme palissadique 

 

 

 

                                                                                                                                                                  Cellules sécrétrices 

                                                                                                                                                                      Poches à essence 

 

 

                                                                                                                                                    Parenchyme lacuneux 

 

 

                             Epiderme inférieur 

            Figure n°3 : Poches sécrétrices des huiles essentielles des Citrus dans feuilles. 

                                                           (Ferhat et al., 2010). 

 

Ӏ-3-4- Composition chimiques des huiles essentielles : 

      Comme toute substance, les huiles essentielles se caractérisent par une composition chimique 

analysable et très variable. Le nombre de composants isolés est d’environ des milliers et il en 

reste beaucoup à découvrir (Bacis, 1999). Ces constituants appartiennent, de façon quasi 

exclusive, à deux groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : le groupe des 

terpénoїdes (les composés terpéniques) et le groupe des composés aromatiques dérivés du 

phenylpropane, beaucoup moins fréquents. Elles peuvent également renfermer divers produits 

issus du processus de dégradation mettant en jeu des constituants non volatils (Bruneton, 1999). 

       D’après Mondello et al., (2005), les huiles essentielles d’agrumes sont des mélanges 

comportant plus de 200 composés qui peuvent être regroupés en fractions non volatile (1-15 %) 

et volatile (85-99 %). 
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         Selon Nogata et al., (2006) les flavonoïdes retrouvent dans des huiles de Citrus et 

composent la partie non volatile des huiles et ils sont  utiles dans la différentiation entre les 

espèces d’agrumes. 

I-3-4-1- Les terpène : 

       Les terpènes sont des hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou de chaine ouverte. 

Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette d’unité 

isoprénique à 5 atomes de carbone (C5H8). Ils sont subdivisés selon le nombre d’entités 

isoprénique en monoterpènes formés de deux isoprènes (C10H16), les diterpènes, les 

sesquiterpènes, formé de trois isoprènes (C15H24), les diterpènes, formés de quatre isoprènes 

(C20H32). Les tétraterpènes huit isoprène qui conduisnet aux caroténoïdes. Les polyterpènes 

(C5H8) n ou n peut être de 9 à 30 (Hernandez-Ochoa, 2005). 

        Les térpénoides sont des terpènes avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, 

aldéhyde, cétone, acide, etc.). 

        Les monoterpènes sont volatiles entrainables à la vapeur d’eau, d’odeur souvent agréable et 

représentent  la majorité des constituants des HEs, parfois plus de 90%. Ils peuvent être 

acycliques (mycrcène, ocymène), monocyclique un certain nombre de des substances à fonction 

chimique : alcools (géraniol, menthol), aldéhydes (géranial, citronellal, sinensal), cétones 

(carvone, menthone, β- vétinone), et des esters (acétate de géranyle, acétate de linalyle, acétate 

de cédryle, acétate α- terpinyle). 

       Concernant les sesquiterpènes, il s’agit de la classe la plus diversifiée des terpènes. Elle 

contient plus de 3000 molécules comme par exemple : β- caryophyllène, β- bisabolène, α 

humulène, α- bisabolol, farnesol (Bruneton, 1999 ; Hernandez- Ochoa, 2005).   

I-3-4-2- Les composé aromatiques : 

          Les dérivés du phénylpropane sont moins abondants que les terpénoides. Cette classe 

comprend des composés odorants comme la vanilline, l’eugénol, l’anéthole, l’estragole et bien 

d’autres. Ils plus fréquents dans les HEs d’Apiaceae  (anis, fenouil, cannelle, basilic). 

I-3-4-3- Les composés d’origine diverses : 

         Ils existes un nombre non négligeable de produits résultant de la transformation de 

molécules non volatiles issues soit de la dégradation des terpènes non volatils qui proviennent de 
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l’auto-oxydation par exemple des carotènes ou des acides gras comme les acides linoléique et    

α- linilénique en (3- cis hexanol, decanal, β-ionone) (Piochon, 2008). 

I-3-4-4- Notion de chémotype : 

        Le chémotype d’une HEs est une référence précise qui indique le composant biochimique 

majoritaire ou distinctif, présent dans l’HEs. C’est l’élément qui permet de distinguer des HEs 

extraites d’une même variété botanique mais, d’une composition biochimique différente. Cette 

classification permet de sélectionner les HEs pour une utilisation plus précise, plus sûre et plus 

efficace. Ce polymorphisme chimique existe chez certaines espèces telles que Thymus vulgaris, 

Mentho spicoto, Origanum vulgar. Il est important de noter que les HEs à chemotypes différents 

présentent non seulement des activités différentes mais aussi des toxicités très variables (Pibiri, 

2006). 

         Les HEs de C. limonum pourrait être de chimiotypes β-pinène, limonène, linalol, acétate de 

linalyle, citral, citronellal et C. sinensis de chimiotypes D- limonène, géraniol, linalol, citral, 

citronellal, terpinéol et décanal (Smith et al., 2001). 

          Les composés chimiques ayant une efficacité à large spectre antibactérien et antifongique 

sont les phénols, les aldéhydes, les alcools et les cétones terpéniques (Valnet, 2005).  

 

Ӏ-3-5- Propriétés physiques des HEs : 

      Selon Catier et Roux, (2007)  les HEs possède en commun un certain nombre de propriétés 

physiques qui permettent avec leur composition chimique de les identifiées :  

 Elles sont généralement liquides à température ordinaire. 

 Elles sont volatiles et entrainables à la vapeur d’eau. 

 Elles sont peu solubles dans l’eau mais lui communiquent leur odeur. 

 Elles sont solubles dans la plupart des solvants organique. 

 Elles sont sensible à l’oxydation et donc de conservation limitée. 
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Ӏ-3-6- Classification des HEs : 

        Selon la fonction du constituant prédominant, Le Lourant (1994) classe les HEs en trois 

catégories : 

1- HE hydrocarbonées riches en terpènes (pin, citron : 90% en limonène). 

2- HE oxygénés riches en alcools et esters comme celles de (roses : (50% en géraniol ; Thym : ≥ 

30% en thymol ; Coriandre : 70 à 80% en linalol). 

3- HE sulfurées (Conifères). 

 

Ӏ-3-7- Facteurs influençant la qualité des huiles essentielles : 

        Les huiles essentielles présentent une très grande variabilité, tant au niveau de leur 

composition, qu’au plan du rendement des plantes d’origine. Cette variabilité peut s’expliquer 

par des facteurs intrinsèques et des facteurs extrinsèques. Les facteurs intrinsèques sont liés à 

l’espèce, au type de clone, à l’organe concerné et au degré de maturité du végétal concerné, voire 

au moment de la récolte au cours de la journée (Besombes, 2008). Les conditions externes soit 

géographiques (latitude, altitude), édaphiques (nature du sol) ou climatiques (ensoleillement ou 

photopériodisme, température, pluviométrie) ont un effet sur la composition des essences (Olle 

et Bender, 2010). Les conditions culturales telles que la date de semis, la date de récolte, les 

traitements phytosanitaires, l’emploi d’engrais, ainsi que les techniques de récolte influencent 

aussi la composition et le rendement des huiles essentielles (Aprotosoaie et al., 2010). 

Les citrus ont une teneur importante en HE lorsque la température est élevée (Bruneton, 1999). 

I-3-8- Domaine d’application des huiles essentielles: 

      Les huiles essentielles commercialisées dans le monde sont destinées à quatre grands 

secteurs industriels : parfumerie cosmétique ; parfumerie technique (savons, détergents) ; 

alimentation et médecine (médecine douce et pharmaceutique) (Grysole, 2005). L’industrie 

alimentaire utilise les huiles essentielles pour rehausser le goût, aromatiser et colorer les aliments 

(Aprotosoaie et al., 2010). Le secteur des boissons gazeuses s’avère un gros utilisateur d’huiles 

essentielles (Grysole, 2005).  

         Les huiles essentielles possèdent des profils de composition chimique différents. Elles sont 

utilisées comme agents naturels de conservation des aliments. Leur utilisation comme agents de 

conservation est due à la présence de composés ayant des propriétés antimicrobiennes et 
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antioxydants (Conner, 1993 ; Hammer et al., 1999). L’huile essentielle la plus utilisée dans le 

monde est celle de l’orange (Grysole, 2005). 

         Les huiles essentielles de Citrus limonum servent à la fabrication d’arômes alimentaires, 

d’essences fruitées, de boissons rafraichissantes, de liqueurs, de pâtisseries et de confiseries 

(Bisignano et al., 2011). Récemment, certaines études ont montré la possibilité d’intégrer les 

huiles essentielles de Citrus limonum comme agent antioxydant (Hellal, 2011). 

I-3-9- Méthodes d’extractions des huiles essentielles: 

        Le choix de la technique dépend principalement de la matière première: son état originel et 

ses caractéristiques, sa nature proprement dite. Le rendement « HE/matière première végétale » 

peut être extrêmement variable selon les plantes (Desmares et al., 2008). 

Les huiles essentielles sont extraites principalement par deux méthodes de distillation et une 

méthode d’expression à froid (Lagunez Rivera, 2006) : 

 L’entraînement à la vapeur de l’eau. 

 L’hydrodistillation. 

 L’expression à froid (cas particulier des agrumes). 

I-3-9-1- Entraînement à la vapeur d’eau: 

         Le matériel végétal est soumis à l’action d’un courant de vapeur sans macération préalable, 

qui traverse les végétaux et emporte avec elle les molécules aromatiques. La vapeur chargée de 

l'arôme se condense alors en traversant une cuve réfrigérante pour être récupérée en phase 

liquide dans un vase florentin (ou essencier) où l’huile essentielle est séparée de l’eau par 

décantation (Smadja, 2009) (Figure n°4). 
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Figure n°4: Principe de l’appareillage d’extraction par entraînement à la vapeur d’eau                     

(Lucchesi, 2005). 

I-3-9-2– L’hydrodistillation : 

          L’hydrodistillation consiste à immerger la matière première dans un bain d’eau. 

L’ensemble est porté à ébullition. Elle est généralement conduite à pression atmosphérique. La 

distillation peut s’effectuer avec ou sans cohobage des eaux aromatiques obtenues lors la 

décantation  (Lagunez Rivera, 2006) (Figure n°5).      

 

              Figure n°5: montage d’hydrodistillation (Clevenger) (Smadja, 2009). 
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I-3-9-3- - L’expression à froid : 

        Ce mode d’obtention ne s’applique qu’aux fruits d’agrumes par des procédés mécaniques à 

température ambiante. L'expression à froid consiste à soumettre la substance végétale à une forte 

pression à l'aide d'une presse hydraulique (Desmares et al., 2008). 

I-3-9-4- Autres techniques : 

        Les inconvénients des techniques précédentes ont attiré l’attention de plusieurs laboratoires 

de recherche et ont permis la mise au point des nouvelles techniques d’extraction des huiles 

essentielles qui sont beaucoup plus écologiques, en utilisant des solvants moins toxiques et en 

petites quantités (Ferhat et al., 2010). Parmi ces techniques, figurent : l’extraction assistée par 

micro-ondes ou ultrasons (Ferhat et al., 2010 ; Dupuy, 2010), l’extraction par les fluides 

supercritiques ou encore l’eau à l’état subcritique (Ferhat et al., 2010 ; Dupuy, 2010), 

l’extraction par la détente instantanée contrôlée, l’extraction par solvants sous pression et 

l’extraction par le flash détente (Ferhat et al., 2010). 

I-3-10- Toxicité des huiles essentielles : 

      En dépit de leurs effets bénéfiques, les huiles essentielles sont loin d’être non-toxiques. La 

majorité des huiles essentielles, à de très fortes doses, causent des effets toxiques (Hammer et 

Carson, 2011). Par leur composition chimique riche, les huiles essentielles doivent être utilisées 

avec une extrême prudence, du fait qu'elles peuvent présenter de très graves dangers lors d'une 

utilisation aléatoire autonome, surtout que le consommateur est attiré par la facilité d'emploi de 

ces essences en absorption interne ou en application externe (Bernadet, 1983). 

       Les huiles essentielles de Citrus sont photo-toxiques à cause des furocoumarines qui sont 

photosensibilisantes. Ils provoquent une décoloration de la peau en un rouge lors d’une 

application externe avec une exposition au soleil sous l’action des rayons ultraviolets. 

Cependant, l’ingestion des huiles essentielles du Citrus limon extraites soit par hydrodistillation 

soit par expression à froid ne présente aucun risque de toxicité, ni aiguë ni chronique (Robert et 

Lobstein, 2005). 
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                                                        ANNEXE 1 

                              Appareillage, verrerie et consommables 

 Appareillage 

 

- Agitateur  

- Appareillage d’extraction (entrainement à la vapeur d’eau) 

- Autoclave 

- Bain marie 

- Balance de précision 

- Bec bunsen 

- Etuve  

- Hotte à flux laminaire avec lampe UV 

- Incubateur bactériologique (25°C, 37°C) 

- Réfractomètre 

- Réfrigérateur  

- Spectrophotomètre UV 

 

 Verrerie et consommable 

- Anse de platine 

- Béchers 

- billes de verre 

- Boites de pétri stériles de 90 mm de diamètre 

- Burette 

- Disques d’aromatogramme stériles 9mm (Schleicher & Schuell Ref ; 321260) 

- Ecouvillons stériles 

- Eprouvettes  

- Erlenmeyer 

- Fioles 

- Flacon avec bouchon 

- Lame de scalpel 



 
 

- Les lapins 

- Madicassol 

- Micropipette  

- Pied à coulisse 

- Pinces  

- Pipettes graduées stériles  

- Pipettes pasteurs 

- Réfrigérants à reflux 

- Seringues  

- Spatule inox  

- Tubes à essai 

- Vaseline  

 

 Solutions et réactifs 

- 2,2-Diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 

- Acide ascorbique  

- Acide chlorhydrique (HCl) 

- Alcool chirurgical 

- Alcool et d’éther 

- Hydroxyde de potassium (KOH) 

- L’eau distillée 

- L’eau physiologique 

- Méthanol 

- Myristate d’isopropyle 

- Phénophtaléine 

 



 
 

                                                        ANNEXE 2 

                             Détermination du rendement en huile essentielle 

 

 Citrus. Limonum 

 

 Ech 1 Ech2 Ech3 Ech4 Ech5 

Poids de la matière fraiche en g 

  

300 300 300 300 300 

Masse de l’huile essentielle en g 

 

       0.93        0.84        0.99 0.90 0.99 

Rendement % 

 

  0.31  0.28  0.33 0.30 0.33 

Rendement moyen % 

 

0.31 

 

 

 Citrus. Sinensis 

 

 Ech 1 Ech2 Ech3 Ech4 Ech5 

Poids de la matière fraiche en g 

  

300 300 300 300 300 

Masse de l’huile essentielle en g 

 

       0.57                     0.75 0.69 0.69 0.60 

Rendement % 

 

0.19 0.25 0.23 0.23 0.20 

Rendement moyen % 

 

0.22 

 



 
 

                                                                                             ANNEXE 3 

                                                                                Résultats de l’activité anti-oxydante 

 Citrus. Limonum 

                                        
                  Absorbance contrôle =  0,8746 

            μl (HE)                   100                         200                                               400                           600                               800                            1000 

            μg/ml                   84,9                       169,8                   339,6                        509,4                          679,2                           849 

            DO                  0,68 0,600 0,478         0,342   0,212       0,115 

            % inhibition                21,678 31,340                 45,254                      60,884                        75,748 86,793 

 

 Citrus. Sinensis 

                                        
                  Absorbance contrôle =  0,8746 

            μl (HE)                   100                         200                                               400                           600                               800                            1000 

            μg/ml                   84,9                       169,8                   339,6                        509,4                          679,2                           849 

            DO                  0,781 0,702 0,541         0,417  0,262       0,128 

            % inhibition                10,702 19,734                 38,143                     52,321                        70,043 85,364 

 

 Acide ascorbique  

            μg/ml   20                 40                 60               80             100               120                  140                160                 180              200 

            DO  0,601          0,521            0,464          0,391              0,329            0.278               0,211           0,146                0,079           0,023 

            % inhibition 13,024        24,602          32,850          43,415         52,387          59,768              69,464         78,871            88,437         96,642 
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