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A Absorbance.

A. niger Aspergillus niger.

C Citrus.

DL Doses létales.

DPPH : 2, 2- diphenyl-1- picrylhydrazyl.
EAR: Especes azotées réactives.
E.coli: Escherichia coli.

EOR Especes réactives d'oxygéne.

Fe CL3: Chlorure ferrique

GPX: Glutathion peroxydase.

HD : Hydrolat.

HE : Huile essentielle.

HCL : Chlorure d'hydrogene.

I: Inhibition.

IC50: Concentration inhibitrice a 50%.
INRAA : Institut national de recherche agronomique d'Algérie.
LPS: Lipo-polysaccharides.

S. aureus : Staphylococcus aureus.

SOD: Oxydedismutase.

Var : Variété.

Zl: Zone d’inhibition.
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Résumé

Résumé :

Dans la présente étude nous nous sommes intéressees a la valorisation des écorces de
quelques variétés d’agrumes provenant de la région de Blida: Citrus limonum var. Eureka
et Citrus sinensis var. Washington navel. De ce fait nous avons procédé par le test screening
phytochimique qui nous a permis de mettre en évidence la richesse des écorces en composes

bioactifs.

Les résultats de screening phytochimique des écorces de C. limonum et C. sinensis ont
révélé la présence des anthocyanes, les tanins, les tanins galliques, les flavonoides, les alcaloides et
les mucilages pour le citron et la présence des anthocyanes, les tanins catéchiques, les tanins
galliques, les alcaloides, les glucosides et les mucilages pour I’orange et la présence des tanins

catéchiques et les flavonoides pour son hydrolat.

Nous avons également extrait les huiles essentielles a partir des écorces fraiches par
hydrodistillation. les rendements en HE de C. limonum et de C. sinensis obtenus sont de

I’ordre de 0.20 et 0.23 % respectivement.

Les travaux menés par notre étude ont permis de mettre en évidence les activités
antimicrobiennes et antioxydant des HEs de Citrus étudiées. Ainsi, les HEs de C. limonum et
C. sinensis ont exercé une importante activité antibactérienne a 1’encontre des levures avec
des diametres d’inhibition de (14.33+£0.47 et 10.66+£0.74mm) respectivement. Nous avons
constateé que la sensibilité de Candidat albicans est plus accentuée avec I’HE de C. limonum
qu’avec I’HE de C. sinensis. En revanche les bactéries a savoir E. coli, S. aureus et les
moisissures, [’Aspergillus niger ont manifesté une résistance a 1’égard de ces HEs

L’¢étude du pouvoir antioxydant par la méthode de réduction du radical libre DPPH a montré
que ’huile essentielle de citron (IC50 = 343.11 pg/ml) est plus efficace que celle d’orange
(IC50 = 438.1pg/ml). Ainsi ces HEs présentent un pouvoir antioxydant moins efficace que 1’acide
ascorbique (IC50 = 258.07ug/ml).

Les écorces dagrumes sont une matrice hautement valorisable en vue sa richesse en

ingrédients fonctionnels ayant des applications trés variées dans plusieurs domaines.

Mots clés : Huiles essentielles, hydrolats, Citrus limonum, Citrus sinensis, screening

phytochimiques, activité antimicrobiennes, activité antioxydant.
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Introduction

Introduction :

Depuis longtemps, les plantes ont été une source d’inspiration pour les nouveaux
composés médicamenteux. Presque toutes les civilisations et les cultures de I’antiquité ont
dépondu entierement ou partiellement de la phytothérapie en raison de leur efficacite,

I’accecibilité, la disponibilité et la faible toxicité qui est liée a la dose (koudaly et al., 2014).

Au cours de ces derni¢res années, 1’augmentation de la demande du consommateur

pour des produits « naturels » sans conservateurs a conduit I’industrie alimentaire a envisager
I’incorporation de substances considérées «non chimiques».
Ainsi, de nombreux composés phytochimiques y compris les HE commencent & avoir
beaucoup d’intérét comme source potentielle de molécules naturelles bioactives. Elles font
I’objet d’¢tude pour leur éventuelle utilisation comme antioxydants, antimicrobiens, anti-
inflammatoire et anticancéreux (Hellal, 2011).

L’Algérie, de par sa gamme de climats trés variée et sa situation géographique,
possede un ensemble considérable d’espeéces naturelles qui représentent un patrimoine
phytogénétique de tres grande importance vu leur mode de répartition spatiale et leur réle

dans 1’équilibre écologique (Snoussi et al., 2003).

Parmi ces plantes, nous avons les agrumes qui représentent 1’une des récoltes de fruits
les plus importantes dans le monde. Leur production mondiale est estimée a plus de 115
millions de tonnes par an dont 517 milles tonnes ont été produits en Algérie. Cette derniére
occupe la 19eme place mondiale et la 2eme dans 1I’Union Maghrébin Arabe Lagha-
Benamrouche et al, 2016)

La consommation et I’industrie de transformation des agrumes génerent de
gigantesques masses de sous-produits tels que les écorces, les pulpes et les pépins. Ces
derniers présentent une marge de 45 a 60 % du fruit entier et qui sont souvent rejetés dans la
nature (Goreinstein et al.,, 2001 ; Li et al., 2006) Cité par Lagha- Benamrouche et al,
2016). Au cours de la transformation des agrumes, les écorces sont les sous produits
primaires, non traitées, elles deviennent une source de pollution environnementale (Bocco et
al., 1998 ; Wang et al., 2008) Cité par (Lagha- Benamrouche et al, 2016). Des études
récentes ont montré que ces écorces sont une source de composés biologiquement actifs. Elles
sont riches en vitamine C et en métabolites secondaires tels que les composés phénoliques en
particuliers les flavonoides et les huiles essentielles (Huang et al., 2010 ; Moulhi et al.,

2012) Cité par(Lagha- Benamrouche et al, 2016) . Ces derniéres sont les composés les plus
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importants grace a leurs diverses activités biologiques tels que les activités antimicrobiennes,
antifongique, anti-inflammatoire et antioxydant (Hosni et al., 2010) Cité par(Lagha-
Benamrouche et al, 2016)

D’autre part, en revanche des huiles essentielles qui présentent en général de faibles
rendements, les hydrolats font un intérét pour certains auteurs.( Souza et al., (2007) ; mali et
Ozcan., (2006) ; Sagdic et Ozcan., (2003)).

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressées a étudier 1’effet antimicrobien et
antioxydant de deux especes d’agrumes Citrus limonum et Citrus sinensis dans un but
d’exploitation des écorces d’agrumes d’une part et de contribuer a résoudre le probléme de
contamination et d’oxydation des produits alimentaires en utilisant les extraits des plantes ce
qui permet de limiter 1’utilisation des produits synthétiques ou chimiques.

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

» Recherche des métabolites secondaires par le screening phytochimique a partir des
écorces de deux espéces du genre Citrus : Citrus limonum et Citrus sinensis

» Extraction des huiles essentielles a partir des écorces fraiches de Citrus limonum et
Citrus sinensis.

» Evaluation in vitro de I’activité antioxydante (effet scavenger vis-a-vis du DPPH et
le pouvoir réducteur).

> Evaluation in vitro de I’activité antimicrobienne.
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Notre travail consiste a 1’étude de I’effet antimicrobienne et antioxydant des
huiles essentielles de deux especes du genre Citrus ; Citrus sinensis et Citrus limon

provenant de la région de Mitidja la ville d’Oued EI Alleug.

L’étude expérimentale a été réalisée, durant la période allant du mois de

février jusqu’a la fin du mois de mai 2019, au niveau des laboratoires suivants :

- Laboratoire de recherche des plantes aromatiques et médicinales, Département de
Biotechnologie, université de Blida 1, ou ont éte réalisées les extractions des huiles
essentielles, 1’étude de 1’effet antioxydant et le test du screening phytochimique.

- Laboratoire de I’entreprise PROMASIDOR DJAZAIR de Blida pour 1’étude de 1’effet

antimicrobien des huiles essentielles.
1. Matériel :
1.1. Matériels biologiques :
1.1.1. Matériel végétal :

Les plantes choisies comme modéle d’étude sont : Citrus limonum Var. Eureka
et Citrus sinensis Var. Washington de la famille des Rutaceae. Les fruits ont été
récoltés a partir d’une exploitation agrumicole privée située dans la région d’Oued El
Alleug wilaya de Blida. La récolte a été faite d’une maniére aléatoire en fonction de la
période de maturation de chaque variété durant la période allant du mois de février au
mois de mars 2019. Les fruits fraichement récoltés sont nettoyés, lavés, séchés avec
une serviette en coton propre. Le zeste (épicarpe d’agrume) est récupéré a I’aide d’un
économe (en évitant d’inclure 1’albédo). Les écorces sont coupées en petits morceaux

d’environ 1 cm? maximum.
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A) B)

Figure 11: Les fruits de Citrus A) :Citrus limonum, B) :Citrus sinensis.

a) b)
Figure 12 : Les écorces fraiches de Citrus a): Citrus limonum b): Citrus sinensis.
1.1.2. Présentation de la région de Mitidja :
e Situation géographique :

La Mitidja est la plus vaste plaine sub-littorale d’Algérie elle s’étend sur
140.000 hectares, s’étirant sur une centaine de kilometres de long, et 5 a 20
kilométres de large. Elle est isolée de la mer par la ride de Sahel, prenant appui sur le
vieux massif de Chenoua. Au sud et sur les marges orientales et occidentales, la
Mitidja est bornée par tout un ensemble de montagnes. Au nord-ouest et a I’ouest, le
Djebel Chenoua et la retombée de la chaine de Boumaad avec Djebel Zaccar ferment
la plaine. Au sud, 1’ Atlas Mitidjien constitue une barriere continue. A 1’est, le relais est

pris par les premiéres chaines de calcaire du massif Kabyle (Djebel Bouzegza). En fin,
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ce sont les hauteurs et les collines de Basse Kabyle qui ferment la plaine a 1’est.
(Mutin, 1977).

e LeClimat

Les précipitations mensuelles en Mitidja ont un régime typiquement
méditerranéen avec un maximum en hiver et un minimum en été, varient entre 600 et

900 mm en fonction de la région considérée (Mutin, 1977).

Les vents les plus redoutés pour les vergers de la Mitidja sont ceux qui
soufflent en hiver de I’ouest et du nord-ouest modérés, ils frappent, parfois, fortement
a la fin de I’automne (novembre) et en hiver, or les vents desséchant (sirocco) du sud

provoquent des dommages aux vergers lorsqu’ils sont insuffisamment protégés.
(Mutin, 1977 ; Mutin, 1969).

1.2.3. Présentation de la station de récolte :

La région de Oued El Alleug située au niveau de 1’Atlas Blidéen dans la
Mitidja centrale, Il est situé a 36,55528 ° Nord et 2,79028 ° Est. La hauteur de I'Oued
el Alleug est de 47 métres d'altitude. (Figure 12).

Douaouda =48 Douera
Fouka P -
SBou Ismail .
g Ben Khelll - -

Bouharoq!j’l,"/il i
e Sidi_ Moussa -
Boufarlk 1 -
Ouled Slama'*"”.\

Beni Mered=> Boulnan, S

Ouled Yalch § —

,Bllda

~ Aissa

La localité de récolte.

Figure 12 : Presentation géographique de la station de récolte d’Oued El Alleug.
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1.1.4. Les souches microbiennes :

Le choix des bactéries a été porté sur deux souches (S. aureus et E. coli), fréquentes en
pathologie humaine, appartenant a deux catégories différentes (Gram positif et Gram
négatif).Ces deux espéces bactériennes sont souvent responsables d’infections nosocomiales
qui constituent un probléme majeur de santé publique (diarrhée, infection urinaire, méningite,
septicémie, infections cutanées). L’émergence de la multirésistance chez ces bactéries est une
des principales causes d’échec thérapeutique.

Ces souches bactériennes ( E.coli et Staphylococcus aureus) et les deux autres souches
fongiques : candidat albicans et Aspergillus niger, nous ont été fournies par le responsable de
laboratoire de microbiologie de I’entreprise pharmaceutique : EL KINDI de la willaya
d’Alger

Les souches fongiques (moisissures et levures) nous ont été fournies par le responsable
de laboratoire de contréle de qualité de 1’entreprise PROMASIDOR, il s’agit de levures et

moisissures, qui attaguent souvent les produits alimentaires.
1.2. Matériels non biologiques :

Le matériel utilisé au laboratoire « I’appareillage, la verrerie, et les réactifs est

énuméré en Annexe 1.
2. Méthodes :
2.2. Extraction des huiles essentielles par hydrodistillation :
e Principe:

Cette méthode consiste a immerger directement la plante aromatique dans un volume
d’eau, on porte le mélange a ébullition, puis les vapeurs qu’il dégage sont condensées. L huile
essentielle est récupérée a la surface de 1’eau aromatique (ou phase aqueuse) ainsi obtenue.

(Millet, 2013).
e Mode opératoire :

Metre 50g du matériel végétal (dans notre cas 1’épicarpe frais de I’orange douce et

citron) dans un ballon rond de 1000 ml et introduire 750 ml d’eau dans le méme ballon.
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Chauffer le contenu avec un chauffe ballon, la vapeur se charge de substance
volatils qui vont étre condensées grace a un réfrigérant, et cela pendant deux a trois
heures. La récupération des HE est faite aprés la lecture du rendement a 1’aide de la

burette graduée attaché a I’appareil.

A la fin de chaque extraction, ces huiles essentielles sont récupérées directement

sur un eppendorf.

La distillation est répétée plusieurs fois et le volume globale de I’huile essentielle

est estimé en (ml).

Les huiles essentielles obtenues sont conservées au réfrigérateur a +4 °C et a I’abri de la

lumiére jusqu’a leur utilisation pour les tests biologiques
e Détermination du rendement en huiles essentielles :

Le rendement est obtenu par rapport a la matiere végétale fraiche et exprimeé

selon la formule ci —dessous :

RH = (V/Mwmv) .100
Ou:
RH : Rendement des huiles essentielles en (ml) par apport a 100g de matiére fraiche (%).
V : volume d’huile essentielle en (ml).
Mmv : masse de la matiére végétale fraiche (g).
2.2. Test du screening phytochimique :

Ce test consiste a détecter les différents familles chimiques existant dans la
partie étudiée de la plante soit sur la poudre de broyat, soit sur un infusé par les
réactions qualitatives de caractérisation. Ces réactions sont basées sur des phénomeénes
de précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques a chaque famille de
composé (Bouyer, 1996).
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2.2.1. Préparation de I’infusé :

Les écorces de Citrus limonum et Citrus sinensis ont été sechées a température
ambiante et & I’abri de la lumiére pendant 4 jours, ensuite broyées a 1’aide d’un
broyeur ¢lectrique jusqu’a obtention d’une poudre fine. Cette dernicre est tamisée dans
le but d’obtenir une poudre tres fine de diamétre inférieur a 50um qui est utilisée pour

la préparation de I’infusé.

A 10 g de poudre végétale, sont ajoutés 100 ml d’eau distillée bouillante, laissé
infuser pendant 15 min avec agitation de temps en temps, apres filtrer et récupere le

surnageant a I’aide d’une pipette.
2.2.2. ldentification de quelques métabolites secondaires :
» Les anthocyanes :

A 5 ml d’infusé, sont ajoutés quelques gouttes d’ammoniaquel/2. L apparition

d’une couleur rouge, indique la présence des anthocyanes.
> Lestanins:
A 5 ml d’infusé, sont ajouté quelques gouttes d’une solution de Fe CL3 a 5 %.
La réaction donne une coloration bleu noir en présence des tanins.
» Les tanins catéchiques :

15 ml d’infusé, sont additionnés a 7 ml de réactif de Stiasny (10 ml de formol a

40% et 5 ml d” HCL concentré).
La réaction donne une coloration rouge en présence des tanins catéchiques.
» Les tanins galliques :

A 5 ml d’infusé, sont ajoutés 2 g d’acétate de sodiumet quelques gouttes de Fe
CL3.

La réaction donne une coloration bleue foncée en présence des tanins galliques.
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Les flavonoides :

A 5 ml d’infusé, sont additionnés 5 ml d’HCL, un copeau de Mg et 1 ml

d’alcool isomylique.
La réaction donne une coloration rouge orangée en présence des flavonoides.
Les alcaloides :

Introduire 1g de poudre végétale dans un tube a essai, ajouter 10 ml d’acide

sulfirique (10%)

Agiter énergiquement pendant 2 minutes et filtrer, ajouter 2 gouttes du réactif
de Dragendorff.

Résultats : apparition d’un précipité rouge orangé.
Les glucosides :
A2 g de poudrevégétale, sont ajoutées quelques gouttes d’acide sulfurique.

La formation d’une coloration rouge brique ensuite violette indique la présence

des glucosides.
Les mucilages :

On introduit 1 ml de I’infusé€ dans un tube et on lui ajoute 5 ml d’éthanol

absolu, I’obtention d’une précipitation floconneux indique la présence des mucilages..

2.3. Etude de pouvoir antimicrobien :

Cette étude a été réalisée selon la méthode de diffusion par disque.

2.3.1. Méthode de diffusion par disque :

Milieux de culture utilisés :

Pour les souches bactériennes :
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» Milieu VRBL (pour E.coli).
» Milieu PCA (pour les germes a€robies).

> Milieu BPAB (pour les Staphylococcus aureus).
Pour les souches fongiques :

» Milieu Sabouraud.

e Méthode de I’aromatogramme :

Selon Sallé, (1991), Cette méthode est une technique microbiologique qui
permet d’étudier la sensibilité des germes a différentes huiles végétales, c’est a-dire

leur pouvoir antibactérien et antifongique.
» Principe :

Cette technique est comparable a I’antibiogramme. Le principe de cette
méthode repose dur la diffusion du produit a tester en milieu solide, dans une boite
pétri préalablement ensemencée. L’agent antimicrobien diffuse dans le milieu, créant
une zone claire d’inhibition de croissance du germe, autour du disque chargé d’agent

antimicrobien (figure 15).

La lecture des résultats est effectuée en fonction de 1’existence ou non des
zones d’inhibition (Sarhi, 2011). En fonction du diamétre d’inhibition on peut classer
les souches étudiées en souches sensibles, intermédiaires ou résistantes (Amana,
2007).

Zone

Boite de Pétri—-—ﬁ_,,._;ﬂ__?:?__;‘\\ d’hinibition

Souches test—-

Croissance
microbie nne

Figure 15: Tllustration de la méthode d’aromatogramme sur boite de pétrie (Pibiri, 2006).

» Mode opératoire :

Le protocole adopté est celui de la Pharmacopée européenne (2002).
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v' Préparation de I’inoculum :

Préparer une suspension microbienne a partir de cultures jeunes de bactéries (24H) ou de
levure (48H). Des colonies bien isolées ont été transférées dans des tubes contenant 5 ml de I’eau
distillée stérile afin d’avoir des suspensions microbiennes.

v" Préparation des milieux de culture :

Liquéfier les milieux de cultures VRBL, PCA, BPAB (pour les souches bactériennes) et
Sabouraud (pour les souches fongiques) dans un bain marie.

Verser aseptiqguement les milieux de culture géloses sur les boites de Pétrie a raison de 20
ml par boite.

Fermer et laisser refroidir et solidifier a température ambiante, et conserver dans des
conditions évitant toutes contaminations ou modification de leur composition.

v/ Ensemencement :

Imbiber aseptiquement un écouvillon stérilisé avec la suspension microbienne. Presser le
fermement en tournant sur la paroi interne du tube, afin de le décharger du surplus de
suspension. (Annexe)

Ensemencer aseptiquement une boite de Pétri en frottant délicatement 1’écouvillon sur la
surface de la gélose en stries serrées, répéter 1’opération trois fois, en tournant la boite a 60° de
facon a croiser les stries, finir I’ensemencement en passant I’écouvillon sur la périphérie de la
gélose.

v' Préparation et dépot des disques :

A T’aide d’une micropipette mouiller les disques stériles de 6 mm de ’huile essentielle
pure (ou hydrolat), qui va étre absorbée par capillarité.

A la surface de la gélose de chaque boite Pétri, déposer stérilement trois disques
mouillés. (Annexe).

Incuber les boites a 37°C durant 24h pour les bactéries et a 25°C durant 48h pour les
champignons.

v Lecture des résultats :

L’activité antimicrobienne a été déterminée a 1’aide d’un pied a coulisse mesurant le
diametre de la zone d’inhibition si elle existe. Le degré de sensibilité ou de résistance des
souches microbiennes est estimé selon le diametre de la zone d’inhibition (Tableau 06).

Tableau 06 :Degré de sensibilité des souches microbiennes selon le diametre de la zone

d’inhibition.
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Echelle de sensibilité des souches Diamétre de la zoned’inhibition (mm
@ <8 mm.
Non sensible/ résistante (-).
9< @ <14 mm.
Sensible (+)
15<@ <19 mm.
Tres sensible (++)
@ >20 mm.

Extrémement sensible

N.B : Afin d’assurer les conditions d’asepsie locale indispensables, le travail s’est

effectué prés d’un bec Bunsen (pour stériliser les instruments en les passant dans la flamme).
2.4. Activité antioxydant :

L’activité¢ antioxydant des HE et hydrolats extraites des écorces fraiches a été
déterminée par le test de piégeage du DPPH : le radical libore DPPH (2,2 diphényl-
picrylhydrazyl : (C18H12N506) est utilisé pour remplacer les radicaux libres produits par

les cellules en réponse aux stress externes ou internes. (Djeddi et al., 2015).

e Principe :

Le principe est fondé sur le pouvoir des antioxydants qui jouent le role des
piégeurs de radicaux libres. En présence de ces antioxydants : soit synthétique ou naturels,
le radical libre DPPH (2,2 diphényl-1-picryl hydrazy), qui est caractérisé par sa couleur
violette, se réduit en 2,2 diphényl-1-picryl hydrazyne de couleur jaune. La réduction du
radical libre DPPH par un antioxydant est peut étre suivie par spectrométrie UV-Visible,

en mesurant la diminution de I’absorbance a 517 nm provoquée par les antioxydants.
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(Molyneux, 2004)

N
|
NH s
+ RH E—— + R
OzN\T”)\“ _NO, ON___~ o %
L] 4
NGO, NO,

Figure 14 : Réaction du DPPH avec un antioxydant (Obame, 2009).
e Mode opératoire :

L’activité antioxydant in vitro a été évaluée par la mesure du pouvoir de piégeage
du radical DPPH selon la méthode décrite par (Burits et Bucar), ou 50ul de chacune des
solutions méthanoliques de I’huile essentielle testées a différentes concentrations (200,
400, 600, 800, 1000 pg/ml) sont mélangées avec 5 ml d’une solution méthanolique de
DPPH (0,004%). Aprés une période d’incubation de 30 minutes a la température du

laboratoire, 1’absorbance est lue a 517 nm.

L’inhibition du radical libre DPPH par la vitamine C a été également analysée
a la méme concentration pour comparaison. On détermine la cinétique de la réaction et
les parametres de calcul de I’activité antioxydante pour la vitamine C et pour I’huile

essentielle (pourcentage d’inhibition, 1’index IC50).
e Détermination du pourcentage d’inhibition :

Selon Sharififar et al. L’inhibition du radical libre de DPPH en pourcentage

(1%0) est calculée de la maniere suivante :
|%=[( Ablanc- Aéchantillon) / Ablanc] x 100
Avec :

Ablanc :Absorbance du blanc (méthanol).
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Aéchantillon :Absorbance du composé d’essai.

La cinétique des réactions des I’huiles essentielles et de la vitamine C avec le
DPPH a été inscrite & chaque concentration examinée. Les concentrations en huile
essentielle et en vitamine C, en fonction des pourcentages du DPPH inhibés, ont été
tracées a la fin de la réaction afin d’obtenir I’index IC50. Ce paramétre est défini
comme la concentration d’antioxydant requise pour diminuer la concentration du

DPPH initiale de 50%.



Résultats et
discussions



Résultats et discussion

1. Rendement des huiles essentielles :

L’extraction menée pour les différentes huiles essentielles a permis d’obtenir des
rendements qui varient en fonction de I’espéce étudiée. Les résultats sont résumés dans le
tableau 3.

Tableau 3 : Rendements en pourcentage des huiles essentielles des écorces de deux

especes du genre citrus.

L’huile essentielle Citrus limonum Citrus sinensis

Rendement en (%) 0.20 % 0.23 %

Les résultats représentés dans le tableau 3, montrent que les rendements en HE de C.
limonum et de C. sinensis obtenus par hydro distillation sont de 1’ordre de 0.20 et 0.23 %
respectivement. En termes de valeurs, les deux especes de Citrus utilisées ont donné des
rendements presque similaires.

D’aprés les résultats cités dans la littérature scientifique, il est bien évident que les
agrumes renferment peu d’HE(RE200). Les résultats obtenus dans notre travail sont inférieurs
aux autres résultats cités. En effet, Jeannot et al., (2005) et Fuselli et al., (2008) ont noté des
rendements allant de 0,6 a 0,8% pour I’HE de C. sinensis et 0,7 a 0,9% pour I’'H.E de
C.limonum Cependant, les résultats publiés par Kamal et al., (2011) ont montré des
rendements plus élevés des HEs extraites par hydrodistillation des écorces séchées a
température ambiante de C. sinensis.

Des résultats proches des nétres ont toutefois été obtenus par Ferhat et al., (2010) , ce
dernier, en travaillant sur I’huile essentielle (extraite par hydrodistillation) des écorces de C.
limonum provenant de la région de Boufarik, a obtenu un rendement de 0.21%.

Rega et al., (2003) ont rapporté que les rendements en HE chez les Citrus different selon
I’espece et contre toute attente ont signalé des rendements de 1 a 3%. Cette différence pourrait
étre expliquée selon Kelen et Tepe., (2008) par le choix de la période de récolte car elle est
primordiale en terme de rendement et qualité de I’'HE. Le climat, la zone géographique, la
génétique de la plante, I'organe de la plante utilisé, le degré de fraicheur, la période de
séchage, la méthode d’extraction employée, etc. Ce sont des facteurs entre autres qui peuvent
avoir un impact direct sur les rendements en HE (Vekiari et al., 2002).

Nous pouvons dire que les quantités obtenues en HE pour les 2 espéces de Citrus
utilisées, dans la pratique restent satisfaisantes par rapport a 1’ensemble, pour mener a bien
une telle etude car les quantités en HE nécessaires sont généralement de 1’ordre des

microlitres.
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2.Test du screening phytochimique:

Le test phytochimique est une analyse qualitative qui nous permet de mettre en
évidence les différentes classes de métabolites secondaires existant dans les écorces
d’agrumes. Ces réactions sont basées sur des phénomenes de précipitation ou de colorations
par des réactifs spécifiques. Ces tests sont en relation avec ’intensité du précipité, ou de

coloration, qui sont proportionnelle a la quantité de la substance recherchée.
Les résultats de ses tests préliminaires sont motionnés dans le tableau 4.

Tableau4 : Métabolites secondaires présents dans la poudre veégétale et hydrolat des deux

espéces du genre Citrus.

W Les écorces du | Hydrolat de Les écorcesde | Hydrolat de

) Citrus limonum | Citrus limonum | Citrus sinensis | Citrus sinensis
Meétabolites
Les anthocyanes Présence ++ Absence Présence + Absence
Les tanins Présence ++ Absence Absence Absence
Les tanins catéchiques | Absence Absence Présence +++ Présence +
Les tanins galliques Présence +++ | Absence Présence +++ Absence
Les flavonoides Présence +++ | Absence Absence Présence +
Les alcaloides Présence + _ Présence +++ _
Les glucosides Absence _ Présence +++ _
Les mucilages Présence + Absence Présence ++ Absence

+++ : Fortement positif / ++ : moyennement positive / + : faiblement positive.

D’aprés les résultats du tableau 4, ’hydrolat de C. limonum ne renferme aucun
métabolite secondaire recherché tandis que I’hydrolat du C. sinensis renferme les tanins
catéchiques et les flavonoides en faible quantité. Contrairement aux huiles essentielles, il
existe peu de travaux portant sur la composition chimique et 1’activité biologique des
hydrolats (Yann et Olivier., 2015).

L’huile essentielle de C. limonum renferme les anthocyanes, les flavonoides en
grande quantités, et en faible quantié les alcaloides, et les mucilages, nous constatons aussi la
présence des tanins et les tanins galliques, cependant, nous marquons 1’absence des tanins
catechiques et les glucosides. Ces résultats corroborent ceux de Ashok et al. pour les écorces
d’oranges douces et citron.

Concernant I’huile essentielle de C. sinensis nous remarquons la présence des tanins
catéchiques, les tanins galliques, les alcaloides, les glucosides et les mucilges en quantités

abondantes, tandis que les tanins et les flavonoides sont absent et les anthocyanes existe en
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faible quantité. Ces résultats concordent avec les résultats obtenus par Lagha-Benamrouche
et al, (2016). Ces derniers ont révélé la présence des composés phénoliques (tanins et
coumarines), des terpenoides, des sucres (sucres réducteurs, oses et holosides) et des
mucilages dans les écorces d’orange, avec des proportions variables, avec une différence qui
est ’absence des alcaloides et la présence des flavonoides.

Nous avons notées la présence des flavonoides chez le C. limonum et I’absence pour le
C. sinensis. Ces résultats sont différents de ceux obtenus par Lagha- Benamrouche et al,
2016) qui ont révelé la présence des flavonoides dans les écorces de C. sinensis.

Selon Gorinstein et al., (2001) Londono-londono et al.,(2010) Moulehi et al. et Ballester
etal., Les écorces d’agrumes contiennent différents types de flavonoides. Cette variabilité de
la teneur en flavonoides chez le citron et I’orange a également été signalée par d’autres
auteures (Ghasemi et al, 2009 ; Ramful et al, 2010).

Selon Lagha-Benamrouche et al, 2016).Les tanins sont présents dans les écorces de
C. sinensis, sous formes de tanins totaux, catéchiques et galliques tandis que notre test révele
I’absence des tanins totaux.

Pour les anthocyanes nos résultats sont différents de ceux obtenus par Bernardi et
al.qui ont trouves que les anthocyanes sont identifiés uniqguement dans les variétés rouges
(Sanguinelli, Double fine et Portugaise). Ce qui explique la pigmentation de leurs chairs et
peaux en rouge violacé.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par He et al., (2011) qui affirment
¢galement la présence des alcaloides dans les écorces de différents hybrides d’agrumes. Selon
(Lagha-Benamrouche et al, (2016) Cette présence peut étre expliquée par la différence des
méthodes et des solvants d’extraction utilisés, par des facteurs génétiques, climatiques et
édaphiques de la région de la récolte.

1. Etude du pouvoir antimicrobien des huiles essentielles et hydrolats :

Pour I'évaluation de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles, la technique
utilisée est celle de I’aromatogramme (la méthode de diffusion par disque), identique a celle
de I’antibiogramme pour les antibiotiques. C’est une méthode de mesure in vitro du pouvoir
antimicrobien des huiles essentielles.
Les résultats de la mesure du diamétre des zones d’inhibition des huiles essentielles du C.
limonum et C. sinensis vis-a-vis les bactéries, champignon, levure et moisissures sont résumes

dans le tableau 10.
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Tableau 10 : Diamétre de zones d’inhibition (ZI en mm) de la croissance microbienne des

huiles essentielles et hydrolats de Citrus limonum et Citrus sinensis.

Zones d’inhibition (mm) Normes
Les souches E. | S.aureus | Candidas | Aspergillus | Levure | moisissures | Souche
microbiennes coli albican niger résistante
Citrus HE 6 7.33 9 <6 14.33 <6 @<8 mm
limonum + + + +
0 0.47 0.81 0.47 Souche
sensible
Hydrolat | 7 <6 <6 <6 <6 <6 9<@<14
+
0
Tres sensible
Citrus HE 7 <6 <6 <6 10.66 <6
sinensis * + 15=0=19
0.81 0.47 Extrémement
sensible
@> 20
Hydrolat | 6.33 <6 <6 <6 <6 <6
+
0.47

Les huiles essentielles présentent une activité inhibitrice sur la croissance de certains

germes microbiens, la sensibilité des bactéries aux HE est déterminée selon le diamétre de

I’halo d’inhibition obtenue a 1’aide de la méthode de diffusion sur disque.

Les résultats obtenus, montrent que la variation de I’activité antimicrobienne des HES

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

disques n’a été observée vis-a-vis d’E.coli pour I’huile essentielle de C.limonum. En revanche

la souche d’E. coli a manifesté une résistance relative vis-a-vis de huile essentielle de C.

sinensis

et son hydrolat et pour I’hydrolat de C. limonum malgré les faibles zones

d’inhibitions observées (7mm 6.33mm et 7 mm respectives). Ces résultats concordent avec les

résultats obtenus par (Hellal., 2011) qui ont révélé que la souche d’E. coli a manifesté une
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résistance relative vis-a-vis des huiles essentielles de C. limonum et C. sinensis malgré les

faibles zones d’inhibitions observées (8,33 et 8 mm respectivement).

Selon Moreira et al, (2005) I’huile essentielle de C. limonum était efficace contre 3
souches d’E.coli. Au contacte des Gram positifs, I’huile essentielle extraite des écorces fraiches
de C. limonum montre une action légérement inhibitrice de la croissance de S. aureus
(7.33£0.47mm).

De Billerbeck (2007) a rapporté que S. aureus a présenté une sensibilité variable envers
les HE de quelques espéces de Citrus testées, en effet, les HEs de bergamote, de citron et du
petit grain de bigarade ont montré des zones d’inhibition de 30 mm, 12 mm et de 20 mm,
respectivement.

D’aprés Kalemba et Kunicka, (2003), la sensibilité d’un microorganisme aux HES
dépend des propriétés de I’HE et le microorganisme lui-méme. Zaika (1988) et Hussein
(1990), ont montré que les bactéries a Gram positifs résistent mieux aux huiles essentielles,
que les bactéries a Gram négatifs, ce qui est contraire aux résultats trouvés par Farbood et al.
(1976), Farag et al. (1989), Jay (1996), Inouye et al. (2001), auteurs qui ont révélé que les
bactéries a Gram positifs sont généralement plus sensibles aux huiles essentielles que celles a
Gram negatifs.

Chao et al. (2000), ont expliqué que les bactéries a Gram négatifs sont dotées d’une
couche de peptidoglycane coincée entre la membrane plasmique et une assise externe
constituée de lipopolysaccharides et de protéines. Cette structure peut empécher la prise
d’huiles ou protéger la couche peptidoglycane vis-a-vis des huiles.

Elgayyar et al. (2001) et Delaquis et al. (2002) sont en désaccord avec ce rapport,
car pour ces auteurs, il est trés difficile de faire de telles généralisations du fait que chaque
essence est unique dans sa composition et chaque bactérie a Gram positif differe
considérablement l'une de I'autre en structure et en fonctionnalité.

Deans et al. (1995) et Dorman et Deans (2000), ont proposé que la susceptibilité
des bactéries envers les huiles essentielles, ne semble avoir qu’une petite influence sur
I’inhibition de la croissance microbienne. Les mécanismes d’action des HES et leur sélectivité
envers certaines bactéries restent jusqu’a présent mal ¢lucidés (Hellal., 2011).

Concernant ’activité inhibitrice des HEs et hydrolats sur les souches fongiques
utilisees, il apparait clairement que I’HE de C. limonum et de C. sinensis présente un pouvoir
anti-fongique contre les levures avec des diamétres d’inhibition (14.33£0.47 et

10.66+0.47mm ) respectivement et une action Iégérement inhibitrice contre Candidas albican
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avec une diamétre d’inhibition (9+0.81mm) . Contrairement a A. niger et les moisissures qui
présentent des résultats négatifs.

Les composants hydrophobes des huiles essentielles peuvent augmenter la

perméabilité de la membrane celleulaire, en provoquant la fuite du contenu de cellules
bactériennes et fongiques (Cristiani et al.,, 2007). Les constituants majeurs de I’huile
essentielle de citron - pinene et le D- limonene, peuvent inhiber 1’activité respiratoire dans
les cellules intactes de levures et dans les mitochondrie isolées (Uribe et al., 1985).
Giordani et Kaloustian (2006) ont souligné que les composeé terpéniques des HEs et plus
précisement leurs groupements fonctionnels tels que les phénols et les aldéhydes réagissent
avec les enzymes membranaires et dégradent la membrane plasmique entrainant une fuite du
contenu cytoplasmique et donc la mort de la levure.

En comparant les données obtenues des différentes études, nos résultats pour
1> A. niger concordent avec les résultats obtenus par (Adjebli et al., 2017) qui ont trouvés
des résultats négatifs pour les huiles essentielles de C. limonum et C. sinensis vis-a-vis
I’ A. niger .

Concernant les levures nos résultats sont presque en accord avec ceux obtenus par (
Sayah et al., 2013) pour les écorces d’oranges douces et citron. Ces derniers ont révélé une
activité inhibitrice claire mais dont I’importance varie d’une huile a une autre. Bien qu’elles
aient toutes le méme composé majoritaire (le limonéne), I’inhibition de la croissance
microbienne varie de 69,1% (Citrus sinensis) a 100% (Citrus limonum). Ceci peut étre
expliqué par « I’effet de matrice », ¢’est I’action des composés minoritaires conjuguée a celle
du limonene (composé majoritaire).

La variabilité des résultats est probablement due a I’influence de plusieurs facteurs tels
que la méthodologie, les microorganismes testés et les huiles essentielles utilisées (Pattnaik
et al., 1996). Cela a été confirmé par Suhr et Nielsen (2003), qui ont mentionné que 1’effet
antifongique des huiles dépend de la méthode d’application.

Dans nos résultats, nous remarquons que I’HE de C.sinensis est la plus faible en termes
d’inhibition de la croissance microbienne par rapport 1’ HE de C.limonum. Ces résultats sont
en accord avec les résultats obtenus par ( Sayah et al., 2013).

Plusieurs auteurs ont attribué 1’activité antimicrobienne de I’huile essentielle de C.
limonum a la présence des composants volatils dans la composition de 1’huile comme le
limonéne et le linalol (Alma et al., 2004 ; Tepe et al., 2006). Cette activité peut étre

déterminée par 1’effet d’un seul composant ou par effet synergique ou antagonique de divers
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composant (Deba et al., 2008). Veldhuizen et al., (2006) ont attribué cette activité aux
composés phénoliques dont 1’amphipathicité de ces composés peut expliquer leurs interactions
avec les constituants membranaires et ainsi [’activité antimicrobienne. Cependant la
comparaison de D’efficacit¢é des HE a travers les différentes publications reste difficile a
réaliser, et cette difficulté réside au niveau des différents parametres externe comme la
composition chimique des HEs qui varie selon les conditions environnementales de la plante,
méme au sein d’une méme espece, les génotypes, les méthodes employées pour évaluer
I’activité antimicrobienne, le choix et conditions physiologiques des microorganismes, la
période de 1’exposition du microorganisme a 1I’HE, aux doses d’HE utilisées, le choix de
I’émulsifiant pour solubiliser les HE. Ceux-ci autant de facteurs pouvant expliquer parfois des

résultats contradictoires des différentes études (Hellal., 2011).

4.L’activité antioxydant :

Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en
fonction des différentes concentrations des extraits ( Figure 16) (Annexe 1)
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Figure 16 : Pourcentage d’inhibition pour I’acide ascorbique, et les huiles essentielles du
C.limonum (citron) et C. sinensis (orange).

D’aprés les résultats montrés dans la figure 16, il semble que le pourcentage
d’inhibition du radical libre DPPH augmente avec I’augmentation de concentration (de
200ug/ml jusqu’a 1000ug/ml) soit pour 1’acide ascorbique ou pour les deux HE C.limonum
et C. sinensis.

Les résultats obtenus ont montré que la capacite antioxydant est plus élevée pour 1I’huile
essentielle de Citrus limonum par rapport a celle de 1’huile essentielle de Citrus sinensis, mais
les deux sont inférieurs a celui d’acide ascorbique.
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Détermination d’IC50 :

L’activité antioxydante évaluée pour les deux extraits d’agrumes Citrus limonumet
Citrus sinensis et le standard utilisé est exprimé en IC50 (concentration inhibitrice 50) ; ¢’est
la concentration d’extrait qui neutralise (réduit) 50% de radical libre (DPPH), plus L’IC50 est
faible plus I’extrait est dot¢ d’un potentiel antioxydant puissant. L’ensemble des résultats de
’activité antioxydante exprimée en IC50 est représenté dans la figure 17 :
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Figure 17 : Histogramme des valeurs des concentrations nécessaires pour la réduction de
50% de DPPH des différents extraits en pg/ml.
Dapres ces résultats, nous avons constatés que I’activité antioxydant de [I’huile

essentielle de C. limonum (IC50 = 343.11 pg/ml) est supérieur a celle de I’huile essentielle de
C. sinensis (IC50 = 438.1ug/ml). D’autre part, ces valeurs sont inférieures a celle de I’acide
ascorbique avec un IC50 de 258.07ug/ml. L’étude de pouvoir antioxydant a confirmé la
propriété antioxydant que posséde les huiles essentielles de Citrus mais avec une efficacité
anti-radicalaire beaucoup moins important que celle de 1’acide ascorbique.

L’activit¢ antioxydant des HE testées est probablement liée aux composants
majoritaires qui sont principalement les monoterpénes notamment le D-limonéne, le B-pinéne
et le y-terpéne (Misharina et Samusenko, 2008). Selon Tang et al., (2001), le B-pinéne et le
limonéne présentent des propriétés antioxydant importante ; ils oont minimisé le taux normal
d’une réaction chimique d’oxydation en piégeant le radical hydroxyl.

Moufida et Marzouk, (2003) ont confirmé que ces HE sont constituées

majoritairement de limonene.
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Ce n’est pas uniguement les composés majoritaires des HE qui sont responsables de
cette activité antioxydant, mais il peut avoir aussi d’autres composés minoritaires qui peuvent
interagir d’une fagon synergique ou antagoniste pour créer un systéme efficace vis-a-vis des
radicaux libres (Svoboda et Hampson., 1999).

Majnooni et al. (2012) suggérent la possibilité d'utiliser I'huile essentielle de citrus
comme une source potentielle d’antioxydants. Ils ont démontré que 1’huile essentielle de
citrus avait une forte capacité a piéger les radicaux libres (DPPH,) et un grand pouvoir
réducteur. Cette activité antioxydant du citrus a été aussi confirmé par Siddique et al.,( 2011)
Nos résultats sont en accord avec ceux déja publiés qui ont montré que 1’écorces de citrus
représentent la fraction la plus riche en polyphénols, laquelle a révélé un potentiel antioxydant

puissant (Bacco et al., 1998 ; Gorinstein et al., 2001).
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