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Résumé :

Bigaradier (citrus aurantium L) est un arbre, de la famille des Rutacées I'une des plus
important familles d'agrumes en Algérie, caractérisé par son goit amére et non
comestible. Il est utilisé comme un arbre ornemental, représentant une source riche on
composant phénolique.

Ce travail est consacré sur |’étude physico-chimique des HE de Citrus Aurantium L. (Feuille
et fruit) de la région de Mitidja et évaluation de leur activité antibactérienne et
antioxydante détermination des composés phytochimique.

L’'obtention des HE par la méthode de I’hydrodistillation a partir des fruits et feuilles de
Citrus Aurantium L a donné un rendement de 0.23% pour fruits et 0.20% pour feuille.

Les résultats des Analyses physico-chimiques sont conformes avec les normes
internationales. Le pH entre 4 et 6 (Daniele 2011) ; I'indice de réfraction entre 1,495 et
1,513 (AFNOR 2005).

Le test phytochimique (screening) a mis en évidence la présence de déférent composé
chimique testé.

Les résultats de I'activité antibactérienne par la technique d’aromatogramme sur les
quatre bactéries testés montre que HE des feuilles révele un effet antibactérien
important avec une zone d’inhibition haut varient entre 13.75 mm et 19.5 mm par
rapport HE de fruits est trés faible chez les bactéries de gram +.

Les résultats d’étude de I’activité antioxydante vis-a-vis le DPPH a montré un pouvoir
antioxydant de huile essentielle des feuilles avec un IC50= 0,0548 mg/ml trés proche a ce
lui d’acide ascorbique 0,0514mg/ml.

Mots clés :

Citrus Aurantium L, test phytochimique, huile essentielle, étude physicochimique, activité
antibactérienne, activité antioxydant, DPPH.



Abstract:

The bitter orange is a tree, from the Rutaceae family, one of the most important citrus
families in Algeria, characterized by its bitter and inedible taste. It is used as an
ornamental tree, representing a rich source of phenolic component.

This work is devoted to the physico-chemical study of essential oils of Citrus Aurantium L.
(Leaf and fruit) from the Mitidja region and evaluation of their antibacterial and
antioxidant activity, determination of phytochemical compounds.

Obtaining essential oils by the method of hydrodistillation from the fruits and leaves of
Citrus Aurantium L gave a yield of 0.23% for fruits and 0.20% for leaves.

The results of the physico-chemical analyzes comply with international standards.

The phytochemical test (screening) revealed the presence of the different chemical
compound tested.

The results of the antibacterial activity by the aromatogram technique on the four
bacteria tested shows that HE of the leaves reveals a significant antibacterial effect with a
high zone of inhibition varying between 13.75 mm and 19.5 mm compared to the HE of
fruits which is very low. in gram + bacteria.

The results of the study of the antioxidant activity vis-a-vis the DPPH showed an
antioxidant power of the essential oil of the leaves with an IC50 = 0.0548 mg / ml very
close to that of ascorbic acid 0.0514 mg / ml.

Key words :
Citrus Aurantium L, phytochemical test, essential oil, physicochemical study, antibacterial
activity, antioxidant activity, DPPH.
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Introduction générale

Les plantes aromatiques et médicinales connues par leurs propriétés biologiques
intéressantes sont utilisées dans divers domaines a savoir en médecine, en pharmacie, en
cosmétologie et en agriculture. Les activités biologiques des plantes aromatiques et
médicinales sont connues depuis I'antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du
20éme siecle pour que les scientifiques commencent a s'y intéresser. Ces propriétés sont
dues essentiellement a la fraction d'huile essentielle et aux composés phénoliques
contenues dans les plantes. (Jdidi. 2015). Les huiles essentielles sont définies comme
étant des extraits volatils et odorants, que L'on extrait de certains végétaux par
distillation a la vapeur d’eau, pressage ou incision des Végétaux qu’ils les contiennent.
Elles se forment dans un grand nombre de plantes comme Sous-produits du métabolisme
secondair. (Bruneton, 1999).

Le secteur des huiles essentielles et des plantes aromatiques connaft un grand intérét
dans le monde entier en raison de I'importance de ce domaine,en Algérie,beaucoup reste
a faire pour dévlopper ce créneaus et donc est loin d'une exploitation optimale de ses
ressources biologiques, L'objectif principal de notre travail se concentre principalement
sur I'un des types d’agrumes qui est le Citrus aurantium L de la famille des rutacées, car il
est considéré comme I'une des plantes aromatiques importantes et trés connues de la
région de Mitidja.

Ce travail porte sur les caractérisations physico-chimiques a partir de I'extraction de
I’huile essentielle de notre plante (feuilles et fruits) et évaluation d’activité antioxydant et
activité antibactérienne.

Notre travail est divisé en deux parties :
Partie bibliographie : dans cette partie on s’intéresse sur :

e L’espece étudiée et leur description botanique

e Généralité sur les huiles essentielles et leur composition chimique et technique
d’extraction

e Controle de qualité et activité biologique

Partie pratique : cette partie consiste sur :

e Le matériel végétal et le matériel biologique

e |’'étude phytochimique et le processus d’extraction

e Les analyses physico-chimiques de notre huile extraite, ainsi les activités
biologique (antibactérienne et antioxydante).

A la fin, présentation de nos résultats et discussion, et on a terminé notre travail avec une
conclusion générale.
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Chapitre 1 : Etude bibliographigue

1- Généralité sur 'espece étudiée (bigaradier) :
L’oranger amer ou Bigaradier est un arbre vigoureux, de la famille des Rutacées, qui peut
atteindre 7 a 8 métres en pleine terre. Ses feuilles persistantes sont ovales, vert foncé,
brillantes et le pétiole un peu ailé. Au printemps (mars — juin) ses fleurs blanches
s’épanouissent et diffusent un parfum envoutant. Les fruits sont de petites oranges a la
forme un peu aplatie et a la peau épaisse, riche en huiles essentielles. (Hadrich et al.
2008)

1-1- Description de l'orange ameére :

1-1-1- Identité :(Cerdagne.2004)
*dénomination latine :

Citrus Aurantium L. var. Amara Link

Citrus Vulgaris Risso — Citrus bigaradia Duhamel

Le nom de cet arbre correspond a I'espéce décrite par Carl Von Linné (L) professeur de
botanique a Uppsala en Suede

Cette dénomination repose sur une nomenclature binaire basée sur :
Genre : Citrus

L’espeéce : Aurantium

*Dénomination commune :

Orange amer - Bigaradier - Oranger sauvage

1-1-2 Description botanique d’orange ameére :

A-Fruit : Le fruit est formé de trois parties constituant le péricarpe :

*Epicarpe : épiderme externe. Il est coriace et comporte de nombreuses poches
sécrétrices contenant de I’huile essentielle .Ces proches son bien visible a I'ceil nu,
colorées en jaune par les caroténoides.

*Mésocarpe : constitue la partie intermédiaire du fruit communément appelé pulpe
guand il s’agit de fruit charnu, il forme une couche spongieuse blanche.

*Endocarpe : épiderme interne.il permet notamment de différencier une baie d’'une
drupe parmi les fruits charnus. (Benlaksira.2016)
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Cuticule

Flavedo (épicarpe)
Albedo (mésocarpe)
Sac a jus

Glandes a huile

Placenta (Columelle septa)

Pépin

Carpelle (Segment)
Membrane Carpellaire

Figure 01 : coupe transversale d’une orange ameére. (Hendrix et Redd. 1956)

B-Feuille :

La feuille de bigaradier est vert brillant, coriaces, persistante, simple a disposition
alterne (une feuille par noeud). Elle constituée d’'une maniere générale d’'un limbe et d’un
pétiole. La présence d’un appareil sécréteur rend la feuille fortement adorant apres
froissement elle est de saveur aromatique et ameére, apres dessiccation la feuille de
bigaradier s’enroule sur elle -méme.

C-Fleur :

- Elle est regroupés par glomérule de 2 ou 3 et prennent naissance a l'aisselle des feuilles,
elles sont dites axillaires.

- Elle s’épanouit de la fin d'avril au début de juin.

- Elle est de couleur blanche et exhalent un parfum aromatique caractéristique de
I’espece. Apres dessiccation la fleur devient jaunatre et moins adorant, la fleur peut
atteindre 25 mm long pour un diametre maximal de 10 mm Elle posséde un pédoncule
rigide de 5 a 10 mm de longueur. Ce dernier est surmonté d'un calice court et d’'une
corolle beaucoup plus haute. L’ensemble de ces deux pieces forme le périanthe de la fleur
d'allure général oblongue. (Ben Seddik et al.2021)
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1-1-3-Classification botaniques :

D’apres (Sidana et al ,2013) la position systématique du bigaradier est comme suite :

Régne: Plantae
Embranchement : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous- classe : Rosidées

Ordre : Sapindales
Famille : Rutacées

Tribu : Citrae

Sous -tribu : Citrinae - agrume
Genre : Citrus

Espéce : Citrus Aurantium L

Tableau 01 : Systématique botanique de bigaradier.
1-2 composition chimique de bigaradier :

L'écorce des fruits des oranges se compose principalement de la cellulose,
I’'hémicellulose, de substance picrique, des pigments chlorophylliens. Le limonéne est
considéré comme le principal composé Volatil de I’écorce de I'orange ameére et I’huile
essentielle. Il on contient aussi de I'amidon, des fibres, des protéines et des vitamines. Les
concentrations les plus élevée de flavonoides se produisent dans I’écorce.

Les feuilles son tres riche on chlorophylle qui son responsable de leur pigmentation verte.
Et sont une source importante de composés bioactif, notamment des antioxydants tels
gue l'acide ascorbique, les flavonoides et les composés phénoliques. (Ben Mouloud.
2021)

2- Généralité sur les huiles essentielles :
Le terme huile essentielle remonte au XVle siecle et dérive du médicament
Quintaessentia, nommeé par Paracelse vonHohenheim de Suisse. Les huiles essentielles ou
« essences » doivent leur nom a leur inflammabilité. L’Agence Frangaise de Normalisation
(AFNOR) donne la définition suivante (NF T 75-006) : « L’huile essentielle est le produit
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obtenu a partir d’'une matiére premiére végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit
par des procédés mécaniques a partir de I'épicarpe.

D’agrumes, ou distillation « seéche ». L’huile essentielle est ensuite séparée de la phase
aqueuse par des moyens physiques. (Wissal et al, 2016).

L’huile essentielle (HE) est un liquide huileux parfumé a forte odeur, également appelé
huile volatile ou huile d’éther, limpide et rarement coloré, soluble dans les solvants
organiques et insoluble dans I'’eau. Ce sont des mélanges naturels trés complexes de
substances lipophiles qui peuvent contenir environ 20 a 60 composants a des
concentrations variables. (Eristanna et al, 2013).

2-1 Répartition et Localisation :

Les huiles essentielles ne se trouvent que dans les végétaux supérieurs. Elles peuvent
étre stockées dans tous les organes de la plante : les fleurs, les feuilles et moins souvent
les écorces, les bois, les racines, les rhizomes, les fruits et les graines.

Si tous les organes d'une méme espéce peuvent contenir une huile essentielle, la
composition de cette derniere peut varier selon sa localisation. Dans le cas de |'orange
amere, par exemple, le zeste fournit I' «essence de Curagao», la fleur fournit I «essence
de Néroli» et les feuilles, ramilles et petits fruits I'«essence du petit grain bigaradier».
Cependant, la composition de ces trois huiles essentielles sont différentes (Lucette
couderc, 2001)

Les huiles essentielles sont localisées dans le cytoplasme de certaines sécrétions de
cellules végétales, qui se trouve dans un ou plusieurs organes de la plante ; a savoir, les
poils sécrétoires ou trichomes, les cellules épidermiques, les cellules sécrétoires internes
et les poches sécrétoires. (Wissal et al, 2016).

2-2 Composition chimique des huiles essentielles

La composition chimique d’une huile essentielle est tres complexe et soumise a de tres
nombreuses variables. Connaitre avec exactitude les constituants d’une huile essentielle
est fondamental, a la fois pour vérifier sa qualité, expliquer ses propriétés et prévoir sa
toxicité potentielle. (Frangoise et lobstein, 2013)

Les composants chimiques des huiles essentielles végétales different selon les espéces.
Certains facteurs pouvant affectés ces composants comprennent la situation
géographique, I'environnement et le stade de maturité. Cette différence chimique est
directement liée aux différences d’activité antimicrobienne contre divers micro-
organismes pathogenes. (Mallappa et al, 2016)

Les huiles essentielles sont constituées de mélanges extrémement complexes. Les
Constituants des huiles essentielles peuvent étre répartis en deux classes en fonction de
leur Voie de biosyntheése : les terpénoides (composés terpéniques) et les
phénylpropanoides (Buchanan et al, 2000). Elles peuvent également renfermer divers
produits issus du Processus de dégradation mettant en jeu des constituants non volatils
(Bruneton, 1999)
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2-3 Rendement des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont généralement obtenues avec de faibles rendements (< 1 %)
calculés par Rapport a la masse séche du matériel végétal. Le rendement dépend de
plusieurs facteurs, comme la Méthode de récolte, la fréquence de la moisson, la taille des
Plantes a la récolte, la saison et les Conditions climatiques lors de la récolte, mais aussi les
parametres lors de la distillation (temps, Pression, température) (Singh et al, 1999 ;
Flamini et al, 2013)

2-4 Méthodes d’extraction :

Extraire I'essence de la plante n'est pas aisé, car |'extraction des huiles essentielles (HEs)
est forcément un processus complexe et délicat. Il est destiné a capter et collecter les
produits les plus volatils, délicats et fragiles fabriqués par les plantes, sans en altérer la
qualité (Lahlou, 2004).

L’extraction des huiles essentielles s’effectue généralement par deux techniques
principales : la distillation aéotropique (hydrodistillation, hydrodiffusion et distillation a la
vapeur) et I'extrait avec des solvants. Cependant, afin de réduire le temps d’extraction et
d’améliorer la qualité des huiles essentielles, de nouvelles techniques d’exploitation ont
été développées, telles que I'extrait assisté aux micro-ondes, I'extraction au solvant sous
pression, I'extraction au fluide supercritique et I'extrusion assistée par ultrasons. (Elyemni
et al, 2019)

Entrainement a la
Expression | vapeur Hydrodistilation
I .._\ } //
Enfleurage § Huiles essentielles }— | _
Solvants organique
’/ —
Incision CO2 supercritique
Ultr-sons Micro-ondes

Figure 02 : Modes d’extraction des huiles essentielles (Ouis, 2015)
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3- Généralité sur le Contréle de qualité :
Le contréle de qualité est un aspect de la gestion de la qualité.
Le controéle est une opération destinée a déterminer, avec des moyens appropriés, si le
produit contrélé est conforme ou non a ses spécifications ou exigences préétablies et
incluant une décision d’acceptation, de rejet ou de retouche. (Alain et al. 2011)
Une fois le contréle effectué, il doit établir un rapport détaillé incluant des
recommandations (controle organoleptique ; analyse physico-chimique ; controle
microbienne; ...)
Apres le rapport du controleur, le produit est considéré comme : Conforme a la norme ;
Non conforme, mais peut étre modifié ; Non conforme et détruit.

3-1 Propriétés organoleptiques :

Les propriétés sensorielles sont les aspects de la nourriture, de I’eau ou d’autres
substances qui créent une expérience personnelle a travers les sens, y compris le godQt,
I'aspect, I'odorat et le toucher. (Yi, Zhou et al. 2011) (Chauhan et al. 2003)

3-2 Propriétés physico-chimiques :

Nous définissons globalement les propriétés physicochimiques comme des propriétés
physiques, des propriétés de solvatation liées aux interactions avec différents milieux et
des propriétés ou des attributs moléculaires qui définissent la réactivité chimique
intrinseque. Les propriétés physicochimiques d’intérét pour I’évaluation des alternatives
chimiques peuvent étre utilisées pour identifier les dangers physiques et pour
comprendre ou prédire le devenir environnemental, la toxicité humaine ou I'écotoxicité
d’un produit chimique. (National Academy of Sciences.2014)

3-3 Le controle microbiologique :

La détermination de la qualité microbiologique comprend généralement I'analyse de Ia
contamination produit (dans la plupart des cas par des tests de routine en compte les
spécifications quantitatives et qualitatives comme I’absence de germes spécifiés) et leur
robustesse contre la contamination microbiologique, déterminée en évaluant le systeme
de conservation du produit (Challenge test).

Eurofins accompagne ses clients en proposant une gamme compléte de tests et de
services, conformément aux normes de I'industrie et aux réglementations en vigueur
(ISO, EP, USP, JP ou normes locales/clients). (Eurofins Scientific en 2022)
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4- Activités biologiques des huiles essentielles :
Le role des huiles essentielles dans la physiologie de la plante reste encore mal connu.
Toutefois, les parfums émis jouent un role attractif pour les insectes pollinisateurs, Les
huiles essentielles ont des propriétés antitoxiques, antivenimeuses, antivirales et
antiparasitaires. DU a leurs vastes utilisations dans les domaines pharmaceutique,
alimentaire, cosmétique. Néanmoins, une seule huile peut avoir plusieurs utilisations a la
fois (Grib.k ; Boumaaza, A en 2018)

1. Activité antioxydante par test DPPH : Le test DPPH permet de mesurer le pouvoir

anti radicalaire de molécules pures ou d’extraits végétaux dans un systeme
modele (solvant organique, température ambiante). Il mesure la capacité d’un
antioxydant (AH, composés phénoliques généralement) a réduire le radical
chimique DPPH° (2,2-diphényl-1-picrylhydrasyl) par transfert d’un hydrogene. Le
DPPH®, initialement violet, se transforme en DPPH-H, jaune pale.
La réduction du DPPH° est facilement mesurée par spectrophotométrie a 515 nm
(Amax DPPH°®). La réaction sera plus ou moins rapide selon la nature de
I'antioxydant, et la quantité de DPPH-H formée dépendra de la concentration en
antioxydant. (Fondée en 2007)

2. Activité antibactérienne par la méthode de diffusion en gélose :



http://chimactiv.agroparistech.fr/fr/aliments/antioxydant-dpph/principe
http://chimactiv.agroparistech.fr/fr/aliments/antioxydant-dpph/principe

Chapitre 2 :

Matériels et méthodes



Chapitre 2 : Matériel et Méthodes

Objectif et lieu de stage :

Notre expérimentation s’est étalée sur la période allant du mois de février au mois de juin
2023. Notre travail consiste a I’étude phytochimique d’extrait des feuilles séche ; I’étude
physicochimique d’huile essentielle des feuilles et de fruits de bigaradier (Citrus
aurantium L) et I’évaluation de quelques activités biologique.

Pour réaliser cette étude nous avons fixé les objectifs suivants :

> Au niveau du I'Institution BIO.EXTRAPAMAL d’Oued el Alleug :
L’extraction des huiles essentielle.

» Au niveau du laboratoire de PFE du département de biotechnologie université
Blida1:
Screening phytochimique de la poudre de la plante.
Etude de I'activité antioxydant.

» Au niveau du laboratoire d’hygiéne de Blida :
Etude de I'effet antibactérienne de I’huile essentielle de Citrus Aurantium L.

» Au niveau du laboratoire Venus Ouled Yaich Blida :
L’analyse physicochimique et le contréle microbienne

1- Matériel biologique :
1-1- Matériel Végétal :

Le matériel végétal est constitué de la partie aérienne de I'espece Citrus aurantium L (les
feuilles ; les écorces ; les fruits).
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Figure 03 : Partie aérienne de Citrus aurantium L.
Période et Lieu de récolte :
L’échantillon de la plante ont été récoltes au stade de fructification,

La 1% récolte : utilisée pour I'extraction d’HE le 25 février 2023 pour I’échantillon de Bab
Dzair BLIDA qui est une Plante Ornementale, elle a environ 50 ans; le 05 mars 2023 pour
I’échantillon d’Oued Alleug Blida qui est une Plante de Ferme, elle a environ 70 ans.

La 2éme récolte : utilisée pour la préparation des extraits 21 mai 2023 pour les deux

échantillons.
Séchage et stockage :

Apreés la récolte, les échantillons ont été nettoyés et étalés sur du papier, pour le séchage
a I'étuve a température 40°C pendant 48h ; ainsi I’échantillon séchées ont été broyé et
mis dans des sachets.

Figure 04 : séchage de plantes récoltée

1-2- Les souches bactériennes utilisées :

Le support microbien utilisé est composé de quatre bactéries fournis par le laboratoire
d’hygiene de Blida présentées dans le tableau ci-apreés :

Tableau 02 : Les souches microbiennes utilisées (laboratoire d’hygiéne. BLIDA 2023)

La Bactérie Le code Gram +/-

E. coli ATCC 8730 Gram (-)

10
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Staphylococcus aureus ATCC 6538 Gram (+)
Bacillus subtilis ATCC 6633 Gram (+)
Salmonella abony NCTC 60 17 Gram (-)

2- Méthodes :

2-1- Etude phytochimique de la plante :
2-1-1- Détermination de la teneur en eau T%:

La teneur en eau (T) est la quantité d’eau contenue dans un échantillon de matériau, elle
est considérée comme indicateur de stress, calculée comme suit :

T= (PF-PS) /PF. 100

T : teneur en eau en pourcent.

PF : masse de |'échantillon avant séchage.

PS : masse de I'échantillon apres séchage dans I'étuve.
2-1-2- Préparation des extraits :

L’extraction est la séparation des parties actives de plantes en utilisant des solvants
sélectifs au moyen de procédures standard. Les produits ainsi obtenus a partir de plantes
sont des mélanges relativement complexes de métabolites, a I'état liquide ou semi-solide
ou (aprés élimination du solvant) sous forme de poudre seche, et sont destinés a étre
utilisés par voie orale ou externe. Ceux-ci comprennent des classes de préparations
connues sous le nom de décoctions, infusions, extraits fluides, teintures, extraits (semi-
solides) ou des extraits en poudre.

Extrait agueux : Consiste a introduire 1g de poudre végétale dans 20 ml d’eau bouillante
gu’on laisse infuser pendant 15 minutes. Ensuite, on filtre et on rince avec un peu d’eau
chaude de maniere a obtenir 20 ml de filtrat.

Extrait Méthanoligues : Consiste a introduire 1g de matériel végétal dans 20 ml de
méthanol puis on le laisse macérer pendant 24h.

2-1-3- Screening chimique :

Le but de ce test, est de connaitre la composition et les métabolites secondaires présents
dans les deux plantes A et B (A: Bigaradier de Oued Alleug, B: Bigaradier de Bab Dzair).

Le mode opératoire :

Le tableau suivant reprisant les différentes méthodes d’analyse phytochimique. (EL-
Haoud et al. 2018) Tableau 03 : méthodes d’analyses phytochimique

11
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Flavonoides

5ml d’éthanol chlorhydrique (4ml éthanol + 1ml HCI) additionnés deux
a trois copeaux de Mg (15mg Mg)

Alcaloides

Introduire 10 g de poudre végétale séche dans un erlenmeyer, a
laquelle 50ml de H2S04 dilué au 1/10 avec de I'eau distillée est ajouté.
Ce mélange a été agité et macéré pendant 24 h. Ensuite, dans 1ml du
filtrat, 5 gouttes de réactif de Drangendroff sont ajoutées. L’apparition
d’un précipité orange, révéle la présence d alcaloides

Glycosides
cardiaques

Deux ml de chloroforme est ajouté a 1 ml de I'extrait, I'apparition d’une
coloration brun-rougeatre aprés I'ajout de H2S04 indique la présence
des glycosides cardiaques

Composés
réducteurs

Leur détection consiste a introduire 2ml de I’extrait aqueux dans un
tube a essai, puis 2ml de la liqueur de Fehling sont ajoutés. Ensuite,
I'ensemble est porté au bain-marie bouillant durant 8 min. L'obtention
d’un précipité rouge brique indique la présence des composés
réducteurs

Tannins

La présence des tannins est mise en évidence en ajoutanta 1 ml de
chaque extrait, 1 ml d’eau et 1 a 2 gouttes de solution de Fecl3 diluée a
1% L’apparition d’une coloration verte foncée ou bleue verte indique la
présence des tanins. L’apparition d’'une coloration verte foncée indique
la présence des tanins catéchiques. L'apparition d’une coloration bleue-
verte indique la présence des tanins galliques

Saponines

Dans une série de 10 tubes a essai numérotés de 1 a 10, introduire
respectivement 1, 2,3,...,10ml de la solution a analyser préparer par
infusion. Ajuster le volume de chaque tube a 10 ml avec de I'eau
distillée. Agiter chaque tube dans le sens de la longueur du tube
pendant 15 secondes a raison de 2 agitations par seconde. Laisser
reposer 15 min et mesurer la hauteur de la mousse produite dans
chaque tube. L’indice de mousse (l) est calculée par la formule suivante
| =1000 /N

N est le numéro du tube ou la hauteur de mousse est égalea 1 cm

Huiles
essentielles

1 g de matériel végétal a été introduit dans 10 ml de dichlorométhane
puis I'extrait a été évaporé a sec. Le résidu a été ensuite dissous dans 3
ml d’éthanol. Puis, la solution a été évaporée a sec de nouveau. La
sensation d’une odeur parfumée indique la présence d’huiles
essentielles

Substances
extractibles par
I'eau

Introduire dans un ballon 1 g de poudre et 20 ml d’eau distillée, puis
faire une décoction pendant 15 mn et laisser refroidir pendant 20 mn.
Filtrer sur du papier filtre et peser une capsule vide (n) et mettre le
filtrat dans cette capsule, ensuite évaporer a sec et peser la capsule
avec le résidu (n’).

Substances extractibles par I'’eau = (n” — n) x100
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2-2-  Extraction des huiles essentielles :

Le but de ce processus est d’extraire I'huile essentielle de Bigaradier (Citrus aurantium L)
et la détermination de rendement en HE.

2-2-1- Larécolte de la plante :

Les fruits et les feuilles de bigaradier ont été récoltés dans la ville de Blida (région de
Mitidja) dans deux zones différentes, la premiére récolte de zone de Bab Dzair en mois de
Février, et pour la deuxieme récolte dans la zone d’Oued Alleug durant la période du mois
de Mars 2023.

R

Figure 05 : Les feuilles et les fruits de Citrus Aurantium L
2-2-2- Méthode d’extraction :

Les feuilles et I’écorces des fruits de citrus aurantium L fraichement utilisés pour
I’extraction des huiles essentielles. On a utilisé la technique d’hydrodistillation au niveau
de l'institution BIO.EXTRAPAMAL pour la distillation des plantes aromatiques et
médicinales, selon le mode d’extraction suivant :

On a met notre plante avec I'eau dans I'alambic (chaque 1kg de la plante dans 1 a 2 litres
d’eau) et porter le tout a ébullition, avec température [80° a 100°C [

Les vapeurs chargées de substances volatiles sont condensées dans un réfrigérant, puis
les huiles essentielles séparées de I'eau dans I'essencier (appareil qui piéger ou séparer
I’huile essentielle de I'eau)

Apreés 4heures de distillation on a obtenu deux phases :
-Une phase huileuse : huile essentielle.

-Une phase aqueuse : hydrolat.

13
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Réfrigérant

HE
Alambic

Hydrolat

Essencier

Figure 06 : Montage d’hydrodistillation

2-2-3- Conservation des huiles :

Les huiles essentielles sont fragiles et peuvent se détériorer dans de mauvaises conditions
de stockage. Elles doivent donc étre conservées dans leurs contenants en verre d’origine.
Il existe des normes spécifiques sur 'emballage, le conditionnement et le stockage des
huiles essentielles (norme AFNOR NF T 75-001, 1996) ainsi que sur le marquage des
récipients contenant des HE (norme NF 75-002, 1996) dans un endroit frais a |'abri de la
lumiére et des sources de chaleur. Les huiles essentielles sont volatiles, il ne faut donc pas
oublier de bien fermer les flacons. Evitez de vous allonger sur les bouteilles afin que les
huiles essentielles n'entrent pas en contact avec le compte gouttes en plastique pendant
une longue période car les huiles ont un effet corrosif sur le plastique (Jouault, 2012)

2-2-4- Rendement en Huile Essentielle :

En se référant aux normes AFNOR (2000), le rendement en huile essentielle est définit
par le rapport entre la masse d’huile essentielle (MHE) et masse de la matiére végétale
(MV). Il est exprimé en % et donné par la relation ci-dessous :

R HE= (M HE/ M V). 100 J

Avec :

R HE: Rendement en Huile Essentielle en %.

M HE : la masse d’huile essentielle en (g).

M v : masse de la matiére végétale en (g).
2-3- Controle de Qualité:

Le but de controle de qualité est de détecter, évaluer et Améliorer la qualité d’un produit.
Notre controle elle est effectuée au niveau de laboratoires venus.

Le contréle de qualité est divisé en :

14
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2-3-1- Propriétés organoleptiques :

Les propretés organoleptiques d’une HE jouent un réle primordial avant consommation,
et peuvent étre évaluées lors d’une analyse sensorielle.

Les principales caractéristiques sont : I'aspect visuel, la couleur, I'odeur,...
2-3-2- Propriétés physicochimiques :

Les propriétés physiques et chimiques du produit permettent de déterminer le
comportement physico-chimique d’une HE; les principaux parametres sont: le PH, la
densité, I'indice d’acide, I'indice de réfraction, I'indice de saponification,...

LEpH :

Le pH des huiles essentielles se situe entre 4 et 6. C'est effectivement légerement acide
(Daniele festy en 2011)

Lorsque I'on dépose une goutte de HE dont on veut déterminer le pH, il change de
couleur et il suffit alors de comparer cette couleur avec I’échelle de teinte inscrite sure
I'emballage.

Densité relative a 20 °C :

Rapport de la masse d'un certain volume d'une huile essentielle a 20 °C, a la masse d'un
volume égal d'eau distillée a 20 °C. (1ISO 279:1998(fr))

d= p(HE) / p (eau) = (m(HE) /V) / (m (eau) /V) = m (HE) /m (eau)
d : la densité
P(HE) : la masse volumique d’HE
P(eau) : la masse volumique d’eau
V :le volume
M (HE) : la masse d’un volume d’HE

M (eau) : la masse d’un volume d’eau

L’indice de réfraction IR :

Les indices de réfraction (n) des huiles essentielles sont mesurés avec un réfractomeétre
CONVEX. Ce réfractometre est basé sur le principe de la déviation angulaire provoquée
par la réfraction de la lumiére.(C. Kanko et al 2004)
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L’indice d’acide de I'huile :

L’indice d’acide est le nombre de milligrammes d’hdroxyde de potassium (KOH)
nécessaires pour neutraliser les acides gras libres contenus dans un gramme de matiere
Grasse ; tandis que I'acidité d’un corps gras est le pourcentage d’acides gras libres
exprimé conventionnellement en acide oléique. L'acidité se déduit de I'indice d’acide et
est une expression conventionnelle du pourcentage d’acides gras libres. Ces deux
indicateurs chimiques ont été déterminés suivant la norme NFV 03-906 (AFNOR, 1984)(K.
M. NOVIDZRO et al en 2019).

Dans une fiole on mettre un gramme de I'huile essentielle on y ajoute 50 ml d'éthanol
96% et 2 gouttes d'indicateur coloré Phénolphtaléine on les titrer par le KOH a 0,1N
jusqu'a I'apparition du colleur rose, on lire le volume de KOH aprés on détermine l'indice
d'acide par la formule suivante :

la =(N.56,1.V) /m

la : Indice d’acide.

N : la normalité de KOH.
56,1 : la molarité de KOH.
V : volume de KOH.

m : masse d’HE.

Indice de saponification de ’huile :

L’indice de saponification (InS) se définit comme le nombre de milligrammes d’hydroxyde
de potassium (KOH) nécessaire pour saponifier un gramme de matiere grasse.
Ce paramétre a été déterminé suivant le protocole décrit par la norme NF T 60-206

(AFNOR, 1984) (NOVIDZRO. K. M. et al. 2019)

Dans une fiole lier avec un systeme de refroidissement on mettre 2g de HE + 25ml de la solution
alcoolique on la met dans un bain d'eau a T=90 C° pendant 1h aprés 1h on récupérer notre fiole et
on ajoute 2 a 3 gouttes de phénolphtaléines et titrer par HCL 0,5N sous |'agitateur magnétique
jusqu’a la disparition de la couleur. On lire le volume de HCL aprées on détermine l'indice de
saponification par la formule suivante :

I sap = (N.56,1(Vt-Ve))/m
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I sap : Indice de saponification.

N : Concentration d’HCL en mol.

56,1 : Molarité de KOH.

Vt : Volume d’HCL versé témoin en ml (donne Vt=22,4ml).
Ve : Volume d’HCL versé essai en ml.

m : masse d’huile en gramme.

Indice d’ester de I’huile :

Défini comme le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium nécessaire pour
saponifier les esters d’acides gras dans un gramme d’huile. On détermine 'indice d’ester
par la formule suivante :

L’indice d’ester= Indice de saponification — Indice d’acide

2-3-3- Controle microbienne :

L’objectif de ce test est la vérification de la qualité intrinséque de notre HE et la
détermination des germes totaux.

Préparation des échantillons : Placer 1 ml d'HE dans 9 ml de diluant et incuber pendant 15
minutes.

Apres les 15 min on étaler quelques gouttes de notre dilution sur boftes pétri qui contient le
milieu de culture; pour l'identification des bactéries on utilise milieux PCA et mettre incubera T
32°C pendant 3 jour; pour les levures et moisissures on utilise le milieu sabouraud et mettre

2-4-  Activités Biologiques :
2-4-1- Activité antibactérienne :

L’objectif de cette analyse est d’évaluer I'activer antibactériens des huiles essentielles par
la méthode de diffusion en gélose dite méthode de diffusion sur les disques
(Aromatogramme).

Le principe de la méthode repose sur la diffusion du composé antimicrobien en milieu
solide dans une boite de Pétri, aprés un certain temps de contact entre le produit et le
microorganisme cible. L'effet du produit antimicrobien sur la cible et apprécie par la
mesure d'une zone d'inhibition, et en fonction du diameétre d'inhibition. La souche sera
qualifiée de sensible, tres sensible, extrémement sensible ou résistante.
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Milieu de culture (Gélose Meuler Hinton), Eau physiologique, DMSO, HE, boite de Pétri,
Tube a essai, Ecouvillon, Disques de (6mm).

1- Préparation des souches bactériennes :

Dans un endroit stérile et a I'aide d'une anse on prendre une cloné de la souche, on les
diluée dans 10 ml d'eau distillée stérile, on laisse incuber 15 a 30 min.

2- Coulage des boites de pétri :

Apres la fonte de gélose par autoclave a 120°C pendant 15 a 20 min, tous ont coulé
aseptiquement une couche de 04 mm d'épaisseur dans des boites de pétri en plastique
stérile et rondes, de 90 mm de diamétre, ces derniers doivent étre séchée durant 30
minutes a une température ambiante, au laboratoire, avant leur emploi.

3- Préparation des dilutions de I'HE :

Une série des dilutions de I'huile essentielle de Citrus aurantium L dans le DMSO
(Diméthylsulfoxyde) a été réalisée, on prépare 3 dilutions : 50%, 25%, 12,25% dans des
tubes en verre stériles :

Tableau 04 : Préparation des dilutions de I’huile essentielle.

Les dilutions Mode de préparation

100% 1ml de I'huile essentielle seul.

50% 500 pl de tube 100% + 500 pl de DMSO
25% 500pL de tube 50% + 500 pl de DMSO
12,25% 500pL de tube 25% + 500 ul de DMSO

4- |’ensemencement :

-Le milieu de culture utilisé est Muller — Hinton (MH), qui est le milieu le plus employé
pour les tests de sensibilité aux agents antibactériens.

-Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne (évite la contamination).

- L'essorer en le pressant fermement, en tournant sur la paroi interne du tube, afin de le
décharger au maximum.

- Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en stries
serrées.

- Répéter |'opération trois fois, en tournant la boite de Pétri de 60° a chaque fois, sans
oublier de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme.

Finir I'ensemencement en passant I'écouvillon sur la périphérie de la gélose.
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- Dans le cas de I'ensemencement de plusieurs boites de Pétri il faut recharger I'écouvillon
a chaque fois.

5- Imprégnation des disques :

Dépot des disques, Une fois les géloses Muller — Hinton sont ensemencées, les disques
préalablement préparés sont disposés sur la surface de la gélose dans des conditions
stériles, a raison de quatre disques par boite de pétrie pour les différentes dilutions, a

L'aide d'une pince stérilisée au bec bunsen. Puis, ils ont étés imbibés par les dilutions qui
on a préparer.

Les témoins : (T+) c’est la Gentamicin ; (T-) c’est le DMSO.

Incubation des souches dans I'étuve a température 37° pendant 24 heures pour les
bactéries.

6- Lecture des résultats :

L’huile essentielle posséde une activité antibactérienne, si le diametre de la zone
d’inhibition obtenu apreés incubation, dépasse le diamétre du disque. Les diameétres des
zones d’inhibition, sont mesurés avec précision a |'aide d’un pied a coulisse. Ils sont
classés en 4 classes :

Tableau 05 : Classement des zones d’inhibition.

La sensibililité Diametre
Souche résistante D=6
Souche sensible 7<D<11
Tres sensible 12<D<16
Extrémement sensible D>17

2-4-2- Activité antioxydant :

L’évaluation de I'activité antioxydant des deux huiles essentielles extraites a été effectuée
selon la méthode de piégeage des radicaux libres de DPPH.

Le DPPH (2,2 diphényl-1-picrylhydrasyl) est généralement le substrat le plus utilisé pour
I’évaluation rapide et directe de I'activité antioxydant en raison de sa stabilité en forme
radicale libre et la simplicité de I'analyse. (Haddouchi et al, 2016)

Le DPPH est un radical stable en solution et apparait de couleur violette absorbant a une
longueur d’onde de 517 nm. Ce test est basé sur le principe que le DPPH en acceptant un
atome d’hydrogene (H) de la molécule piégeuse, c’est-a-dire un antioxydant, entraine une
réduction du radical libre DPPH en composé stable DPPH ; la couleur violette vire au jaune
avec une diminution concomitante de I'absorbance a 517 nm. Le changement de couleur
est contrélé par spectrophotométrie et utilisé pour la détermination des paramétres des
Propriétés antioxydants.
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1-Diphenylpicrylhydrazyl (free radical) 2-Diphenylpicrylhydrazyl (stable)

(deep violet color) (pale yellow or colorlesss)

Figure 07 : Réaction radicalaire du DPPH avec un agent antioxydant (AH; piégeur de
radicaux libres) et formation d'une forme stable. Les radicaux libres piégeurs sont tres

stables par rapport aux autres radicaux. (K.Yogesh, SN Jha, et Ahmad. 2014)

Le spectrophotomeétre est un instrument utilisé systématiquement en recherche
scientifique. La spectrophotométrie est la mesure quantitative de lumiere qu’une
substance chimique absorbe en faisant passer un faisceau lumineux a travers I’échantillon
dans un spectrophotometre.

Dans notre étude, ce test a été évalué par le protocole suivant :

e Préparation d'une solution mére : 2 mg d'HE + 2ml de méthanol. Nous avons testé I'HE
des deux plantes étudiées.

® Préparation de 7 dilutions a partir de la solution mére :
Tableau 06 : préparation des dilutions a partir de la solution mere.

100 pg/ml 200 pul de la (S.M) + 1800 pl méthanol

80 ug/ml 160 pl de la (S.M) + 1840ul méthanol
50 ug/ml 100 pl de la (S.M) + 1900 pl méthanol
30 ug/ml 750 pul de la dilution 80 + 1250 pl méthanol
20 ug/ml 500 pl de la dilution 80 + 1500 pl méthanol
10 ug/ml 200 pl de la dilution 100 +1800 pul méthanol
5 pg/ml 100 ul de la dilution 100 +1900 pl méthanol

eBrievement, 1ml d'une solution méthanolique de DPPH 2,4% (2,4mg du DPPH dans
100ml du méthanol) a été mélangé avec 1ml des dilutions dans des tubes secs. Le
mélange obtenu est ensuite gardé a I'abri de la lumiére, a la température ambiante
pendant 30minutes. Puis I'absorbance est mesurée a la longueur d'onde 517 nm contre
un témoin composé de la solution méthanolique de DPPH.

Les échantillons, le témoin : la solution méthanolique de DPPH ; et le blanc : le méthanol
ainsi qu'une solution de 2mg de vit ¢ dans 2 ml de méthanol (qui servira de référence)
sont préparés dans les mémes conditions opératoires. La décroissance de I'absorbance
est mesurée au spectrophotomeétre a 517nm.
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Le calcule des pourcentages d’inhibition est déterminé par la formule suivante :

% d’inhibition = [(Abs contréle — Abs échantillon)/Abs contréle]x 100

L’IC50 est la concentration d’extrait nécessaire pour I'obtention de 50% de la forme
réduite du radical DPPH. Elle a été par la suit calculée a partir de I'’équation des courbes
tracées qui déterminent le pourcentage d’inhibition en fonction des différentes
concentrations.
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Chapitre 3 : Résultats et discussion

1- Résultats de I’étude phytochimique :

Les valeurs obtenues de la teneur en eau de Citrus aurantium L. Présentée dans le tableau
suivant :

Tableau 07 : Teneur en eau contenue dans Citrus aurantium L

Espéce PF (g) PS(g) TE(g) TE(%)
Citrus aurantium L. (A) 250.13 96 154.13 61.61
Citrus aurantium L. (B) 230.86 74 156.86 67.94

PF : Poids frais ; PS : Poids séches ; TE : teneur en eau

Le tableau représente les valeurs de teneur en eau de Citrus aurantium L (feuille) des
deux régions déférentes Oued el Alleug et Bab Dzair .Nous constatons que le Citrus
aurantium L comme la plupart des végétaux riche en eau ou I'on trouve élevé dans la
région de Bab Dzair d'un pourcentage de 67.94% par rapport la région de Oued el Alleug
on a obtenu 61.61%.

Le screening phytochimique effectué sur la partie aérienne (feuilles) de Citrus aurantium
L. Dans deux régions déférentes. Les résultats obtenus sont présenté dans le tableau
suivant :

Tableau 08 : Résultats de test phytochimique de plante étudie Citrus aurantium L.

Composées Echantillon A Echantillon B
Flavonoides ++ -
Alcaloides +++ ++
Huiles essentielles +++ -
Composés réducteurs ++ +
Glucosides cardiaque ++ +
Eléments extractibles pour I'eau +++ ++
Tanins (tanins catéchiques) +++ ++
Saponines - +

+++ : Fortement positif ; ++ : Moyennement positif ; + : Faiblement positif ; - : Négatif

Les résultats du tableau révéelent la présence des composés chimiques test que les
Flavonoides et I’huile essentielle dans la régions de oued el Alleug (échantillon A) par
rapport a leur absence dans I’échantillon de la régions de Bab Dzair (échantillon B), aussi
nous remarquons une richesse dans les Alcaloides , Composés réducteurs, Glucosides
cardiaques , Tanins (Catéchiques) , Elément extractible pour I'eau, Contrairement aux
Saponines qui sont présents dans I’échantillon B et son absence total dans L’échantillon A.
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2- Résultats d’extraction des huiles essentielles :

Les résultats de rendement (%) de deux huiles essentielles (feuilles et fruits) extraits sont
présentés dans le tableau suivant :

Tableau 09 : Rendement des huiles essentielles extraites.

Echantillon d’oued el Alleug Echantillon de Bab Dzair
HE de fruits HE des feuilles HE des fruits HE des feuilles
Masse d’HE 25,501 21,633 3,4 0
Masse de Mv 11kg (écorce) 11kg 10kg 2kg
Le rendement 0,23 0,20 0,034 /

Le tableau représente les valeurs du rendement en huile essentielle de Citrus aurantium
L. (fruits et feuilles) pour deux régions différentes de la région de Mitidja, a savoir Oued
el-Alleug et Bab Dzair, car les résultats montrent une légere différence dans le rendement
en huile essentielle de fruits et de feuilles, ou le rendement des feuilles a été estimé a
0,20 et le rendement de fruit était de 0,23. C'est pour I’échantillon d’Oued el Alleug.
Quant a I’échantillon de Bab Dzair, le rendement des fruits était estimé a 0,034, alors que
nous n’avons enregistré aucun rendement au niveau des feuilles.
D’apres les résultats du tableau, il ressort, en général, que le rendement en huile
essentielle des plantes de ferme (Oued el Alleug) est supérieur a celui des plantes
ornementales (Bab Dzair).
Par comparaison avec d’autres études qui ont été faites sur les huiles essentielles
extraites a partir des feuilles de la méme espece, le rendement obtenu 0,20% est
inférieure a celui obtenu par Hamdani et Allem. (2017) sur les feuilles de Citrus aurantium
L (0,73%).tandis que, Hellal, 2011 a obtient un rendement de (0,60%) sur la méme espéce.
Notre résultat de rendement de I’huile essentielle obtenu a partir des écorces (0,23) est
inférieur a ceux rapportés par Hosni et al. (2010) sur Citrus aurantium tunisien (1,24%). Et
celui obtenu par Boumenikhra. (2014) (1,073) récolté en Algérie.
La variabilité du rendement en huiles essentielles pourrait étre expliquée par plusieurs
facteurs, saison de récolte, localisation géographique, I'organe utilisé, I'espéce, les
conditions pédoclimatiques, ainsi la technique d’extraction.
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3- Résultats de Contréle de qualité :
3-1-  Propriétés organoleptiques :

Les huiles essentielles de I'espéce de Citrus aurantium L présentent un aspect liquide,
limpide et mobile, transparent, elles sont caractérisées par une odeur fraiche, fruitée et
épicée.

Les caractérisations organoleptiques de nos huiles essentielles extraites de Citrus
aurantium L sont résumées comme suit :

Tableau 10 : propriétés organoleptique des huiles essentielles des feuilles et des fruits de
Citrus aurantium L.

Echantillon HE des Liquide, Transparent Fraiche et épicée
Oued el feuilles limpide et
Alleug mobile
HE des Liquide, Transparent Fraiche, fruité et épicée
fruits limpide
et mobile
Echantillon HE des Liquide, Jaune tres Fraiche, fruité et épicée
de Bab fruits limpide pale a
Dzair et mobile transparent

3-2-  Analyse physico-chimique :
Les résultats des analyses physico chimique des huiles essentielles de Citrus aurantium L

(Fruits et feuilles) sont rapportés dans le tableau suivant :
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Tableau 11 : Résultat d’analyse physico-chimique des huiles essentielles extraites de
Citrus aurantium L.

Région d’Oued el Alleug Région de Bab F.Z
Dzair Hamdani ; R.
Allem (2017)
Spécification Huile Huile essentielle | Huile essentielle
essentielle des des feuilles des fruits
fruits
La densité 0,718 0,834 0,853 0,863
Indice de 1,472 1,459 1,483 1,475
réfraction
Le pH 5 5 6 HE fruit 4,8
HE feuille 5,2
Indice d’acide 0,561 1,683 / 1,40
Indice de 215,98 237,02 / /
saponification
Indice d’ester 215,418 235,337 / /

Densité relative :

La densité relative constitue un critere trés important pour évaluer la qualité et la
naturalité d’'une huile essentielle dans différence domaine de la vie (cosmétique,
pharmacie, agroalimentaire, etc.).

A partir du résultat, on remarque que les résultats de la densité de I'HE obtenue sont
inférieurs a celui de I'eau (1kg/L), donc, on peut dire que I'huile essentielle de Citrus
aurantium | extraite a partir des écorces fraiches est conforme aux normes
internationales. Selon I'association Francgaise de Normalisation, les HE appartenant aux
genres Citrus doivent avoir une densité maximale de 0,876 (Afnor, 2002).

L’indice de réfraction :

L'indice de réfraction c’est le rapport entre la célérité de la lumiere dans le vide et la
célérité de la lumiéere dans le milieu considéré. Ce rapport indique la capacité des HE a
réfléchir la lumiére. Chaque substance a son indice de réfraction spécifique. Plus I'indice
de réfraction d’un produit est pres de la valeur attendue, plus sa pureté est grande

Par comparaison avec autre études, les valeurs de I'indice de réfraction de nos huiles
essentielles sont approche et similaire a celles obtenues par (Hamdani et Allem, 2017)
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(1,475), et aussi a celles obtenues par Hellal, 2011. (1,476). Alors dans notre étude,
I'indice de réfraction des deux parties du bigaradier (fruits et feuilles) a été dans les
normes internationales.

Le potentielle d’hydrogéene pH:

D’aprés notre analyse par papier pH; le pH des feuille et des fruits de la région de Oued el
Alleug estimée a 5 elle est plus acide par rapport au pH des fruits des la région de Bab
Dzair estimée par 6.

En comparaison avec Hamdani et Allem en 2017 qui on trouver le pH des feuilles 5,2 et
pour le pH des fruits 4,8 sont presque les méme valeurs.

L’indice d’acide :

Notre résultat montre que I'indice d’acide de I’huile essentielle des fruits qui il est
estimé a (0,56) est plus faible par a port des feuilles (1,69) de Citrus Aurantium L

L'indice d’acide de I'huile essentielle des feuilles est estimé a 1,69, ce résultat est
supérieur a celui obtenue par Hamdani et Allem, (2017) (1,40) sur les feuilles de méme
espéce. Tandis que, 'indice d’acide de I’'HE des fruits qui est estimé a 0,56 est inférieur a
celui obtenue par Boumenikhra, (2014) (1,12) a partir de I’écorce de Citrus aurantium L.

Indice de saponification :

A travers les résultats présentés dans le tableau, nous constatons que I'huile essentielle
des feuilles de citrus Aurantium révéele un indice de saponification estimé a 237,02
supérieurs a celui révéle par les fruits estimés a 215,98.

Indice d’ester IE :

Dans notre étude l'indice d’ester de I’huile essentielle des fruits (215,419) est inférieur a
I'indice d’ester de I’huile des feuilles qui estimé a (235,337).

Les variations des grandeurs physicochimiques peuvent étre attribuées a la composition
chimique de I'huile essentielle étudiée. (Bourkhiss et al. 2015).

D’apres les résultats qui on a obtenu notre huile elle conforme (absence des germes)
4- Résultat de I'activité antibactérienne :

Apreés les analyses qui nous avons faites de I'effet de I'huile essentielle des feuilles et
fruits d’Orange amer sur certaines souches bactéries de Gram positives et négatives, nous

avons pu dresser le tableau représenté ci-dessous :

Tableau 12 : Valeurs des zones d’inhibition des deux huiles sur les souches étudiées.
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Témoins HE de fruits HE des feuilles
Souches T+ T- 100 50 25 12,5 100 50 25 12,5
bactérienne
Escherichia 22 - 10 8 - - 10 8 - -
Coli (Gram -)
Staphylococcu | 32 - 9 - - - 18 17 20 -
s Aureus
(Gram +)
Bacillus 24 - 10 - - - 34 18 16 10
Subtilis (Gram
+)
Salmonella 22 - - 5 8 - 7 7 - -
Abony (Gram-)

D’apreés les résultats mentionnés dans le tableau suivant, nous possedes une activité
antibactérienne haute chez les feuilles envers les Bacillus subtilis avec un diametre
d’inhibition 43 mm et les Staphylococcus aureus un diamétre de 18 mm et moins envers
Escherichia coli et Salmonella abony entre 10 _7 mm. Et pour les fruits on observe une
activité antibactérienne faible pour toutes les souches bactériennes avec un diametre
d’inhibition entre 8 a 10 mm.

Ce qui constate de ces résultats que les bactéries de gram + (Staphylococcus aureus et
Bacillus subtilis) sont tres sensible vis- a vis I'huiles essentielle de Citrus aurantium L des
feuille par rapport I'huiles essentielles de fruit sont résistante et par rapport le gram-, Et
aussi nous avons constatés que les bactéries de gram- (Escherichia colis et Salmonella
abony) sont des bactéries résistantes au contact avec I'huiles essentielles de feuille et
fruits.

On constate que I'HE des feuilles elle a un effet important par rapport au HE des fruits.

5- Résultat de I'activité antioxydant :

Nous avons évalué I'activité antioxydant des huiles essentielles de Citrus aurantium L
assavoir les feuilles et ecorce des fruits frais de la méme plante par cette méthode de
DPPH afin de déterminer I’huile ou la partie de la plante la plus actif ou I'acide ascorbique
et utilisé comme molécule de référence.

Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes représentées dans la figure
suivante qui montre la variation du pourcentage d’inhibition en fonction des
concentrations de nos huiles.

Figure 08 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction des différentes
concentrations des huiles du Citrus aurantium L et de I'acide ascorbique.
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D’apreés les courbes illustrées précédemment, on remarque que le pourcentage
d’inhibition augmente avec I'augmentation de la concentration pour tous les extraits
étudiés. Il semble que I'activité anti-radicalaire est fortement dépendante des
concentrations des extraits, plus I'extrait est concentré, plus I'activité est élevée.
Autrement dit, le pourcentage d’inhibition du radical est proportionnel a la concentration
des différents extraits utilisés.

Nous remarquons que I'huile essentielle des feuilles présente le pourcentage d’inhibition
le plus élevé estimé a 91 %, suivi par I'huile des fruits, avec un pourcentage d’inhibition de
57 %, alors que |’acide ascorbique a montré une grande capacité a inhiber le radical DPPH
égale a 97 %.

L’étude réalisée par Ben Mouloud en 2021, a montré que I’huile essentielle de fruit de
bigaradier de la wilaya d’Ain-Temouchent présente un pourcentage d’inhibition du radical
DPPH de 33,04%, cette valeur est inférieure a nos résultats.

Ces différences s’expliquent par les différentes compositions chimiques des mémes
especes d’agrumes dans différentes régions.

Nous avons déterminé a partir des graphes les concentrations correspondantes a 50%
D’inhibition (concentration inhibitrice 50) pour chaque huile, c’est-a-dire la concentration
requise pour piéger les radicaux DPPH a 50%. Plus la valeur de L’ IC 50 est petite, plus
I'activité anti radicalaire de I'huile est grande. Les valeurs obtenues classer dans le
tableau suivant :

Tableau 13 : Valeur des IC50 des huiles et de I’acide ascorbique.
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Extrais 1C50 (mg/ml) IC50 (ug/ml)
Huile des feuilles 0,0548 54,8
Huile des fruits 0,0883 88,3
Acide ascorbique 0,0514 51,4

D’apreés les valeurs des IC50 obtenues dans le tableau ci-dessus, nous remarquons que
I’huile des feuilles présente I'IC50 (0,0548mg/ml) le plus proche a celui d’acide ascorbique
(0,0514mg/ml), suivi par I'huile des fruits (0,0883mg/ml). Cependant, I’huile des feuilles
possede le plus faible IC50 par rapport a l'autre huile, alors posséde la plus grande activité
anti radicalaire.

Les travaux de Korchi et Silmi en 2021 sur HE des feuilles avec une valeur d’1C50=382,88
pg/ml et 1IC50=350,78 pug/ml pour HE des fruits supérieure a notre résultats.

L’étude réalisée par TOUIL et BOUCEDRA EN 2022 sur |'extrait d’ecorce de citron et

d’orange de la wilaya de Mostaganem montre une valeur d’IC50 2,943 mg/ml et 0,125
mg/ml ; ces résultats sont proche a celle de nous.

On constate que notre huile essentielle est plus active, ce qui peut étre du a sa
composition chimique les facteur édaphiques et pédologiques .
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Conclusion Générale :

L’étude des huiles essentielles est toujours d’une brilante actualité malgré son
ancienneté et les développements exponentiels des biotechnologies végétales.

L’huile essentielle (HE) est I'extrait le plus puissant et évolué du régne végétal. Elle est
présente dans les plantes dites « aromatiques ». Sont des substances aromatiques, d’'une
composition chimique complexe, ce qui leur confére des propriétés antimicrobiennes et
antioxydants tres intéressantes a mettre a Profit dans la préservation des produits
alimentaires.

Ce travail s'inscrit dans le cadre d'une évaluation des sous-produits des fruits et feuilles
des agrumes de la région de Mitidja, spécialement les huiles essentielles, Par
caractérisation physicochimique et le test phytochimique des HE de Citrus aurantium L
extraites par I'hydrodistillation, et en suit évaluation de leur activité antioxydante et
antibactérienne.

L’extraction par hydrodistillation des huiles essentielles de la partie aérienne de Citrus
aurantium L révele un rendement de 0,23% pour les fruits et 0,20% pour les feuilles.
Pour le test phytochimique réalisé sur les feuilles du bigaradier, montre la présence de la
plupart des composé testés, flavonoides, alcaloides, composés réducteurs, glucoside
cardiaque, tanin, éléments extractibles pour I’eau, En outre, les feuilles de I'orange ameére
s'est révélé une bonne source en huiles essentielles.

Concernant les caractéristiques organoleptiques et physicochimiques, elles sont
comparables aux deux parties (fruits et feuilles) de Citrus aurantium L, et demeures
conformes aux normes internationales.

L’évaluation de I'activité antibactérienne des huiles essentielles de Citrus aurantium L a
été réalisée in vitro sur quatre souches microbiennes, les résultats de I'aromatogramme
montrent que notre HE des feuilles ont un pouvoir inhibiteur trés important contre les
bactéries de Gram positive (Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus) de diameétre
d'inhibition 19,5mm_13,75mm respectivement, et un pouvoir inhibiteur faible contre les
bactéries Gram négative (Escherichia coli et Salmonella abony).

Par contre, I'HE des fruits présenté un faible pouvoir inhibiteur contre tous les souches
bactériennes, a divers dilutions.

L’étude de I'activité antioxydante des deux huiles de Citrus aurantium L par la méthode
de piégeage du radical libre DPPH a montré que les feuilles ont un pouvoir trés important
par rapport aux fruits, avec une faible concentration inhibitrice de 50% des radicaux libres
(0,0548 mg/ml).

Pour mieux valoriser ce type d'études Il serait :

e Etudier d’autres types d’agrumes, et d’extraire leurs huiles essentielles de leurs
différentes parties, feuilles, fruits et fleurs, avec différentes techniques.

e Mener le processus d’extraction a différents moments de I'année pour
déterminer le moment idéal pour obtenir un bon rendement en huiles.

e Evaluer d’autres activités biologiques telles que I'activité antifongique ; anti-
inflammatoire ; anticancéreuse ...

e Etudier d’autre extrait de partie de plante par des solvants différents.
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