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HEs : les huiles essentielles

C.reticulata : Citrus reticulata blanco

MII : métabolites secondaires

REH : le rendement en huile essentielle

MHE : la masse d’huile essentielle extraite

Ms : la masse de la matiére végétale

H : Taux d’humidité

IA : Indice d’acide.

DPPH : un radical chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl

AA : activité antioxydant

ERO : espéces Réactives d’oxygenes

Abs : Absorbance a la longueur d’onde de 517nm.

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice

ICs0 : concentration inhibitrice de 50 % de radicaux

GN : gélose nutritive
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Glossaire

Athérosclérose : est une maladie touchant les arteres, consiste en la formation, dans la paroi des

arteres, de plaques d'athérome

Auto-guérison: également appelé auto-équilibrage ou auto-régénération, est une ressource
naturelle du corps humain, ou il est naturellement concue et structurée biologiquement pour

maintenir la santé.

Bile, un liquide amer de couleur jaune vert, joue un double role. Elle sert d'une part de voie de
sortie pour certains déchets de I'organisme et, de l'autre, contribue a la digestion et I'absorption
des lipides par l'intestin,, C'est la que la bile se mélange a nos aliments qui ont déja subi un
brassage et une dégradation dans I'estomac. La bile sert a digérer les graisses et, en particulier,
a en faire passer une grande partie dans le sang

Dose létale (DLso) : est la quantité d'une matiére, administrée en une seule fois, qui cause la
mort de 50 % (la moitié) d'un groupe d'animaux d'essai. La DLsg est une facon de mesurer le

potentiel toxique a court terme (toxicité aigué) d'une matiére.

Glandes surrénales sont situées, comme leur nom l'indique, au-dessus des reins. Elles ont pour
role de sécréter des hormones impliquées dans différents processus. La partie externe de la
glande, la corticosurrénale, sécrete les glucocorticoides (cortisone).

Hépatoprotection ou antihépatotoxicité est la capacité d'une substance chimique a prévenir les

dommages au foie

Hydrocarbures aliphatiques : sont des composeés constitués de carbone et d'hydrogéne. 1l peut

s'agir de molécules a chaine ouverte, linéaire ou ramifiée

Infections nosocomiales : ce sont les infections contractées au cours d’un séjour dans un

établissement de santé (hopital, clinique...). Elle est aussi appelée infection associée aux soins.

Maladie opportuniste : une maladie due a des germes habituellement peu agressifs mais qui
sont susceptibles de provoquer de graves complications en affectant des personnes ayant un

systéeme immunitaire tres affaibli

Rutaceae (Rutacées) forment une famille de plantes appartenant a I'ordre des Sapindale



Sclérose latérale amyotrophique (SLA), aussi connue sous le nom de maladie de Charcot, est
une maladie neurodégénérative grave qui se traduit par une paralysie progressive des muscles
impliqués dans la motricité volontaire. Elle affecte également la phonation et la déglutition.

Syndrome de détresse respiratoir eaigué est un type d'insuffisance respiratoire (pulmonaire)
qui résulte de nombreuses anomalies différentes responsables de I'accumulation de liquide dans

les poumons et d'une réduction excessive de I'oxygene dans le sang

Vasodilatation est une augmentation de la taille (diametre) des vaisseaux (vaso-) par dilatation.
Cette dilatation est rendue possible par un relachement des muscles qui composent la paroi des
vaisseaux sanguins (arteres et veines). Elle peut étre provoquée par adaptation du corps.
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Introduction

Les plantes qui produisent des huiles essentielles représentent une grande partie de la flore
naturelle et une ressource importante dans divers domaines tels que la pharmacie les industries
alimentaires et cosmétiques en raison de leur saveur leur parfum et de leur activité biologique
(Swamy et al.2016).

Les agrumes, qui sont cultivés dans le monde entier, sont reconnus comme faisant partie des
fruits les plus consommeés en termes d'énergie, de nutriments et de compléments alimentaires
(Tripoli et al, 2007). Leur production mondiale est estimée a plus 90 Mt (USDA, 2016) dont 14
millions de quintaux ont été produits en Algérie (Lagha-Benamrouche et al, 2013). IIs sont de
riches sources d'antioxydants naturels, qui sont maintenant largement acceptés comme étant
bénéfiques pour santé (Zou et al. 2016). La capacité antioxydante des agrumes a fait I’objet de
recherches dans de nombreuses études des littératures (Bocco et al. 1998; Zhang et al. 2014; Lee
et al. 2015).

Parmi toutes les especes d'agrumes, la mandarine « Citrus reticulata blanco » est tres populaire
(Mukhar et al, 2005; Li et al, 2006). Les différentes variétés de Citrus reticulata blanco ont été
largement utilisées comme médicament par les chinois pendant une longue période en raison de
leur activité pharmacologique, (Yu et al, 2009). Des études récentes ont montré que les écorces de
citrus reticulata blanco sont une source de composés biologiquement actifs. Elles sont riches en
vitamine C et en métabolites secondaires tels que les composés phénoliques et les huiles
essentielles (Huang Y, 2010 ; Moulehi el al 2012).

L’étude des huiles essenticlles reste un sujet brdlant malgré son ancienneté et les
développements exponentiels des biotechnologies végétales. L’ importance commerciale de ces

produits conduit a des études scientifiques approfondies, du fait de leur composition chimique.

Dans le but de faire connaitre les effets bénéfiques de I’huile essentielle on a choisi d’étudier
I’huile essentielle de I’écorce de la mandarine (Citrus reticulata blanco) de la région de Mitidja ,
notre travail de recherche est divise en trois parties, la premiere partie est consacrée a une synthese
bibliographique sur les agrumes et I’huile essentiel , dans la deuxiéme partie, nous aborderons une
démarche expérimentale qui porte sur la description du matériel et méthodes utilisés, et la troisieme
partie a été consacré a une analyse détaillée des résultats et leurs discussion suivis d’une conclusion

génerale et des perspectives.
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I Synthese bibliographique

I.1. Généralités sur les agrumes
Le mot agrume provient du latin (aigre) qui désignait dans I’antiquité des arbres a fruits

acides (Benediste et baches, 2002). Ils Sont de trois genres principaux du groupe citrinae dans
la famille des Rutacees: Citrus, Poncirus, Fortunella.

Les agrumes sont de petits arbres toujours verts, a feuillage dense et souvent épineux, Leur
tronc est assez court et droit (Barboni, 2006 ; Ramful et al ; 2011) composées de deux parties
: une partie souterraine formée par le porte greffe et une partie aérienne constituée par la variété
(Benttayer, 2003). Elles sont caractérisées par la présence des poches sécrétrices d'huile
essentielle qu’on retrouve a la fois dans les feuilles et 1’écorce du fruit (Escartin, 2011). Selon
El otmani (2005), les agrumes sont généralement classés parmi les especes végétales pérennes
moyennement sensibles au froid.

1.2. Origine et distribution

Différentes hypothéses ont été élaborées sur I’histoire et I’origine géographique des
agrumes, tous les auteurs s’accordent sur le fait que 1’original des agrumes a pris naissance au
Sud-Est asiatique, bien que sa culture a probablement commencé en chine (Pefia et al, 2007) a
cause de la diversité des especes qui s’y trouvent (Gmitter et al, 2007). Les études ont suggéré
que la diversité des agrumes se structure uniquement autour des 4 taxons :

» Pamplemoussiers ; Citrus maxima (L.) : archipel malais et Indonésie,
» Cédratiers (C. medica L.) « Appelé dans 1’ancien temps par les grecs : Pomme de
Meédie » originaire du Nord-est de I’Inde et régions voisines de Birmanie et de Chine,

» Mandariniers (Citrus reticulata blanco) : Vietnam, la Chine du sud et le Japon (Webber
et al, 1967; Scora, 1975)

» C. micrantha Wester originaire des philippines.

Vers le premier si¢cle avant JC, les agrumes a I’origine cultivés en chine, fut apporté en
Iran puis dans des pays mediterranéens. (praloran, 1971), les navigateurs arabes, les
propagent sur les cotes orientales de 1’ Afrique jusqu’au Mozambique. Christophe Colomb, a
I’occasion de son second voyage (1493), les introduits en Haiti, a partir de laquelle la

diffusion se fera vers le Mexique (1518), puis les Etats—Unis d’ Amérique (1569 a 1890).
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Enfin, ce sont les navigateurs Anglo-Hollandais qu’en 1654 introduisent les premiers
Agrumes dans la province du Cap en Afrique du Sud (Lousssrt, 1989b).

Au fur a mesure des mouvements humains ces 4 taxons de base auraient donné lieu a des
recombinaisons génétiques par hybridation, créant les autres types d’agrumes que I’on peut

rencontrer aujourd’hui.

Les agrumes des genres Poncirus et Fortunella sont originaires de zones septentrionales de
I’Est de la Chine, tandis que ceux du genre Citrus ont une origine méridionale entre I’Inde et
I’Indonésie (colombo, 2004).

Actuellement, les agrumes se poussent dans plus de 130 pays, (Jackson et Linskens, 2002).
Dont le climat est tropical, subtropical ou méditerranéen, principalement entre les latitudes de
40°N et 40°S (Gmitter et al, 2007).

Production d’agrumes (tonnes)

s . —

<1311

1311:8235
8 235 ; 36 450
36 450 ; 93 654

B o3 654 ; 202 200
I 202 200 ; 415 203

I 415 203 ;1411215 !
1411215 { i
— @@@@ K ¥ Actualitix.

Source : FAO - 2013 BY NC _SA
Copyright © Actualitix.com All rights reserved

Figure 01. Réparation géographique de la production mondiale d'agrumes (FAQO, 2013).

1.3. Les agrumes dans le monde
La culture des agrumes a pris naissance il y a probablement 4000 ans, Aujourd’hui la

superficie consacrée a cette culture dépasse largement les 3 millions d’hectare.
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L’agrumiculture s’observe presque dans toutes les zones du globe, essentiellement dans les

régions méditerraneennes et tropicales ou cette production est possible (Benaissat, 2015).

Selon les données du Département Américain de 1’Agriculture USDA, la production
mondiale d’agrumes s’¢léve a plus 90 Mt pour la campagne 2016/2017 dont 73% de la
production sont consommeés en frais, 21% sont destinés a la transformation et 6% a
I’exportation. Cette production est trés diversifiée avec 54% Oranges, 31% Tangerines,
Mandarines, 8% Citrons, et 7% Pamplemousses (USDA, 2016)

Les principaux producteurs d’agrumes dans le monde sont : La Chine est le premier
producteur d’agrumes dans le monde avec une part de 34% et un volume de 29,5 millions de
tonnes, elle est suivie par le Brésil avec une part de 22%. L’Union Européenne (UE) arrive au
3eme rang suivi par le Mexique (6,7 millions de tonnes) et les Etats unis (4,6 millions de tonnes).
Le Maroc occupe le 7eme rang, suivi par la Turquie avec une part de 1,6%. (USDA,

2016). Quant a I’ Algérie, elle occupe la 19eme place dans le rang mondial, avec une production
de 1.2 millions de tonnes par ans (FAO, 2013).

1.4. Les agrumes en Algérie

L’ Algérie est ’'un des pays producteurs d’agrumes du Bassin Méditerranéen, elle couvre
178 variétés d'agrumes (BICHE en 2012). lls sont cultivés dans trois grandes régions du pays
correspondant aux plaines du littoral et sublittoral méditerranéen (PRALORAN.1971), ou les
conditions de sol et de climat sont favorables.

L'agrumiculture concerne 32 wilayas et couvre une superficie globale de 70.503 ha, ce
qui représente 11 % de la surface cultivée dans le pays (Abdelkader, 2018). Le centre du pays
compte 56% de cette surface d’agrumes, 30% se trouvent a 1’est du pays, et 14% a 1’Ouest.
(Houaoura ,2013).

Les principales especes cultivees dans ces régions sont les oranges, les clémentines, les
citrons et pomelos (MADR, 2009).
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En terme production 1’ Algérie est passée de 7 millions de quintaux en 2010 a plus de 14
millions de quintaux en 2018. Faisant ainsi de notre pays le 19¢éme producteur d’agrumes au

monde, et le 3¢me dans 1’Union du Maghreb arabe (Lagha-Benamrouche et al, 2013).

1.5. Systématique

D’aprés PRALORAN (1971), les agrumes appartiennent a :
Regne : Végétale

Embranchement : Angiospermes

Classe : Eudicotes

Sous classe : Archichlomydeae
Ordre : Germinale (Rutales)

Famille : Rutaceae
Sous famille : Auratioideae
Sous-tribu : Citrinae

Les agrumes comprennent trois genres principaux le genre fortunella comprend six espéces
et le genre Poncirus ne renferme qu’une seule espece le Poncirus trifoliata. Elle est utilisée
comme porte greffe car ses fruits ne sont pas comestibles. Et le genre Citrus (la majorité des
agrumes appartiennent a ce genre) (Benedicte et Michel, 2011).

1.6.Le genre Citrus

Citrus : en latin classique qui désigne soit un bois soit un fruit odorant (le cédre et le
cédrat) Le genre de citrus appartenant a la famille des Rutaceae (Gmitter et al, 2007) est
I’une des cultures les plus largement cultivés dans le monde a cause de leurs bénéfices
nutritionnelles (Zhang et al, 2011). Ils permettent un apport en vitamine C, acide folique,
potassium et pectine (Rafiq et al, 2018).

Il contient 130 genres répartis dans sept sous-familles et compte de nombreux genre
producteurs de fruits et d’huiles essentielles (Sidana et al, 2013).

Le genre Citrus comprend plusieurs fruits, les plus importants a I'échelle mondiale étant
I'orange doux (C. sinensis: 67,8% de la production mondiale d'agrumes), la mandarine (C.
reticulata : 17,9%), citron (C. limon: 6,3%) et pamplemousse (C. maxima L: 5,0%). Parmi les
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genres d'agrumes mineurs qui constituent la majeure partie des 3,0% restants, on retrouve
I'orange ameére (C. aurantium), et le limettier (C. aurantifolia). (Ammad et al. 2018).

1.6.1. Citrus reticulata blanco

Citrus reticulata blanco communément appelée « mandarine » elle est I'une des trois
agrumes originaux du genre citrus et parmi les agrumes frais les plus commercialisés. C’est un
petit arbre épineux au sommet dense de fines branches, qui aurait été introduit au cours du
huitiéme siécle (Apraj et Pandita, 2014). Ses feuilles sont lancéolées, vert fonce, persistantes
et brillantes (Barbelet, 2015). Le fruit est sphérique d'environ 6,5 a 7,5 cm de diametre, de
forme aplati (Dugo et Giacomo, 2002). L’écorce est verte au moment de la récolte et devient
orange lors de la maturation (Ladaniya, 2011), et elle a une épaisseur moyenne et une surface
lisse, dans laquelle se trouvent les glandes remplies d’huiles essentielles (Bousbia, 2011). Elles
sont cultivées dans les pays méditerranéens. Elle est beaucoup plus résistante au froid que

I’orange douce et 1’arbre est plus tolérant a la sécheresse (Lim, 2012).

Figure 02. Fruit de I’espece Citrus reticulata blanco localement appelée « mandarine »
(Oueslati A, 2010).

1.6.2. Classification botanique (Hallal, 2011)
Régne : plantae

Sous-régne : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Rosidae
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Ordre : sapindales
Famille : Rutaceae

Genre : Citrus L.

Espéce : Citrus reticulata blanco

1.6.3. Les variétés

Il existe plusieurs variétés de mandarines :
- Mandarine (Citrus reticulata blanco.)
- Mandarine commune (Citrus reticulata « Ponkan »)

- Mandarine clémentine
- Tangerine

- Satsumas (Citrus unshin) : mandarines précoces, déja mures quand la peau est encore verte.
- Mandarine king (Citrus nobilis) (BOUSBIA N., 2011).

1.6.4. Utilisation et effet thérapeutique

Les fruits Citrus reticulata sont riches en flavonoides notamment la naringine,
I’hespéridine, et la nobilétine et sont utilisés en tant qu’ingrédients antioxydants fonctionnels

pour le traitement de 1’athérosclérose.....etc. (Sun et al, 2010).

La C.reticulata estutilisé tant qu’un anti-inflammatoire. Elle permet de stimuler le systéme
immunitaire et lutter contre la fatigue grace a sa richesse en vitamine C (Lakshmi et al, 2014).
Et en polyphénols (Ercan et Al, 2011).

La consommation du C.reticulata ou de leur jus frais semble étre associée a une
amélioration des profils lipidique sanguins, moins de risque de cancers, 1’abaissement de la
pression artérielle, ainsi que la réduction des risques d’accident vasculaire cérébral, les maladies
cardiaques coronariennes, traiter 1’obésité (Ramful et al, 2011). Elles ont également des
propriétés antiallergique qui sont dues a sa richesse en quercitrine, et diosmine, étant des
inhibiteurs de I’histamine, qui est un neurotransmetteur implique dans les réactions allergiques

(Gonzalez Molina et al, 2010).
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La mandarine est excellente pour les os grace aux caroténoides qui vont stimuler la

production de cellules osseuses et stimuler 1’absorption du calcium (Nakayama et al, 2011).

La peau de C. reticulata peut étre utilisée dans les formulations de soins de la peau antirides.
(Apraj et al, 2016).

Les écorces sont utilisées comme agents toniques, astringents, carminatifs et
antiscorbutiques

I1.1. L’aromathérapie

L’aromathérapie est l'utilisation thérapeutique des extraits aromatiques de plantes (huiles
essentielles) dans un but préventif, curatif ou de mieux-étre. C’est I’art de soigner par les huiles

essentielles (HE) pour I’harmonisation de la santé physique et mentale.

L’aromathérapie utilise les HE pour renforcer le processus naturel d’autoguérison.
11.2. Les métabolites

Chez les plantes, il existe deux grandes classes des métabolites :

11.2.1. Les métabolites primaires

Les métabolites primaires sont des molécules organiques qui se trouvent dans toutes les
cellules de lI'organisme d'une plante (Scheinvar L, 1995). lls sont caractérisés par leur caractere
nécessaire et vital a la survie de la cellule ou de 1’organisme. Ils ont un role essentiel pour le
métabolisme et le développement végétal (Bediaga, 2011). Exemple : Les aminoacides, les
lipides, les glucides, et les acides nucléiques (Scheinvar L, 1995).

11.2.2. Les métabolites secondaires

Ce sont des molécules organiques complexes synthétisées a partir des métabolismes
primaire et résultent des réactions chimiques ultérieures (Croteau et al, 2000 ; Raven et al,
2000) et accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes (Lutge et al, 2002;
Abderrazak et Joél, 2007). Elles exercent une action déterminante sur I’adaptation des plantes
a leur environnement (Gravot, 2008 ; Kansole, 2009). IIs participent ainsi, d’une maniére trés
efficace, dans la tolérance des végétaux a des stress variés, par action antiherbivore, inhibition

des attaques pathogénes des bactéries et des champignons, prédation d’insectes, défense contre
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la sécheresse et lumiere UV. D’un point de vue appliqué, ces molécules constituent la base des
principes actifs que I’on retrouve chez les plantes médicinales (Gravot, 2008 ; Thomas, 2009).
Les MII constituent la fraction la plus active des composés chimiques présents chez les vegétaux
et on estime aujourd’hui qu’environ 1/3 des médicaments actuellement sur le marché

contiennent au moins une telle substance végétale (Newman et Cragg, 2012).

11.2.2.1. Les composés phénoliques

Ou polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire, présents dans toutes les
parties des végétaux supérieurs : racines, tiges, feuilles, fleurs, fruits (Boizot et Charpentier,

2006), caractérisés par la présence d’au moins d’un noyau benzénique auquel est directement

lié au moins un groupement hydroxyle libre.

OH

Illustration 1. Squelette de base des polyphénols (Vermerris et Nicholson, 2006).

Les polyphénols montrent une large gamme des effets biologiques incluent les activités
antibactérienne, anti-inflammatoire, antiallergique, hépatoprotection, antivirale, anticancéreuse
et de la vasodilatation (Middleton et al., 2000).1ls sont largement distribué avec Plus de 8000
structures ont été identifiées chez les vegétaux (Waksmundzka-Hajnos and Sherma 2010),
allant de simples molécules comme les acides phénoliques a des substances hautement
polymeérisées comme les tanins (Dai and Mumper 2010).

Les polyphénols sont subdivisés en 03 classes principales : les acides phénoliques, les
flavonoides et les tanins (Tapiero et al, 2002).

a- Les acides phénoliques
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Ce sont des composés organiques rares dans la nature (Budi¢-Leto and Lovri¢ 2002). 1ls sont
formés de deux catégories : les acides hydroxybenzoiques qui sont des acides phénoliques
dérivés de I’acide benzoique qui par monohydroxylation et/ou polyhydroxylation forme des
acides phénoliques et des acides polyphénoliques respectivement 1’acide gallique et 1’acide
protocatéchique et les acides hydroxycinnamiques qui sont des acides phénoliques dérivés de
I’acide cinnamique. De méme avec 1’acide cinnamique, 1’hydroxylation conduit a I’acide

pcoumarique et a I’acide caféique (Haslam, 1994).

b- Flavonoides
Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement répandus
dans le regne végétal (Marfak, 2003). Ce sont des composés naturels appartenant a la famille
des Polyphénols (Seyoum, Asres et al, 2006), souvent responsables de la coloration des fleurs,
des fruits et parfois des feuilles.
Les flavonoides possedent plusieurs activités biologiques intéressantes telles que l‘activité

antimicrobienne (Ulanowska, Tkaczyk et al. 2006), antifongique (Ortufio, Béidez et al.

2006), anti inflammatoire (Park, Lee et al. 2008).

c-Tanins

Ce sont des polyphénols polaires utilisés pour tanner les peaux (Berthod et al, 1999), ils
existent dans presque chaque partie de la plante : écorce, bois, feuilles, fruits et racines, leurs
poids moléculaires s’étendent de 500 a 3000 (Cowan, 1999) et ils peuvent avoir plusieurs
activités biologiques dont [D’activité antioxydante, anti-inflammatoire, antifongique,
antitumorale, antivirale (Bruneton, 1999).

11.2.2.2. Les alcaloides

Ce sont des substances naturelles et organiques provenant essentiellement des plantes et
qui contiennent au moins un atome d'azote dans leur structure chimique, avec un degré variable
de caractere basique, ils peuvent se trouver dans toutes les parties de la plante, mais selon
I'espece de la plante, ils s’accumulent uniquement dans les écorces, dans les racines, dans les

feuilles ou dans les fruits (Harborne et Herbert, 1995).

11.2.2.3. Les huiles essentielles

I1.3. Définition d’huile essentielle

10
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Ils sont par définition des métabolites secondaires produits par les plantes comme moyen
de défense contre les ravageurs phytophages (Cseke et Kaufman, 1999).

Les essences ou huiles essentielles, connues également sous le nom d’huiles volatiles
(Durvelle, 1930). Ce sont des substances huileuses, volatiles, d’odeur et de saveur fortes, avec
une densité inférieure a celle de 1'eau, peu solubles dans 1’eau, plus ou moins solubles dans
I’alcool et dans 1’éther, incolores ou jaunatres, inflammables qui s’altérent facilement a I’air,
elles sont liquides a température ordinaire, extraites a partir des différentes parties de certaines
plantes aromatiques (Belaiche, 1979 ; Valnet, 1984 ; Wichtel et Anthon, 1999).

La norme francaise AFNOR (2000) définit 1’huile essentielle comme : «un produit obtenu
a partir d’une maticre premicre végétale, soit par entrainement a la vapeur, soit par des procédés
mécaniques a partir de 1’épicarpe des citrus, et qui sont séparés de la phase aqueuse par procédés
physiques » (Garnero, 1996).

La composition des huiles essentielles est trés complexe, il contient des molécules
aromatiques dont I’action bénéfique sur la santé est étudiée et mise en pratique par
I’aromathérapie. Les plus fréquemment rencontrés sont les alcools, les cétones, les aldéhydes

terpéniques, les esters, les éthers, les terpénes et les oxydes (Meynadier et Raison, 1997).

Pour étre de qualité optimale, une huile essentielle doit étre 100% naturelle (c'est-a-dire
non dénaturée par des molécules de synthése chimique), 100% pure (c'est-a-dire non mélangée
avec d’autres huiles essentielles ayant des caractéristiques proches) et 100% intégrale (c’est-a
dire que le distillateur aura recueilli la totalité des molécules contenues dans la matiére végétale
distillée). La détermination du chémotype permet de la garantir (Chassaing, 2006).

Les teneurs en huiles essentielles sont généralement tres faibles et estimer 1% (Guignard,
1995). Il faut parfois plusieurs tonnes de plantes pour obtenir un litre d'huile essentielle, a
I'exception de celle du bouton florale du giroflier ou le rendement en huile essentielle atteint
largement les 15 % (Makhlouf, 2002).

Contrairement a ce que le terme pourrait laisser penser, les HE ne contiennent pas de corps
gras comme les huiles végétales obtenues avec des pressoirs (huile de tournesol, de mais).

11
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Le terme « huile » s’explique par la propriété que présentent ces composés de se solubiliser
dans les graisses et par leur caractére hydrophobe. Le terme « Essentielle » fait référence au

parfum, & I’odeur plus ou moins forte dégagée par la plante.

3-2 : Répartition et localisation des huiles essentielles

Les HEs se trouvent au cceur des plantes aromatiques, sous forme d’essence (FESTY,
2014). Dans certaines plantes, 1’essence est produite dans le cytoplasme des cellules sécréteurs
dans d’autres, elle se trouve en liaison glucosidique a I’intérieur des tissus et ne se manifeste

que lorsqu’on froisse, écrase, séche ou distille la plante. (Schauemberg et Paris,

2010) et s’accumulent en général dans des cellules glandulaires spécialisées. Ensuite, elles sont
stockées dans des cellules dites cellules a huiles essentielles, dans des poils sécréteurs, ou des
poches sécrétrices ou dans des canaux sécréteurs (Bruneton, 1999 ; Hazzit, 2002; Boz et al ;
2009), Sur le site de stockage, les gouttelettes d’HE sont entourées de membranes spéciales
constituées d’ester d’acides gras hydroxylés hautement polymérisés, associés a des
groupements peroxydes. En raison de leur caractére lipophile et donc de leur perméabilité
extrémement réduite vis-a-vis des gaz, ces membranes limitent fortement 1’évaporation des HE
ainsi que leur oxydations a 1’air (ANTON et LOBSTEIN, 2005). Et méme ils peuvent étre
stockées dans divers organes végétaux : les fleurs (bergamotier, rose,..), les feuilles (citronnelle,
eucalyptus,...), les racines (vétiver), les rhizomes (curcuma, gingember,...), les fruits (anis,
badiane,...), le bois (bois de rose, santal,...), ou les graines (muscade,...), dans des écorces
(Oussala et al, 2006).

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

de cette derniere peut varier selon sa localisation (Belkou et al, 2005).

3-3 : Role des huiles essentielles chez les plantes

D’aprés Fouché et al, (2008) les huiles essentielles permettent aux plantes de s’adapter a
leurs environnements et assurent leurs ultimes défenses chimiques contre les microorganismes.

Elles repoussent les parasites et protegent la plante de certaines maladies grace a leurs
propriétés antifongiques, antivirales, antibactériennes ou insectifuges.

12
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Elles attirent au contraire les insectes pollinisateurs (fleurs parfumées, fécondées par
certains insectes butineurs) et permettent ainsi a la plante d'assurer sa reproduction.

Elles représentent une réserve d'énergie mobilisable ex.: en cas de conditions climatiques

défavorables (conservation d’humidité dans des climats désertiques).

Elles servent aussi a réguler la température a I'intérieur de la plante lui permettant ainsi de
mieux supporter la chaleur.

3-4 : Propriété des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont utilisées dans de nombreux produits, tels que cosmetiques,
préparations médicales, aliments, comme aromatisants ainsi que dans I'aromathérapie.
(Boughendjioua et boughendjioua, 2017; Dosoky et Setzer, 2018).

L’huile essentielle possede des propriétés antibactériennes trés importantes : elle est utile
pour lutter contre les infections respiratoires. Elle prévient et soigne les infections de la gorge.
- Elle favorise la digestion, stimule la production de bile, évite les fermentations intestinales,
calme les douleurs gastriques d’origine nerveuse, et les crampes abdominales. Elle agit aussi

contre les parasites intestinaux.

- Avec son parfum frais, piquant et herbacé, elle stimule les glandes surrénales.

- Diluée et utilisée en massages, elle tonifie en cas de fatigue physique et intellectuelle, permet
de lutter contre le stress et renforce le systeme immunitaire. En diffusion dans 1’air ambiant,
elle stimule les capacités intellectuelles (Buronzo, 2008).

- En médecine dentaire, plusieurs HEs ont donné des résultats cliniques tres satisfaisants dans
la désinfection de la pulpe dentaire, ainsi que dans le traitement et la prévention des caries
(Paul G et al, 2012).

3-5: Procédés d’extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles est une étape nécessaire qui est présente dans de nombreux procédés
de fabrication et dans différents domaines industriels relevant de la pharmacie, du cosmétique,
de la parfumerie et de I’agroalimentaire (Chemat, 2011).

13
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3-5-1 : Extraction par hydrodistillation

C’est la méthode la plus utilisée, le procédé consiste a immerger la matiére premicre végétale
dans un ballon rempli d'eau distillée placé sur une source de chaleur (Figure 03), le tout est
ensuite porté a I’ébullition (La chaleur permet I’éclatement des cellules végétales et la
libération des molécules odorantes). La vapeur chargée d’huile ; en traversant un réfrigérant
se condense et chute dans une ampoule a décanter et I’huile essentielle se sépare de 1’eau par
différence de densité (EI HAIB, 2001). L’hydrolat s’écoule dans le bécher, alors que 1’huile

essentielle s’accumule dans la burette.
Il est a mentionner que d’autres facteurs comme le climat, le sol, et les conditions de

croissance influence sur la qualité et la concentration des composés dans les huiles essentielles,
et par conséquence leur pouvoirs thérapeutique (Mirmostafa et Rasooli, 2002).

Réfrigérant (ou condenseur)

Erlenmeyer

Décoction

Huile essentielle
+ Eau

Chauffe-ballon

T

- -

Support élévateur

Extraction Des deux phases

Figure 03. Appareillage utilisé pour I’hydrodistillation (Lagunez, 2006)
3-5-2 : Expression a froid

C’est le procéde le plus ancien et le plus simple ou les écorces des agrumes sont pressees a
froid pour extraire leurs huiles essentielles. Cependant, il reste limité car il ne s’applique qu’aux
agrumes dont le péricarpe des fruits posséde des poches sécrétrices d’essences. (Baudoux et al,
2012). Cette technique est uniquement mécanique et consiste a broyer, a 1’aide de presses, les
zestes frais afin de détruire les poches sécrétrices d’essences et donc de libérer 1’essence qu’elles

contiennent. L’expression a froid permet de limiter I’oxydation en conservant les antioxydants
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naturels présents dans la fraction non volatile de I’essence. Le produit final obtenu est appelé
essence car il n’a subi aucune modification chimique lors de son procédé d’extraction (Roux,
2011).

Figure 04. Presse hydraulique pour la méthode d’expression a froid (Anonyme, 2014)
3-5-3 : Extraction par micro-ondes

C’est une technique récente développée dans le but d’extraire des produits naturels
comparables aux huiles essentielles et aux extraits aromatiques. Dans cette méthode la plante
est chauffée par un rayonnement micro-ondes dans une enceinte dont la pression est réduite de
facon séquentielle. Les molécules volatiles sont entrainées dans le mélange azéotropique formé
avec la vapeur d’eau propre a la plante traitée (Menge et al, 1993). Ce chauffage, en vaporisant
I’eau contenue dans les glandes oléiféres, crée a ’intérieur de ces derniéres une pression qui

brise les parois végétales et se libére ainsi en huile (Figure 05).
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Condenseur

Vase florentin

Huile essentielle—y.

Phase aqueuse —»

Réacteur
Eau * * : *t
* K Yo Matériel végétal
*, X &
* { o 4 XK e
% A t** le— Foura micro-ondes

Figure 05. Montage d’une distillation par micro-ondes (EL HAIB, 2011)

3-5-4 : Extraction par solvants organiques

La technique d’extraction « classique » par solvant, consiste a placer dans un extracteur un
solvant volatil et la matiere végétale a traiter. Grace a des lavages successifs, le solvant va se
charger en molécules aromatiques. Cette méthode est pratiquée au niveau industriel et utilise
des solvants comme 1’hexane, le cyclohexane, I’éthanol, le méthanol, le dichlorométhane et

I’acétone (Kim, 2002). Le solvant est ensuite éliminé par évaporation.

Elle ne doit pas étre employée si I’on veut préparer une huile essentielle a usage thérapeutique
car il pourrait rester des traces de solvant (RAYNAUD, 2006).

3-5-5 : L’extraction au CO2 supercritique

Il s’agit d’un procédé qui utilise le dioxyde de carbone sous deux états, liquide ou
supercritique, l'extraction au CO2 supercritique consiste a traiter une matiere premiere
aromatique végétale et naturelle avec du CO2. Dans cet état le CO2 a la viscosité d'un gaz et la
densiteé d'un liquide, ce qui fait de lui un bon solvant. Il entraine les molécules odorantes dans
un séparateur, la pression est ensuite abaissée afin de séparer le CO2 de I'extrait, il devient alors
gazeux et recercle jusqu'a lI'extraction totale de la matiére premiére aromatique. Les molécules
odorantes précipitent au fond du séparateur avant d'étre recueillies.
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Cette technique permet de préserver les qualités organoleptiques de la matiere premiére
naturelle puisque la séparation de I'extrait du CO2 supercritique se fait & température ambiante.
Elle est écologique car elle ne génere pas de gaz a effet de serre, ni de polluant (1).

3-5-6: Enfleurage

L’enfleurage est une technique ancienne et assez difficile mettant en contact 1’organe
producteur avec une graisse qui se sature en huile essentielle aprés quelques jours on obtient
des pommades, cette technique est réservée au organe fragiles (les fleurs violettes, tubéreuse,
jasmin), celles-ci sont étalées sur des plaques de verre enduites de graisse qui va absorber les
substances volatiles (Lardry et al, 2007).

3-6: Hydrolat aromatique

Lors du processus d'obtention des huiles essentielles par entrainement a la vapeur, un sous-
produit se forme a partir de I'eau ayant servi a I'extraction des molécules odorantes, ce produit
est I'nydrolat ou hydrosol en anglais (Price et al, 2004). Elle est plus ou moins aromatisée selon
les plantes distillées car elle se charge de molécules aromatiques au cours de la distillation. Les
hydrolats contiennent sous forme dissoute certains composés aromatiques des huiles
essentielles (moins de5%) (Patricia, 2005).

3-7: Notion de chémotype

Le chémotype d’une HE est une référence précise qui indique le composant biochimique
majoritaire ou distinctif, présent dans I’HE. Il permet de distinguer I’H.E extraite d’'une méme
variété botanique mais d’une composition biochimique différente (Benayache, 2001). Cette
classification dépend des facteurs liés directement aux conditions de vie spécifiques de la plante
a savoir : Dorigine géographique, l'altitude, type de sol, ensoleillement, taux d'humidité, la
saison, le climat, et la période de récolte, etc. qui peuvent influencer la composition de 1’huile
essentielle (Zhiri el al, 2007). 1l est si important de connaitre les chémotypes pour éviter le
mauvais usage et méme des accidents ayant impact sur notre santé.

Il est important de noter que les HE a chemotypes différents présentent non seulement des
activités différentes, mais aussi des toxicités tres variables (PIBIRI, 2005).

3-8: Toxicité des huiles essentielles
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Dans le monde actuel des produits naturels, il convient de ne pas utiliser ces substances de
facon abusive. Comme pour un médicament, il existe pour chaque huile essentielle un équilibre
entre le bénéfice et le risque qui doit aussi étre envisagé.

La toxicité provient de la présence de certaines molécules aromatiques et ils provoquent
des effets deléteres sur plusieurs organes. On distingue les toxicités suivantes :

O Toxicité par voie orale

En regle générale, les huiles essentielles ont une toxicité aigué par voie orale faible ou tres
faible : avec des doses létales a 50% (DL 50) supérieures a 5 g/kg pour la majorité des huiles
couramment utilisées : (camomille, citronnelle, lavande, marjolaine, vétiver, etc.). D'autres ont
une toxicité elevée autour des 1.4 g/kg (données observées chez I’animal), tandis que les plus
toxiques sont les huiles essentielles avec un DL 50 inférieure a 1g/kg [de Boldo (0,13 g/kg), de
Chénopode (0,25 g/kg), de Thuya (0,83 g/kg) ainsi que ’essence de moutarde (0,34 g/kg)]
(Bruneton J, 1999). Reste a savoir que dans leur emploi externe, les risques de toxicité sont
fortement réduits (Bernadet M, 2000).

O Toxicité dermique

L’usage des huiles essentielles en application locale, en parfumerie ou en cosmétique, peut
générer des irritations, photosensibilisation voire des allergies (Muther L, 2015). C’est

I’exemple de la Cannelle, le Basilic exotique, la Menthe, le Clou de girofle, le Thym (Elhaib

A, 2011), et les essences d’agrumes (pamplemousse, citron...) qui sont photosensibilisantes par
des réactions épidermiques apres exposition au soleil (Couic-Marinier F, 2013).

O Neurotoxicité:
Les cétones et dans une moindre mesure les lactones sont agressives pour les tissus nerveux

et peuvent développer une toxicite suivant le type de cétone, la dose, la voie d’administration
(camphre, thuya, hysope, aneth). Risque de convulsions épileptiforme pour des doses allant de
35 a 70 gouttes avec I’ Armoise, le Persil, I’Hysope et le thuya (Elhaib A, 2011).

OCancérogénicité
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En ce qui concerne leur cancérogénicité, il faut noter la présence de constituants "allylet
propénylphenols” de certaines huiles qui sont capables d'induire I'apparition de cancers chez les
rongeurs (Bruneton J, 1999).

Les femmes enceintes, les enfants, ainsi que les personnes souffrant d’un cancer
hormonodépendant ne doivent pas utiliser les HE riches en sesquiterpénes, par ce qu’ils
possedent une structure moléculaire proche des hormones naturelles produites par le corps
humain. Elles miment ainsi I’activité de ces hormones. Exemples d’HE provoquant cet effet :
HE d’eucalyptus, de cyprés de Provence (P. Franchomme et al. 2001 ; E. Miles, 2013 ; P.

de Bonneval et al, 2014).

O Hépatotoxicité

Les HE riches en phénols et aldéhydes possédent également une toxicité pour le foie
lorsqu’ils sont employés a doses €élevées sur de longues périodes. Ils doivent toujours étre dilués.
(Chabert G, 2013). D’autre part, des é¢tudes ont montré qu’une administration prolongée d’HE
de fenouil modifie la couleur des tissus hépatiques. L’administration de ces huiles par voie orale
est contre indiqué chez la femme enceinte, I’enfant de moins de 10 ans ainsi qu’aux personnes

souffrant de troubles hépatiques (E. Miles, 2013).

ONéphrotoxicité

Elle peut étre causée par 1’absorption orale prolongée d’HE riches en monoterpenes. Ces
HE stimulent en effet fortement les cellules rénales les néphrons, engendrant parfois une
inflammation des reins. Ces HE seront donc a éviter en cas d’insuffisance rénale. Exemples
d’HE néphrotoxiques : HE de genévrier, de pins ou encore de cypres (Elhaib A, 2011).

3-9: Précautions d’emploi

Cette huile doit étre utilisée sur une période courte, car elle peut irriter la peau, surtout si
elle est utilisée pure, elle est interdite aux enfants, et déconseillée aux femmes enceintes, a celles
qui allaitent et aux personnes ayant la peau sensible. (Buronzo, 2008).

- Eviter I’exposition au soleil aprés application sur la peau car certaines HE sont photosensibles

comme les essences des agrumes (Mandarine, Citron, ...).
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- Ne jamais appliquer d’huile essentielle pure sur les yeux, les muqueuses auriculaires,

digestives, nasales et urogenitales, sauf sous avis médical ou pharmaceutique.

- Il ne faut jamais injecter d’huiles essentielles par voie intramusculaire ou intraveineuse.

- Il faut faire attention aux interactions avec les traitements des patients, les huiles essentielles
peuvent interagir avec un médicament, par exemple 1’huile essentielle d’ail stimule la thyroide

alors que celle de fenouil diminue son activité.

- Pour toute utilisation par voie cutanée, I’HE doit étre dilué dans une huile végétale, creme, gel

ou pommade.

3-10: Quelques conseils lors d’une intoxication aux HE

- En cas d’application trop importante sur la peau ou les muqueuses : €liminer 1’excédent a

I’aide d’un linge puis appliquer une quantité importante d’huile végétale.

- En cas d’ingestion massive et/ou accidentelle d’une HE : avaler une quantité importante

d’huile végétale alimentaire puis appeler le centre antipoison de la région.

- En cas de projection d’HE dans I’ceil : rincer abondamment sous 1’eau fraiche puis appliquer
de I’huile végétale a I’aide d’un coton imprégné (D. Festy, 2013).

3-11: Controle de qualité des huiles essentielles

Selon la pharmacopée francaise et européenne, le contréle des huiles essentielles s'effectue
par différents essais, comme certaines mesures physiques : indice de réfraction, et densité
relative. La couleur et I'odeur sont aussi des parameétres importants. La meilleure carte d'identité
quantitative qualitative d'une huile essentielle reste cependant le profil chromatographie en
phase gazeuse. 1l permet de connaitre tres exactement la composition chimique et de rechercher
d'éventuelles traces de produits indésirables tels des pesticides ou des produits chimiques
ajoutés (Pibiri, 2006).

3-12 : Technique d’analyse
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L’analyse des huiles essentielles reste une étape importante qui, malgré les développements
constants des méthodes de séparation et d’identification, demeure une opération délicate

nécessitant la mise en ceuvre de diverses techniques (Joulain D, 1994).

Plusieurs techniques chromatographiques sont utilisées dans I"analyse des HEs tel que : la
CCM, I’HPLC, et le couplage de la CPG a la spectrométrie de masse.

1. Chromatographie en phase gazeuse

Il s’agit d’une technique de chimie analytique qui permet de séparer des composés volatils
ou volatilisables sans dégradation. Son pouvoir de séparation dépasse celui de toutes les autres
techniques, du moins pour les huiles essentielles. Elle permet d’identifier et de contrdler toutes
les molécules aromatiques et ainsi de déterminer le chémotype de I’huile essentielle, elle donne
une véritable carte d’identité de I’huile essentielle et permet donc de déceler toutes les fraudes
possibles ou encore de mettre en évidence tout probleme qualitatif due a une mauvaise
fabrication ou un mauvais stockage.

La CPG repose sur I’équilibre de partage des analyses entre une phase stationnaire et une
phase mobile gazeuse. La séparation des analyses repose sur la différence d’affinité de ces
composés pour la phase mobile et pour la phase stationnaire.

Le mélange a analyser est vaporisé puis transporté a travers une colonne renfermant une
substance liquide ou solide qui constitue la phase stationnaire. Le transport se fait a I'aide d'un
gaz inerte, appelé « gaz vecteur », qui constitue la phase mobile.

Malgré tout, ceci ne peut suffire a une bonne identification, sans I’apport du couplage entre
la CPG et une technique d’identification spectroscopique : en général la spectrométrie de masse
CPG/SM

2. Le couplage chromatographie en Phase Gazeuse Spectrométrie de Masse (CPG-SM)

La spectrométrie de masse par chromatographie en phase gazeuse (CPG/SM) est une
technique instrumentale comprenant un chromatographe en phase gazeuse (CPG) couplé a un
spectromeétre de masse (SM) permettant de séparer, d'identifier et de quantifier précisément de
nombreuses substances et les mélanges complexes de produits chimiques. La méthode est basée
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sur la séparation des constituants a 1’aide de la CPG et leur identification par le biais de la SM.
Les spectres de masse obtenus sont ensuite comparés avec ceux des produits de référence
contenus dans les bibliothéques informatisees disponibles, commerciales (NIST/EPA/NIH
Mass Spectral Library (2). Cette méthode est idéale pour I'analyse des centaines de composés
de poids moléculaire relativement bas trouvés dans les matériaux environnementaux. Pour qu'un
composé soit analysé par CPG/SM, il doit étre suffisamment volatil et thermiquement stable.
De plus, les composés fonctionnalisés peuvent nécessiter une modification chimique avant
I'analyse, pour éliminer les effets d'adsorption indésirables qui affecteraient autrement la qualité
des données obtenues (Marriott P, 2001).

Spectrométfe InfraRouge a Transformée de Fourier
(& ™
Compartiment échantillon

VECTOR 22

Chromatographe en phase gazeuse Traitement et acquisition des données

Figure 06. Le couplage Chromatographie en Phase Gazeuse - Spectrométrie Infra-Rouge

3-13 : Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes et variables de constituants et des
molécules chimiquement qui appartiennent de fagcon quasi exclusive a deux groupes : Le groupe
de terpénoides et le groupe des composés aromatiques dérives du phénylpropane.

(Bruneton, 1999), et d’autre composés d’origines diverses.
1. Groupe des terpénoides

Les terpenes sont des hydrocarbures naturels, de formule générale (C5H8), (T.Folliard,
2014), issus de couplage de plusieurs unités isopréniques.
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Ilustration 02. Structure chimique de I’isopréne (Anonyme, 2020)

H,C

Les terpenes sont subdivisés selon le nombre de carbones présents dans leur structure en
monoterpenes, les sesquiterpénes, les diterpenes, les tetraterpénes et les térpénoides, qui sont
des terpenes avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhydes, cétone, acide)
(Bakkali et al, 2008). Seuls les terpénes, mono (C 10) et sesquiterpénes (C 15) sont retrouves
dans la composition chimique des HE, ils sont dite volatile, dont la masse moléculaire est
relativement faible (Bruneton, 1999).

C’est le groupe le plus important. Il comprend :

1.1. Les Monoterpenes

IIs sont constitués de deux unités d’isopréne, leur formule chimique brute est C10H16

(Rahal, 2004). Tls constituent parfois plus de 90% d’huile essentielle (Bruneton J, 1999). Ces
composés peuvent étre: monoterpenes acycliques (myrcéne, ociménes), monoterpénes
monocycliques (a- et y-terpinéne, p-cyméne) et aux monoterpenes bicycliques (pinénes, A3

carene, camphene, sabinéne).

CH4

ch CHE HiC CHg
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Illustration 03. Exemple d'un monoterpéne acyclique a gauche (myrcene) et d'un
monoterpene cyclique a droite (p-cimene) (Belfar F, Monsouri N, 2015).
1.2. Les sesquiterpenes

Les sesquiterpenes sont, en termes de fréquence, le deuxieme groupe le plus présent dans
les huiles essentielles aprés les monoterpénes (Thormar H, 2011).1ls comportent trois unités
d’isopréne, leur formule est C15H24 (Belaiche, 1979). Ce groupe comprend donc un nombre
important de structures différentes : plus de 120 squelettes identifiés pour plus de mille
composés identifiés (Figueredo G, 2007). Ils peuvent étre également, comme les

monoterpenes, acycliques (farnésol), monocycliques (humuléne, a-zingiberéne) ou

polycycliques (matricine, artéannuine, [B,artémisinine). lls renferment aussi des fonctions
comme alcools (farnésol, carotol, B-santalol, patchoulol), cétones (nootkatone, cislongipinane-
2.7-dione, B-vétivone), aldéhydes (sinensals), esters (acétate de cédryle) (Bruneton, 1999 ;
Laouer, 2004). lIs jouent le réle d'agent de défense dans les plantes. Ils sont difficiles a extraire
des plantes aromatiques car ce sont des molécules dites « lourdes » et elles n’apparaissent qu’en
milieu. Ces composants ne seront donc présents qu’au sein des HE de haute qualité, lorsque le

producteur respecte le temps total de distillation.

Ilustration 04. Structure générale d'un sesquiterpene (SEGHIRI R, 2013).

2. Groupe des composes aromatiques

Les composés aromatiques dérivent du phenylpropane (C6-C3), dite non volatile, ils sont
moins fréquents que les terpenes dans I’HE. Mais ils sont considérés comme un ensemble

important car ils sont responsables des caracteres organoleptiques (Teisseire, 1991). Cette
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classe comporte des composés odorants bien connus comme la vanilline, 1'eugénol, L’anéthol,
I'estragole et bien d'autres (Illustration 5) (Scimeca, 2007 ; Bruneton, 2009). Généralement
caractérisés par la présence d’un groupement hydroxyle fixé a un cycle phényle (Bruneton,
1999).

CHO KO0

o

Vamlline Fnoennl

Illustration 05. Structure chimique de quelques composés aromatiques des HEs (Scimeca,
2007 ; Bruneton, 2009)

3. Autres composés d’origines diverses
Certains composés aliphatiques de faible poids moléculaire sont entrainés lors de

I’hydrodistillation des huiles essentielles, Ces produits peuvent étre azotés ou soufrés
(Teisseire, 1991).

3-14 : Activités biologiques des huiles essentielles

L'activité biologique d'une huile essentielle est a mettre en relation avec sa composition
chimique et les possibles effets synergiques entre ses composants (Lahlou, 2004).

1. Activité antioxydant

Le pouvoir antioxydant de ces huiles est développé comme substitut dans la conservation
alimentaire. Ce sont surtout les phénols et les polyphénols qui sont responsables de ce pouvoir
(Richard, 1992).
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2. Activité antimicrobienne

Les huiles essentielles ont été considéré comme agents antimicrobiens les plus efficaces
dans ces plantes. Les qualités microbiologiques des plantes aromatiques et médicinales sont
connues. Toutefois, la premicre mise en évidence de I’action des huiles essentielles contre les
bactéries a été réalisée en 1881 par Delacroix (Boyle, 1955). Depuis, de nombreuses huiles ont
été définies comme antibactériennes (Burt, 2004).

3. Activité insecticide

L'effet insecticide des huiles essentielles par contact, ingestion et par fumigation a été bien
démontré contre les déprédateurs des denrées entreposées, de nombreux travaux ont porté sur
I'amélioration des formes d'utilisation des plantes qui permettent de renforcer et de rentabiliser
leur activité insecticide (Isman, 2000).

111 : Généralités sur les activités étudiées

1-Activité antioxydante des huiles essentielles

Des nouvelles recherches sont donc menées afin de découvrir de nouveaux antioxydants
d'origine naturelle. Dans ce contexte les plantes aromatiques et médicinales et particulierement
leurs huiles essentielles ont fait I’objet de plusieurs recherches.

1-1 Radicaux libres et stress oxydatif

De nombreuses réactions biologiques, nécessaires au fonctionnement normal de
I'organisme, se produisent dans les cellules et les tissus du corps, et ces cellules utilisent de
I'oxygene pour générer de I'énergie, La chaine respiratoire mitochondriale joue un role capital
dans la cellule en couplant I’oxydation de coenzymes transporteurs d’hydrogene ou d’¢lectrons
avec la phosphorylation de I’ADP (Adénosine Di Phosphate) en ATP (Adénosine
Triphosphate). Les conséquences de cette activité mitochondriale sont doubles et paradoxales.

D’une part, la mitochondrie fournit a la cellule une source d’énergie importante puisque 36
molécules d’ATP a haut potentiel énergétique sont générées lors de la réduction de I’oxygene.
Par contre, dans les conditions physiologiques, environ 0,4 a 4 % d’¢lectrons s’échappent,
réagissent directement avec I’oxygene dissous dans le cytoplasme et donnent naissance a des
radicaux libres (Delattre J et al, 2005).
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Ces radicaux libres sont des espéces chimiques contenant un électron non apparié dans sa
couche externece qui lui confére une grande réactivité chimique. Extrémement instable, leur
durée de vie est généralement trés courte, de 1’ordre de 4-10 secondes, ce composé peut réagir
avec les molécules les plus stables pour apparier son électron (André, 1998, Beckman ; Ames,
1998). Elles comprennent les especes réactives oxygenées (ERO), les espéces réactives d'azote
(ERN) et les espéeces réactives de soufre (ERS) (Taofiq et al. 2016).

Le corps a généralement des mécanismes pour équilibrer la production et la neutralisation
des especes réactives d’oxygenes mais la plupart du temps, Il peut étre affaibli par une

production excessive de ROS.

En cas de concentration élevée, elle génére une agression appelée « stress oxydatif »
(Morenoet al. 2006) ou tous les tissus et toutes leurs molécules peuvent étre touchés : lipides,
protéines, glucides et ADN (Aurausseau, 2002 ; Valko et al, 2006).

Le stress oxydatif est principale cause initiale de plusieurs maladies: sclérose latérale
amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigué, le diabéte, et les rhumatismes (Favier,
2003), les inflammations gastro-intestinales (Atawodi, 2005). Les maladies d’Alzheimer de
Parkinson (Jha et al, 1995), et vieillissement prématuré de la peau (Georgetti et al, 2003) et
le cancer (Ali et al, 2003)

Pour échapper a ces graves conséquences du stress oxydatif, 1’apport d’antioxydants

s’avere nécessaire.

1-2 Les antioxydants :

Les antioxydants sont définit comme étant des substances naturels ou synthétiques, capable
lorsqu’elle est présente a une concentration faible par rapport a un substrat oxydable de retarder
ou empécher I’oxydation de ces substrats et de piéger les radicaux libres (Meziti, 2009; Rezaie
et al, 2007), en bloguant l'initiation ou la propagation des réactions en chaine oxydante
(Wollinger et al. 2016). Les antioxydants sont largement présents dans nos aliments, soit sous
forme naturelle, soit sous forme d'additifs utilisés dans I'industrie agroalimentaire (TANGUY
et al, 2009).

Il existe deux classes d’antioxydants : les endogénes et les exogenes.
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Antioxydants endogenes sont des enzymes ou protéines antioxydants (Superoxyde
dismutase, Catalase, et Glutathion peroxydase) élaborés par notre organisme a l'aide de certains
minéraux, elles sont présentes en permanence dans l'organisme mais leur quantité diminue avec
I'age (MIKA et al, 2004).

Les antioxydants exogenes qui sont, par définition, apportés de 1’extérieur par

I’alimentation.

1-3 : Méthodes d’évaluation in vitro des propriétés antioxydants
Plusieurs méthodes sont disponibles pour mesurer l'activité antioxydante des systemes

alimentaires et biologiques (Ali et al, 2008 ; Scherer et Godoy, 2009). Elles fonctionnent par
deux réactions principales, le transfert d'électrons et le transfert d’hydrogéne (prior et al, 2005).

Parmi ces techniques, nous citons :

1-3-1 : la méthode du radical DPPH: Piegeage du radical 2.2 diphényle-1-picrylhydrazyl

Il s'agit d’une méthode colorimétrique, qui mesure la capacité d’un antioxydant a réduire
le radical chimique DPPH® (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) par transfert d’un hydrogéne. Le
DPPH, est un des radicaux azotés organiques les plus stables, initialement violet, se transforme
en DPPH-H, jaune pale. La réduction du DPPH® est mesurée par spectrophotométrie a 517 nm
(Brand w et al, 1995).
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H

VIOLET JAUNE

Figure 07. Reaction de réduction de DPPH (Maillard, 2018

1-3-2 : la méthode FRAP: Puissance antioxydant de réduction du fer

La méthode FRAP est un dosage colorimétrique du transfert d'électrons, basée sur la
capacité des HE a réduire le fer (le passage de la forme ferrique a ferreux) (pellegrini et al,
2003). Le complexe perd sa couleur jaune pour un bleu foncé, et les valeurs sont calculées en
mesurant I'augmentation de I'absorbance a 593 nm et en la rapportant a une solution étalon

d'ions ferreux ou a une solution étalon d’antioxydants (Tsao et al, 2003).

2 : Activité antimicrobienne

2-1: Les antibiotiques

Ce sont des médicaments qui servent a lutter contre les infections dues a des bactéries, ce
sont des molécules capables d’inhiber la croissance ou méme de tuer des bactéries (Van
Bambeke et Tulkens, 2008), mais l'utilisation aveugle de médicaments antimicrobiens a
provoqué la resistance des microbes (Khan et al, 2009). Face a I'emergence de ces formes de
résistance, la recherche de nouvelles molécules inhibitrices contre les micro-organismes est
devenue une nécessité (Haddouchi et al, 2013). La premi¢re mise en évidence de I’action des
huiles essentielles contre les bactéries a été réalisée en 1881 par Delacroix (Boyle, 1955).
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La plupart des huiles essentielles ont un effet sur les micro-organismes, notamment les
bactéries de type Gram-positif et Gram-négatif (Kim et al, 1995). Les champignons, les levures

et les virus.

2-2 : Le mode d’action des huiles essentielles

Le mode d’action des HE dépend en premier lieu du type et des caractéristiques des
composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur permet de pénétrer dans la
double couche phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne. Cela peut induire un
changement de conformation de la membrane, et une fuite d’ions (K+) (El amri et al, 2014).
Les huiles essentielles peuvent aussi inhiber la synthése des macromolécules I’ADN, ARN, des
protéines et des polysaccharides. Le mode d’action des HE dépend aussi du type de
microorganismes : En général, les bactéries Gram - sont plus résistantes que les Gram + grace
a la structure de leur membrane externe. Les HE modifient la morphologie de la cellule
bactérienne et inhibent les processus de respiration, d'absorption et d'excrétion (Bencheikh,
2017).

2-3 : Aromatogramme et son interpreétation

C’est une méthode de diffusion en milieu gélosé (Muller- Hinton) qui permet de mesurer
et de déterminer la capacité d’un des extraits a base des plantes & inhibé la croissance
microbienne in vitro. Il renseigne, par conséquent, sur la sensibilité des germes vis-a-vis des
agents anti-infectieux (Benouda et Tagajdid, 2008). Cette méthode a I'avantage d'étre d'une
grande souplesse dans le choix des huiles essentielles testées, et de s'appliquer a un trés grand
nombre d'espéces bactériennes, et d'avoir été largement évaluée pendant plus 50 ans d'utilisation
mondiale (BOUDJEMAA et al, 2010). Le résultat est exprimé par la mesure de diametre
d“inhibition ou les germes n"ont pas pu se développer (Zayyad et al, 2014).

30



Partie expérimentale



Matériel et méthodes

Notre travail a été effectue au sein du laboratoire de centre de recherche et développement
(CRD) de SAIDAL. Le laboratoire s'occupe de I'extraction, la caractérisation et I’analyse des
huiles essentielles et extraits végétaux des plantes aromatiques ainsi que la détermination de
leur activité antioxydante et microbienne. L’objectif de ce travail est I’extraction de I'huile

essentielle de Citrus reticulata blanco, et 1’évaluation de leur activité biologique.

Figure 08. Le fruit de Citrus reticulata blanco

1. Préparation du matériel végétal

Les fruits récoltés ont été emballés dans des sacs, puis transportés au laboratoire, les
écorces ont eté récupérées et nettoyées avec un papier mouchoir pour enlever la poussiere et
autres polluants afin de réaliser I'extraction.
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Figure 09 : I’écorce de Citrus reticulata blanco.

2. Matériel microbiologique

Afin d’évaluer I’activité antimicrobienne des huiles essentielles, trois souches bactériennes
de référence dont une bactérie Gram négatives (Escherichia coli) et deux bactérie Gram
positives (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus). Les souches testées sont impliquées dans
les maladies opportunistes ou nosocomiales ainsi que dans toute autre maladie infectieuse.

Et deux champignons (levure du genre Candida albicans), elle provoque des infections
fongiques essentiellement au niveau des muqueuses digestive et gynécologique et (aspergillus
brasiliensis). Provoque L'aspergillose.

Les souches microbiennes pathogénes sont d’une collection de culture type Américaine
(ATCC). Elles ont été fournies par le laboratoire de contréle qualité Site de Production
GDC(SAIDAL). Le tableau 1 montre les souches testées + Annexe V.
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ATCC6633

ATCC8739

Bactéries

ATCC 16404 Champignons

Tableau 1. Les souches utilisées pour évaluer I’activité antimicrobienne

4. Matériel non biologique

Une liste des appareils et des produits chimiques utilisés est mentionnée dans I’annexe IV

5. Les Milieux de culture

Pour évaluer 1’activité antibactérienne des huiles essentielles, le milieu Mueller Hinton a
été utilisé pour 1’étude de la sensibilité des bactéries a I’huile de Citrus reticulata blanco, En
effet il s’agit d’un milieu non sélectif qui comporte des ions favorisant une bonne diffusion des

antibiotiques. La composition de ce milieu est mentionnée dans 1’annexe 1.

La gélose Sabouraud est un milieu d'utilisation générale, non sélective, permettant la

croissance et 1’isolement d'une grande variété de levures et moisissures.

C’est une gélose glucosée présentant un ph 1égérement acide pour favoriser la culture des
champignons. Pour la culture des levures, on utilise des géloses coulées en boite de Pétri
(annexe 111) (figure 19).
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“

~ Figurel0. Dispositif d’hydrodistillation utilis¢ & Iéchelle du laboratoire
1. Méthodes

11.1. Extraction des huiles essentielles

La technique de I’hydro-distillation de type Clevenger est utilisée pour 1’extraction de I’huile
essentielle a partir de 1’écorce fraiche de la mandarine. Au niveau de laboratoire de CRD

(SAIDAL).
Afin de réaliser cette extraction, les étapes suivantes ont préalablement été réalisées :

v" Préparations d’écorces et les mélanger a I’eau dans un ballon de laboratoire

v" Placer ce ballon dans le chauffe-ballon et introduire 1’ouverture du Clevenger dans celle
du ballon

v" Etablir un équilibre entre les volumes d’eau présents dans les parties basses du

Clevenger, en introduisant de I’eau par I’ouverture v/
Allumer la chauffe ballon.
a. Principe

Le procédé consiste a immerger la matiére premiére végétale (écorce de Citrus reticulata
blanco), dans un ballon rempli d'eau distillée placé sur une source de chaleur, le tout est ensuite
porté a I’ébullition (La chaleur permet I’éclatement des cellules végétales et la libération des

molécules odorantes). La vapeur chargée d’huile ; en traversant un réfrigérant se condense et
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chute dans une ampoule a décanter et I’huile essentielle se sépare de 1’eau par différence de
densité (El HAIB, 2001). L’hydrolat s’écoule dans le bécher, alors que I’huile essentielle

s’accumule dans la burette.

b. Mode opératoire

500g de I’écorce fraiche sont introduit dans le ballon du Clevenger, un volume d’eau
représentant les deux tiers du volume du ballon est ensuite ajouté avant de démarrer la
distillation et ’ensemble est porté a ébullition. L’ extraction dure en moyenne deux heures. La
vapeur condensée obtenue conduit a une phase organique (huile essentielle) qui est separée de
I’hydrolat par décantation et 1’expérience est refaite plusieurs fois pour avoir une quantité

suffisante. La quantité d’HE obtenue est pesée pour le calcul du rendement.

Figure 11. L’extraction de I’huile essentielle de Citrus reticulata blanco effectuée par

hydrodistilation.
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I1.1.1. Récupération, conditionnement et conservation d’huile essentielle:

La conservation d’huile essentielle exige certaines précautions indispensables (BURT,
2004). L’huile essentielle récupérée est conditionnée dans un flacon en verre protégé avec de
papier d’aluminium, hermétiquement fermé pour éviter tout risque d’altération par la lumiére

et I’oxygene de ’air. Les flacons sont conservés au réfrigérateur a une température de 4 +1°C.

Dans ces conditions la durée de conservation admise estde 2 a 5 ans.

11.1.2. Calcul du rendement en huile essentielle

Selon les normes AFNOR (1986), le rendement en huile essentielles (RHE) est défini
comme ¢€tant le rapport entre la masse d’huile essentielle obtenue apreés 1’extraction et la masse

de la matiére végétale utilisée séche ou humide.

Le rendement (RHE) est toujours exprimé en pourcentage est calculé par la formule
suivante :

RHE % = (MHEeng /Mseng)x 100

R : rendement en huile essentielle (%)

MHE : la masse d’huile essentielle extraite en g.

Ms : la masse de la matiere végétale en g

I1.1.3. Calcul le taux Phumidité

Le taux d’humidité est la quantité d’eau contenue dans une quantité¢ connue de la maticre
végétale. Il a été déterminé par la méthode physique en introduisant 20 g d’échantillon et en le

placant dans une coupelle tarée, elle-méme positionnée dans une étuve réglée a 103° + 2°C.

(Bousbia, 2011). Le taux d’humidité H de la matic¢re végétale est donné par 1’équation (1)
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H= [(Mf-Ms)/(Mf) *100]

H : Taux d’humidité

MTf : Masse des «écorces avant introduction a 1’étuve Ms

: Masse des écorces a la stabilisation du poids.
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Figure 12. Masse des écorces a la stabilisation du poids

I1.1.4. Analyse de I’huile essentielle
Les HEs, doivent répondre a des caractéristiques analytiques qui sont établies par des
commissions nationales et internationales d’experts. Pour connaitre la qualit¢é de I’huile

essentielle de C. reticulata Il faut :

»  Vérifier ses caractéristiques organoleptiques (I’aspect, 1’odeur, la couleur)
» Déterminer ses propriétés physiques (densité, indice de réfraction) ainsi que leurs
propriétés chimiques (indice d'acide). (Afnor, 1989).
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Figure 13. Extrait de 1’huile essentielle de Citrus reticulata blanco

4.1 Propriétés organoleptiques

L’appréciation des caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles nécessite

’utilisation de nos sens afin d’évaluer I’aspect, I’odeur, la couleur ainsi la flaveur.

4.2. Propriétés physico-chimiques
4.2.1. Indice de réfraction (Ndt)

L’indice de réfraction (Ndt) consiste a déterminer le rapport entre le sinus de 1’angle
d’incidence et le sinus de I’angle de réfraction d’un rayon lumineux de longueur d’onde
déterminée passant de 1’air dans I’huile a une température constante (20°C), en utilisant le
réfractométre (Nait Achour Kh, 2012). La longueur d'onde spécifiée est (589,3 * 0,3) nm,
correspondant aux radiations D1 et D2 du sodium. =+ 0, 0004(t'- t) : valeur lue, a la température
t', a laquelle a été effectuée la détermination.

* Principe

Il est soit pour mesurer directement I’angle de réfraction, soit pour observer la limite de

réflexion totale, I’huile étant maintenue dans les conditions d’iso-tropisme et de transparence
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OMode opératoire
v Régler le réfractométre en mesurant I’indice de réfraction de 1’eau distillée qui doit étre
de 1,333 a 20°C.

v Ouvrir le prisme secondaire et déposer 2 ou 3 gouttes de I'échantillon liquide sur la
partie centrale du prisme principal.

v Fermer ensuite doucement le prisme secondaire.

v L'échantillon s'étale entre le prisme principal et le prisme secondaire en un film mince.
v' Attendre que la température soit stable et effectuer la mesure.

v Noter la valeur de I’indice de réfraction affiché sur 1’écran de 1’appareil. (Mazouz B et
al, 2010).

» Expression des résultats

L’indice de réfraction est donné par la formule suivante :

[ Nd20 = ndt + 0, 0004 (t 20) ]

Nd20 : indice de réfraction a la température 20°C.
ndt : valeur de lecture a la température a laquelle a été effectuée la détermination. t
. la température a laquelle a été effectuée la détermination.

Notons que pour un méme échantillon, la mesure de la refractométrie est effectuée trois fois
et on prend la moyenne des 3 valeurs.

4.2.2. La Densité relative

C’est le rapport de la masse d’un certain volume d’HE a la masse d’un volume égal d’eau
(AFNOR. 1999). Elle constitue un point de repére important car sa valeur permet d’avoir une

idée sur la composition chimique de I’'HE
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* Mode opératoire

-peser un tube a essais (5ml) propre et sec et faire la tare ; a I’aide d’une balance électronique

de précision

-Prendre Iml d’huile essentielle avec une micropipette, on la pese afin d’obtenir son poids exact

-Faire la méme chose pour Iml d’eau distillée

* Expression des résultats

[ D= (M2-MO0)/ (M1-MO0). J

MO : la masse de tube vide.
M1 : la masse de tube rempli d’eau distillée.
M2 : la masse de tube rempli d’HE

4.2.3. Indice d’acide

L’indice d’acide est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium nécessaires a la
neutralisation des acides libres contenus dans un gramme de corps gras (HE). Il consiste a
neutraliser les acides libres par une solution alcoolique d’hydroxyde de potassium titrée, en
présence de phénolphtaléine. (Lion, 1955).

* Mode opératoire

1g d’huile essentielle est introduit dans une erlenmeyer de 25ml ;
Ajoute S5ml d’éthanol a 96° neutralisé et 3 gouttes de 1’indicateur coloré phénophtaléine 1%.

Titré avec une solution de KOH 0,1N jusqu’a I’obtention d’un virage de couleur de la solution.

A la fin noter le volume exact de KOH consommé

O Calcul de ’indice

L’indice d’acide (IC) est donné par la relation suivante :
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[ IA = [(56,1* VKOH*N)] / mh J

IA : Indice d’acide.
N : Normalité de la solution de KOH (0 ,1mole /1)

VKOH : Volume d’hydroxyde de potassium consommé pour la neutralisation en (ml). mh

: Masse d’huile en (g).

I1.2. Etude de P’activité antioxydante

Dans notre travail, nous avons choisi la méthode de piégeage du radical DPPH pour
valoriser le pouvoir antioxydant

11.2.1. Mécanisme d’action

Un antioxydant peut empécher I’oxydation d’une autre substance en s’oxydant lui-méme

plus rapidement que celle-ci

Les antioxydants sont en fait des agents de prévention, ils bloquent I’initiation en
complexant les catalyseurs, en réagissant avec 1’oxygeéne, ou des agents de terminaison. Ils sont
capables de dévier ou de piéger les radicaux libres, et agissent en formant des produits finis non
radicalaires (Hellal, 2011 ; Akman et al, 2012).

11.2.2. Le test de piégeage du radical DPPH

La technique a été réalisée suivant le principe et le mode opératoire suivant :

a) Principe

Dans ce test les antioxydants réduisent le 2-2-diphényl picryl-1-hydrazyl (DPPH) libre, qui
possede une coloration violette foncée, lorsqu’il est réduit la coloration devient jaune pale,
(Sanchez, 2002 ; Chen et al. 2004). Le changement de la coloration est proportionnel a I’AA
ce qui se traduit par une diminution de I’absorbance (Moon Et Shibamoto., 2009). Cette
décoloration est représentative de la capacité d’huile essentiel de la mandarine a piéger ces

radicaux libres indépendamment de toutes activités enzymatiques.

b) Mode opératoire
Nous avons suive les étapes suivantes (MANSOURI et al, 2011):
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La solution de DPPH a été préparée par la solubilisation de 2 mg de DPPH dans 50ml
de méthanol.

Le mélange est agité vigoureusement et incubé 30 min a 1’obscurité.

Un volume de 40mg d’huile essentielle est dilu¢ dans 40ml de méthanol, c’est la solution

mere, a partir de laquelle nous réalisons une série des dilutions.

Un volume de 25pl de différentes concentrations d’huile essentielle (de 100500ul/mg)
dans méthanol) ont été mélangés avec 975ul de la solution méthanoique de DPPH dans
des tubes a essai secs. Apres 30min d'incubation a une température ambiante et a
I’obscurité, le colorimétrique change (de violet intense au jaune clair), quand le DPPH
est réduit.

Les absorbances sont mesurées a 517nm a 1’aide d’un appareillage UV/Visible. Contre

le blanc (solution DPPH/méthanol).

La capacité de I’antioxydant a piéger le radical libre est estimée en pourcentage de
décoloration du DPPH en solution dans le méthanol.

L’acide ascorbique est utilis¢ comme antioxydant de référence.

c) Expression des résultants

1. Calcul le pourcentage d’inhibition

Nous calculons ainsi les pourcentages d’inhibition par la formule suivante :

[ % Activité antioxydant = [Abs contrdle-Abs échantillon / Abs contrdle] x 100 }

Abs : Absorbance a la longueur d’onde de 517nm.

2. Calcul de la concentration inhibitrice IC50

Le IC50 ou concentration inhibitrice de 50 % de radicaux libres (aussi appelée la CE50

Concentration Efficace), est la concentration de 1’échantillon testé (HE) nécessaire pour réduire

50 % de radical DPPH. Les IC50 sont calculées graphiquement par les régressions linéaires des

graphes tracés ; pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des
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fractions testées. Plus la valeur d’IC50 est basse, plus I’activité antioxydant est élevée.
(SHARIFAR ET al., 2007)

I1.3. Evaluation de P’activité antimicrobienne de I’huile essentielle
11.3.1. Préparation de milieu de culture

Les milieux de culture utilisés pour la réalisation des tests antimicrobiens sont les suivants

» Lagélose Mueller-Hinton (M.H) pour 1’étude de la sensibilité des bactéries au 1’ extraits
de plante.

* La gélose Sabouraud pour I’isolement et I’entretien des suspensions fongiques et 1’étude

de leur sensibilité aux extraits.
» Geélose Mueller Hinton (M.H) :
Suspendre 38.0 g dans 1 litre d’eau distillée. Chauffer et agiter jusqu’a la dissolution totale.
Autoclaver a 121°C pendant 15 minutes.
> Gélose Sabouraud :

Suspendre 65.0 g dans 1 litre d’eau distillée. Chauffer et agiter jusqu’a la dissolution totale.

Autoclaver a 121°C pendant 15 minutes.
11.3.2. Préparation des suspensions bactériennes

Les bactéries a tester sont ensemencées sur des boites de pétri contenant la gélose nutritive
(GN) ou autres milieux selon les souches et incubées a 37°C pendant 24 heures, afin d’obtenir
une culture jeune des bactéries et des colonnes isolées. Apres incubation, 1 & 2 colonies
bactériennes bien isolées et parfaitement identiques ont été prélevées a 1’aide d’une anse de
platine. L’ensemble a été homogénéisé a 1’aide d’un vortex dans un tube contenant Sml d’eau
physiologique stérile a 0,9% de se (NaCl) (Mohammedi, 2006).

11.3.3. Etude de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques

Cette étude a été réalisée par méthode de disque ou antibiogramme standard. Son principe
consiste a déposer des disques de papiers buvard imprégnés des antibiotiques a tester a la
surface des milieux de cultures préalablement ensemencées avec les suspensions bactériens

11.3.4. Etude de P’activité antimicrobienne des huiles essentielle
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L’effet antimicrobien de I’huile essentielle de citrus reticulata blanco a été déterminé par
la méthode de diffusion a partie d’un disque de papier (Essawi, T et Srour, M, 2003), qui
permet d’évaluation qualitative de notre huile essentielle « effet de 1’huile pure », et I’évaluation
quantitative de cette derniére, cette méthode a été utilisée pour mettre en évidence ’activité

antimicrobienne des germes pathogénes vis-a-vis de notre HE.

Le principe de la méthode repose sur le pouvoir migratoire du composé testé en milieu solide
dans une boite de pétri, apres un certain temps de contact entre le produit et le microorganisme
cible. Ce test est effectué par depdt d'un disque stérile de cellulose de 9 mm de diametre
(Whatman N°1) imprégné d’une quantité bien définie d’HE a tester sur un milieu gélosé
préalablement ensemencé avec une culture microbienne. Apreés incubation, Généralement, les
microorganismes seront classés susceptibles, intermédiaires ou résistants, selon le diamétre de
la zone d'inhibition. La recherche de I’activité antimicrobienne et antifongique consiste a
estimer 1’inhibition de la croissance des micro-organismes soumis a I’HE de citrus reticulata

blanco.

Boite de Petri

Souches test

Milieu de culture gelose
(Agar)

Dis gue mmbibe
d " huike
essentelle

Zon= dhinbition

Croiss ancs
microbe nns

Figure 14. Principe de la diffusion sur disque (Kachetel L el al, 2016)
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OEnsemencement

» Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne préalablement préparée

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

charger au maximum

» Le dépot de I’échantillon ou de la suspension de germe est effectué prés d’un bord de la

boite de pétri

» Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, seche, de haut en bas, en stries

serrées.

» Répéter I’opération quatre fois, en tournant la boite de pétri de 45° a chaque fois, sans

oublier de faire pivoter 1’écouvillon sur lui-méme.

» Dans le cas de I'ensemencement de plusieurs boites de Pétri il faut recharger I'écouvillon
a chaque fois

» Finir ’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose.
» Les boites de gélose ainsi ensemencées sont laissées pendant 15 minutes a la
température du laboratoire.

« Dépdt des disques :

A I’aide d’une pince stérile, on met sur chaque disque des concentrations différents d’HE,
a I’aide d’une pince flambée au Bec Bunsen, les disques sont déposés immédiatement a la
surface de la boite de pétri précédemment ensemencées. A raison de trois disques par boite de

pétrie pour les différentes dilutions et un disque par boite pour I’huile essentielle pure.

Ensuite, Les boites ont été incubées a 37°C pendant 24 heures pour les bactéries et 48heures
pour les levures.

« Controéle négatif

Dans chaque boite de pétri, Un disque de papier buvard a été déposé sans étre imbibe

« Expression des résultats
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Les diameétres des zones d’inhibition sont mesurés a 1’aide d’une regle , a ’extérieur de la boite
fermée.

Sensibilité Zone d’inhibition
Non sensible ou résistante (-) diametre < 8mm
Sensible (+) diamétre compris entre 9 & 14 mm
Tres sensible (++) diamétre compris entre 15 a 19 mm
Extrémement sensible (+++) diameétre > 20 mm

Tableau 02. Sensibilité des souches microbiennes en fonction des zones d’inhibition (Ponce
et al ;2003).

11.3.5. Déterminations des CMI

Cette technique se pratique sur milieu solide, elle consiste a réaliser des dilutions d’huile
essentielle, et a les incorporer dans le milieu gélosé fondu et refroidi, et a tester sur ces milieux
les souches bactériennes a étudier. (Alzoreky et Nakahara, 2003 ; Salie et al., 1996).

Ce teste détermine la Concentration Minimale Inhibitrice « CMI » (Hammer et al,

1999). Qui correspond a la plus faible concentration de I’huile essentielle inhibant toute
croissance microbienne visible a 1’ceil nu. Elle est réalisée, pour chaque espéce ayant montrée
une sensibilité a 1’égard de I'huile essentielle lors de I’essai précédent, par la technique de
dilutions en milieu solide (BOUALEM S el al, 2016).
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Résultats et discussion

Notre huile essentielle est obtenue par la méthode d'extraction nommé hydrodistillation.
Cette huile essentielle, doit répondre a des caractéristiques analytiques qui sont établies par des
commissions nationales et internationales d’experts. Les huiles essentielles sont généralement
liquides & la température ambiante, d'odeurs aromatiques rarement colorées quand elles sont
fraiches. Leur densité est plus souvent inférieure & celle de l'eau. Elles ont un indice de
réfraction éleve. Elles sont volatiles et entrainables par la vapeur d'eau, elles lui communiquent

leur odeur. Elles sont solubles dans I'alcool, I'éther, et la plupart de solvants organiques.

1. Caractéristiques organoleptiques

Les HEs des espéces de Citrus reticulata blanco présentent un aspect liquide visqueux, et
une couleur blanc transparent. Elle est caractérisée par une odeur fraiche et aromatique

(Tableau3). Les mémes caractéristiques organoleptiques de I’huile essentielle de C.reticulata
sont rapportées par la norme AFNOR (2000).

Caractere Couleur aspect Odeur
Citrus Reticulata | transparent Liquide visqueux Odeur caracteéristique
Blanco fraiche, citronnée

Tableau 03. Couleur, aspect et odeur d’huile essentielle du Citrus reticulata blanco

2. Rendement d’extraction

Nous rappelons que I’huile essentielle a été extraite des écorces de Citrus reticulata blanco
par la méthode d'extraction « hydrodistillation » Le rendement en huile essentielle de la
mandarine (Citrus reticulata blanco), est exprimé en pourcentage massique (g/500) par rapport
a la matiére primaire.

R = (m HE / mS) x 100

MS =500 g
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Figure 15. Rendement en huile essentielle de Citrus reticulata blanco (Mandarine)

D’aprés cette figure on constate, que le rendement en HE de 1’écorce de Citrus reticulata
blanco est de (0,27+ 0.01) %. En comparant les rendements en HEs obtenus au cours de cette
étude, avec ceux rapportés dans la littérature ; les constats suivants ont été révélés : le rendement
en HE extraite des écorces de Citrus reticulata blanco est inférieur a ceux rapportés pour
L’écorce de C.reticulata (0 ,88) (Bouguerra A et al, 2014), et 1’écorce de citron frais algérien
(0,62%) (Ben Miri et al, 2018).

Le rendement de I’huile extraite dépend de plusieurs facteurs et selon les études
précédentes, Cette différence est probablement due a la technique d’extraction des huiles, la
période de récolte des agrumes, qui influence le rendement d’extraction (Telli et al, 2010). Et
le climat, la géographie, la génétique de la plante, le degre de fraicheur (Djenane, 2015). De
plus la composition en HE, extraite par hydrodistillation, peut étre influencé par la quantité en
eau, mise dans le ballon de distillation, car certains composes tels que : le terpinén-4-ol, I’a-

terpinéol et le cinéol sont peu solubles dans I’eau (Williams et Lusunzi. 1994).
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3. Le taux d’humidité

Le taux d’humidité d’écorce de C.reticulata est de 79,21%, cette humidité est élevée, ce
qui signifie que plus de la moitié du poids d’écorces fraiches de Citrus reticulata blanco sont

constituées par I’eau et concorde avec les valeurs indiquées dans la littérature BARTLEY et
JACOBS (2011) et dans la PHARMACOPEE EUROPEENNE (2010).

Taux d'humidité

B Taux d'humidité Teneur en matiére seche

Figure 16. Le Taux d’humidité d’écorce de Citrus reticulata blanco

4. L’activité antioxydante

L’activité antioxydante d’huile essentielle de C.reticulata a été évaluee par la méthode
dupiégeage des radicaux libres par le DPPH, parce qu’elle est I’'une des méthodes la plus
simple,rapide et efficace (Bozin et al, 2008).Le DPPH est initialement violet, se décolore
(mesurablea 517nm). (Erkan et al, 2008).

On n'a pas pu obtenir un résultat des le premier protocole donc on a refait I'expérience
suivant un autre protocole mais toujours pas de résultat on a constaté que la poudre de DPPH
fournie par le centre de recherche Saidal était périmée.

L’expérience a été répétée pour la troisiéme fois et la couleur du dpph a changé du violé

vers le jaune. Cette décoloration est représentative de la capacité des composés d'huiles
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essentielles a piéger ces radicaux libres indépendamment de toute activité enzymatique. Ce test
nous permet donc de prouver que notre huile essentielle d’écorce de Citrus reticulata blanco

posséde un pouvoir antioxydant.
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Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives :

Les huiles essentielles sont des substances aromatiques, d’une composition chimique complexe, ce

qui leur confere des propriétés antimicrobiennes et antioxydantes trés intéressantes

Dans le cadre de notre travail, nous nous sommes intéressés a I’extraction des HEs d’écorce de

C.reticulata et a I’étude des activités antioxydantes (activité anti radicalaire DPPH) et activités

antimicrobiennes contenus dans ces huiles. Ce travail nous a permis en premier lieu de maitriser les

plus simples techniques analytiques tel que [’extraction des huiles essentielles a partir de la matiére

végétale par hydrodistillation.

» L’extraction de I’écorce de c.reticulata a donné un rendement faible comparé au rendement

trouvé dans la littérature existante.

» Nous avons trouvé une humidité élevée, ce qui signifie que la Mandarine est trés riche en eau

* T’huile de Citrus reticulata blanco confirme qu’il posséde une activité antioxydante

exceptionnelle. Alors, cette huile peut étre considérée comme un agent antioxydant naturel

capable d’empécher 1’oxydation et I’altération de certains aliments.

En perspectives il serait intéressant de poursuivre ce travail par :

» Détermination des pourcentages d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations de 1’extrait

de Citrus reticulata.

* Détermination de pourcentage d’inhibition IC50 de I’huile essentielle de Citrus Reticulata Blanco

* Une évaluation de I’activité antimicrobienne par aromatogramme, et mesure des Diametres des

zones d’inhibition en mm

» Etude de la sensibilité aux antibiotiques (antibiogramme) et la détermination des concentrations

minimales inhibitrices (CMI) par la méthode de dilution en milieu solide.

* Une analyse chromatographique par CPG (chromatographie en phase gazeuse) afin d’identifier

les constituants responsables de 1’activité de ces huiles.

» Les propriétés physico-chimiques tels que : la densité relative, Indice de réfraction, Indice

d’acide, constituent un moyen de vérification et de controle de huile essentielle.
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Annexes

Annexe I: Composition de milieu de culture Muller-Hinton :

Infusion de viande de beeuf déshydraté....................coiiiiiiiiiiecieeee.... 300g
Hydrolysat de cas€ing............ooeiiiiiiiiiiii i, 17.5g
AmIdon de MaTS .....ooiitii i e S5¢g
AGAI-aZAT. .ot reeseeesieeeseee e | 3

Bau diStIILEE. . . . e veveeeeee e 1

Annexe I1: Composition de milieu de culture Sabouroud :

PEPIONE. ... 10g
GIUCOSE MASSE......eeiieiieiieie ettt ettt se e ebe e 209
F oL Vo r- | PP 159
EaU dIiSLHIEE (GSP).+vveveereeieitieiie ettt 1 000 ml

vitamines et facteurs de croissance

Annexe I11: Préparations des milieux (Muller Hinton- Sabouraud)

Homogénéiser la poudre contenue dans le flacon.
Mettre 38 grammes de milieu déshydraté dans 1 litre d’eau fraichement distillée.
Porter a ébullition jusqu’a dissolution compléte.

Stériliser a I’autoclave a 121°C + 1°C pendant 15 minutes.

Repartir dans des tubes ou dans des flacons stériles.

Au moment de I’emploi, faire fondre le milieu au bain-marie bouillant et répartir en boites
de Pétri rondes l'integralité du flacon ou des tubes. L’épaisseur de la couche de gélose doit

étre de 4 mm. Sécher les boites 30 min a 37°C. Le volume de Mueller Hinton permettant


https://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone
https://fr.wikipedia.org/wiki/Glucose
https://fr.wikipedia.org/wiki/Agar-agar
https://fr.wikipedia.org/wiki/Eau
https://fr.wikipedia.org/wiki/Vitamine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Potentiel_hydrog%C3%A8ne

Annexe 111
d’obtenir exactement une épaisseur de 4 mm est de 25 ml pour une boite de 90 mm, de 60

ml pour une boite carrée de 120 mm, de 70 ml pour une boite ronde de 150 mm.

Figure 19. Les étapes de préparation de milieu de culture




Annexe IV

: Matériels et produits utilise en laboratoire :
Appariellage

* Agitateur

* Appareillage d’extraction (clevenger)
* Autoclave

» Bec bunsen

» Balance de précision

* Etuve

» Reéfractomeétre

»  Spectrophotomeétre UV

Verrerie et consommable

* Anse de platine

* D’ampoule a décanter

* Béchers

+ Boite de pétri stériles de 90mm de diamétre
» Ecouvillons stériles

» Erlenmeyer

* une coupelle tarée

* un dessiccateur

* Fioles

» Flacon avec bouchon

 disque sterile de cellulose de 9 mm de diametre (Whatman N°1)

Solution de réactifs

» 2-2-Diphéényl-1-picrylhydrazyl(DPPH)
» Acide ascorbique

* Méthanol

* Hydroxyde de potassium(KOH)

* I’cau distillée

* Phénophtaléine



Annexe V

. la classification des bactéries et champignons utilisées :

GRAM

Gram négative

bactérie

Escherichia coli

Systématique bactérienne
-Domaine : Eubacteria
-Phylum : proteobacteria
-Classe :Gammaproteobacteria
-Ordre : Entrobactriales
-Famille : Enterobacteriaceae
-Genre : Escherichia

-Espeéce : Escherichia coli

Gram positive

Staphylococcus aureus

-Domaine : Bacteria
-Embranchement: Firmicutes
-Classe : Bacilli

-Ordre : Bacillales

-Famille : Staphylococcaceae
-Genre : Staphylococcus

-Espéce : Staphylococcus aureus

Gram positive

Bacillus cereus

-Domaine : Bacteria

- Embranchement: Firmicutes
-Classe : Bacilli

-Ordre : Bacillales

-Famille : Bacillaceae

- genre : Bacillus

- Espece : Bacillus cereus

Champignons

Systématique




champignon

Aspergillus brasiliensis

Regne :Fungi

Division :Ascomycota

Classe :Eurotiomycetes
Sous-classe :Eurotiomycetidae
Ordre : Eurotiales

Famille : Trichocomaceae

Regne : Fungi
Division : Ascomycota

Levure

Candida albicans

Classe :Saccharomycetes
Ordre : Saccharomycetales
Famille : Saccharomycetaceae
Genre : Candida

Espéce : Candida albicans

Annexe VI: Détermination du rendement en huile essentielle

Citrus reticulata blanco




Annexe VII

Echl Ech2
Poinds de la matiére fraiche en g 500 500
Masse en HE en g 1,1 1,59
Rendement % 0,22 0,318
Rendement moyen % 0,27
Annexe VII: Détermination du taux d’humidité
Matiere fraiche Matiere apres séchage Humidité
209 4,157g 79,21%,




Résumé

Notre étude a porté sur I’évaluation de quelques activités biologiques de I'huile essentielle (HE) de
I’écorce de la mandarine (Citrus reticulata blanco). L’hydrodistillation de I’écorce fraiche a donné un
HE : Liquide visqueux avec une odeur forte frais, caractéristique celle du zeste de mandarine et une
couleur transparente.Un rendement en HE de 0,27% avec un Taux d’humidité égale a
79,21%.L'estimation du pouvoir anti-radicalaire évalué par la méthode DPPH (2,2-diphényl-
1picrylhydrazyl) révele que I'HE du citrus reticulata blanco a une activité antioxydante (virage du
violet au jaune).L'évaluation de I'activité antimicrobienne par la méthode de I'aromatogramme
montre que I'HE de C. reticulata a soit un effet inhibiteur sur la croissance des souches microbiennes,
soit il ne montre aucun effet.

Mots clés : Huile essentielle, Mandarine, Citrus reticulata blanco, Rendement, humidité, Antioxydant,

Antimicrobien, CPG.

Abstract

Our study focused on the evaluation of some biological activities of the essential oil (HE) of the
mandarin peel (Citrus Reticulata Blanco). The hydrodistillation of the fresh peel gave an essential oil:
Viscous liquid with a strong, characteristic fresh odor, that of tangerine zest and a transparent color a
yield in EO of 0.27% with a humidity rate equal to 79.21%.The estimate of the anti-radical power
evaluated by the DPPH method (2, 2-diphenyl-1picrylhydrazyl) reveals that the EO of citrus reticulata
blanco has an antioxidant activity (change DPPH color from purple to yellow).Evaluation of
antimicrobial activity by the aromatogram method shows that the EO of C. reticulata has either: an
inhibitory effect on the growth of microbial strains, or it shows no effect.
Key words: Essential oil, Mandarin, Citrus reticulata blanco, Peel, humidity, Antioxidant,
Antimicrobial, CPG.
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