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Introduction :

L’homme s’intéresse aux plantes depuis toujours pour but de résoudre leurs probléemes de
santé. Elles forment la base de la médecine traditionnelle grace a leur richesse en métabolites
secondaires utilisées comme composés actifs. Selon I’organisation mondiale de la santé, pres
de 80% des populations dépendent de la médecine traditionnelle pour des soins de santé
primaire (Ventrella et Marinho, 2008; Ladoh et al., 2014).

Le recours a la médecine traditionnelle est due a diverses raisons comme par exemple : le co(t
des plantes médicinales qui est faible par rapport aux medicaments conventionnels, la
disponibilité de ces plantes surtout dans les régions les plus éloignées et au sein des
populations les moins favorisées, les effets secondaires indésirables des médicaments, 1I’envie
de consommer « bio » et ces effets bénéfiques sur la santé, I’existence des maladies pour

lesquelles il n’y a pas de traitement pharmaceutique efficace (Zenasni, 2014).

Parmi ces plantes, on a le genre Citrus appartenant a la famille des Rutaceae, est I’'une des
cultures les plus largement cultivées dans le monde surtout dans les climats tropicaux el les
régions tempérés. Elles sont tres riches en composés actifs (polyphénols, flavonoides, tanins,
alcaloides, les huiles essentielles...etc) (Chutia et al., 2009; Kamal et al., 2011).

Actuellement, les huiles essentielles des plantes aromatiques possedent un atout considérable
et jouissent d’une popularité grace a la découverte progressive de leurs propriétés
médicinales: antibactériennes, anti inflammatoires, antiseptiques, antivirales, antifongiques,
antioxydantes, anti-tumoral, insecticides, insectifuges...etc, ainsi que leurs utilisations dans

d'autres domaines d'intérét économique tels que la cosmétique, la

parfumerie, 1’aromathérapie et 1’agroalimentaire (Choi et al., 2000; Zenasni, 2014). L’écorce
des Citrus est I’une des parties de la plante riche en métabolites secondaires, tels que les
huiles essentielles qui sont étudiées pour ces composés actifs (coumarines, terpenes et
linalool...etc) (Dhanavade et al., 2011; Kamal et al., 2011).

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressées a 1’étude des huiles essentielles extraites de
I’écorce de I’espece Citrus limon (citron jaune), dans le but de déterminer leur intérét

biologique. Ce travail porte sur :

» Extraction des huiles essentielles a partir de 1’écorce fraiche de fruit de citron.
» Evaluation in vitro de I’activité antioxydante .
» Evaluation in vitro de I’activité anti inflammatoire.
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I. Monographie de la plante étudiée

1 Historique sur les agrumes :

Les agrumes sont originaires du Sud-Est Asiatique (Ollitraultet al., 2000). Ce sont des arbres
de la famille des Rutacées composés de 156 ou de 16 especes, selon que les auteurs ont ou
n’ont pas pris en compte les hybrides (Swingle et Reece, 1967). La diffusion des agrumes a
travers le monde s'est faite tres lentement. Le bigaradier, le citronnier et I'oranger ont été
introduits dans le bassin méditerranéen vers la moitié du Xlle siécle, et le mandarinier au
XIXe siecle. L’introduction des agrumes en Afrique de 1’Est a été faite par les commercants

arabes et hindous vers le X1Ve siecle (Loussert, 1989 ; Spiegel-Roy et Goldschmidt, 1996).

L’expansion dans le sud de I’Europe au XVe siccle est le fait des portugais, qui les ont
exportées d’ Asie. Au moment de la conquéte, 1’orange traverse I’atlantique avec le Bigarade,
la lime et le cédrat. Ces derniers ont été cultivés dans les Antilles, au Mexique et en Amérique
du sud (Loussert, 1989).

1.1 Caracteres généraux de citrus :

Les agrumes appartiennent a la famille des Rutacées et correspondent aux espéces exploitées
chez les genres Citrus (Dongmo et al., 2002).

Le genre Citrus appartient a la sous famille des Aurantiodeae, et compris plusieurs especes:
cédratier, limonier, citronnier, pamplemoussier, oranger doux, oranger amer, bergamotier,

mandarinier, clémentinier...etc (Faucon, 2015).

1.1.1 Structure :

Tous les citrus sont identiques dans la structure sauf quand il s’agit des dimensions et de la
forme et de la couleur: Selon les especes, les fruits madrissent de novembre a mars. Le fruit est
constitué d’une peau qui entoure une pulpe riche en eau (Figure 01). La peau est constituee de
I‘extérieur vers I’intérieur de (kimball, 1999; Polese,2008; Bachés et Baches , 2011 ;
Haineault , 2011) :

= L’épiderme : composé de cires épicuticulaires en forme de plaques. La quantité de
cires dépend de la variété, des conditions climatiques et de la croissance.

= Le Flavédo : caractérisé par sa couleur jaune, verte ou orange. 1l abrite les vésicules
oléiféres qui sont caractérisees par des parois trés fines et fragiles qui renferment

I’huile essentielle.
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= L’Albédo : fait de cellules a structures tubulaires qui forment une véritable toile avec
la plupart du volume tissulaire comprimé dans 1’espace intercellulaire. L’épaisseur de
l'albédo varie selon le type d’agrumes et le type de cultures. Il est trés riche en

flavonoides, responsable de I’amertume du jus.

La pulpe est formée de :

» D’endocarpe : des fruits avec les carpelles dans lesquelles se trouvent les vésicules
contenants le jus, qui, d’un point de vue biosynthétique devrait étre considéré comme
le liquide relaché par le cytoplasme et par les vacuoles des cellules internes des

vésicules (10 a 14 sections).

Pépins

Flavedo
Albedo

Epicarpe

Vésicules
de jus

Cuticule

Endocarpe
A

Cellules
d’huile

Placenta

Figure 01: Caractéristiques morphologiques d’un citrus (Duan et al, 2014).

2 Espéce citrus limon :

Le citronnier, Citrus limon est un arbre qui appartient a la famille des Rutacées et atteint 2,5 a
3 m de haut. Son fruit est jaune et ovoide. Ses feuilles sont oblongues lancéolées de couleur
verte. Ses fleurs ont des pétales blancs, a teinte violacée, axillaires, réunis en petits groupes.
Son fruit est oblong, ovoide, pointu, de 8 a 12 cm de long. Sa couleur verte vire au jaune a la
maturité. Sa pulpe est acide, son écorce (zeste) épaisse contenant une essence a odeur

caractéristique. Les graines qu’il contient ont des cotylédons blancs. (P. Goetz 2014).
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Le citronnier est un arbuste originaire du sud-est asiatique, cultivé sur le littoral de la
Méditerranée et dans toutes les régions du globe a climat semi-tropical (Dubois, 2006 ;
Debuigine et Couplan, 2008).

Cette plante est I’une des agrumes les plus vigoureuses, de croissance rapide, elle produit de
nombreuses branches et fructifie abondamment, et la fructification de I’hiver est plus
importante (de 60 a 70% de production annuelle de 1’arbre) (Dubois, 2006). Les principales
variétés mediterranéennes cultivées de citronnier sont «Verna », «Eureka », «Lisbonne »,

«Monachello », «Interdonato » et «Lunaris » (Blancke, 2001).

Figure 02 : Feuilles, et fruits de citrus limon.

2.1 Classification :

Selon Padrini et Lucheroni (1996), la classification de citron est la suivante :

Régne : Plantae Famille : Rutaceae
Division : Magnoliophyta Genre: Citrus
Classe : Magnoliopsida Espéce : Citrus limon
Ordre : Sapindales
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2.2 Composition chimigue de citron :

Tableau 1 : Constituants chimiques principaux de citron (P. Goetz, 2014).

Matiére Famille de

constituants

Flavanones

Citroflavonoides

Acides organiques
Jus

Hydrates de carbone

Vitamines

Minéraux et matieres

générales

Peau de
] Huile essentielle
citron

Constituants chimiques

de naringine et d’hespéridine (faite d’une

flavanone I’hespérétine et le disaccharide-
rutinose)

ériodictyol 7-rutinoside, citroflavonoides,

caroténoides, nobilétine

d’acide citrique

d’acide malique
de saccharose, de glucose, Iévulose, etc

de vitamine C (acide ascorbique)
de vitamines A et bétacaroténe (provitamine A)
Traces de vitamines B1, B2 et B3 ou P, P

Sodium, calcium ; phosphore; silicium, cuivre,
phosphore : manganése, zinc

Protéines ; lipides ; glucides ; sucres simples

90 % D-limonéne (monoterpene cyclique)
0,4 %, bétapinéne

(11,58 %),gammaterpinene

(9,28 %), sabinéne

(1,83 %), alphapinéne

(1,75 % 3 a 5 %) citronellal, alphaterpinéol,
linalyl-acetate, acétate de géranyl, coumarine

et autres constituants mineurs
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2.3 Usage de citron :

De nombreuses études ont montré que les espéeces du genre Citrus sont riches en principes
actifs tels que les composés phénoliques et les flavonoides, utilisés a des fins thérapeutiques
ou dans les domaines cosmétiques ou alimentaires (HAMA et ASLOUNE, 2017).

e Usage culinaire: le citron pelé ou finement gratté donne sa propre saveur qui est trés
prisée en cuisine et en patisserie, le jus du citron permet de fabriquer des boissons
rafraichissantes.

e utilisée pour traiter les maladies de la peau : 1’acné, soins de visage. (Valnet, 2001).

e Le citron a été utilisé contre I’insomnie, 1’asthme et dissoudre des cristaux rénaux

e Stimulation de I’appétit (zestes) (Karimi et al., 2012).

e Activité antimicrobienne, anti-inflammatoire, anti-oxydante, anticancéreuse

e Abaissement de la pression artérielle, traiter 1’obésité (Ramful et al., 2011).
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1. Huiles essentielles :

1 Définitions :

On appelle huile essentielle, ou parfois essence vegétale (du latin essentia, « nature d'une
chose »), le liquide concentré et hydrophobe des composés aromatiques (odoriféerants) volatils
d'une plante. Il est obtenu par extraction mécanique, entrainement a la vapeur d'eau ou
distillation a sec. (BENNAMA, 2016)

La Pharmacopée européenne définit I huile essentielle comme un «produit odorant,
généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une matiére premiére végétale
botaniquement définie soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation séche soit

par un procede mécanique approprie sans chauffage. (Adeline Gadenne ,2017)

Selon Bernard et al. (1988), le nom d’essences ou huiles essentielles désigne les principes
volatiles généralement odoriférants synthétisés par I’organisme végétal. Ces composés ont la
propriété de se solubiliser dans les huiles et les graisses. Par conséquent, ils ont recu
empiriquement le nom d’huile essentielle. Le terme « huile » souligne le caractére visqueux et
hydrophobe de ces substances et le terme « essentielle » désigne la caractéristique principale

de la plante a travers ses exhalaisons.

Selon I'AFNOR, L'huile essentielle est une substance volatile et odoriférante sécrétée par les
plantes aromatiques. Les poches sécrétrices peuvent étre situées tant au niveau des parties
aériennes (fleurs, feuilles, tiges et rameaux) que des organes souterrains (racines, rhizome).
L’huile essentielle désigne un produit obtenu a partir d'une matiere premicre (dont elle porte

le nom) par simple distillation ou par expression mécanique (AFNOR, 2000).

Le terme d'huile essentielle a été retenu par les spécialistes en pharmacognosie. La quantité
d'huile essentielle contenue dans les plantes est toujours faible, parfois tres faible
(BRUNETON, 1999).

2 Meéthodes utilisées pour ’obtention d’huiles essentielles

A T’heure actuelle, seules 3 méthodes d’obtention d’HE a usage thérapeutique sont autorisées
par la pharmacopée européenne : I’entrainement a la vapeur d’eau. La distillation séche et

I’expression a froid pour les HE des péricarpes des plantes du genre Citrus.
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2.1 Distillation par entrainement a la vapeur d’eau ou hydro-distillation :

Cette technique (figure 03) utilise I’entrainement des substances aromatiques par la vapeur
d’eau. Les plantes sont disposées entiéres ou broyées (lorsqu’il s’agit d’organes durs comme
les racines ou les écorces) dans un appareil de type Clevenger (figure 04) ou dans un alambic
(obtention a I’échelle industrielle). Pour I’obtention a 1’échelle industrielle, un courant de
vapeur d’eau traverse I’alambic et sous 1’effet d’une source de chaleur, 1’eau se transforme en
vapeur qui traverse alors la cuve contenant les plantes aromatiques. La vapeur d’eau ayant
volatilis¢ et entrainé I’HE se condense ensuite dans le serpentin du réfrigérant et retourne
donc a I’état liquide pour se séparer dans 1’essencier ou vase florentin. L’HE étant
hydrophobe et souvent moins dense que 1’eau, surnage dans la majorité des cas a sa surface et
est recueillie apres décantation. Il est impératif que la distillation soit complete pour que tous
les constituants aromatiques de I’HE soient récupérés. Par conséquent, les durées de
distillation sont généralement longues. Elles varient en fonction des organes distillés de 1 a 24
heures. (BAUDOUX D et al. 2012)

thermometre
chauffe-
ballon ~— réfrigérant
N \
N S
O
7ol TN
—_= | ]
+ eau ! . ) /ri d
. y / a
+ plerre = - \ / ~Te———— | U -
ponce e huile .
—1 essentielle+
J eauy

Schéma d'un dispositif dentrainement 4 la vapeuwr.

Figure 03 : Distillation par entrainement a la vapeur d’eau.
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Figure 04: Appareil de type Clevenger, répondant aux exigences et aux normes de la

pharmacopée européenne. (DUMAS, 2015)

2.2 Distillation seche :

Lors d’une distillation seche, la plante n’est pas en contact direct avec 1’eau. La masse
végétale est disposée sur une plaque perforée et de la vapeur d’eau y est injectée au travers. Il
est possible de travailler en surpression modérée (de 1 a 3 bars) afin de gagner en temps et en
énergie mais la qualité de I’HE peut en souffir. Cette méthode est utilisée pour les écorces,
bois et racines. (BARLIER L ,2013)

2.3 Expression a froid :

C’est le procédé le plus ancien et le plus simple pour obtenir une HE. Cependant, il reste
limité car il ne s’applique qu’aux agrumes dont le péricarpe des fruits possede des poches
sécrétrices d’essences. Cette technique, née en Sicile et en Calabre, est uniquement mécanique
et consiste a broyer, a I’aide de presses, les zestes frais afin de détruire les poches sécrétrices

d’essences et donc de libérer I’essence qu’elles contiennent. L’expression a froid permet de
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limiter I’oxydation en conservant les antioxydants 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 D, 2012 ; BAUDOUX D et
al., 2012).

3 Caractérisations des huiles essentielles :

L’importance des huiles essentielles dans divers domaines (pharmacie, cosmétique,

parfumerie...) nous améne a vérifier leur qualité. La caractérisation d’une huile consiste a :
* Vérifier ses caractéristiques organoleptiques (Aspect, couleur, odeur).
» Déterminer ses indices physico-chimiques (densité, indice de réfraction, et indice d’acide).

* Obtenir son profil chromatographique et une quantification relative des différents

constituants.

3.1 Caractéristiques organoleptiqgues

Chaque extrait est caractérisé par ces propriétés organoleptiques telles que 1’odeur, 1’aspect et

la couleur.

a) L’odeur :

L’odorat est un sens chimique tres sensible et 1’habilité des parfumeurs a classer et
caractériser des substances chimiques parviennent a doser les produits naturels et leur

perception peut aller jusqu’au dix millioniémes de grammes par litre d’air.

b) La couleur :

La coloration d’une huile essentielle dépend des produits qui la constituent. Certains solvants
ont le pouvoir d’extraire beaucoup de pigments, ce qui intensifie la couleur d’une huile

donnée.

¢) L’aspect :

L’aspect d’un extrait dépend des produits qui la constituent, qui peuvent nous apparaitre sous

forme solide, liquide ou bien solide- liquide.
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3.2 Propriétés physico-chimiques :

Les caracteristiques organoleptiques (aspect, couleur, odeur) étaient autre fois les seules
indications permettant d’évaluer la qualité¢ d’une huile essentielle, mais comme ces propriétés
ne donnent que des informations trés limitées sur ces essences, il est nécessaire de faire appel
a d’autres techniques de caractérisation plus précises. La qualité d’une huile essentielle et sa

valeur sont définies par des normes admises et portant sur les indices physicochimiques.

a) Densité :

La densité ou la masse volumique est une grandeur physique qui caractérise la masse d'un
matériau par unité de volume, donc c’est le rapport du poids d’un certain volume d’un corps

et le poids du méme volume d’un corps de référence (eau).

b) Indice de réfraction :

L’indice de réfraction d’une huile essentielle est le rapport entre le sinus de I’angle
d’incidence et le sinus de 1’angle de réfraction d’un rayon lumineux de longueur d’onde
déterminée, passant de I’air dans I’huile essentielle maintenue a une température constante

(Mohamdi Z, 2005).

L'indice de réfraction n'a pas d'unité car c'est le rapport de deux vitesses. Plus la lumiere est
ralentie, plus la matiere a un indice de réfraction élevé. L’indice de réfraction des huiles
essentielles est généralement élevé. Il est supérieur a ceux de 1’eau a 20°C = 1.3356, et de
I’huile d’olive a 20°C= 1.4684. Ceci montre leur richesse en composants qui devient la

lumiere polarisée.

¢) Indice d’acide :

C’est le nombre de milligrammes de KOH nécessaire pour la neutralisation des acides libres
contenus dans 1g d’huile essentielle. La teneur en acides libres des corps gras augmente avec
le temps, l'indice d'acide permet donc de juger de leur état de détérioration. (Mohamdi Z,
2005).
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4 Composition chimique des huiles essentielles :

4.1 Huiles essentielles des agrumes :

Les huiles essentielles constituées principalement des métabolites secondaires lipophiles
volatils tels que les hydrocarbures (terpenes et sesquiterpenes) et les composés oxygénés
(alcools, aldéhydes, cétones, phénols, éthers, esters, lactones et éthers phénoliques).lls sont
des mélanges de structure extrémement complexe, pouvant contenir plus de 300 composés
différents. Les composants principaux peuvent constituer jusqu'a 80 % de 1’huile, tandis que
d’autres composants sont présentés seulement comme trace (Bousbia, 2011; Sharopov et al.,
2015).

De nombreux facteurs influents sur la composition des huiles essentielles, les facteurs
Environnementaux en particulier (propriétés du sol, approvisionnement en eau, lumiere du
soleil, température) ont un effet important sur la qualité et la quantité de la composition
d'huile. Les fruits d’agrumes ont des ardmes distinctifs car ils libérent de petites quantités de
composes volatils dans I’atmospheére. La quantité des substances libérées augmente avec la
maturité des fruits et 1’élévation de la température de stockage. L’émission des substances
volatiles augmente aussi considérablement si la peau est blessée ou coupée et les sacs a huiles
rompus (Bousbia, 2011; Sharopov et al., 2015).

e Les terpenes : ce sont des molécules les plus répandues dans les huiles essentielles.

1. Les monoterpénes (C10) : sont les composés majeurs des huiles essentielles avec des
teneurs comprises entre 89,8 % et 99,08%. Le limonéne est en général le compose le
plus abondant, et d’autre composants monoterpénique comme o- pinéne, a-thujéne, -
pinéne, a-terpinéne, B-terpinene, p-cymeéne...etc (Dongmo et al., 2002; Faucon,
2015).

2. Les sesquiterpénes (C15): ce sont des terpénes en C15 présents en faible quantité
dans les plantes, sauf dans le bois des arbres.

3. Les diterpénes (C20) : molécules assez rares dans les huiles essentielles, et présentes
en faible quantites (cypres, thuya, méléze).

4. Les triterpénes (C30): leur présence est aléatoire dans les huiles essentielles. Car,
plus la molécule contient un nombre important de carbones, plus elle est « lourde > et
donc plus il est difficile de I’extraire par distillation a la vapeur d’eau. Les triterpénes

font souvent partie des structures epicuticulaires des plantes aromatiques.
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e Phénols et terpénols (Monoterpénols(C10) Sesquiterpénols(C15) et Diterpénols):
molécules possédant une fonction alcool.

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

e Lactones : esters intramoléculaire non aromatiques trés actifs, non toxiques, a 1’etat de
traces dans les huiles essentielles.

e Coumarines : ce sont des esters intramoléculaires aromatiques, tres souvent présentés
dans les essences, en particulier les essences de Citrus. Toujours en faible concentration
dans les huiles essentielles.

e Phtalides : famille chimique apparentée aux coumarines, d’odeur puissante et
caractéristique.

e Composés azotés : ce sont des composés peu courants au sein des huiles essentielles.

e Les composes soufrés : ces composés se rencontrent souvent a 1’etat de traces dans les
huiles essentielles.

e Les acides, les esters, cétones, oxydes terpéniques, éthers (Faucon, 2015).

4.2 Huiles essentielle de citron :

La norme ISO : NF T 75-335 (1995) In Robert et Lobstein (2005) a donné la composition
de I’huile essentielle extraite par expression de 1’écorce du Citrus limon avec un rendement de
1,241,5%.

Les principaux constituants sont :

— le limonene (65 a 70%),

— lecitral (1 a 5%),

— le B-pinéne (4 a 9%),

— le y-terpinene (9 a 12%),

— lelinalol (1,5%),

— le cinéole, d’acétate de géranyle, le nonanal, le citronellal, 1’a-terpinéol, le camphéne

et I’a bisaboléne .
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5 Toxicité des huiles essentielles :

Les études scientifiqgues montrent que les huiles essentielles peuvent présenter une certaine
toxicité. Il faut cependant remarquer que celle-ci varie selon la voie d'exposition et la dose
prise (Degryse et al., 2008).

Les huiles essentielles semblent n'étre toxiques par ingestion que si celle-ci est faite en de
grandes quantités et en dehors du cadre classique d'utilisation. Les huiles ne seront toxiques
par contact que si des concentrations importantes sont appliquées (Degryse et al., 2008).

Selon Englebin (2011), les huiles essentielles sont des substances trés puissantes et trés
actives, c'est la puissance concentrée du plant aromatique, il ne faut donc jamais exagérer les
doses, quel que soit la voie d'absorption, car toute substance est potentiellement toxique a
dose élevée ou répétee. Paracelse a dit: "rien n'est poison, tout est poison, tout dépend de la

dose "Il faut également savoir qu'une période trop prolongée provoque I'inversion des effets et

fou I'apparition d'effets secondaires indésirables.

Les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisés sans risque. Certaines
d’entre elles sont dangereuses lorsqu’elles sont appliquées sur la peau, en raison de leur
pouvoir irritant (les huiles riches en thymol ou en carvacrol), allergene (huiles riches en
cinnamaldéhyde) ou photo-toxique (huiles de citrus contenant des furacoumarines), d’autres
ont un effet neurotoxique (les cétones comme 1’a-thujone). La toxicité des huiles essentielles
est assez mal connue. La plupart du temps, sous le terme de toxicité sont décrites des données
expérimentales accumulées en vue d’évaluer le risque que représente leur emploi (Guba,
2001).

15




Synthese bibliographique

111 Stress oxydatif et antioxydant :

1 Stress oxydatif :

Le stress oxydatif est un déséquilibre entre la quantité excessive de radicaux libres et des
antioxydants. Les radicaux libres sont des molécules contenant du dioxygene et sont 1’origine
du processus naturel de 1’oxydation des cellules. En trop grande quantité dans le corps, elles
peuvent étre nocives pour 1’organisme et s’attaquer aux tissus graisseux, aux protéines, a
I’ADN et tous les composants de I’organisme. Lors d’un déséquilibre antioxydants/radicaux
libres, le systeme immunitaire du corps est affaibli et donc les mécanismes de défense du

corps sont lésés (Favier, 2003).

1.10rigine du stress oxydant :

Dans les circonstances quotidiennes normales, les radicaux libres sont produits par divers
mécanismes physiologiques, car ils sont utiles pour 1’organisme a des doses raisonnables.
Cette production physiologique est parfaitement maitrisée par le systeme de défense, la
balance antioxydant/pro-oxydante est en équilibre. Si tel n’est pas le cas, que ce soit par

déficit en antioxydant ou par suite d’une production énorme de radicaux (Favier, 2003).

1.2 Les radicaux libres :

Par définition, un radical libre est défini comme toute molécule ou atome possédant un ou
plusieurs électrons non appariés, capables d’exister sous forme indépendante, contenant au
moins un électron libre sur sa couche externe (ou contenant deux électrons de méme spin dans
une case quantique). Cela qui augmente considérablement sa réactivité par nécessité de se
combiner avec un autre électron pour atteindre la stabilité selon un phénomeéne d’oxydation
(Finaud et al., 2006 ; Mac Laren, 2007). Sa durée de vie est tres courte (quelques
millisecondes voir quelques nanosecondes) et il est symbolisé par un point qui indique ou
I’électron libre se situe (exemple : "OH) (Mac Laren, 2007 ; Sayre et al., 2008 ; Goto et al.,
2008).

1.3 Les maladies liées au stress oxydant :

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec l'age, car le
vieillissement diminue les défenses anti-oxydantes et augmente la production mitochondriale
de radicaux. En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et en sur-exprimant

certains genes, le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies :
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cancer, cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu,

cedéme pulmonaire, vieillissement accéléré.

Le stress oxydant est aussi un des facteurs potentialisant I'apparition de maladies
plurifactorielles tel que le diabéte, la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies
cardiovasculaires (Favier, 2003).

2 Antioxydant :

Un antioxydant est une substance qui a faible concentration, prévient ou retarde
significativement I'oxydation d'un substrat (Halliwell, 1990). Un nouveau concept beaucoup
plus genéral a défini un antioxydant comme "une substance qui retarde, empéche ou élimine
les dommages oxydatifs a une molécule cible” (Gutteridge et Mitchell, 1999; Medina-
Navarro et al., 2010). Un antioxydant idéal devrait étre aisément absorbé, susceptible
d'éliminer les radicaux libres et chélater les métaux redox a des niveaux physiologiquement

appropries (Rahman, 2007).

Afin de maintenir I'noméostasie redox de la cellule, il existe de nombreux systémes de

défense antioxydante endogenes ou exogenes, enzymatiques ou non (Rezaie et al., 2007) .

Les antioxydants les plus connus sont le B-caroténe (provitamine A), I'acide ascorbique et le

tocophérol (vitamine E) (Favier, 2006).

2.1Activité antioxydant des huiles essentielles :

Le pouvoir antioxydant des huiles essentielles est développé comme substitut dans la
conservation alimentaire. Ce sont surtout les phénols qui sont responsables de cette activité
(Zhiri et Baudoux, 2005).

Les propriétés antioxydants des huiles essentielles de citrus sont depuis peu massivement
étudiées. En effet, elles se sont avérées étre de trés bon antioxydants, donc peuvent étre
utilisées dans le traitement de pathologies liées au stress oxydatif telles que I'Alzheimer,
I'artériosclérose et le cancer ainsi que dans les pathologies dégénératives associé au
vieillissement. Une facon de prévenir ce stress oxydatif qui endommage et détruit les cellules
est de remplacer dans I'alimentation les apports supplémentaire en antioxydants classiques

(vitamine C, a-tocophérol, BHT, etc.) par les huiles essentielles (Pincemail et al.,2002).
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IV Inflammations et activité antiinflammatoire :

1 Généralité sur ’inflammation :

L’inflammation est une réaction de défense naturelle déclenchée lorsque le corps est menacé
par des agents pathogenes, des cellules endommagées ou des irritants. Cette réponse est
essentielle pour I'étre humain afin de combattre les différentes infections, pour favoriser la
cicatrisation et le rétablissement de la fonction normale du tissu endommagé. Elle est
caractérisée par 4 signes : une rougeur, un gonflement avec chaleur et douleur (Russo-Marie
et al., 1998).

Quel que soit le facteur inducteur, la réponse inflammatoire sera la méme mais avec des
intensités et des durées variables. La réponse inflammatoire peut étre éphémeére ; se manifeste
immédiatement apres 1’invasion de 1’agent pathogene et dure jusqu’a 48 h environ. Dans ce
cas elle est appelée inflammation aigué. Toutefois, elle peut persister des années d’ou on

I’appelle I’inflammation chronique.

1.1 I’inflammation aigué :

Elle est décrite selon quatre étapes : la reconnaissance des signaux de danger, le recrutement
de cellules sur le site d’infection, 1’élimination du pathogéne et la résolution de
I’inflammation conduisant a un retour a I’homéostasie et a la cicatrisation du tissu 1ésé

(Barton, 2008).
L’inflammation aigue peut étre divisée en trois grandes phases ;

Une phase vasculaire immédiate (de 1’ordre de minutes) caractérisée par des modifications

de la microcirculation locale.

Une phase cellulaire consecutive caractérisée par la mobilisation de nombreuses cellules

immunitaires qui permettra 1’élimination des microorganismes pathogenes et des tissus lIésés.

Une phase de résolution et de cicatrisation qui en quelques jours conduira a la restauration
des tissus (Weill et al., 2003).
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1.2 I’inflammation chronique :

L’inflammation chronique se développe dans les conditions ou persiste une agression ou dans
les tissus soumis & des réactions auto-immunes, ou I’antigéne ne peut étre éliminé. Elle est
caractérisée par une durée étalée sur des mois ou des années (Rankin, 2004), et étre a

I’origine de nombreuses pathologies, telles que 1’arthrite rhumatoide, et la gotite (Das, 2011).

2 Anti-inflammatoires naturels :

Des études menées in vitro et in vivo ont démontré 1’effet anti-inflammatoire et antioxydant
d’un grand nombre de plantes utilisées en médecine traditionnelle ainsi que le mécanisme
d’action de plusieurs substances naturelles extraites de ces plantes. Ces substances actives
peuvent agir a plusieurs niveaux de la réaction inflammatoire en inhibant par exemple
I’activation des cellules inflammatoires, la synthése des cytokines pro-inflammatoires
(Duwiejua et Zeitlin, 1993).

Les plantes médicinales utilisées dans la médecine traditionnelle pour traiter les cas
d’inflammations semblent étre une alternative fiable et logique a la recherche d’agents
antiinflammatoires sar et efficace. Il est bien connu que la dénaturation des protéines
tissulaires conduit a des maladies inflammatoires et des arthrites. Les produits naturels qui
peuvent empécher la dénaturation des protéines seront donc utiles pour le développement de

la thérapie anti-inflammatoire (Alhakmani et al., 2010).

2.1 Mode d’action des huiles essentielles anti-inflammatoire :

Les HEs sont utilisées en milieu clinique pour soigner des maladies inflammatoires telles que
les rhumatismes, les allergies ou I'arthrite (Maruyama et al., 2005). Les composés actifs
agissent en empéchant la libération d'histamine ou en réduisant la production de médiateurs de
I'inflammation. Un autre exemple, I'huile essentielle de géranium (Maruyama et al., 2005)
ainsi que le linalol et son acétate ont montré une activité antiinflammatoire sur des oedémes
de pattes de souris induit par le carraghénane. Les huiles essentielles représentent donc une

nouvelle option dans le traitement des maladies inflammatoires (Piochon, 2008).
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| Matériels et produits utilisé :

1 Matériel non biologiques :

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

Annexe 1.

2 Matériel biologique :

2.1 Matériel végétal :

Le présent travail est focalisé sur la partie écorce (zeste) du Citrus limon, connue par sa
richesse en huiles essentielles par rapport aux autres parties du fruit (Robert et Lobstein,
2005).

Les fruits du citron ont été récoltés le mois de février 2020 Issu d'un verger situe pres de
I’universit¢ SAAD DAHLEB dans la ville D’Oulad Aiche de Blida (Figure 05).
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Figure 05 : Site de collecte de citron, région d’Ouled-Yaich, Blida.
Les fruits ont été soigneusement lavés pour les débarrasser de la poussiére, puis épluchés a

I’aide d’un couteau en évitant d’inclure 1’albédo, la matiére blanche (les écorces sont coupées

en petits morceaux).
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1. Extraction des huiles essentielles de Citron

1-Hydrodistillation :

1.1. Le principe :

L’hydrodistillation (HD) est la méthode la plus couramment employée pour 1’extraction des
huiles essentielles. Dans son principe, elle consiste a immerger la matiere végetale dans un
bain d’eau, I’ensemble est ensuite porté a I’¢bullition, a pression atmosphérique. Sous I’action
de la chaleur, les molécules odorantes contenues dans les glandes sécrétrices des végétaux
sont libérées et entrainés par la vapeur d’cau qui est ensuite condensée. Bien que la plupart
des constituants aient des températures d’ébullition supérieures a 100°C, ils sont entrainés
mécaniquement avec la vapeur d’eau. Le refroidissement par condensation conduit a la
séparation du mélange eau-huile essentielle par décantation. Puis les deux phases, la phase
aqueuse (hydrolat) et la phase organique surnageant (huile essentielle) sont séparées par leurs
différences de densité (Venturini, 2012; Herzi, 2013).

1.2 Méthodologie:

On a utilisé la technique d’hydrodistillation pour extraire 1’huile essentielle de Citron, le
montage est réalisé au laboratoire des plantes aromatique (Figure 06), selon le mode

d’extraction suivant:

e 2009 de matiére végétale (les zestes frais de citron) ont été introduits dans un ballon
contenant de 1’eau. L’ensemble est porté a I’ébullition pendant 2 heures.

e Le distillat ainsi recueilli est introduit dans une ampoule a décanter afin de séparer 1’eau
d’huile essentielle qui la surnage (Figure 06).

e Les huiles essentielles sont conservees dans des flacons de verre ambré a une température
de 4°C.
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Figure 06: Montage d’hydrodistillation.

2 Calcul du rendement en huile essentielle

Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en huiles essentielles (R%), est défini comme
étant le rapport entre la masse des huiles essentielles obtenues apres extraction (M) et la

masse de la matiére végétale utilisée (M). Il est donné par la formule suivante :

[R%=(M'/M)x100 }

Ou R% est le rendement des huiles essentielles en pourcentage.
M" est la masse des huiles essentielles obtenues en g.

M est la masse de zeste du citron en g.

I11. Analyses physico-chimigques des huiles essentielles de Citron

1 Etude analvtique de I’huile essentielle :

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

notées en concertation avec les ingénieurs de laboratoire.
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2 Les propriétés physico-chimiques :

Les HEs obtenues par les techniques d’extraction mentionnées précédemment doivent étre
contrdlées et analysées par des méthodes physico-chimiques en mesurant quelques

parametres:

2.1 Mesure de pH :

Il permet de mesurer la concentration d'une solution aqueuse en protons (H+) et le degré

d'acidité ou de basicité d'une solution.

e Cette mesure a éeté effectuée a I’aide d’un pH-métre.

2.2 Mesure de la densité :

La densité d’une huile essentielle est le rapport de la masse d’un certain volume d’huile a la

Masse d’un égal volume d’eau distillée, la densité est donnée par la formule suivante :

_m2-mo0
ml-mo0

Ou;
mO : La masse de flacon vide.
m1 : la masse de flacon remplie d'eau distillée.

m2 : La masse de flacon remplie d'HE. (BOUKHATEM, 2010 ; KHOLKHAL, 2014 ;
QUIS, 2015)

2.3 Indice de réfraction (IR) :

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

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

» Mode opératoire et calcul :

L’indice de réfraction a été déterminé par la lecture directe de I’angle de réfraction a I’aide du

réfractomeétre, en employant la lumiére diffus.
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- Régler le réfractomeétre en mesurant I’IR de 1’eau distillée qui doit étre de 1.333 a une
température de 20°C. Aprés ouverture du prisme secondaire, nous déposons 2 gouttes d’HE
sur la partie centrale du prisme principal. Enfin, nous fermons délicatement le prisme
secondaire. (KAIBI et TIMIZAR, 2016)

2.4 Détermination de I’indice d’acide (IA) :

L’indice d’acide est défini comme étant le nombre qui exprime en mg la quantité d’hydroxyde
de potassium (KOH) nécessaire a la neutralisation des acides libres contenus dans 1 g d’HE.
Les acides libres sont neutralisés par une solution éthanoique titree de KOH. (AFNOR,
2000).

» Mode opératoire :

Dissoudre 1g de la substance a examiner ou la quantité prescrite en mg dans 50ml d’un
mélange a volume égaux d’alcool et d’éther, le solvant doit étre neutralisé, au préalable par
I’hydroxyde de potassium 0.1M et 5 gouttes au maximum d’indicateur coloré
(phénophtaléine). La titration du liquide se fait avec la solution d’hydroxyde de potassium

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

Il est calculé par la formule suivant :

_Vx5.61
M

1A

IA : Indice d’acide.
V: Le volume en ml de la solution de KOH utilisé pour le titrage.

M : La masse en gramme de la prise d’essai (KAIBI et TIMIZAR, 2016)
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V. Activité antioxydant des huiles essentielles de Citron

1 La méthode de DPPH :

1.1 Principe :

Le test DPPH est largement utilisé pour étudier 1’activité de balayage des composés de
produits naturels. Le DPPH a un électron impair qui forme la couleur violette, conduisant a

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

Les huiles essentielles ont la capacité d’inhiber le radical libre 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle
(DPPH) par la donation d'atomes d'hydrogene ou d'électrons (Choi et al, 2000).

Lorsque le DPPH réagit avec un antioxydant, perd sa couleur violette et devient de couleur
jaune (Lakshmi et al, 2014).

La réduction du radical par un donneur d’atome H (ROH) conduit a la 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazine jaune (DPPH-H) et au radical (A¢) (Figure 07).

Q NO, Q NO,
ST @ — D @
NO, Xo,

DPPH DPPH-H

| Rose,St7am Jaune

% i 5 7
L& - H ' represents antioxidant

Figure 07 : Mécanisme reactionnel du test DPPH entre 1‘espéce radicalaire DPPHe et un
antioxydante (RH) (GOUDJIL., 2016).
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1.2 Mode opératoire :

L’activité du balayage du radical DPPH a ét¢ mesurée selon le protocole décrit par Lopes-

Lutz et al. (2008),

e 100 pl de chacune des solutions méthanoiques des HE testées a différentes
concentrations sont mélangées avec 1300 ul d’une solution méthanoique de DPPH
(0,004%).

e Apres une période d’incubation de 30 minutes a la température de laboratoire,

e L’absorbance est lue a 517nm.

¢ L'inhibition du radical libre DPPH par I’acide ascorbique a été également analysée

pour comparaison.

1.3 Expression des résultats:

» Calcul des pourcentages d’inhibitions :

Le pourcentage d’inhibition PI est calculé selon la formule suivante :
Pl (%) =100 x [(Ac - AE) / Ac]
Avec :
A C : absorbance du controle négatif.
A E : absorbance de I’extrait.
NB: le contrdle négatif contient le méthanol a la place d’huile essentielle.

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

(concentration d’huiles essentielle nécessaire pour réduire 50% de radical DPPH).
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V. Activité anti-inflammatoire des huiles essentielles de Citron :

1 Evaluation de la protection contre I’hémolyse (stabilisation

membranaire) :

1.1 Le principe :

L’action anti hémolytique in vitro d’huile essentielle a été évaluée par I’utilisation de
modele érythrocytaire, ce dernier est facile a isoler du sang et sa membrane a similitudes avec

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

Si les globules rouges (RBC) sont exposés a des substances nuisibles telles que le milieu
hypotonique alors la rupture de sa membrane se produira, provoquant la libération de
I'hémoglobine et d'autres composants internes dans le fluide environnant. Etant donné que les
membranes des globules rouges humains (HRBC) sont similaires aux composants de la
membrane lysosomale. L'effet hémolytique de la solution hypotonique est lié a une
accumulation excessive de liquide dans la cellule (Habibur Rahman et al., 2015; Labu et
al., 2015).

I1 existe une relation entre I’hémolyse et I’inflammation, car pendant l'inflammation, il y a une
lyse de la membrane lysosomale qui libére leurs composants enzymatique produisant une
variété des troubles (Labu et al., 2015).

L'hémolyse est détectée visuellement en montrant une teinte rose a rouge dans le sérum ou le
plasma. Dans cette étude, la stabilisation de la membrane HRBC est effectuée par 1’inhibition
de I’hypotonicité (Habibur Rahman et al., 2015; Shobana et Vidhya, 2016). La lecture de
la densité optique de surnageant récupéreé est réalisée par un spectrophotometre visible.

1.2 Le protocole expérimental

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

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

» Préparation de la suspension des érythrocytes

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

pendant 15 jours avant le prélevement.

L’obtention des érythrocytes est comme suit:
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— Centrifugation de sang pendant 10 min a 3000 rpm.

— Lavage des érythrocytes trois fois avec une solution iso-saline [(154 mM NaCl) dans un
tampon phosphate a 10 mM (pH=7,4)].

— Reconstitution des globules rouges sous forme d’une suspension a 10% dans la solution

iso-saline.

> Protocole de stabilisation membranaire (Labu et al., 2015)

— Verser 0,5 ml globules rouges.

— Ajouter 5 ml de solution hypotonique.

— 0,5 ml d’huile essentielle ou standard.

— Centrifugation a 3000 rpm pendant 10 min.
— Incubation a 37c° pendant 10 min.

— Lecture a 540 nm.

1.3 Expression des résultats

L’inhibition de I’hémolyse est obtenue en pourcentage par la formule suivante : (Labu et
al., 2015).

o AbsC—AbsT
Pourcentage d’inhibition % = Abs C X 100

Abs T: absorbance de test (huile essentielle ou standard).

Abs C: absorbance de contréle.

1.4 Analyse :

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

type. Les valeurs d’IC50 sont mesurées par régression linéaire.
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Résultats et discussion

I Extraction des huiles essentielles de I’écorce de Citrus limon :

1 Détermination du rendement d’extraction :

Le rendement d’extraction en huile essenticlle de la plante étudiée exprimés en pourcentage

poids par rapport a I'écorce des fruits, est indiqué dans le tableau 02 :

Tableau 02: Rendement en huile essentielle de Citrus limon.
Méthode d’extraction Hydrodistillation

Rendement % 0.41 +0.0275

Les résultats représentés dans le tableau0 2 montrent que le rendement de HE de C.Limon

(0.41%) (Le détail de calcule des rendements est mentionné dans I’annexe 2).

Ce résultat est comparé a d’autres études (HAMDANI, 2018) qui ont été prelevés les
échantillons de C.limon dans 10 stations de la wilaya de Tlemcen. Les huiles essentielles ont

été obtenues avec des rendements varient selon la provenance, allant entre 0,18 a 0,82 %

D’autre part, les résultats de ce travail se rapprochent des résultats de d’autres travaux comme
ceux de BOUBERKA et BOUCHETA, (2018) de wilaya de Bejaia qui notent un rendement
de 0.40 % par hydrodistillation.

Cette différence de rendement est peut étre due a un ensemble de parametres comme l'origine
géographique, la méthode d'extraction, la période d’extraction, la maturité de fruit mais

¢galement aux conditions d’expérimentation (Djenane, 2015).
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2 Caracteres organoleptiques :

Les HEs des espéces de Citrus limon présentent un aspect liquide, limpide et de couleur

jaune, elles sont caractérisées par une odeur tres forte (caractéristique du fruit d’agrumes).

Ces résultats sont comparés a une étude de (OUALI et SADOUNI, 2017) wilaya de Bejaia

qui a trouvé les mémes propriétés organoleptiques d’huile essentielle de Citrus limon.

Figure 08 : huile essentielle de citron.

1. Les indices physico-chimiques :

Le tableau 03 regroupe les résultats physico-chimiques d’huile essentielle de C.limon de deux
wilayas en Algérie, wilaya de Blida selon les résultats de KAIBI F et TIMIZAR A, 2016 et

wilaya d’Ouargla selon MEFLAH et LADJEL 2017.

Tableau 03 : les indices physico chimique de deux HEs.

HE de Blida HE d’Ouargla AFNOR- NF T75006
pH - 5.00 Acide faible
Densité 0.849 0.91000 <0.921
refem e iEmEtan 1.475 1.47803 1.470 -1.478
1.20 5.32 0.84-3.74

Indice d’acide
Les propriétés physico-chimiques tels que : la densité relative, ’indice de réfraction, 1’indice

d’acide, constituent un moyen de vérification et de contréle de I’huile essentielle (Afssaps,
2008).
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A partir les résultat de tableau nous remarquant que 1’indice d’acide de HE de Blida et
inferieur (1.20) est une preuve de bonne conservation de I’huile par rapport I’indice d’acidité
d’Ouargla (5.32) est supérieure a I’énorme de AFNOR qui prouve aussi une mauvaise
conservation de 1’huile, une huile fraiche ne contient que trés peu d’acide libre, C’est pendant
la période de stockage que I’huile peut subir des dégradation telle I’hydrolyse des esters

(Kaloustian et al., 2013).

Dans I’intervalle 1.470 a 1.478 I’indice de réfraction varies essentiellement avec la teneur en
monoterpenes et les dérivés oxygénés une forte teneur en monoterpenes donnera un indice
élevé (Koba et al., 2003, Kaloustian et al., 2013). Ce qui le cas de HE de citrus limon de
wilaya de Blida par rapport a celle de Ouargla (1.475,1.478, respectivement). Plusieurs
investigations Moufida et Merzouk (2003) ; Belleti et al., (2004) ; Rehman et al., (2004)
ont démontré que, généralement les HEs de Citrus sont constituées principalement de
composés monoterpénique (97%). Alors que les autres composés comme les alcools, les

aldéhydes et les esters ne sont représentés qu’avec des teneurs faibles allant de 1.8 & 2.2 %.

La détermination de la densité relative peut étre considérée comme un critere de pureté qui
indique la présence de corps étrangers (Kaloustian et al., 2013), la densité des huiles
essentielles est inférieure a celle de 1’eau et selon 1’ Association Frangaise de Normalisation,
les HEs appartenant aux especes Citrus doivent avoir une densité maximale de 0.921
(AFNOR- NF T75006), ce qui le cas pour les huile essentielles de Blida et Ouargla (0.849,
0.910 respectivement).

L huile essentielle de Ouargla pesante un acide faible avec un Ph =5.

La majorité des paramétres physico-chimiques d’huile essentielle de Blida et Ouargla sont en

accord avec I’ Association Frangaise de Normalisation (AFNOR).
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II1. Evaluation de Pactivité antioxydante d’huile essentielle de C.limon :

1 Activité anti radicalaire par DPPH :

L’évaluation de I’activité antioxydant des huiles essentielle de c.limon de deux wilaya en
I’ Algérie, wilaya de Bejaia et wilaya de Tlemcen été faite en comparaison avec celle de
I’acide ascorbique. En utilisant la méthode de DPPH.

Selon les résultats de travail de OUALI, SADOUNI 2017 sur C.limon de Bejaia et
HAMDANI, 2018 de Tlemcen ont permis de tracer deux tableaux 4,5 a partir de ces tableaux
nous pouvons déterminer les pourcentages d’inhibition en fonction des concentrations

utilisées ainsi la valeur d’IC50. Les résultats sont représentés selon des courbes (Annexe
3.4.5.6).

Tableau 04: Evaluation de ’activité anti radicalaire d’huile essentielle de Citrus limon de
Bejaia et I’acide ascorbique et les valeurs d’IC50.

concertation %o d'inhibition 1c50 mg/ml
control - 0
12,5ug/ml 11,898 + 0,002
0.06
A. ascorbique 25ug/ml 28,860 + 0,006
100pug/ml 78,354 + 0,002
3,75mg/ml 14,81 + 0,018
HE 7,5mg/ml 22,151+ 0,013
24.30
C.limon 15mg/ml 34,43 + 0,010
30mg/mi 60,506 + 0,008
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Tableau 05: Evaluation de ’activité anti radicalaire d’huile essentielle de Citrus limon de
Tlemcen et I’acide ascorbique et les valeurs d’IC50.

Concertation

% Inhibition 1c50 mg/ml
mg/mi
0,005 4,88
_ 0,02 14,98
Acide
_ 0,05 19,86 0.13
ascorbique
0,1 39,37
0,2 74,91
0 0
50 24,14
HE
_ 100 32,18 183.06
C.limon
150 40,46
200 53,79

Le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec 1’augmentation de la

concentration soit pour I’acide ascorbique ou pour les HE de Citrus limon.

L’évaluation de I’activité antioxydante d’huile essentielle de I’écorce de Citrus limon de
Bejaia et Tlemcen ont montré que cette activité est moins importante avec une valeur
d’IC50=24,30mg/ml,183.06ml/ml respectivement par rapport au standard A.ascoribique

utilisé qui donne une valeur d’IC50 de 0,06 mg/ml,0.13ml/ml respectivement.

Selon laib(2011), 1a IC50 est inversement lié a la capacité antioxydant d’un composé, car elle
exprime la quantité d’antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de
50%.Plus la valeur de IC50 est basse, plus I’activité antioxydant d’un composé est grande.
Ceci nous permet de constater que pour les huiles essentielles de la plus faible valeur d’IC50
est celle de la région de Bejaia avec une valeur de I’ordre 24.30 mg /ml, ce qui signifie que
leur pouvoir antioxydant est plus grand que celui de la région Tlemcen, leur valeur enregistrée
est 183.06 mg/ml. Toutefois, cette valeur reste élevée par rapport a celle de 1’acide ascorbique
qui est de (0.06ml/ml,0.13ml/ml respectivement). Il semble donc que ce dernier soit

I’antioxydant le plus efficace.
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IV. Evaluation de Pactivité anti inflammatoire d’huile essentielle de Citrus

limon :

1 Evaluation de la protection contre I’hémolyse (stabilisation

membranaire) :

L’activité anti hémolytique d’huile essentielle de C.limon est évaluée en provoquant
I’hémolyse par une solution hypotonique qui induit la désorganisation de la membrane et la
libération de I’hémoglobine donnant au surnageant une 1égére coloration rouge en fonction de

la proportion d’hémolyse.

Les résultats obtenus par OUALI et SADOUNI ,2017 qui ont travaillé sur le C.Limon de

wilaya de Bejaia présentés dans le tableau 06 :

Les résultats sont représentés selon des courbes (Annexe 7,8).

Tableau 06: L’activité anti hémolytique d’huile essentielle de 1’écorce de C.limon et de
Diclofenac de sodium.

[c] %d'inhibition IC50 mg/ml
Control - 0 -
125pg/ml 44,37
250pg/ml 54,37 0,168
DIC
500pg/ml 65,72
1000pg/ml 75,20
1,87mg/ml 12,50
HE 3,75mg/ml 37,39 14.24
C.limon 7,5mg/ml 43,43
15mg/ml 50,52
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L’huile essentielle de Citrus limon a protégé les globules rouges contre I’hémolyse avec un
pourcentage maximum de 50,52% a une concentration de 15mg/ml ; ’effet de standard anti
inflammatoire contre I’hémolyse est trés important avec un pourcentage de 75,20% a une

concentration de 1mg/ml.

L’IC50 d’huile essentielle de 1’écorce de C.limon est 14,24 mg/ml dont la puissance est moins
importante de celle du standard ayant une IC50 de 0,168 mg/ml.

Cette étude a affirmé que les huiles essentielles de 1’écorce de Citrus limon possedent une
activité anti hémolytique.
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Conclusion :

Les agrumes occupent aujourd’hui une place importante dans les échanges mondiaux des
produits végétaux, tel que le citron (Citrus limon) qui est riche en différent métabolites
secondaires. Parmi eux, les huiles essentielles qui sont des substances aromatiques, d’une
composition chimique complexe et caractérisés par des propriétes biologiques importantes, ce
qui leur confere d’étre utilis¢ dans plusieurs domaines : industrie pharmaceutique, la

cosmétique, ’industrie alimentaire...etc.

L’idée directrice de notre étude a consisté a extraire I’huile essentielle des écorce de Citrus
limon (Citron jaune) provenant de la région de Blida, a déterminer ses propriétés physico-

chimique, a évaluer in vitro ses propriétés antioxydante et anti-inflammatoire.

L’extraction des huiles essentielles de Citron, a été réalisée par hydrodistillation au

laboratoire de recherche de notre département, le rendement calculé et faible de 0.41%.

D’aprés les résultats des autre auteurs, la détermination des propriétés physico-chimiques des
huiles essentielles (densité, 1’indice d’acide, indice de réfraction et le Ph) d’a permis de mettre
en évidence la qualité de ces huiles. La majorité de ces résultats sont conforme aux normes
AFNOR.

Les résultats obtenus par certains auteurs montrent que 1’huile essentielle de Citrus limon
possede un pouvoir anti-oxydante, et apres comparaison des 1C50, nous avons remarqué que
I’activité anti-oxydante de I’huile essentielle (C.limon) de Bejaia (IC50= 24.30 pg/ml) est
supérieur a celle de I’huile essentielles de Tlemcene (IC50= 183.60 pug/ml). D’autre part, ces
valeurs sont largement inférieures a celle de 1’acide ascorbique avec un IC50 de 0.06pg/ml ;
0.13 pg/ml respectivement. L’étude de pouvoir anti- oxydant a confirmé la propriéte anti-
oxydante que posséde les huiles essentielles de Citrus mais avec une efficacité anti-radicalaire

beaucoup moins important que celle de I’acide ascorbique.

En outre, concernant I’activité anti inflammatoire in vitro par 1’auteur (ouali ,sadouni ,
2017) a été étudiée par la méthode de I’inhibition de la dénaturation de I’albumine et la
stabilisation membranaire d’un model érythrocytaire, 1’huile essentielle de C.limon a donné

un pourcentage d’inhibition important confirmant sa propriété anti inflammatoire.
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Appareillage et équipements :

Spectrophotométre UV-Visible Biotech. Engineering Management - model

spectrophoto scan 80 DV.

Annexe 1

Balance sensible KERN ALS 220-4N.

Chauffe ballon 2000 ml.

Agitateur magnétique VELP SCIENTIFICA.

Réfractométre.

Densimétre DMA 35 N, ANTON Paar

Microseringue 250 pl.
Ballon Bicol de 2 L.
2 thermomeétres rodés.

bec bunsen.

Verreries:

Refrigérant.
Ampoule a décanter 250 ml.
Ballon 2000 ml.

Colonne vigreux.

Deux flacons en verre fumée.

Burette 5 ml.

Fiole 100 ml.

Fiole 500 ml.
Eprouvette 10 ml.
Entonnoir.

Pipette graduée 1 ml.
Tubes a essai.

Boites de pétri.

Réactifs et matieres :

KOH.
Ethanol (99.8%).
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— Phénolphtaléine.

— DPPH- eau distillée.

— Globules rouges.

— Solution hypotonique.

— Eau physiologique.

— Milieu de culture (Gélose Mueller Hinton).

—  poupétuve,

Annexe 2

Détermination du rendement en huile essentielle.

La durée d’extraction de chaque enchantions 2 heures.

Ech1 Ech2
Poids de la matiére fraiche en g 200 200
Masse de I’huile essentielle en g 0.77 0.88
Rendement % 0.385 0.44
Rendement moyen % 0.41 £0.0275
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Annexe 03 : Présentation de I’activité antioxydante de 1’acide ascorbique selon les résultats
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Annexe 04 Evaluation de I’activité antioxydante d’huile essentielle de Citrus limon. selon les

résultats de OUALI, SADOUNI 2017, Bejaia.
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Annexe 05 : Présentation de 1’activité antioxydante de 1’acide ascorbique selon les résultats
de HAMDANI, 2018 de Tlemcen.
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Annexe 06: Evaluation de I’activité antioxydante d’huile essentielle de Citrus limon. selon les
résultats de HAMDANI, 2018 de Tlemcen.
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Annexe 07: Présentation de 1’activité anti hémolytique de DIC selon les resultat de OUALL,
SADOUNI 2017, Bejaia
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Annexe 08: Evaluation de I’activité anti hémolytique d’huile essentielle de Citrus limon selon
les resultat de OUALI, SADOUNI 2017, Bejaia




Résumé

Résumé

Ce travail se base sur une étude de caractérisation des huiles essentielles de 1’ecorce de Citron
cultivés de la région Ouled Yaich a la wilaya de Blida.

L’extraction des huiles essentielles de Citrus limon réalisée par hydro distillation a donné un
faible rendement de 0.41%.

La majorité des résultats des analyses physico-chimiques de 1’huile essentielle sont conformes
avec les normes AFNOR.

Le but de ce travail est I’évaluation de I’activité antioxydant et anti inflammatoire in vitro de
I’huile essentielle de 1’écorce d’espéces d’agrume C. limon (citron).

D’apreés les résultats obtenu par certain auteur, I’activité antioxydant a montré un pouvoir plus
au moins importante des écorces de Citron.

’activité anti inflammatoire in vitro est prévu étudiée par la méthode de I’inhibition de la
dénaturation de 1’albumine et la stabilisation membranaire d’un model érythrocytaire, 1’huile
essentielle de C.limon a donné un pourcentage d’inhibition important confirmant sa propriété

anti inflammatoire.

Mots-clés : Citron, Huile essentielle, physico-chimique, Activité antiinflammatoire, activité

antioxydant
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Résumé

Summary :

This work is based on a characterization study of essential oils from lemon peel grown in the

Ouled Yaich region in the wilaya of Blida.

The extraction of essential oils from Citrus limon carried out by hydro distillation gave a low
yield of 0.41%.

The majority of the results of the physico-chemical analyzes of essential oil comply with
AFNOR standards.

The aim of this work is to evaluate the antioxidant and anti-inflammatory activity in vitro of
the essential oil of the rind of citrus species C. limon (lemon).

According to the results obtained by a certain author, the antioxidant activity showed a more

or less important power of lemon peels.

anti-inflammatory activity in vitro is expected to be studied by the method of inhibition of
denaturation of albumin and membrane stabilization of an erythrocyte model, the essential oil
of C. limon gave a significant percentage of inhibition confirming its anti-inflammatory

property.

Keywords: Lemon, Essential oil, physico-chemical, Anti-inflammatory activity, antioxidant

activity




