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Résume

Les agrumes sont connus pour leurs valeurs nutritives élevées et sont les principaux fruits
commercialisés dans le monde. lls sont également une source majeure d'huiles essentielles
provenant des feuilles de pelage des fruits, etc.Dans des études récentes, la sécurité alimentaire
(contamination) et les maladies d'origine alimentaire dues a Aspergillus niger et Bacillus cereus
ont été une préoccupation majeure qui doit étre abordée.

Cette étude visait a déterminer les activités antimicrobiennes des huiles essentielles contenues
dans les pelures des fruits mdrs des Pamplemoussier et bigaradier contre Aspergillus niger et
Bacillus cereus mais on a été contraint, a cause de la période de confinement sanitaire contre la
pandémie du Covidl9, de se limiter a I’extraction des huiles, sur un volet expérimental et a
proposer des protocoles pour tester la propriété antimicrobienne de ces huiles, sur un volet
bibliographique.

L’activité antimicrobienne devait €tre testée en utilisant la méthode de diffusion par puits dans
laquelle des concentrations variables de 25 pg / ml, 50 pg / ml et 10 pg / ml devaient étre testées
contre Bacillus cereus et Aspergillus niger .Cependant, les huiles essentielles des
Pamplemoussier et bigaradier ont été extraites par la méthode d'hydro distillation en utilisant le
dispositif type Clevenger dans lequel chaque cycle contenait 200 g de pelures hydro distillées
pendant 1 heure. En général, un tres faible rendement des huiles essentielles a été obtenu apres
une série de 7 cycles pour chaque espéce.

Nous n’avons pas pu aller plus loin dans les investigations sur ces huiles, a savoir leur
composition et les molécules impliquées (pandemie Covid19), mais nous avons pu reporter que
le taux d’huile extraite est fonction de 1’épaisseur du tégument utilisé car les pelures minces ont
donné un rendement relativement plus éleve en huile essentielle par rapport aux pelures épaisses

qui contenaient la partie blanche.

Mots clé;
Agrumes, Huiles essentielles, Activité antimicrobienne, rendement, bigaradier, pamplemoussier.



Antimicrobial effects of essential oils from rutaceaes (citrus)

Abstract
Citrus fruits are known for their high nutritional values and are the main fruits traded in the
world; they are also a major source of essential oils from fruit peel leaves etc. In recent studies
food safety (contamination) and foodborne illnesses due to Aspergillus niger and Bacillus cereus
have been a major concern that needs to be addressed.
This study aimed to determine the antimicrobial activities of essential oils in the peels of ripe
grapefruit and sour orange fruit against to Aspergillus niger and Bacillus cereus but we were
forced, because of the period of sanitary confinement against the Covid1l9 pandemic, to limit
ourselves to the extraction of oils, on an experimental component and to propose protocols for
testing the antimicrobial property of these oils and on a bibliographic component.
The antimicrobial activity was to be tested using the well diffusion method in which varriable
concentrations of 25 pg/ ml,50 pug / mland 10 pg / ml were to be tested against Bacillus cereus
and Aspergillus niger.However, the essential oils of grapefruits and sour oranges were extracted
by the hydro distillation method using the Clevenger type device in which each cycle contained
200 g of hydro distilled peels for 1 hour. In general, a very low vyield of essential oils was
obtained after a series of 7 cycles for each type of fruit.
We were not able to go further in the investigations on these oils, namely their composition and
the molecules involved (Covid19 pandemic), but we were able to report that the rate of oil
extracted is a function of the thickness of the peelings used because the thin peelings gave a
relatively higher yield of essential oil compared to the thick peelings which contained the white

part.

Key words
Citrus fruits, Essential oils, Antimicrobial activity, yield, sour orange, grapefruit.
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Introduction

Ces dernieres années, des études par WHO (2014) ont révéleé I'existence d'une résistance
fongique et bactérienne contre plusieurs médicaments, le taux élevé d'altération des aliments
causée par des micro-organismes et l'inefficacité de certains produits chimiques contre les
maladies des plantes, les scientifiques ont donc prété attention aux extraits et aux composés
actifs biologiques isolés a partir d'espéces végétales.

Parmi des rutaceaes, les genres le plus importants sur le plan économique de la famille
sont les agrumes (Tamokou, 2017). Ils produisent des substances naturelles telles que les huiles
essentielles qui ont été appliquées depuis I'Antiquité pour diverses applications en raison des
avantages qui en découlent (Axe, Rubin, and Bollinger 2016). Des études sur le bigaradier et le
pamplemoussier (rutaceae) et leurs métabolites secondaires ont montrée que leurs huiles
essentielles contiennent une large gamme de composés organiques volatils tels que les alcools,
les éthers ou les oxydes, les aldéhydes, les cétones, les esters, les amines, les amides, les phénols,
les hétérocycles (Dhifi et al., 2016) etc. Cette nature complexe des huiles essentielles de
bigaradier et pamplemoussier est responsable de ses diverses caractéristiques telles que l'activité
antimicrobienne (Laranjo et al., 2017). Ceci a attiré l'attention de diverses industries, y compris
les industries cosmétiques et alimentaires pour explorer l'application possible de ces huiles
essentiel (Bora et al. 2020).

Aspergillus niger et Bacillus cereus sont ubiquitous et dans des plusnpart conditions sont
inoffensifs, mais ils ont été trouvés dans divers aliments et seraient responsables de l'altération
des aliments et des maladies d'origine alimentaire telles que la diarhée. Ces deux micro-
organismes sont sensibles a une variété d'huiles essentielles d'agrumes.Cette expérience visait a
tester la sensibilité de Bacillus cereus (NVH 200) et Aspergillus niger (ATCC 64974) fournies
par les laboratoires de systemes microbiens ENS kuba Algers. On a émis I'hypothése que les
huiles essentielles de pamplemousse, associées aux huiles essentielles d'orange amere,

inhiberaient efficacement la croissance de ces deux espéeces.



1. Généralités sur les rutaceaes

1.1. Historiques
La famille des rutaceae (famille des rues) est la plus grande de l'ordre des Sapindales
et contient environ 155 genres et 2100 espéces (Kubitzki et al. 2011). Bien que la culture des
agrumes (rutacee) soit pratiquée il y a au moins 4000 ans dans les régions tropicales et
subtropicales du continent Asiatique et de I'archipel malaisien (Inglese et Sortino, 2019).
Selon Walter Reuther et Harry W.Lawton (1967), les plantes d'agrumes (de la famille des
rutacées) seraient originaires des régions tropicales et subtropicales d'Asie et de l'archipel
malais et se seraient propagées de la vers d'autres régions du monde.
1.2. Classification des rutaceaes
Les Rutaceaes sont généralement considérées comme proches des Meliaceae,
des Simaroubaceae, des Hippocastanaceae et, plus secondairement d'autres familles des
Sapindales. La famille des Rutacées peut étre subdivisée en quatre sous-familles ; (1) Sous-
famille Aurantioideae, (2) sous-famille Cneoroideae (3) sous-famille Rutoideae (4) sous-
famille Amyridoideae (Cynthia et al., 2014). Les deux plus importants sont les Rutoideae et
les Aurantioideae.

1.2.1. Rutoideae
Cette sous-famille est composée de 46 genres, 660 espéces et 5 groupes (Bayly et al.
2013).
1.2.2. Aurantioideae
En général, les Aurantioideae peuvent étre caractérisées comme des petits arbres, des
arbustes et rarement, des vignes qui produisent des fruits souvent avec une pulpe juteuse.

C’est dans cette sous-famille que I'on trouve le genre agrumes (Oueslati et al. 2016).


https://www.plantes-botanique.org/famille_meliaceae
https://www.plantes-botanique.org/famille_simaroubaceae
https://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=display&classid=Hippocastanaceae
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Figure 1 : Classification des agrumes et origine génétique des Citrus cultives (Khefifi,2015)

1.3 Description botanique des agrumes
Les agrumes sont composés de deux parties : la partie souterraine qui forme le porte-greffe et
la partie aérienne qui porte les fruits de la variété de I’espéce cultivée (Dagnew et al.,2014).
1.3.1 La partie aérienne :

e Les fruits : ils varient selon les espéces et les variétés et présentent des poids et des
tailles variables. Ils sont oblongs ou sphériques. L’épiderme (on dit aussi I’écorce) est
jaune ou vert et contient les glandes riches en huile essentielle largement utilisée en
aromathérapie. La pulpe est la chair du fruit qui renferme plus ou moins de jus ; se
divise par quartier 8 a 11 pour les citrons

e Les fleurs : le calice de la fleur du citron est constitué de 3 ou 5 sépales verts, de 5
pétales plus généralement blanc chez 1’oranger, ou pourpres pour ceux du citronnier.

Les étamines au nombre de 20 a 30 sont soudées a leur base par groupes de trois ou



quatre. Le pistil est formé de plusieurs carpelles. L’ovaire constitue la base du
stigmate sur lequel se fixera le pollen libéré au printemps

e Les feuilles : selon les especes et les variétés, mais aussi selon 1’age et la taille, les
feuilles présentent des formes et des tailles trés diverses. Plus larges et plus grandes,
celles du citronnier sont aussi plus claires que celles de ’oranger, ovales et d’un vert
sombre

e Les branches charpentiéres : elles prennent naissance sur le tronc et restent limitées
par la taille au nombre de trois ou quatre et porteront les sous-meres, qui porteront a
leur tour les rameaux végétatifs et les rameaux fructiféres

e Le tronc : on greffera sur ce dernier, a quelques dizaines de centimetres du sol, la
variété choisie. Le tronc conduit, vers la frondaison, la seve riche en éléments
minéraux (Richard, 2004)

1.3.2. La partie souterraine
% Les racines principales : les racines sont trés solides et ont également pour fonction
de maintenir au sol un arbre généreux dont la frondaison présente, par sa persistance
et son abondance, une forte prise au vent.
% Les racines secondaires : elles absorbent les éléments minéraux indispensables a

I’alimentation de 1’arbre en éléments nutritifs (Dagnew t al., 2014).

Figure 2 : Un verger d’agrumes (Khefifi, 2015).



1.3.3. Morphologie et anatomie du fruit d’agrumes

Tous les fruits des agrumes ont la méme structure. Seuls la dimension et la forme
changent d’une espece a une autre. 11 s’agit d’un point de vue biologique d’une baie charnue . Le
fruit est composé de deux parties: la peau également appelée péricarpe et la puple appelée aussi
endocarpe. Le péricarpe est composé d’un épicarpe qui correspond au flavédo et d’un
mésocarpe qui correspond a I’albédo (Ladanyia, 2008). Le flavédo représente la partie externe
colorée (vert, jaune, orange...) contenant les glandes a huiles essentielles. L’albédo quant-a-lui
représente la partie interne de la peau composée de tissus spongieux de couleur blanchatre. Au
milieu de I’endopcarpe se trouve I’axe central du fruit (columelle) qui est entouré par les
segments. Ces derniers sont composés de vésicules a jus nommés aussi sacs a jus (Salunkhe et
Kadam, 1995 ; Spiegel-Roy et Goldschmidt, 1996 ; Ladanyia, 2008).

Axe (B)
Epicarpe ou Havédo y Base

contenant les glandes

a huiles essenticlies Péricarpe 4 p‘ .

(A)

, A\ Mésocarpe ou albédo N N\ T " Cokamels

= / . ; ~ . " ot
2 Septa 3 | | (I
AL I - ! !
3 Segments : \

ou quartiers | Endocarpe X Vésicules 4 jus

v .
Columelle —
5-\— Apex

Figure 3 : Coupes transversale (A) et longitudinale (B) shématiques d’une clémentine(Khefifi,
2015.)

1.3.4. Diversité phénotypique chez les agrumes

La diversité agro morphologique des agrumes est considérable. Elle concerne aussi bien les
caractéres organoleptiques et pomologiques que les résistances aux facteurs biotiques ou
abiotiques. Ainsi, cette diversité ouvre des perspectives intéressantes pour [’utilisation des
ressources génétiques en amélioration variétale. Elle est fortement marquée entre les especes.
Cette variabilité se manifeste particulierement au niveau des fruits. Le diametre des fruits peut
varier de quelques millimétres chez certains kumquats et micrantha a plus de 30 centimétres pour

certains pamplemoussiers. L’épaisseur de 1’albedo quasi inexistant chez les mandariniers



constitue la majeure partie du fruit chez les cédratiers. La coloration du fruit, due & la présence de
métabolites secondaires, les flavonoides (anthocyanes) et/ou les caroténoides (lycopene, béta
carotene, volaxanthine) varie du jaune/vert chez les limettiers, les cédratiers, les citronniers, les
pamplemoussiers au rouge/orange chez les orangers et mandariniers voire au violacé chez les
Microcitrus. La pulpe peut également présenter des couleurs et des teneurs en acidité variables
entre les especes. Les agrumes présentent un port variable en fonction des especes allant du
buisson a I’arbre. Au niveau foliaire, les feuilles des Citrus sont majoritairement monofoliées,
persistantes et présentent des tailles et formes variables suivant les espéces. Seuls les Poncirus se
caractérisent par des feuilles totalement trifoliées et caduques.

|

Figure 4: Diversité phénotypique des fruits d’agrumes(https://umr-agap.cirad.fr)
1.4 EXxigences

1.4.1 Exigences édaphiques :

Selon Loussert (1989), les qualités essentielles d’un bon sol agrumicole sont :

O

La perméabilité varie de 10a 30Cm/h.
o Le sol doit avoir un ph qui se situe entre 6 et 7.

La plantation doit étre a 4 ou 5 m d’écartement.

O

o Le taux de calcaire compris entre 5 a 10%.
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o Une bonne teneur satisfaisante en P205 et K20 assimilables
1.4.2 Exigences climatiques

1.4.2.1 La pluviométrie

Les citrus comptent parmi les arbres fruitiers les plus exigeants. Les besoins annuels
varient entre 1000 a 1200 mm, dont 600 mm pendant 1’été, qui ne peuvent étre fourni que par
I’irrigation surtout dans les zones méditerranéennes (Mutin, 1977).
1.4.2.2. Latempérature

Les agrumes sont sensibles a toutes les températures inférieures a 0°C, par contre ils
peuvent supporter des températures ¢levées supéricures a 30°C a condition qu’ils soient
convenablement alimentes en eau (Loussert, 1985). Les températures moyennes annuelles
favorables sont de l’ordre de 14°C. La température moyenne hivernale est de 10°C et la

température moyenne estivale est de 22°C
1.4.2.3. Le vent

Blondel (1959), qualifie le vent comme étant I’ennemi le plus important des agrumes. Les
dégats qu’il cause dans les jeunes plantations sont incalculables suite a la chute précoce des
fruits. Les oranges doivent étre protégés des vents par I’installation de brise vent de Casuarina,

de Cypres, d’Acacia et de Pinus (Loussert, 1985).
1.4.2.4. L’humidité

Elle ne semble pas avoir une forte influence sur le comportement des agrumes aux
mémes. Elle a par contre, des incidences sur le développement de certains parasites ainsi que la
fumagine et les moisissures (Loussert, 1989). Certains ravageurs comme les cochenilles peuvent
proliférer en colonies importantes. Une humidité basse provoque une intense respiration du
végetal et ainsi les besoins en eau augmentent.

1.5. Le réchauffement climatique

Le réchauffement climatique, phénoméne d’élévation durable des températures des
océans et de ’atmosphere a 1’échelle mondiale, constitue la principale forme de changement
climatique. Les mesures terrestres de température réalisées au cours du XXe siécle montrent une
élévation de la température moyenne. Ce réchauffement se serait déroulé, au cours du XXe

siecle, en deux phases, la premiere de 1910 a 1945, la seconde de 1976 a aujourd'hui.



La comprehension scientifique du climat montre désormais sans équivoques que le
changement climatique lié au réchauffement global est déja en cours. Selon la communauté
scientifique, ce changement est attribué aux activités humaines des 100 derniéres années
(Pachauri et Resinger, 2007). Le réchauffement de la planéte di a un effet de serre accentué par
les rejets de gaz a effets de serre est intimement lié aux émissions de CO2 par combustion des
matieres carbonées fossiles. Bien que ce phénomene de réchauffement de la planete est reconnu
par la majorité des scientifiques, de grandes incertitudes subsistent quant a I’ampleur, a la nature
et au rythme des phénomenes qu’il va provoquer, ainsi qu’a leurs impacts sur les €écosystémes
naturels et I’agriculture : ¢élévation de la température, modification du régime des précipitations,
instabilité et accidents climatiques, mais aussi l’effet positif de 1’augmentation du taux
atmosphérique du gaz carbonique sur la croissance de la végétation (Paillotin et al., 1999).
Cependant, on estime que dans certains pays, les rendements des productions non irriguées
pourraient étre réduits de plus de 50 % en 2020.

1.6. Bigaradier

Le bigaradier est originaire d'Asie du Sud-Est, d'Inde et de Chine (De souza et al., 2011).
Il s'épanouit dans les climats subtropicaux, quasi-tropicaux, et peut supporter plusieurs degrés de
gel pendant de courtes périodes. Cette arbre est maintenant largement cultivé dans la région
méditerranéenne et ailleurs. Le bigaradier a une longue histoire d'utilisation en médecine
traditionnelle chinoise pour les activités antispasmodiques et carminatives gastro-intestinales.
C’est Egalement connu sous le nom d'orange aigre ou d'orange amére et généralement utilisé
comme porte-greffe et présente un certain nombre d'avantages, notamment la résistance a
plusieurs maladies virales, la tolérance au froid, I'amélioration de la qualité des fruits des plantes
greffées, et il peut étre utilisé comme un arbre ornemental (Al-Ababneh et al., 2002).

1.6.1. Description

Les feuilles (feuilles composées) sont persistantes, alternes, aromatiques et parsemées de
minuscules glandes sébacées. Les fleurs tres parfumées, portées seules ou en petites grappes a
l'aisselle des feuilles, Les fruits sont large, a surface rugueuse avec une peau assez épaisse,
aromatique et amere.

Nom scientifique ; Citrus aurantium
Anglais: orange (sour)

Espagnol: naranjo amargo



Portugais: laranja da terra; laranjeira azeda
Arab : J& Ll Gaalall
Table 1 : Classification du bigaradier (Mabberley, 1997)

Domaine Eukaryota
Kingdome Plantae

Phylum Spermatophyta

Sous-phylum Angiospermae

Classe Dicotyledonae

Ordre Rutales

Famille Rutaceae

Genre Citrus

Espece Citrus aurantium

Il existe des variétés de bigaradier qui incluent les éléments suivants (Morton et Dowling 1987)
1.6.1.1. 'Goleta’
Les fruits sont de taille moyenne a grande avec une pulpe juteuse qui est moyennement

acide et trés peu de graines. L'arbre est de taille moyenne et presque sans épines.
1.6.1.2. 'Bouquet’

Il a de petits fruits orange foncé, acides, avec peu de graines. L'arbre est cultivé comme
plante ornementale.
1.6.1.3. 'Paraguay’

L'arbre est grand et épineux avec des fruits de taille moyenne, a pulpe douce et
moyennement granuleux.
1.6.1.4. "Vermilion Globe'

L'arbre a des feuilles longues, étroites et pointues et des fruits contenant 30 a 40 graines.



1.7. Pamplemousse
C’est un hybride entre pomelo et orange, ils poussent dans un climat subtropical chaud.
1.7.1. Description
Les feuilles ont de minuscules glandes sébacées. Leurs fruits sont larges, poussent en grappes et
sont trés juteux et acide a doux-acide en saveur.
Nom scientifique préféré ; Citrus paradisi
Espagnol ; toronja
Anglais ; Grapefruit
Arab ; cus @8

Table 2 : classification de pamplemousse

Domaine Eukaryota
Kingdome Plantae

Phylum Spermatophyta
Sous-phylum Angiospermae
Classe Dicotyledonae
Ordre Rutales

Famille Rutaceae
Genre Citrus

Espece Citrus paradisi

Il existe des variétés de pamplemousses qui incluent les éléments suivantes ;
1.7.1.1. 'Duncan’
Ceux-ci ont des fruits a peau jaune tres clair, avec de grandes glandes sébacées et sont

trés aromatiques.
1.7.1.1. 'Foster’

Les fruits sont de taille moyenne a large et les pelures sont jaune clair rougies de rose.
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1.7.1.2. "Marsh'

Les fruits sont de taille moyenne, les pelures sont jaune clair, trés lisses, avec des glandes
sébacées de taille moyenne et manquent de graines ou 3-8.

1.7.1.3. 'Oroblanco’
Les fruits sont de taille similaire a la taille des '‘Marsh' avec des pelures plus pales et plus
épaisses, juteux, non amer et sans graines.
1.7.1.4. 'Paradise Navel’
Les fruits sont plus petits qu'un pamplemousse typique et a l'origine trés miteux.
1.7.1.5. 'Redblush'('Ruby’, 'Ruby Red', 'Shary Red' 'Curry Red', 'Fawcett Red', 'Red

Radiance’, et 'Webb')
Tous sont sans graines.

D’autres variétés comprennent ; 'Star Ruby', 'Sweetie’, "Thompson' et Triumph'. (Morton et
Dowling 1987).
1.8. Impact économique

Les agrumes sont des fruits fortement demandés sur les marchés internationaux. A partir
de la sous-famille des Aurantioideae on trouve les agrumes qui ont une importance économique
et les genres appartenant tels que les pamplemoussiers, bigaradiers, les citrons, les oranges, les
limes et cet font partie des principaux agrumes produits par des pays tels que I'Inde, les Etats-
Unis et le Maroc. Plus de 7% de la production mondiale, correspondent a des importations. La
Russie représente la premiere destination des agrumes importés avec un pourcentage de 23%
(MAPM, 2013).En plus l'industrie des agrumes (rutacees) est en croissance progressive a travers
le monde et des données statistiques montre la Chine, Inde, Brésil, Turquie, Mexique, Etats-
Unis sont les principaux producteurs et exportateurs d'agrumes a des pays non producteur
(“Citrus Fruit Fresh and Processed - Statistical Bulletin 2016,”).L’industrie des agrumes apporte
une contribution de 6,5 milliards de dollars a I'état de Floride (USA) et soutient 37000 emplois
sur la base de la saison 2018-19 (Court et al., 2017.).
Les agrumes sont les premiéres catégories fruitiére en terme de valeur en commerce international
; cette est justifiée par leurs;
o Effet bénéfique sur la santé par leurs contributions dans la diminution des risques de

maladies cardio-vasculaires et d’autres maladies.
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o Grande value nutritive cars ils riche, en vitamine C, B6, et constituent une source de
fibres d’acide ascorbique et folique, du potassium et du calcium.
o Ils sont Consommés comme des produits frais ou apres leur transformation. (Turner and
Burri 2013)
Tableau 3 : Des principaux producteurs d’agrumes et leurs pourcentages 2016/2017
(USDA, 2016).

Pays Production en tonnes Pourcentages%o
Chine 29500000 34%
Brésil 19217000 22%
Union européen 10766101 13%
Mexique 6775000 7,9%
USA 4601311 5,4%
Egypte 3000000 3,5%
Maroc 2315040 2,1%
Turquie 1399000 1,6%

1.9. Les zones géographiques de production d’agrumes

Le Brésil, le bassin méditerranéen, la Chine et les Etats-Unis contrdlent & eux seuls les
deux tiers de la production mondiale d'oranges, de citrons, de limes, de pamplemousses et
de pomelos mais la plus grande partie de la production est concentrée dans les pays de

I'hnémisphére nord (Jacquemond et al., 2013).
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Figure 5 : Production des agrumes par région (Treatt, 2017)
1.10. En Algérie

Les agrumes présentent une importance économique considerable pour de nombreux
pays. Il en est de méme pour I’Algérie ou ils constituent une source d’emploi et d’activité
économique aussi bien dans le secteur agricole que dans diverses branches auxiliaires
(conditionnement, emballage, transformation transport, etc.) (Farhat et al, 2010).

Cette culture revét une importance stratégique pour 1’Algérie comme source
d’approvisionnement en fruits et des débouchés sur le marché international des produits
agrumicoles. Sur le plan social, la culture des agrumes emploi en moyenne 140 jours/ha/an, sans
compter ceux générés par I’environnement de ce secteur (transformation, commercialisation)
(I.T.AF, 2002).

Le verger agrumicole algérien est particulierement concentré dans les plaines Littorales et
Sublittoraux, ou les conditions de sol et de climat sont favorables (Younsi, 1990). Selon ce méme

auteur les principales zones agrumicoles sont localisées comme suit ;

O

La plaine de la Mitidja.

Le périmetre de la Mina et du Cas Chélif.

O

Le périmetre de I’Habra.

O

o

La plaine d’Annaba.
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o Laplaine de Skikda

La culture des Citrus est localisée essentiellement dans les zones irrigables de la partie
Nord du pays, ou elle trouve la température clémente qui assure sa réussite.

La plaine de la Mitidja de la région centre du pays est la zone potentielle en
agrumiculture, elle couvre une surface de : 36 219 ha en 2013 ce qui représente environ 56,4%
de la superficie agrumicole totale ((MADRP, 2013).

1.10.1 La composition variétale

En Algérie, Le verger agrumicole est constitué de tous les groupes Citrus avec une
prédominance des oranges, qui occupe a lui seul, 73% de la surface agrumicole totale, suivies du
groupe des clémentiniers avec 16% de la surface agrumicole puis du groupe citronniers avec
6,9% et des mandariniers avec un taux de 4%. Ce groupe, auquel on reproche le manque de
résistance du fruit aux intempeéries et aux conditions de transport, n'est plus beaucoup planté, et
en derniére place, le groupe des pomelos avec 0,1% de la superficie totale (régression des
superficies plantées annuellement) ( MADRP, 2013)

1.10.2. La production en chiffres

La culture des agrumes en Algérie remonte a une époque lointaine. Son développement a
pris de ’ampleur a partir du XIVeéme siecle avec I’arrivée des musulmans d’ Andalousie. L’essor
du commerce des produits agrumicoles se situe au XIXeme siecle avec le déclin de
I’agrumiculture Espagnole.

Durant les années soixante I’Algérie exportait, en moyenne, 25% de sa production. La
période 1970/80 a connu la réorientation de la production destinée a I’exportation vers la
satisfaction de la demande du marché intérieur.

De la fin des années 80 jusqu'a 1999, ’agrumiculture a connu une régression dont les
effets sont: un arrét de développement, une érosion du savoir- faire due a un délaissement des
vergers. Avec ’avénement des différents programmes, dés 1999, I’agrumiculture au méme titre
que les autres filicres a bénéficié d’une relance grace a des mesures incitatives aussi bien
financiéres, socio économiques, technico-scientifique qu’organisationnelles.

Le programme du renouvelement économique et rural vise I’augmentation et
I’amélioration qualitative de la production pour la satisfaction des besoins de la population et
I’exportation. Un regain d’intérét vers I’agrumiculture a été enregistré ces dernieres années. Les

agrumiculteurs sont fortement encouragés par le programme national du développement
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agricole. Ainsi, la superficie agrumicole totale a connu une progression ; elle est passee de 46010
ha en 2000 a 64766 ha en 2013 soit une augmentation de 30% selon les derniers recensements
fournis par Le Ministere de 1’ Agriculture et du Développement Rural. Ces accroissements en
superficie sont accompagnés avec des augmentations sensibles dans la production agrumicole ou
la production totale en agrumes de I’année 2013 a atteint 1.204.801 tonnes de toutes variétés
confondues (MADRP, 2013). La culture des agrumes représente pour notre pays un segment
stratégique. Selon les dernieres statistiques (FAO, 2016), 'agrumiculture couvre actuellement
une superficie totale de : 58749 ha. La production totale avoisine les 1203752 tonnes toutes
variétés confondues pour un potentiel de 1,5 a 2 millions de tonnes dés 1’entrée en production

des jeunes vergers.
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Figure 6: Production d’agrumes (tonnes) en Algérie depuis 1961 (FAOSTATS d’apres

knoema.com, 2018)
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Date Tonnes Chgange%

2018 1,478,053 9.90 %
2017 1,544,886 11.72 %
2016 1,203,796 -10.34 %
2015 1,342,574 5.59 %
2014 1,271,557 5.49 %
2013 1,205,401 10.75 %
2012 1,088,382 -1.71 %
2011 1,107,299 40.41 %
2010 788,607 -6.67 %
2009 544,939 21.09 %
2008 697,768 1.15 %
2007 689,861

Figure 7 : Chiffres de production d’agrumes (tonnes) en Algérie depuis 1961 (FAOSTATS
d’aprés knoema.com, 2018)

1.11. Utilités des bigaradiers et pamplemousses

Le bigaradier et le pamplemousse offrent une gamme d'avantages biotechnologiques attribués a
leur nature. Les deux plantes sont une source d'huiles essentielles importantes (huiles volatiles),
ces huiles présentent des propriétés antimicrobiennes, antioxydantes, anticancéreuses, anti-
inflammatoires (Okunowo et al., 2013,Sarrou et al., 2013,Deng et al., 2020).

Les bigaradiers sont utiles en médecine traditionnelle ou folklorique, car ils sont connus pour
étre utiles pour le traitement de nombreuses maladies telles que les maux d'estomac, les
vomissements, la tension artérielle, la toux, le rhume, la bronchite, les maux d'oreille, la

dysenterie, la diarrhée, les douleurs abdominales et la fievre. Son écorce est utilisée pour les
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maux d'infection urinaire. L'infusion de sa fleur sechée est utilisée par voie orale pour la grippe,
I'insomnie, comme analeptique cardiovasculaire, antispasmodique, pour le froid, sédatif, digestif.
Ses racines sont utilisées pour traiter les furoncles et les infections des voies urinaires
(karthikeyan,2014).

Les bigaradiers sont utilisés dans les boissons, consommées comme Fruits et en Epices. Les
déchets de pamplemousse sont transformés en mélasse pour le bétail. Les vieux arbres de
pamplemousses peuvent étre récupérés pour leur bois(Morton et Dowling 1987).

1.12. Huiles essentielle de pamplemousse et bigaradier
1.12.1. Description

Les huiles essentielles (HE) sont des mélanges complexes de composés organiques
volatils et semi-volatils provenant d'une seule source botanique qui déterminent l'arGme
spécifique des plantes ainsi que la saveur et le parfum des plantes (Sirousmehr et al., 2014). Les
huiles essentielles d'origine végeétale sont connues et utilisees depuis assez longtemps,
principalement dans les industries agricoles et ont d'énormes applications principalement dans
les secteurs de la santé, des cosmetiques et de I'alimentation. Ils sont également utilisés dans la
conservation des aliments et comme agents aromatisants dans les produits alimentaires, les
boissons, les parfumeries et les cosmetiques.

1.12.2. Propriétés physiques

Liquides a température ambiante, les huiles essentielles sont volatiles, ce qui les différencie
des huiles fixes. Elles ne sont que trés rarement colorées. Leur densité est en général inférieure a
celle de I’eau (les huiles essentielles de sassafras, de girofle ou de cannelle constituent des
exceptions). Elles ont un indice de réfraction élevé et la plupart dévient la lumiére polarisée.
Solubles dans les solvants organiques usuels, elles sont liposolubles. Entrainables a la vapeur
d’eau, elles sont trés peu solubles dans I’eau; elles le sont toutefois suffisamment pour
communiquer a celle-ci une odeur nette (on parle d’eau aromatique) (Bruneton, 2008 ; Baser et
Buchbauer, 2010).

1.13. Extraction d'huiles essentielles

Les huiles contenues dans les cellules végétales sont libérées par la chaleur et la pression de
diverses parties de la matiére végétale; par exemple, les feuilles, les fleurs, les fruits, I'herbe, les

racines, le bois et I'écorce. La qualité des huiles essentielles d'agrumes dépend évidemment dans
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une large mesure de facteurs (provenance, type de sol, climat, variété d'agrumes), mais la
transformation du fruit a également un effet significatif. L'huile essentielle (HE) est un mélange
complexe de substances volatiles généralement présentes a de faibles concentrations. Avant
d'analyser ces substances, elles doivent étre extraites de la matrice.

La méthode d'extraction utilisée a un effet sur les propriétés physiques et chimiques des huiles
d'agrumes. Les caractéristiques qualitatives d'une huile essentielle sont toujours étroitement liées
au rendement obtenu. Une procédure d'extraction exhaustive produit une plus grande quantité de
composants a haut point d'ébullition, avec des poids moléculaires élevés (Osman, 2019).Les
facteurs affectant le rendement sont les proprietés matricielles de I'échantillon par exemples le
type de solvant, la température, la pression et la durée de traitement (Azmir et al.
2013).L'extraction des huiles essentielles a partir d’un matériel végétal peut étre réalisée par
difféerentes méthodes, dont I'hydro-distillation est la méthode d’extraction la plus courante
(Djilani et Dicko 2012).D’autres méthodes d’extraction incluent ;

a) Hydro diffusion

b) Effleurage

C) Pressage a froid

d) Extraction par solvant

e) Processus assisté par micro-ondes (PAM)
f) Extraction de dioxyde de carbone

1.13.1. L’enfleurage

La procédure met a profit la liposolubilité des composés odorants des végétaux dans les
corps gras et qui permet I’exploitation des organes fragiles. Le matériel végétal est mis en
contact avec des graisses, ces derniéres ayant une forte affinité avec les composés odorants, cette

méthode peut étre réalisée a froid ou a chaud, et on obtient ainsi des absolues de pommade
(Lardry et Haberkorn, 2007).
1.13.2. Hydro distillation

Cette technique consiste a distiller de I'eau qui est en contact direct avec de la matiere
végetale macérée fraiche ou parfois séchée. Le matériel végétal est broyé et pesé, puis transféré a
I'usine de Clevenger. La matiere végétale est chauffée dans deux a trois fois son poids d'eau avec
de la vapeur directe. Le récipient de distillation est chauffé sur un manteau chauffant et la vapeur

d'eau et I'huile sont éliminées par un condenseur a eau froide (Manaila et al., 2016).
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1.14. La chimie des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont connues pour étre localisées dans le cytoplasme de certaines
sécrétions de cellules végétales, qui se trouve dans un ou plusieurs organes de la plante; a savoir,
les poils ou trichomes sécrétoires, les cellules épidermiques, les cellules sécrétoires internes et
les poches sécrétoires. Les constituent des HE végétaux appartiennent principalement a deux
classes distinctes: les terpénes et les phénylpropanoides. Bien que les terpenes et leurs dérivés
oxygenes (terpenoides) soient plus fréquents et abondants dans les HE, certaines especes
contiennent de grandes quantités de shikimates; a savoir, les phénylpropanoides, et lorsque ces
composés sont présents, ils fournissent une odeur et une saveur spécifiques a la plante (Baser et
Buchbauer, 2010 ,Zuzarte et Salgueiro, 2015).
1.15. Composition chimique

Sur le plan chimique, les HE sont des mélanges de structure extrémement complexes,
pouvant contenir plus de 300 composés différents. Ces substances sont des molécules trés
volatiles appartenant pour la grande majorité a la famille des terpenes comme les monoterpénes
(myrcene, B-pinéne, vy-terpinéne) et les sesquiterpenes (p-caryophylléne, a-humuléne, B-
bisaboléne) (Croteau et al., 2000).
1.15.1. Les terpénes

Les terpénes sont des hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou de chaine ouverte.
Leur particularité structurale la plus importante est la présence dans leur squelette d’unités
isoprénique a 5 atomes de carbone (C5HS). Ils sont subdivisés selon le nombre d’entités
isoprénes en monoterpéenes formés de deux isoprenes (C10H16), les sesquiterpénes, formes de
trois isoprénes (C15H24), les diterpénes, formés de quatre isoprénes (C20H32). Les tetraterpénes
sont constitués de huit isoprénes qui conduisent aux caroténoides. Les polyterpenes ont pour
formule générale : (C5H8) n ou n peut étre de 9 a 30 Les térpénoides sont des terpenes avec une
ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhydes, cétone, acide) (Bakkali et al., 2008).
1.15.2. Les monoterpenes

Ils Sont volatils, entrainables a la vapeur d’eau, d’odeur souvent agréable et représentent la

majorité des constituants des H.E, parfois plus de 90%. lls peuvent etre acyclique (myrcéne, o-
cymene), monocyclique (terpinéne, p-cimene) ou bicyclique (pinéne, sabinéne). A ces terpénes

se rattachent un certain nombre de substances a fonction chimique : - Alcools : géraniol,
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menthol. - Aldéhydes : géranial, citronellal, sinsenal. - Cétones : carvone, menthone, p-vétinone.
-Esters : acétate de géranyle, acétate de linalyl, acétate de cédryle, acétate o-terpinyle -
Peroxydes : ascaridol, allicine (Bruneton, 2008).
1.15.3. Les sesquiterpenes

Il s’agit de la classe la plus diversifiée des terpénes. Elle contient plus de 3000 molécules
comme par exemple : B-caryophylléne, B-bisaboléne, a-humuléne, o- bisabolol, farnesol
(Bruneton, 1999).
1.15.4. Composés aromatiques

Les dérivés du phénylpropane (C6-C3) ou composés phénoliques s’agissant le plus
fréquemment des allyl- et propénylphénols, parfois des aldéhydes. La biosynthése par voie
phenylpropanoides débute par des aromatiques que sont la phénylalanine et la tyrosine, Ils sont
généralement caractérisés par la présence d’un groupement hydroxyle fixé a un cycle phényle.
Egalement, la synthése de ces constituants nécessite une série d’acides dont I’acide shikimique et
I’acide cinnamique. Les phénylpropanoides sont moins répondu dans ’HE que les terpénes,
néanmoins elles sont caractéristiques dans certaines huiles essentielles d’Apiaceae : (anis,
fenouil, persil, cannelles (eugénole, myristicine, asarones, cinnamaldéhyde) (Bruneton, 1999).
1.15.5. Composés d’origine diverses

Il s’agit de produits résultant de la transformation de molécules non volatiles (composés
issus de la dégradation d’acides gras ou d’autres composés). Ces composés contribuent souvent
aux arémes de fruits. Compte tenu de leur mode de préparation, les concretes et les absolues
peuvent en renfermer ces types de composés. Il en est de méme pour les huiles essentielles
lorsqu’elles sont entrainables par la vapeur d’eau (Bruneton, 1999).
1.16. Notion de chémotype

Le chémotype d’une HE est une forme de classification chimique, biologique et botanique

désignant la molécule majoritairement présente dans une huile essentielle. Cette classification
dépend des facteurs liés directement aux conditions de vie spécifiques de la plante a savoir le
pays, le climat, le sol, ’exposition des végétaux, les facteurs phytosociologiques et la période de
récolte qui peuvent influencer la composition de I’huile essenticlle. Cette variation chimique
existe chez certaines espéces : Thymus vulgaris, Romarin officinalis, et ’eucalyptus (Zhiri et

baudoux, 2005).
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1.17. Composition de huiles essentielle des agrumes

Les huiles essentielles d'agrumes sont constitués d'un mélange de différents composés
chimiques (monoterpene, monoterpéne oxygéné, aldéhyde aliphatique, hydrocarbure aliphatique,
sesquiterpéne, ester acide et autres hydrocarbures non identifiés) ( Dugo et al., 2011,0kunowo et
al., 2013,Dosoky et al., 2016 ,Da Silva et al., 2017 ).

Les composeés volatils appartiennent a diverses classes chimiques telles que les alcools, les éthers
ou les oxydes, les aldéhydes, les cétones, les esters, les amines, les amides, les phénols, les
hétérocycles et principalement les terpénes (terpenoides) qui sont présents soit sous forme
d'hémiterpénes, de monoterpénes ou de sesquiterpénes, soit sous forme de leurs dérivés (Dhifi et
al., 2016).

1.17.1. Composition d'huile essentielle de bigaradier

L'extraction des huiles essentielles de bigaradiers des fleurs, des écorces, des feuilles
jeunes et anciennes par hydrodistillation donne une huile volatile jaune clair avec une odeur
douce et fraiche. L'analyse par chromatographie en phase gazeuse —spectrometrie de masse de
I'huile essentielle de bigaradier permet d'identifier les composés suivants ;
a-pinéne, sabinene, B-pinéne, myrcéne, octanal, 3-5-caréne, limonene, cis-B-ocimene, trans-p-
ocimene, y-terpinéne, oxyde de linalol, a-terpinolene, linalol, terpin 4- ol, a-terpinéol, décanal,
nérol, géraniol, acétate de linalyle, anthranylate de méthyle, 5-éléméne, acétate de terpinyle,
acetate de néryle, acétate de géranyle, B-caryophylléne, a-humulene, (E) -B-farneséne, &-
germacrene , Bicyclogermacren, (E) -Nérolidol, (E) -Farnesol etc.

Il est important de noter que cette composition chimique varie d’une plante a I’autre et
d’un organe a I’autre mais les composants les plus dominants sont le limonéne, le linalol, le -
pinéne, le myrceéne, 1’a-pinéne, etc. (Ali et al., 2012 ,Sarrou et al., 2013, Chaieb et al., 2017).
1.17.2. Composition d'huile essentielle de pamplemousse

Parmi les composés chimiques présents dans le fruit du pamplemousse : -Ocimene, Linalol,
Nonanal, trans-p-Mentha-2,8-dién-1-o0l, oxyde de cis-limonene, oxyde de trans-limoneéne,
Citronellal, a-Terpinéol, Décanal, Carvone, a-Copaene, - Cubebene, Caryophylléene, Humuléne,
Germacréne D, d-cadinéne, Oxyde de caryophyllene, a-Pinéne, Camphéne, Sabinene, B-Pinéne,

B-Myrcene, Octanal, Limonéne. (Okunowo et al., 2013 ,Deng et al., 2020).
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1.18. Activité antimicrobienne
1.18.1. Généralitées

Un microbe, ou micro-organisme, fait partic d’un groupe large et extrémement divers
d’organismes. Ces organismes sont regroupés sur la base d’une seule propriété : ils sont si petits
qu’ils ne peuvent étre visualisés sans 1’aide d’un microscope. Les microbes sont indispensables a
la vie. Parmi leurs nombreux roles, ils sont nécessaires au cycle géochimique et la fertilité de
sols. lls sont utilisés pour produire des aliments ainsi que des composants pharmaceutiques et
industriels. D’un autre co6té, ils peuvent étre la cause de nombreuses maladies végétales et
animales et des contaminations alimentaires. Enfin les microbes sont largement utilisés dans les

laboratoires de recherche pour étudier les processus cellulaires (Nicklin et al.,2000).
1.18.2. Activité antimicrobienne de divers composés présents dans les huiles

essentielles de pamplemousse et de bigaradier.

L'activité antimicrobienne des composants des huiles essentielles peut étre attribuée a
I'interaction synergique entre les composes présents dans les huiles essentielles. Mais si les
composes oxygénes tels que les phénoliques, les aldehydes, les cétones et les alcools sont plus
comparés aux hydrocarbures et autres composés, que cette huile essentielle presentera de
meilleures propriétés antimicrobiennes (Badawy et al., 2019).

Dans une étude de Guimaraes et al (2019), les monoterpenes oxygénes présentent une
meilleure activité antimicrobienne contre Bacilus cereus, Salmonella typhimurium, Escherichia
coli et Stapylococcus aureus que les monoterpénes et sesquiperpénes non oxygeénes, cela
explique I'absence d'effet antimicrobien de B —Myrcene sur ces souches. Cette étude correspond a
celle de (Dorman et Deans, 2000) dans laquelle des composants a structure phénolique ont
montré une activité antimicrobienne plus élevée contre les microorganismes testés.

L’activité antifongique des huiles essentielles d'agrumes est parfois attribuee a la
présence de D-limoneéne, citral et linalol qui sont présents a différentes concentrations (Viuda-
Martos et al., 2008). Le D-limonéne est un inhibiteur efficace de la croissance des especes
Salmonella senflenberg, Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Pseudomonas (Dabbah,
Edwards, and Moats 1970).

Le DL-limonéne est efficace contre les souches de levures telles que (Kluvyeromyces

thermotolerans, Kloeckera apiculata, Candida datilla, Caesalpinia pulcherima, Rhodotorula

22



glutinis, Hanseniaspora uvarum NCYC 25, Saccharomyces bayanus N387, Pichia
subpelliculuse NCYC 436, Saccharomyces cerevisiae Zymoflore, Saccharomyces cerevisiae
Maurivin, Saccharomyces cerevisiae Lalvin, Saccharomyces cerevisiae Fermiblanc et
Saccharomyces cerevisiae Fermirouge) mieux que les antibiotiques standards et plus la
concentration de DL-limonéne est élevée, plus I'effet inhibiteur est important (Unal et al.,2012).
Le y-terpinene possédait une activité antimicrobienne relativement faible contre Escherichia coli
et Staphylococcus aureus en raison de sa valeur CMI élevée (supérieure a 50 pL / mL) par
rapport a Salmonella enteritidis qui avait une CMI faible de seulement 3,125 pL / mL (Li et
al.,2014).

La connaissance des huiles essentielles d'agrumes, de leurs composants et, dans une certaine
mesure, de leur mode d'action donne aux chercheurs la possibilité d'identifier a partir de la vaste
gamme de composants chimiques ces composés spécifiques qui présentent une activité
antimicrobienne plus forte et peuvent ensuite étre extraits puis utilisés dans une variété de
domaines Principalement dans lI'industrie de la santé, de I'alimentation et de la cosmetique.
1.18.3. Activites antibactériennes des huiles essentielles des agrumes

La terre est connue pour habiter une large gamme d'especes bactériennes dont certaines sont
inoffensives tandis que d'autres sont nocives. Les composés antibactériens sont connus pour
cibler a la fois les bactéries nocives et les bactéries inoffensives, bien que la plupart d'entre eux

soient connus pour présenter une certaine forme de résistance.

Cepandant, les Huiles Essentielles d’orange et de citron vert ont montré une inhibition
significative de Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et Klebsiella

pneumonia(Prabuseenivasan et al. 2006).

Les extraits d'agrumes de BIOLL + (un extrait d'agrumes commercial) contenant plusieurs
composes, y compris les huiles essentielles, ont montré a la fois inhibant la croissance et tuant
trois pathogenes bactériens gastro-intestinaux d'intérét pour la santé animale (S. enterica, E. coli
et B. hyodysenteriae). Toutes les souches testées étaient tres sensibles a I'effet de I'extrait, avec
une CMI allant de 10 ppm (pour certaines souches de B. hyodysenteriae) a 80 ppm (pour

diverses souches de S. enterica et Esherichia coli (Alvarez-Ordofiez et al., 2013)

L'huile essentielle de zeste de C. hystrix a été testée contre un total de 49 souches cliniques d'A.

Baumannii (qui avaient déja présenté une résistance aux médicaments) de patients en soins
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intensifs (31 souches, 63%) et en thérapie par les brilures (14 souches, 29%), a partir de divers
échantillons, y compris: aspirat endotrachéal (ETA) (18 souches, 37%), échantillons de sang (17
souches, 35%), écouvillon (8 souches, 16%), urine (4 souches, 8%) et cathéter CVP (2 souches,
4 %) isolés d'individus hospitalisés a I'nopital spécialisé Ludwik Rydygier Memorial de
Cracovie, en Pologne, entre 2009 et 2013, les résultats ont montré une activité antimicrobienne
contre ce type de bactérie (Borusiewicz et al., 2017).

1.18.4. Activite antifongique

La croissance fongique est I'une des principales causes de détérioration des aliments et
d'énormes pertes économiques. Les moisissures peuvent coloniser et gacher une large gamme
d'aliments allant des fruits et légumes frais aux céréales et aliments transformés, entrainant des
pertes quantitatives et qualitatives. Par conséquent, les huiles essentielles d'agrumes peuvent étre
utilisees comme agent antifongique naturel pour minimiser la croissance et la contamination
fongiques (Bora et al. 2020).

Une corrélation positive entre ['inhibition fongique pathogene et le contenu
monoterpénique des huiles essentielles dagrumes de six cultivars d'orange, mandarines,
pamplemousses, oranges acides et citranges. Les auteurs ont décrit pour la premiére fois une
composition chimique d'huile de citrange et ont declaré que celle-ci et celle de citron présentaient
la plus grande activité antifongique. Cependant, dans leurs expériences, le limonene et le
sesquiterpéne n'‘ont démontré aucune activité antifongique contre les agents pathogenes post-
récolte Penicillium digitatum et Penicillium italicum. Dans leur étude, les cultivars d'orange
présentaient généralement des compositions d'EO similaires (Mustafa, 2015)

Des évaluations in vitro et sur les aliments des huiles essentielles d'agrumes ont été
effectuées pour explorer leur potentiel en tant que fongicides alternatifs pour prévenir ou
contrbler les maladies post-récolte.une étude des effets de 22 variétés d'huiles essentielles
d'agrumes sur la croissance in vitro et la sporulation de Phaeoramularia angolensis causant la
maladie des taches d'agrumes et des fruits a montré que les huiles de pummelo et de
pamplemousse étaient tres efficaces contre Phaeoramularia angolensis (Li Jing et al 2014)
Ammad et al. (2018) dans le but dévaluer une activité antifongique in vitro (AA) d'huiles
essentielles de citron (citrus limon 1) contre Fomitiporia meditterranea, Botyospaeria dothidea et

Eutypa sp qui attaquent le bois de vigne a révélé que le les huiles essentiel de citron possédent
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une activité antifongique potentielle car I'huile était efficace contre tous les trois champignons
testés.

1.19. Mécanisme d'action des composés antimicrobiens dans les huiles

essentielles des agrumes.

La caractéristique lipophile des huiles essentielles permettre la séparation préférentielle de la
phase aqueuse dans la structure membranaire de la cellule et pourrait ainsi entrainer l'absorption
des huiles essentielles dans la cellule pour former des vacuoles lorsqu'il y a contact entre I'huile
et la membrane cellulaire et ayant ainsi un effet antimicrobien de l'intérieur est une nouvelle
théorie des mécanismes d'action des huiles essentiels selon (Fisher et Phillips, 2009).

1.20. Utilisation des huiles essentielles d’agrumes dans I'industrie alimentaire

Les huiles essentielles d'agrumes sont non seulement utilisées dans I'industrie alimentaire, mais
sont également généralement reconnues comme sdres et se sont révelées inhibitrices sous forme
directe d'huile et de vapeur contre une gamme de bactéries a Gram positif et a Gram négatif. Ce
groupe d'huiles peut fournir les antimicrobiens naturels dont I'industrie alimentaire a besoin pour
satisfaire a la fois ses exigences et celles du consommateur (Palazzolo et al., 2013).

L'une des alternatives les plus éetudiées est la "conservation naturelle”, qui est l'utilisation de
conservateurs antimicrobiens naturels présents dans les plantes. Les antimicrobiens d'origine
végetale sont utilisés dans les aliments pour contréler les processus d'altération naturelle
(conservation des aliments) et pour contrdler la croissance microbienne (sécurité alimentaire)
(Laranjo et al., 2017) .Bien que les plus concernés soient les méthodes pour extraire, isoler et
purifier au mieux ces antimicrobiens et méme comment les réguler et standardiser avant
utilisation afin gu'ils n'aient pas a avoir un effet négatif sur les aliments et les humains apres
consommation. Les huiles essentielles provenant de diverses épices et d'autres sources végétales
ont été étudiées comme source potentielle d'agents antimicrobiens contre les bactéries et les
moisissures (champignons) (Qadri et al., 2015).

1.21. Utilisation d'huiles essentielles dans le domaine medical

Les huiles essentielles peuvent étre utilisees dans de nombreux aspects des soins de santé.
L’huile de bergamote (Citrus bergamia) s'est révélée étre un puissant agent antifongique. Des
recherches sur les activités de I'essence naturelle de bergamote sur des dermatophytes tels que les

especes Trichophyton, Microsporum et Epidermophyton, ont démontré son efficacité et
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suggérent son utilisation potentielle pour le traitement topique des dermatophytoses. L'huile de
bigaradier (néroli) peut également étre utilisée efficacement pour geérer les infections
bactériennes et fongiques, en particulier digestives et respiratoires (Palazzolo et al., 2013). Et les

huiles de pamplemoussier sont utilisées pour favoriser la perte de poids(Nagai et al. 2014).
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2.Materiels et méthodes
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Le but de notre étude est de déterminer Il'activité antimicrobienne des huiles essentielles
extraites du bigaradier et pamplemousse. Cependant a cause de la pandémie du Covid19 et la
période de confinement, nous avons uniquement réussi a réaliser 1’étape de 1’extraction des
huiles.

2.1. Lieu de ’expérimentation

Nous avons réalisé les extractions au laboratoire de Biologie végétale, département
Biotechnologie de notre université Saad Dahleb-Blidal. Il était prévu de procéder a la partie
activité antimicrobienne au laboratoire de Mycologie.

2.2. Matériel biologique
2.2.1. Matériel vegétal

Le mateériel végétal est composé de fruits murs de bigaradier (de couleur orange) récoltés
d’Oued EI Alleug wilaya de Blida en février 2020 et des fruits mars de pamplemoussier achetés
d’un marché a Koléa wilaya de Tipaza.

2.2.2. Critéres de choix de la plante
Le choix de notre plantes est baseé sur une recherche approfondie dans la littérature et une
enquéte ethnobotanique, au cours de laquelle plusieurs personnes ayant une vaste
Connaissance de la fagon d’utiliser cette plante ont été interrogées. Les critéres de choix dans
notre études sont par rapport a ;
> Disponibilité de la plante
> La recherche de nouvelles molécules bioactives
> La présence de substances aromatiques (huiles essentielles) avec un rendement
satisfaisant
2.2.3. Matériel microbiologique

Pour cette partie, il était prévu d’utiliser les souches microbiennes de Bacillus cereus
(NVH 200) et Aspergillus niger (ATCC 64974) fournies par les laboratoires de systemes
microbiens ENS kuba Algers.
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2.4. Méthode d’extraction
2.4.1. Partie d’extraction des huiles essentielles a partir des épluchures de

bigaradier et de pamplemoussier
a) Apres avoir épluché I'épicarpe du bigaradier ou pamplemoussier, les épluchures sont
coupées en petits morceaux.
b) 200g de I'épicarpe ont été pesés et mis dans un ballon a fond rond additionne de 500
ml d'eau distillée stérile puis installé dans un dispositif d'extraction de type
clevenger.

c) Chaque cycle d'extraction a duré une heure et nous avons réalisé 14 cycles en total.

toutes les huiles essentielles produites ont été collectées et stocké a -4°C
(Golmohammadi et al. 2018).

Figure 8: Différents étapes  d’extraction des huiles essentielles  (a) fruit de
pamplemousse ; (b) les épluchures de pamplemousse (c) les épluchures dans le ballon et
Ajoution d’eau distillée stérile (d) Melange des épluchures et d’eau distillée (e) Replacer le

ballon dans le Clevenger (f) Evaporation du mélange et libération de I’huile essentielle.
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2.5. Proposition d’un protocole de dilution de I’huile essentielle du bigaradier

et pamplemousse

Afin de tester l'effet antimicrobien des huiles essentielles de bigaradier et de pamplemousse,

chaque huile essentielle a eté des diluée suivant ces étapes :

a) Peser 1mg de I’huile essentielle du pamplemousse ou bigaradier par une balance analytique a
précision.

b) Introduire ces 1mg dans un tube a essai contenant 10 ml de tween 80 (100 pg/ml).

¢) Introduisez ensuite 1 ml de la solution initiale de (100 pg / ml) dans un tube contenant 9 ml
de Tween 80 pour préparer (10 pg / ml).

d) Introduire 2,50 ml et 5 ml de la solution initiale de (100 pug / ml) dans des tubes contenant

7,50 ml, 5,00 ml, de Tween 80 pour préparer (25 pg / ml) et (50 pg / ml) respectivement.
—

Solution P 1mg d’HE
+10ml tween 80 (100

ug/mi

9.00mI(10 pg/ml) 7.50ml (25 pg/ml)  5.00ml(50 pg/ml)

Figure 9 .Dillution des huile essentielle.

2.6. Proposition de Protocol d’analyse de I’huile essentielle de pamplemousse

et de bigaradier
Cette partie n’a pas été réalisée mais nous avons souhaité présenter le protocole expérimental
prévu :

a) La détermination des composés chimiques totaux devait étre effectuée par CG / SM a l'aide

d'une machine Shimadzu GC-9.
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b) L'hélium gazeux comme phase mobile sur colonne HP-5 MS 5% phényl méthyl siloxane.
c) L'identification des composés devait étre basée sur une recherche en bibliothéque a l'aide du
registre Wiley Registry 175.L Edition(Chaieb et al. 2017).
2.6.1. Préparation de pré culture
Bacillus cereus et Aspergillus niger devait etre cultivées dans un bouillon nutritif et sur
un milieu gélose Sabouraud dextrose pendant 48 heures a 37 ° C (bactéries) et 25 ° C pendant 3
jours (fungi) respectivement suivi d’un stockage réfrigéré a 4 ° C jusqu'a ce qu'il soit nécessaire

pour les tests antimicrobienne.

2.6.2. Proposition de Protocol d’analyse antimicrobienne d’huile essentielle de

pamplemousse et de bigaradier
Bien que cette partie n’a pas été réalisée aussi mais nous avons préparé un protocole a partir

des travaux de Ali et al (2012). Ce protocole est composé des étapes suivantes :

2.6.2.1. Test d’activité antibactérien

a) Les isolats purs de Bacillus cereus (NVH 200) sont dabord sous-cultivés dans un bouillon
nutritif a 37 ° C pendant 24hr.

b) La bactérie est propagée a l'aide d'un épandeur stérile sur une plaque d'agar Muller-Hinton
stérile afin d'obtenir une croissance confluente.

c) On laisse sécher les plaques et on utilise un foreur stérile (diamétre 6,0 mm) pour forer des
puits dans la gélose.

d) 10 pL, 25 pL et 50 pL de volume d'huile essentielle sont introduits dans les puits des plaques
d'agar.

e) Tween 80 (contrdle négatif) et le tetracycline (contréle positif).

f) Les plaques sont laissées au repos pendant 1h ou plus pour que la diffusion ait lieu, puis
incubées a 37 ° C pendant 24h.

2.6.2.2. Test d’activité antifongique

a) L'isolat fongique (Aspergillus niger (ATCC 64974)) est d'abord repiqué sur un milieu

gélose Sabouraud dextrose a 28 ° C pendant 3 a 5 jours.
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b) Des plaques de Dextrose Agar de Sabouraud stérilisées sont prélevées et un foreur stérile
(6 mm de diamétre) est utilisé pour forer des puits dans 1’agar.
c) 10 pL, 25 pL et 50 pL de volume d'huile essentielle sont introduits dans chacun des puits
périphériques tandis qu'un disque fongique est inoculé dans le puits central.

d) Un contréle négatif (Tween 80) et un contréle positif (Nystatine) est inclus dans les puits
périphériques pour comparer l'activité.

e) Les plaques sont ensuite incubées a 28 ° C.

f)Les évaluations sont effectuées par la mesure quotidienne du diamétre de la colonie,
commencant 24h apres le début de I'expérience et se terminant lorsque 2/3 de la surface de la

plaque du traitement témoin est recouverte par le champignon.

2.6.3. Evaluation de I'activité antibactérienne de I'huile essentielle de

bigaradier et pamplemousse

Nous préesenterons uniquement le protocole que nous avions opté pour, puisque cette
partie a été aussi non effectuée a cause de la période du confinement.

Pour évaluer l'activité antimicrobienne nous avons opter par recherche bibliographique,
pour la méthode de diffusion en puits (Jahangirian et al., 2013).
2.7. Principe

Cette méthode est basée sur le principe que des quantités d’huiles essentielles seront
déposées dans des petits puits ouverts préalablement dans un milieu de culture ensemencé par
des microorganismes a tester. L’action des huiles est de diffuser radialement vers l'extérieur a
travers le milieu de culture produisant un gradient de concentration en antibiotique qui inhibera

la croissance microbienne.
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2.8. Résultats

2.8.1. Rendement en huile essentielle de bigaradier et de pamplemousse.

Table 4 Des résultats d’extraction de 1’huile essentielle de pamplemousse et bigaradier

Nombres des 1 2 3 4 5 6 7
extractions

(Rendement en

huile)
0.60g 0.50g 0.60g 0.65g 0.60g 0.55g 0.55g

Pamplemousse

(Rendement en

huile)
0.80g 0.90g 0.90g 0.90g 1.01g 0.85g 1.00g

Bigaradier

Le pourcentage de rendement a été obtenu en utilisant formule suivant ;

(W2-W1)/WO0 x100%

W2 est le poids de I'extrait et le récipient

W1 le poids du récipient seul

WO le poids du seché initial échantillon (Anokwuru et al., 2011).

Le rendement moyen de pamplemousse et de bigaradier a été 0,289% et 0,454 % respectivement.
2.8.2. Activité antimicrobienne

L'extrait d'huiles essentielles de Citrus paradisi mélangé a 0,5% de Tween 80 n'a montré aucune
zone d'inhibition contre Bacillus cereus aux différentes concentrations de 80 pg / ml, 40 pug / ml,
8 ug / ml et Tween 80 (contr6le négatif) mais la ciprofloxacine (contréle positif) a montré une
inhibition de 22,33 + 0,33 mm contre Bacillus cereus. La méme huile mélangée dans du
méthanol a montré la présence de certaines zones d'inhibition (mm) a 80 pg / ml (6,00 £ 0,00),
40 ug / ml (4,67 = 2,40), 8 ug / ml (4,67 £ 2,40) et pas de zone d'inhibition en présence de
méthanol (contr6le négatif) contre Aspergillus niger mais 22,33 = 1,76 zone d'inhibition en
présence de nystatine (contrble positif) (Okunowo et al., 2013).

Sur la base de I'étude «composition chimique de I'huile essentielle et activité antimicrobienne des
oranges ameres», la zone d'inhibition (mm) de I'huile essentielle de Citrus aurantium contre

Bacillus cereus était de 16 (50 pL), 14 (25 pL) et 10 (10 pL) et ces valeurs ont montré que ces
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huiles essentielles étaient efficaces contre Bacillus cereus et ces huiles essentielles ont montré
une zone inhibitrice (mm) 17 (50L), 15 (25L) et 13 (10L) pour Aspergillus niger (Ali et al.,
2012).

Madhuri et al (2014) ont montreé que, par rapport a la pneumonie a Klebsiella, Bacillus
cereus était le moins affecté (0,8 cm) d'huile essentielle d'épluchures de Citrus aurantium. La
zone d'inhibition (mm) de I'huile essentielle contre Aspergillus niger était de 22,33 + 2,72 (12,5
pg / ml), 48,33 £ 0,88 (25 pg / ml) et 75,66 £ 0,66 (50 pg / ml) et une CMI de (8 uL / mL) (Elgat
et al., 2020).

34



Discussion

Les rendements en huiles essentielles des deux espéces d'agrumes (rutaceae) sont
représentés dans le tableau 3.Le rendement le plus élevé de I'huile essentielle a été obtenue a
partir de pelures de bigaradier (0,454%) tandis que le minimum a partir d’échantillon de
pelures de pamplemousse (0,289%). Pour le pamplemousse, ce rendement est inférieur a
0,4% obtenu par (kamal et al.,2011) et dans d'autres recherches, un rendement de 0,9% et
0,75% a été enregistré a partir des pelures de Citrus medica cv liscia et de Citrus medica cv
rugosa (Kademi and Garba, n.d.).

Bien que les fruits de bigaradiers utilisés aient été récoltés directement a partir de la
plante, leurs pelures extérieures semblaient un peu séches contrairement & ce a quoi on
s'attendait puisqu'ils récoltaient directement du jardin , il a été réalise plus tard que la plupart
des pelures utilisées pendant I'hydro distillation contenaient la partie blanchéatre inutile et la
durée de distillation pour chaque cycle était également plus courte (1 heure) par rapport a la
durée recommandée de 3 heures et a cette époque la saison était I'hiver (Rassem et al.,
2016).

Pour le pamplemousse, tous les fruits utilise ont été achetés au marché car nous
n'avons trouvé aucun jardin contenant du pamplemousse frais. Dans ce cas, les fruits
n'étaient pas si frais et étaient probablement affectés par la méthode de stockage avant de les
utiliser. En conséquence, tout cela a affecté notre rendement final.

I n'y a rien a discuter sur les effets antimicrobiens de ces huiles essentielles car nous

n'avons pas réalisé cette partie en raison du verrouillage de covid-19.
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Conclusion

L’utilisation d'huiles essentielles d'agrumes (rutacées) dans les études
biotechnologiques et a d'autres fins augmente progressivement en raison des avantages
identifiés lors de leur utilisation. Ces avantages vont de I’activité antifongique (Ammad et
al. 2018) , de I’activité antibactérienne, de I’activité anti - inflammatoire, de I’antioxydant, et
cet. Tout cela est di au fait que dans leur composition, nous trouvons une variété de
composés chimiques actifs.

Bien que le processus dextraction ait réussi, en raison de la courte période
d'extraction, nous avons obtenu un tres faible rendement en huile essentielle de 0,289% pour
la pamplemousse et de 0,454% pour le bigaradier. La méthode de diffusion de puits d'agar
proposee est largement utilisée pour évaluer lactivité antimicrobienne de plantes ou
d'extraits ce qui est le méme pour notre cas (Magaldi et al. 2004) .Mais malheureusement
nous n'avons pas procedé aux manipulations de l'activité antimicrobienne de notre huile
essentielle et n'avons pas non plus identifié la composition chimique de nos huiles en raison
du verrouillage de covid-19.Ainsi, a l'avenir, nous espérons que d'autres etudes devraient

étre menées sur notre theme afin d'obtenir de vrais résultats.
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