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Résumé

L’objectif de cette étude est porté sur 1I’étude des activités chimiques et biologiques des
extraits des trois plantes les feuilles d’oranges douce (Citrus sinensis), les feuilles
d’oranges amére (Citrus aurantium) et noukha (Ammi visnaga).Récoltées dans la wilaya
de Mostaganem. Nous avons utilis€¢ trois méthodes d’extraction de type Clevenger,
entrainement a la vapeur d’eau et Soxhlet (I’eau comme solvant) afin de voir quelle
méthode est adaptée pour quelle plante, on arrive dire que la méthode d’extraction 1’huile
essentielle la plus adaptée pour les feuilles Citrus sinensis et Citrus aurantium est la
méthode d’entrainement a la vapeur d’eau, et Pour [’Ammi visnaga, les  deux
méthodes clevenger et entrainement a la vapeur d’eau ont donné presque le méme
résultat. L’étude des propriétés physicochimiques telles que la densité, le pH et I’indice
de réfraction donne des résultats normaliser selon AFNOR-ISO3140. L’activité
antioxydante par le teste de DPPH par spectrophotometrique et la teneur de polyphenols
donne un taux élevé pour I’huile essentielle d’ammi visnaga par les deux méthodes
(entrainement a la vapeur d’eau et clevenger) para port les feuilles citrus sinensis et
citrus aurantium ,pour I’activité biologique 1’huile d’ammi visnaga par la méthode
d’entrainement a la vapeur donne une activité¢ antibactérienne importante que I’huile par
clevenger avec toutes les souches bactériennes (Escherichia coli ,condidaalbicans,
pseudomonas aeruginosa et bacillus cereus) . Huile des feuilles citrus sinensis et citrus
aurantium possede un effet antibactérien pas mal avec toutes les souches bactériennes.la
méthode soxhlet donne des extraits a une activité chimique et biologique moins que les

huiles.

Mots clés : Ammi visnaga, les feuilles citrus sinensis, les feuilles citrus aurantium,activité

antioxydante ,activité antibactérienne ,huile essentielle ,extrait



Liste des Abréviations

HE : huile essentielle
EX : Extrait

°C : degre Celsius

% : pourcentage

m : metre

mm : millimetre

cm : centimetre

nm : nanometre

g : gramme

mg: milligramme

H : heur

min : minute

tmax : temps maximale
tin : temps initiale

ul - microlitre

DPPH: 2,2 diphenyl-picrylydrazyl
UV : ultra-violet

HCI : acide chlorhydrique



NaOH: hydroxyde de sodium
EtOH : Ethanol

NH4OH: ammoniaque

HOCI : acide hypochloreux
HgCl; : chlorure de mercure
AICl3: Chlorure d’aluminium
Na2S203 : thiosulfate de sodium
I> : iiode

K1 : iodure de potassium

Eq : équivalent gramme.

L : litre

ml : millilitre

VE : volume équivalent

pH : potentiel d’hydrogéne

19 : pourcentage d’inhibitio
C.M.I :concentration minimale inhibitrice

NaCl : chlorure de sodium
H.SOs : acide sulfurique
R : rendement

UFC : Unité FormColonie
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Introduction

Introduction

L’homme s’intéresse aux plantes depuis toujours pour but de résoudre ses problemes de sante.
Les plantes médicinales forment la base de la médecine traditionnelle gréce a leur richesse en
meétabolites secondaires utilisées comme composés actifs. Selon 1’organisation mondiale de la
santé, pres de 80% des populations dépendent de la médecine traditionnelle pour des soins de
santé primaire [1].

Le recours a la médecine traditionnelle est due a diverses raisons comme par exemple : le
colt des plantes médicinales qui est faible par rapport aux médicaments conventionnels, la
disponibilité de ces plantes surtout dans les régions les plus éloignées et au sein des
populations les moins favorisées, les effets secondaires indésirables des médicaments, I’envie
de consommer « bio » et ses effets bénéfiques sur la santé, I’existence des maladies pour les

quelles il n’y a pas de traitement pharmaceutique efficace [2] .

Les propriétés préventives des plantes médicinales et des aliments d'origine végétale sont
dues a la présence de vitamines C, E et A, de caroténoides et des composes phénoliques qui

sont des molécules dotées d’un pouvoir antioxydant [3].

Actuellement, les huiles essentielles des plantes aromatiques possedent un atout considerable
et jouissent d’une popularité grace a la découverte progressive de leurs propriétes
médicinales: antibactériennes, anti inflammatoires, antiseptiques, antivirales, antifongiques,
antioxydantes, anti-tumoral, insecticides, insectifuges...etc, ainsi que leurs utilisations dans
d'autres domaines d'intérét économique tels que la cosmétique, la parfumerie, 1’aromathérapie

et ’agroalimentaire [4].

L'oranger fait partie de la famille des Rutacées, et du genre Citrus. Il est originaire de Chine.
Il existe plusieurs especes d'oranger, dont les plus connues sont Citrus aurantium (oranger

amere), aussi appelé bigaradier, et Citrus sinensis L (oranger douce).

C’est un arbre de 8 a 10 metres haut, il est le plus cultivé au monde pour ses fruits. Il est
présent dans les régions chaudes et peut se cultiver en France, en région méditerranéenne. Sa

culture nécessite des températures comprises entre 10 et 35 °C et un sol neutre.

Le domaine d’application des huiles essentielles sont diversifiés malgré ’arrivée sur le

marché des composés de synthése ; C’est ainsi qu’elles trouvent de nombreuses applications
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Dans I’industrie chimique et dans le domaine de 1’agroalimentaire (condiments, épices,

aromatisants,...) et I’aromathérapie (parfumerie, cosmétique et savonnerie) [5].

Ce travail est développé en trois chapitres:
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le premier est consacré a une étude bibliographique sur les plantes médicinales et les
différents groupes des principes actifs.
Le deuxieme chapitre concerne la partie expérimentale qui traite en deux axes :

v' d’une part dans le premier axe, on trouve les différentes méthodes du travail

expérimental ainsi que les matériels utilisés, dont on a réalisé I’extraction et la
détermination des composés comme les  polyphénols,  flavonoides,
alcaloides. ........

D’autre part, le deuxiéme axe, on est intéressé a évaluer le pouvoir de la
phytochimique, les  caracteristiques  physico-chimique,  I’activité
antibactérienne et anti oxydant des trois plantes par trois techniques
d’Extraction des huiles essenticlles a partir des feuilles d’orange douce (Citrus

sinensis ) et d’orange amére (Citrus aurantium) et la plante (Ammi Visnaga ) .

dans la troisitme partie, on a rapporté les résultats obtenus de I’étude de la
phytochimique, les caractéristiques physico-chimique, ’activité antibactérienne et
anti oxydante des différentes plantes (Citrus sinensis) ,(Citrus aurantium) et la
(Ammi Visnaga ) suivi par une discussion et on termine avec une conclusion

générale.
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I. Plantes médicinales

1. Généralité
En général, le corps humain est mieux adapté a un traitement de base de plantes qu'a une
thérapeutique exclusivement chimique. L'homme est habitué a consommer et a digérer
différentes espéces de plantes, qui sont bien souvent appréciées pour leurs qualités aussi bien
médicinales que nutritives. Le citron (Citrus limon) posséde une teneur élevée en vitamine C,
favorisant la résistance aux infections, ce qui en fait un allié précieux contre le rhume et la
grippe ; la papaye (Caricapapaya) est parfois utilisée comme vermifuge; l'oignon (Allium
cepa) prévient les affections des bronches ; I'avoine (Avenasativa) augmente I'énergie. De ce
fait, la phytothérapie prend tout son sens lorsque la frontiére entre aliments et médicaments
disparait [6].

2. Définition

La définition d'une plante médicinale est tres simple. En fait il s'agit d'une plante qui est
utilisée pour prévenir, soigner ou soulager divers maux. Les plantes médicinales sont des
drogues végétales dont au moins une partie posséde des propriétés médicamenteuses [7].
Environ 35 000 especes de plantes sont employées par le monde a des fins médicinales, ce qui

constitue le plus large éventail de biodiversité utilise par les étres humains. Les plantes

médicinales continuent de répondre a un besoin important malgré l'influence croissante du
systéme sanitaire moderne [8].L'intégration de la médecine traditionnelle comme forme

alternative de santé et le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques

disponibles et/ou I’apparition des effets secondaires ont mené les chercheurs a étudié et a

mettre en évidence les effets thérapeutiques des plantes médicinales [9].

> Intérét de I'étude des plantes médicinales

La plupart des especes végétales contiennent des substances qui peuvent agir, a un niveau ou

un autre, sur l'organisme humain et animal. Elles présentent en effet des avantages dont les
médicaments sont souvent dépourvus [10]. La raison fondamentale est que les principes actifs

végetaux proviennent de processus biotiques répandus dans tout le monde vivant, alors que

I'essentiel des médicaments de synthése sont des xénobiotiques aux effets secondaires trés mal
maitrisés[11].Les plantes médicinales sont donc importantes pour la recherche

pharmaceutique et I'élaboration des médicaments, directement comme agents thérapeutiques,

1
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mais aussi comme matiere premiere pour la synthese des médicaments ou comme model pour
les composés pharmaceutiquement actifs [12]. Ces plantes, connus depuis I'antiquité, sont

généralement utilisées en médecine traditionnelle comme agents antibactériens et

antifongiques. Ces propriétés antifongiques ont été confirmées par de nombreux travaux sur

les souches de levures, dermatophytes et Aspergillus [13].

3. Principes actifs des plantes médicinales

Le métabolisme de la plante verte produit avant tous des glucides (sucres) et des protides. Une
fraction des glucides est ensuite transformée en composés divers dont les lipides sont les plus
importants pour la plante, mais le métabolisme fournit aussi plusieurs corps secondaires que
I’homme utilise dans son arsenal thérapeutique, il s’agit des alcaloides, des hétérosides, des
huiles essentielles et des tanins, les végétaux nous fournissent également des vitamines, des

oligoéléments, et des antibiotiques [14].

4, Domaines d'application des plantes médicinales

v I .

Différentes espéces médicinales sont utilisées comme épices pour aromatiser et augmenter la
durée de vie des aliments. En effet, ces especes contiennent des huiles essentielles dotées

d'activités antimicrobiennes intéressantes et peuvent servir d'agents de conservation

alimentaires [15].

v E stologie :

Les plantes aromatiques sont utilisées dans la formulation des produits de beauté. Les huiles

essentielles de la lavande (Lavandula officinalis) sont utilisées dans les préparations pour

bains calmants ou relaxants [16].

v En médecine :

Certaines plantes sont utilisées pour le traitement des troubles nerveux et des troubles liés au

stress telles que Angélica archangélica et Valérian aofficialis [17].

- D'autres, telles que I'Aunée officinale (Inula helenium), Origan (OriganumVulgare) et

I'Eucalyptus (Eucalyptus globulus) ont prouveé leur efficacité dans le traitement des

problémes respiratoires et les bronchites [18].

2
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5. phytothérapies

Ce mot vient du grec « phytos » qui signifie plante et « therapeuo » qui signifie soigner. C'est
I’'une des formes de traitement les plus anciennes qui continue a jouer un rdle important en
Afrique et en Asie par l'usage de plantes médicinales. La phytothérapie est le traitement
(médecine paralléle ou respectant les traditions) par les plantes, c'est-a-dire par la
consommation ou l'utilisation en voie externe, des produits préparés a partir des plantes, sans
passer par une étape de sélection des molécules ; on ne consomme par conséquent pas que le
principe actif, mais tout ce que contient la plante. La phytopharmacie sert a désigner la totalité

des substances utilisées pour traiter les plantes : pesticides, fongicides, herbicides [19].

Il1. présentation de I’espéce végétale :
1. Définition
L’oranger est un petit arbre ou arbuste, pouvant atteindre 10 a 15 m de hauteur environ.
L’arbre est a rameaux nombreux ; formant une cime touffue, avec un feuillage vert sombre,

glabre, persistant et légéerement ailé. Les feuilles sont persistantes, cireuses, coriaces et

alternes, la floraison blanche tres parfumée, Le fruit est une baie, ronde ou allongée, souvent

pourvue d’un mamelon proéminent du coté opposé au pédoncule fructifere [20].

1.1. Feuilles d*oranger

Nous connaissons bien les bienfaits des fleurs d'oranger ainsi que des oranges. Ceux des

feuilles d'oranger (figure 1) restent moins célébres, mais sont pourtant multiples[21].

Figure 1: Feuilles d’oranger

> Les feuilles d'oranger ont des propriétés [22]

« sédatives (entraine une relaxation)

+ antispasmodiques (lutte contre les spasmes musculaires)
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+ sudorifiques (augmente la transpiration)
« fébrifuges (fait fuir la fievre)

« cicatrisantes antibactériennes

« anti-inflammatoires

1.2. Fleurs d’oranger

Dans I’ Antiquité, on utilisait traditionnellement la fleur d’oranger (figure 2) pour orner les couronnes

des jeunes mariées.

Figure 2 : Fleur d’oranger

A la fin du 17e siécle, la coquette et mondaine duchesse de Braccio et princesse de Néroli
Anne-Marie Orsini se servait de la fleur d’oranger pour parfumer son bain et ses effets.
L’huile essentielle de fleur d’oranger est reconnue pour ses propriétés a la fois tonifiantes,
sédatives et antidépressives. Elle aide par ailleurs a I’endormissement, de par ses effets

relaxants [23].

1.3. Fruits d’oranger

Les orangers peuvent étre considérés comme des plantes medicinales. On utilise en
phytothérapie des extraits de leurs fleurs, de leurs feuilles et de leurs fruits et en
aromathérapie les huiles essentielles distillées a partir des fleurs (huile essentielle de Néroli),
des feuilles et des jeunes rameaux (huile essentielle de petit-grain), des écorces des fruits
(figure 3) (huile essentielle d'orange). Ces huiles essentielles sont digestives et apaisantes,
mais elles peuvent provoquer une photo-dermite quand on les applique sur la peau et que I'on

s'expose au soleil [24].
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Figure 3 : Fruit d’orange [25].

2. Type d’orange
2.1. Orange ameére (Citrus aurantium)

L’oranger amer ou Citrus aurantium, var. amara de la famille des Rutaceae, est un petit
arbre originaire de I’Inde et de la Chine, représente dans la (figure 4) apporté en France au
retour des Croisades. Introduit sur la Cote d’Azur, il y pousse en plein air tandis qu’au nord de
la Loire, on a créé des orangeries pour I’abriter 1’hiver. Le bigaradier est largement cultivé en

région méditerranéenne et dans les régions chaudes des Etats-Unis. [26]

Figure 4 : Orange amére (Citrus aurantium. L)

Tableau 1 : Carte d'identité d'Orange amére (Citrus aurantium)

Nom commun : Petit grain bigarade, petit grain bigaradier, orange amere
Nom latin : Citrus aurantium

Famille botanique : Rutacées

Partie distillée : Feuille du bigaradier

Origine (pays) : Paraguay, Espagne

Modes d'utilisation privilégiés : Voie cutanée, voie respiratoire




Partie | synthese bibliographique

2.2.0range douce (Citrus sinensis)

L’orange douce est un fruit délicieux, juteux, riche en vitamine C. Citrus sinensis est un arbre
de moyen développement, originaire de Chine, qui se développe en région subtropicale
(figure5). C’est-a-dire en région chaude et humide, mais connaissant une saison plus fraiche.
En France, Citrus sinensis n’est cultivé en pleine terre que dans les régions épargnées par le

gel. Les oranges cueillies sur I’arbre ont un gout extraordinaire par rapport a celles que

Figure 5: Oranges douce (Citrus sinensis)

L’on achéte car ces derniéres subissent divers traitements qui permettent leur conservation,

mais qui ont malheureusement un impact sur leur gout. [27]

Tableau 2 : Carte d'identité d’Orange douce (Citrus sinensis)

Nom latin : Citrus sinensis. L
Famille botanique : Rutacée
Partie exprimee : les feuilles
Origine : Italie, Espagne, Brésil
Nom commun : Orange douce
Origine (pays) : Italie

3. Présentation d’Ammi Visnaga
3.1, Définition
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Le nom Ammi vient du grec ammos, qui signifie «sable», en rapport avec le terrain ou pousse
la plante. Visnaga, le nom de la variété, dériverait de «bis acutum» qui veut dire «a double
pointe». Les vieux noms latins étaient Cuminum alexandrinum, C. aethiopicum et C. regium

(cumin alexandrin, éthiopien ou royal). Khella, le nom arabe de la plante, est utilisé dans tout

le Moyen-Orient et souvent aussi en Europe [28].

L’herbe annuelle ou bisannuelle pousse au printemps sous la forme d’une tige dressée, ronde
et cannelée, atteignant de 80 & 120 cm de hauteur. Les feuilles gris vert ont environ 20 cm de
long ; elles sont disposées en chevrons et pennées. Le haut de la tige est ramifié et légérement
recourbé. Les grandes ombelles terminales réunissent parfois jusqu’a une centaine de
pédicelles portant a leur tour de petites ombelles a fleurs blanches (figure 6). A maturité, les
pédicelles épais et rigides sont rétractés et forment comme un nid. Leur goQt est agréable et
apres leur lignification, on les utilise comme cure-dents. Les petits fruits lisses et ovales

tombent quand ils sont secs; a la déhiscence, ils donnent deux graines d’un brun grisatre,

d’environ 2 mm de long [28].

Figure 6 : (Ammi visnaga.L) [29]

Tableau 3 : Carte d'identité d’Ammi visnaga

Nom latin : Ammi vishaga.L
Synonyme : Visnaga daucoides
Famille : Apiacées, Ombelliferes
Origine : Europe, Afrique, Asie
Période de floraison : éte

Couleur des fleurs : blanc

Type de plante : fleur
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3.2.Etude phytochimique d’4mmi visnaga

Les études phytochimiques d” Ammi visnaga L. ont révéleé sa richesse en Diverses molécules
tel que : Fruranochromones (-py-ones) ( 2-4%) : comprenant la khelline (0,3- 1,2%),
visnagine (0,05-0.3) son glucoside, visammiol, khellino ; ammiol et son glucoside visammiol
,khellinonrt la visnaginone, pyranocoumarines ( visnagan ( 0.2;0,5%)comprenant la
visnadin, samidine et dihydrosamidin ,furanocomarines , trace de xanthotoxine et de
I’ammoidin , flavonoides (0.02 -0.03% ) comprenant la quercetine, bisorhamnetine et leurs 3-

sulphates, et le kaempferol , volatiles : camphre, carvone ( terpinéol, terpinene-4-ol, linalol,

cis et trans oxyde de linalol) , Huile fixe (12-18 %) , Protéines :14% [30].

La khelline, la visnagine et la visnadine (figure7) sont les principes actifs des fruits d'Ammi

visnaga. Ils sont ainsi utilises dans I'industrie pharmaceutique pour le traitement de I'angine et

de ’asthme [31].

- Lateneur de ces composes dans 1es fruits secs varie largement selon les facteurs
génétiques et les conditions environnementales [32].
- Lakhelline est la chromone présentant des propriétes spasmolytiques. La visnadine a

des propriétés antispasmodique et vasodilatatrice des coronaires.

O O _A_O

Khelline visnadine visnagine

Figure 7 : Formules chimiques de la khelline, visnadine et visnagine [31].

I11.Les huiles essentielles

1. définition

Une huile essentielle comme « un produit odorant, généralement de composition complexe,
obtenu a partir d’'une matiere premicre végétale botaniquement définie, soit par entrainement

a la vapeur soit par distillation seche, soit par un procédé mécanique approprié sans
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chauffage. Une huile essentielle est souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé

physique n’entrainant pas de changement significatif de composition» [33].

Les huiles essentielles sont liquides a température ambiante mais aussi volatiles, ce que les
différencient des huiles dites fixes. Ce sont des substances de consistance huileuse mais sans
corps gras, plus ou moins fluides, trés odorantes et de densité généralement inférieure a celle
de I’cau. Elles sont liposolubles et solubles dans les solvants organiques usuels ainsi que dans
I’alcool, entrainables a la vapeur d’eau mais trés peu solubles dans I’eau. 11 faut donc
impérativement un tensioactif pour permettre leur mise en suspension dans I’eau. Leur

conservation nécessite de I’obscurité. De ce fait, 1’utilisation de flacons en verre opaque est

conseillée [34].

2. Propriétes physico-chimiques des Huiles Essentielles :

On trouve généralement les huiles essentielles(HEs) incolores ou jaune pales a 1’état liquide a
température ordinaire. Toute les HEs volatiles, odorantes et inflammables. Leur densité est le
plus souvent inférieure a 1. Seules HEs officinales ont une densité supérieure a celle de 1’eau.

Elles sont peu solubles dans 1’eau, solubles dans les alcools et dans la plupart des solvants

organiques [35].

v’ Elles sont altérables et tres sensibles a I’oxydation.

v' Elles possédent un indice de réfraction souvent élevé et sont douées d’un pouvoir
rotatoire.

v Leur point d*ébullition varie de 160°C a 240.

3. Méthodes d’extraction

3.1.Soxhlet

L’extraction par Soxhlet est une méthode simple et convenable permettant de répéter
infiniment le cycle d’extraction avec du solvant jusqu'a I’épuisement complet du soluté dans
la matiére premic¢re. Le schéma d’appareil Soxhlet est représenté¢ sur la (figure8) Il est
composé d'un corps en verre, dans lequel est placée une cartouche en papier-filtre épais (une
matiére pénétrable pour le solvant), d'un tube siphon et d'un tube de distillation. Dans le
montage, l'extracteur est placé sur un ballon contenant le solvant d'extraction. Le ballon est

chauffé afin de pouvoir faire bouillir son contenu. La cartouche contenant le solide a extraire
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est insérée dans I'extracteur, au-dessus duquel est placé un réfrigérant servant a liquéfier les

vapeurs du solvant [36].

Figure8 : Montage soxhlet

1: Agitateur magnétique, 6 & 7: Entrée et sortie du syphon

2: Ballon en verre pour extraction 8: Accessoire-adaptateur (facultatif)

3: Piste de distillation, 9: Condensateur

4: Cartouche cellulosique, 10: Entrée d’eau pour le refroidissement du systéme
5: Solide/sediments a extraire 11: Sortie d’eau pour le refroidissement du systeme

v’ La séparation du solvant de I'extrait est faite 4 I’aide de ’appareil appelé Rotavapeur
(figure 9). Dans cet appareil on réalise une évaporation sous vide en utilisant une
pompe a vide avec une vanne de controle. Pendant I’évaporation le ballon est mis en
rotation et plongé dans un bain liquide chauffé. L appareil est muni d'un réfrigérant
avec un ballon-collecteur de condensat. La rotation du ballon crée une surface
d’échange plus grande et renouvelée permettant donc d’effectuer une évaporation

rapide.

10



Partie | synthese bibliographique

Figure 9 :L’appareille de rota- vapeur

L’abaissement de la pression permet d’évaporer le solvant a température réduite, évitant ainsi
la dégradation thermique éventuelle des composés. C’est une méthode d’évaporation simple,

utile, douce et rapide.
3.2. Extraction par hydrodistillation:
3.2.1. Entrainement a la vapeur d’eau

Largement utilisée pour D’extraction des huiles essentielles. Elle présente 1’avantage
d’abaisser la température de distillation; les composés volatils sont donc entrainés a des
températures beaucoup plus basses que leur température d’ébullition, ce qui évite leur
décomposition. La distillation est le procéde le plus répandu, car il convient a la majorité des

plantes. [37] la (Figure 10) représente le Schéma du principe de distillation a vapeur d’eau.

Vapeur d'eau chargée Eau chaude
d'huile essentielle

Huile essentielle
Plantes aromatiques

Vapeur d'sau

Eau froide

Eau
Eau florale

Eau florale +
Chaleur —— / / ) 2 ) huile essentielle

VW

Essencier

Figurel0 : Schéma du principe de distillation & vapeur d’eau

11
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3.2.2. Extraction par Clevenger :

Le montage Clevenger est désigné par le nom de son inventeur, Joseph Franklin Clevenger,
qui I’a publié en 1928. Quelques mode¢les existent. Le plus commun (figure 11) est une piece

de verrerie modifiée, celle que 1’on voit au-dessus du ballon, qui est de taille variable. Apres 2

h d’extraction, on peut mesurer directement dans la burette le volume d’huile recueilli [37].

Figure 11. Montage d’extraction de type Clevenger.

Parfois, le montage de type Clevenger fournit des rendements plus élevés que
I’hydrodiffusion. Le choix de la bonne méthode a utiliser dépendra de 1’objectif du projet et

des capacités d’extraction planifiées par le client.
3.3. Extraction aux solvants volatils :

C'est un procédé qui consiste a recueillir tout ce qui se dissout dans la plante, lorsqu'elle est en
contact avec un solvant particulier. Une fois que I'on enléve le solvant, on récolte I'huile
essentielle ainsi que les réesines, cires et autres substances éventuelles provenant de cette
extraction (figurel2). On utilise I'extraction aux solvants volatils sur le méme principe que

I’extraction par les corps gras, c'est-a-dire, en cosmétique, surtout pour la création de parfums

[38].

12
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thermomeé tre

Reéfrigérant
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Figure12 : Schéma du principe de distillation par solvant [38].

3.4. D’autre méthode :
3.4.1. Extraction au CO2 supercritique

Cette méthode est récente .Elle est basée sur l'utilisation d'un fluide supercritique qui possede
les propriétés des gaz et des liquides. Ce qui lui permet de pénétrer dans les matrices
d'échantillon solides. Le principe de cette technique correspond a une distillation répétée du

solvant extrayant un soluté de I'échantillon solide [37].

3.4.2.Hydrodiffusion :

Cette technique (figurel3) est particuliere Elle consiste a faire passer du haut vers le bas et a

pression réduite, la vapeur d’eau au travers de la matrice végétale. L’avantage de cette

méthode est d’étre plus rapide donc moins dommageable pour les composes volatile [38].

Figurel3 : Extraction par hydro diffusion.

13
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4, Composition chimique des huiles essentielle
4.1- Huiles essentielles des agrumes

Les huiles essentielles constituées principalement des métabolites secondaires lipophiles
volatils tels que les hydrocarbures (terpenes et sesquiterpenes) et les composés oxygénés
(alcools, aldéhydes, cétones, phénols, éthers, esters, lactones et éthers phénoliques).lls sont
des mélanges de structure extrémement complexe, pouvant contenir plus de 300 composés

différents. Les composants principaux peuvent constituer jusqu'a 80 % de I’huile, tandis que

d’autres composants sont présentés seulement comme trace [39].

1. Les terpénes : ce sont des molécules les plus répandues dans les huiles essentielles.

a)Les monoterpenes: sont les composés majeurs des huiles essentielles avec des teneurs
comprises entre 89,8 % et 99,08%. Le limonene est en général le composé le plus abondant, et
d’autre composants monoterpénique comme opinene, a-thujéne, B-pinéne, a-terpinene, -

terpinéne, p-cyméne...etc[40].

b) Les sesquiterpénes: ce sont des terpénes présents en faible quantité dans les plantes,

sauf dans le bois des arbres.

C) Les diterpenes: molécules assez rares dans les huiles essentielles, et présentes en faible

quantités (cypres, thuya, meleze).

d) Les triterpénes): leur présence est aléatoire dans les huiles essentielles. Car, plus la

molécule contient un nombre important de carbones, plus elle lourde Et donc plus il est

difficile de I’extraire par distillation a la vapeur d’eau.

2. Phénols et terpénols (Monoterpénols, Sesquiterpénols et Diterpénols): molécules

possédant une fonction alcool.

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

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

3. Coumarines : ce sont des esters intramoléculaires aromatiques, trés souvent
présentés dans les essences, en particulier les essences de Citrus. Toujours en faible

concentration dans les huiles essentielles.

14
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4. Phtalides : famille chimique apparentée aux coumarines, d’odeur puissante et
caracteéristique.

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

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

7. Les acides, les esters, cétones, oxydes terpéniques, éthers [41].

8. Composés aromatiques :

Le groupe des composés aromatiques renferme les molécules de parfum comme la vanilline,
I'eugénol, l'anéthol et l'estragol (Figure 14). Ces composés sont abondants dans les huiles

essentielles [42].

Figure 14 : Structures chimiques des composés aromatiques [42].

4.1. 1 Utilisation de I'huile essentielle de (Citrus aurantium et Citrus sinesis)

L'huile essentielle de Citrus aurantium peut étre utilisée différemment pour un large
spectre de maladies et symptomes. L’huile essentielle de Citrus sinesis est utilisé dans les
troubles digestifs , stress et état dépressif ,grossesse : douleurs de 1’accouchement ,bien- étre

et plaisir.
4.2 L’huile essentielle d’Ammi Visnaga

L’huile essentielle d’Amni Visnaga doit sa propriété anti-spasmodique a sa grande contenance
de linalol, qui fait partie des alcools mono- terpéniques, tres connus par leurs propriétés
antiseptiques et immunostimulante scientifiquement connu sous le nom d’Ammi Visnaga,

I’Ammi Visnaga est une plante herbacée de la famille des Apiaceae. La taille de cette plante
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glabre varie de 20cms a 1metre et elle se spécifie par sa tige cylindrique dressée qui se ramifie
vers le haut, ses feuilles bi ou tri-penné en segment linéaires, et son inflorescence en ombelle

dans toute sa blancheur [43].
4.2.1 Utilisation de I'huile essentielle d’Ammi Visnage

L'huile essentielle d’Ammi visnaga peut étre utilisée de fagons tres différentes pour un large

spectre de maladies et symptomes.
5. Les composés phénoliques

5.1. Définition

Les composés phenoliques ou les polyphénols (PP) constituent une famille de molécules tres
largement répandues dans le régne vegétal. lls sont des produits du métabolisme secondaire
des plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits. Ce qui signifie qu’ils n’exercent pas de
fonctions directes au niveau des activités fondamentales de I’organisme végétal, comme la
croissance, ou la reproduction [44]. Les composés phénoliques jouent un rdle fondamental,

car sont des eléments importants de qualités sensorielles (couleur et caracteres
organoleptiques) et nutritionnelles des végétaux, tels que les légumes, les fruits, les céreales
ou les fruits secs, ainsi que dans les boissons, le café, le cacao ou le thé. Une alimentation

équilibrée fournit a ’'Homme environ un gramme de polyphénols chaque jour, soit dix fois

plus que de vitamine C et 100 fois plus que de caroténoides ou vitamine E [45].

5.2.Structure chimique

Les polyphénols caractérisés par un ou plusieurs noyaux aromatiques hydroxylés. Les

polyphénols sont classés en différents groupes en fonction du nombre de noyaux aromatiques

qui les composent et des substitutions qui les relient [46].
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Figure 15 : Structures chimique de composés phénoliques [46].
6. Propriétés biologiques des polyphénols

Les recherches récentes sur les composés phéenoliques en générale et les flavonoides en
particulier sont trés poussées, en raison de leurs divers propriétés physiologiques, comme les

activités  -antiallergigue, anti-artherogenique, anti-inflammatoire, hépato-protective,

antimicrobienne, antivirale, antibactérienne, anticarcinogénique, anti-thrombotigue,

cardioprotective et vasodilatoire [47].

Les effets benéfiques des polyphénols intéressent particulierement deux domaines : la

phytothérapie et I’hygiéne alimentaire [48].
6.1. Les flavonoides

6.1.1 Définition

Le terme flavonoide (de flavus, «jaune»» en latin) désigne une tres large gamme de composés
naturels appartenant a la famille des polyphénols [49]. Les flavonoides constituent des

pigments responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents organes végétaux

[50].

Figure 16:Structure de base des flavonoides [51].
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6.2. Tannins

Tanin et un terme provient d’une pratique ancienne qui utilisait les extrait des plante pour
tanner les peaux d’animaux [52]. On distingue deux catégories : les tanins condenses et les

tanins hydrolysable [52].
6.3. Alcaloides

Ce sont des substances organiques azotées d'origine végétale, de caractére alcalin et de
structure complexe (noyau hétérocyclique), on les trouve dans plusieurs familles des plantes,
la plupart des alcaloides (figurel7) sont solubles dans I'eau et I'alcool et ont un gout amer

.Certains alcaloides sont utilisés comme moyen de défense contre les infections microbiennes

(nicotine, caféine, morphine, lupinine) [52]. Des anticancéreuses (vincristine et la vinblastine)

[10]. Fortement toxiques [53].

G

N O
at
N
N CH;,
CHy 5

Figurel7:Structures chimique d’Alcaloide [54].

6.4.Saponosides

Le terme saponosides est dérivé de mot savon, sont des terpenes glycoslysés comme ils
peuvent aussi se trouve sous forme aglycones, ils ont un godt amer et acre [52]. Ils existent

sous deux formes, les stéroides et les terpénoides [10].

7. Toxicité des huiles essentielles

Bien que d’origine naturelle, les huiles essentielles peuvent se révéler dangereuses pour la
santé présentant une toxicité par voie orale avec des doses létales a 50% (DL50) supérieures a
5 g/kg, peut provoquer des effets néphrotoxiques, hépatotoxiques, neurotoxiques...etc, et peut
entrainer une insuffisance rénale chez I’enfant a doses élevées). L’usage des huiles

essentielles en application locale, en parfumerie ou en cosmétique, peut générer des irritations
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et des allergies. Les essences d’agrumes (pamplemousse, citron...etc) sont photo-

sensibilisantes par des réactions épidermiques aprés exposition au soleil [34].

8. Vitamine C

La vitamine C, ou (acide ascorbique), est un micronutriment qui n’est pas synthétisé par
I’organisme humain. Il doit étre apporté par les aliments (fruits et légumes). Il a un réle
antioxydant multiple : il inhibe le brunissement enzymatique, protége contre I’oxydation,
comme il est connu pour ses effets antiradicalaires et réducteurs des métaux de transition

[55].

Figurel8 : Structure chimique de ’acide ascorbique (vitamine C) [56]

9. Activités biologiques des huiles essentielles

Les huile essentielles par leurs propriétés nombreuses et variees sont utilisées dans différents
secteurs : en parfumerie, en cosmétologie, en conserverie et dans les industries

pharmaceutiques.
9.1. Activité pharmaco-therapeutique

Depuis longtemps, les HE's sont utilisées en thérapeutique, leurs applications sont vastes.

Elles requierent de bonnes connaissances de ces substances et le bon fonctionnement du corps
humain car si leur pouvoir antiseptique est indiscutable, leur toxicité I'est aussi [57]. L'usage

des HE's en médecine ne fut jamais abandonné malgré la découverte des processus de

synthese organique et la naissance de l'industrie pharmaceutique. Elles sont considérées

comme un Véritable réservoir de molécules de base qui sont irremplagables [58].
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9.2. Activité anti-oxydante

Dans le cadre de la toxicité des antioxydants synthétiques et la demande des consommateurs
pour les produits naturels, 1'utilisation des produits végétaux comme source d’antioxydants
deviendrait plus exigée du fait que ces produits sont moins toxiques. Parmi ces différents
produits végétaux, les huiles essentielles ont une activité antioxydante de grand intérét car
elles peuvent préserver les aliments des effets toxiques des oxydants et jouent un réle
important dans la prévention de certaines maladies [59]. Les monoterpénes oxygénés, tels
que le thymol, le carvacrol et le a-terpinéol, sont principalement responsables du potentiel
antioxydant des huiles végétales qui les contiennent. Le monoterpene B-caryophylléne
possede également une activité de piégeage des radicaux libres, donc les plantes médicinales
ayant une activité antioxydante intéressante constitueraient une source de traitement des

maladies ou sont impliquees les Espéces Oxygénees Réactives (EOR) et les Espéces Azot

Réactives (EAR) [60].
9.3. Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne des huiles essentielle et des extraits a été déterminée par deux

méthode, des puits et de diffusion en milieu gélosé [61, 62].

Huit souches bactériennes ont été testées : (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Entérobacter sp
(CHN+BLSE), Entérobacter sp, Serratia sp, Klebsiella pneumoniae sp (BLSE) et
Streptocoque sp et 3 souches fongiques : (2 levures : Candida albicans et Candida kefyr et un

champignon : Aspergilus niger).

Des colonies bien isolées ont été transférées dans des tubes contenant de I’eau distillée stérile
afin d’avoir des suspensions microbiennes ayant une turbidité voisine a celle de McFarland
(107 UFC/ml). Par la suite la surface entiére de la gélose a été établie par cette suspension
microbienne. Les disques stériles imprégnés de concentrations croissantes d’extraits a raison
de 10 pl par disque, ont été déposés stérilement sur la surface de la gélose. Les boites ont été
incubées 24 h a 37 °C. L’activité antimicrobienne a été¢ déterminée a 1’aide d’une regle

mesurant le diameétre de la zone d’inhibition.
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10. Techniques d'étude de I'activité antimicrobienne des huiles essentielles

Les méthodes utilisées pour évaluer l'activité antimicrobienne in vitro des HE's sont

nombreuses et donnent parfois des résultats différents selon les conditions expérimentales

adoptées par chaque manipulateur [63].

Les méthodes d'évaluation les plus utilisées sont la méthode de diffusion sur I'Agar et la
méthode de dilution. Dans la premiére méthode les huiles essentielles sont déposées sur des
disques de papier ou dans des puits creusés dans I'Agar. Dans la seconde méthode, les HEs
sont incorporées dans le bouillon de culture ou d'autres liquides dans lesquels les bactéries
sont présentes. Ces différentes techniques sont répertoriées et décrites dans différentes

publications [64]. C'est ce qu'on appelle 'aromatogramme.

a. L’aromatogramme

L'aromatogramme est une méthode qui se réalise in vitro, basée sur une technique utilisée en
bactériologie médicale, appelée antibiogramme ou méthode par diffusion en milieu gélosé ou
encore méthode des disques. Le contact se fait par l'intermédiaire du disque de papier sur
lequel on dispose une quantité donnee des extraits de plante. Cette méthode a I'avantage d'étre
d'une grande souplesse dans le choix des antibiotiques testés, de s'appliquer a un tres grand

nombre d'especes bactériennes, et d'avoir été largement évaluée par 50 ans d'utilisation

mondiale [65]. L'aromatogramme se réalise aussi sur un milieu liquide par la méthode des

disques [66].
b. Meéthode du puits ou cylindre

Proposé par Cooper et Woodman en 1946, reprise par Shroder et Messing (1949), elle mesure
une diffusion radiale de I'HE a partir d'un puits en donnant une zone d'inhibition claire et
facilement mesurable. Elle consiste a découper un tronc circulaire vertical dans la gélose et
d'y verser une solution d'HE de concentration connu. L'HE diffusant radialement créant une

zone d'inhibition circulaire a la surface de la gélose préalablement ensemencée avec la

suspension bactérienne ou fongique [67].

c. Meéthode de dilution

Les huiles essentielles a tester peuvent également étre directement mélangées en

concentration connue au milieu de culture, qu'il soit solide ou liquide sans oublier que les
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techniques de dilutions exigent une dispersion homogéne. Le milieu est ensuite inoculé a un
taux déterminé de microorganismes et aprés incubation on note la présence ou l'absence de
culture; la lecture peut étre visuelle ou spectrophotométrique car le degré d'inhibition est en

rapport avec la turbidité du milieu [68].

d. Méthode de CMI

La CMI (Concentration minimale inhibitrice) définie par la concentration la plus faible pour

laquelle la croissance bactérienne est inhibée [69].
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1. Matériels végétaux:

Nous avons choisi trois plantes pour notre travail concernant les feuilles d’oranges ameére
(Citrus aurantium) et les feuilles d’oranges douce (Citrus sinensis) et la troisiemes plante
est Ammi visnaga (hnoukha).On a choisi les feuilles amére et douce pour avoir la différence
entre elles, et le choix d’ammi en raison de ses nombreuses avantages thérapeutiques dans

notre population.
2. La région et la période de la récolte des matériels végétaux étudiés

2.1. Feuilles d’oranges (Citrus sinensis et Citrus aurantium)

L’orange est le fruit de I’oranger. C’est un arbuste a feuilles persistantes qui ne supporte pas
les hivers rigoureux et qui se plait sous le climat méditerranéen une température inférieure a
20 fait dégats sur les feuilles [70]

On a récoltées les feuilles durant le mois février au mois de mars Les feuilles d’oranges
douce (Citrus sinensis) avec lesquelles nous avons travaillé récoltées dans la région de
MESRA wilaya de MOSTAG ANEM. Les feuilles d’oranges amére (Citrus aurantium)

récoltées au centre de la wilaya de Mostaganem

Figurel9 : Arbre (Citrus sinensis) Figure20 : Arbre (Citrus aurantium)
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2.2.Ammi visnaga (noukha) :

Les ombelles d’Ammi récolté en mois mai dans la région sidi Ali wilaya de Mostaganem.

Figure2l : La plante Ammi visnaga

3. Conservation les matériels végétaux

3.1. feuilles oranges Citrus aurantium et Citrus sinensis

Une fois le tri les feuilles orange est terminé, notre plante est lavée soigneusement a I'eau
froide puis séchées lI'ombre et a température ambiante dans un endroit aérée. Pour faciliter
le séchage, les échantillons sont brassés chaque jour, surtout au début du celui-ci. L’étape
de séchage séjourne environ de 15 a 20 jours, puis conservé dans des sacs en papier et
transporté au laboratoire pédagogique de chimie de notre faculté, par la suite avant le
broyage , la plante est chauffée dans 1’étuve a température 40°c pendant 24h .les figures

(22et23) représente les feuilles oranges avant et aprés séchage .

Figure23: Feuilles d’orange apres séchage

Figure22 : Feuilles d’orange avant séchage
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3.2. Ammi visnaga

On a procéde de la méme fagon que pour les feuilles d’oranger .Le séchage a pris environ 20

jours, conservée dans des sacs en papier et transporté au laboratoire jusqu’au jour de

I’extraction.

Figure24 : Ammi visnaga fraiche Figure25 : Ammi visnaga séche

4. Mode opératoire :

Le tableau4 représente les matériels et les méthodes utilises dans ce travaille pour
I’extraction des plantes qu'on a utilisées les feuilles oranges, Citrus sinensis,et les feuilles

oranges Citrus aurantium , Ammi vinaga).

25



Partie Il

matériel et méthode

Tableau 4 : Les matériels et les méthodes utilisent pour ’extraction

matieres végétales

matériels utilises

méthodes utilisées

Les feuilles oranges Citrus
sinensis, Citrus aurantium et
ammi visnaga

-100g de matiere végétale
seche

-1000ml de I’eau distillée
-Chauffe ballon

-Ballon de 1000ml
-Elévateur

-Erlen

-Balance

Meéthode de clevenger

Les feuilles oranges Citrus
aurantium, Citrus sinensis et
ammi visnaga

-1000g de matiére végétale
séche

-2000 ml I’eau distillée
-balance

-plaque chauffante

Meéthode entrainement a la vapeur

-flacon pour
récupérerl’extrait
30g de matiere végétale | Méthode de soxhlet(I’eau comme
seche solvant)
Les feuilles oranges Citrus -300ml d’eau distillée

aurantium, Citrus sinensis et
ammi visnaga

-ballon de 300ml

-chauffe ballon

-élévateur

-balance

-verre de montre

-appareil évaporateur rotatif
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5. La cinétique des huiles essentielles

La cinétique d’extraction de I’huile essentielle a partir des feuilles oranges citrus aurantium
citrus sinensis et ammi visnaga est basée sur le contrdle du volume (ml) de I’extrait par
rapport au temps (min), pour déterminer le temps maximal (tmax) nécessaire d’extraire une

quantité maximale de I’huile.
6. Les tests phyto-chimiques :

Dans le but de vérifier la présence ou I’absence de quelques composants photochimiques,

nous avons réalisé quelques tests classiques en utilisant des réactifs chimiques spécifiques.

e Tanins

2ml d’extrait plus 2 a 3 gouttes de FeCls (1%) sont incubés pendant 15 min a 50°C, leur

présence est indiquée par une coloration verdatre ou bleu-noir. [71]
e Flavonoides

Iml d’extrait est mélangé a 1 ml d’acide chlorhydrique concentré plus 3 ou 4 copeaux de
Magnésium. L’apparition d’une coloration rouge, orange ou rose indique la présence des
flavonoides. [71]

e Lessucres réducteurs

A 1 ml de chaque extrait on ajoute 2ml de solution Fehling puis les tubes sont incubés au bain
marie pendant 20 min. Un test positif est indiqué par I’apparition d’un précipité de couleur

rouge brique. [71]
e Les coumarines

5 ml de Pextrait est évaporé a sec, le résidu est dissout dans I’eau chaude (2 ml) ensuite le
mélange est partagé en deux parties égales. La premiere représente un témoin, la deuxieme est
traitée avec 0,5 ml NH4OH a 10 %. Une goutte de chaque tube est prélevée puis dépose sur le
papier filtre. Examiner sous la lumiére UV. L’observation d’une fluorescence confirmer la

présence de coumarines. [71]
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e Lesalcaloides
Deux réactifs sont utilisés : Réactif de Mayer et réactif de Wagner qui sont préparés

> Réactif de Mayer : 5g de Kl et 1,358 g de HgCl. solubilisés dans 100 ml d'eau
distillée.
> Réactif de Wagner : 2g de Kl et 1,27g d'l solubilisés dans 100 ml d'eau distillée.

e Sur Pextrait éthanoique :

0,5¢ de la poudre végétale dans un erlenmeyer de 250 ml, ajouter 10 ml de H2SO. dilué au

1/10 (10 ml). Agitation et macération pendant 24 h a la température ambiante du laboratoire.

v' Filtration sur papier lavé a I'eau distillée de maniére a obtenir environ 10 ml de filtrat.

v' 1 ml de filtre + 5 gouttes du réactif de Mayer s'il apparait un précipité blanc- jaunatre
c'est qu'on est en présence d'alcaloides.

v" 1 ml de filtre + 5 gouttes du réactif de Wagner s'il apparait un précipité brun c'est

qu'on est en présence d’alcaloides [72]

e Sur I'extrait aqueux :

Dans un bain-marie on mélange 0,2 ml de I'extrait aqueux avec 5 ml d'une solution aqueuse
de HCI préparée a 1% (en utilisant un agitateur avec barreau magnetique) Apres filtration un
volume de 1 ml du filtrat est traité par 3 gouttes du tétra-iodo-mercurate de potassium connu
sous le nom du réactif de Mayer, alors que l'autre quantité est traitée par le réactif de Wagner.

Toute turbidité ou précipitation indique la présence des alcaloides. [73]

e Amidon

L'amidon est caractérisé par un réactif spécifique connu sous le nom de réactif d’amidon. Ce

dernier a été préparé comme Suit :

Dissoudre 1,2 g d'iode dans 50 ml d'eau distillée contenant 2,5 g d'iodure de potassium.
e Chauffer pendant 5mim; Diluer jusqu'a 500 ml.

e Ladétection de I'amidon s'effectue comme suit

Chauffer 5 ml de l'extrait aqueux avec 10 ml d'une solution de NaCl saturée dans un bain-
marie jusqu'a ébullition ; ajouter le réactif d'amidon. Un test positif est révélé par I'apparition

d'une coloration bleue- violacée. [74]
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e Lessaponosides

Dans un tube a essai, 10 ml de I’extrait aqueux est agité énergétiquement pendant 15 secondes

puis laissé au repos pendant 15 min [72]. Et la teneur en saponosides est évaluée. [75]

4 Pas de mousse = test négatif

4+ Mousse moins de 1 cm= test faiblement positif
4+ Mousse de 1-2 cm = test positif

4+ Mousse plus de 2 cm = test tres positif

» Tannins galliques et cathéchiques:

La présence des tannins est mise en évidence en ajoutant, a 1 ml de I'extrait éthanolique, 2 ml
deau et 2 a 3 gouttes de solution de FeCI3 diluée (1%). Un test positif est révélé par

I'apparition d'une coloration bleue-noire (Tannins galliques), verte ou bleue-verte (Tannins

cathéchiques). [75]

7 .Analyses chimiques et physiques des extraits et des huiles essentielles obtenus :
7.1. Rendement
> Définition :

Le rendement les extraits est le rapport entre le poids de I’extrait et le poids de la plante a

traiter.

e Meéthode de mesure :

Le rendement exprime en pourcentage est calculé par la formule suivante (Mohammedi, et
al) [76]

R%=Masse d’extrait sec /Masse de la matiére végétalex100
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7.2. Indice de réfraction :
C’est le rapport entre le sinus des angles d’incidence et de réfraction d’un rayon lumineux de
longueur d’onde déterminée, passant de I'air dans DI’extrait maintenu a une température
constante. [77]
L’appareil employé pour mesurer I’indice de réfraction est le refractométre la figure 26 qui est
instrument optique servant a déterminer I’indice de réfraction d’une substance c’est a dire la

mesure dans laquelle la lumiere est déviée en traversant la substance.

Figure26 : Le refractométre
7.3. Mesure de pH

pH I’abréviation de potentiel d’hydrogene, mesure I’activité des ions hydrogene (H+) en

solution plus couramment, le ph mesure I’acidité ou la basicité d’une solution. [78]

7.4. La densité
On pése une certaine quantité de 1'huile étudiée a I’aide d’un pycnomeétre, puis on calcule la

densité par la formule suivante :

d0=m1-m0/m2-m0

mO : poids du pycnometre
m1 : poids du pycnometre rempli d’eau distillée.
M2 : poids du pycnometre rempli d’HE.

de : Densité a température ambiante
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d20 = d6 + (8 — 20)0.00068

0 : Température ambiante.
d20 : Densité a 20°C

0.00068: la variation de la densité quand la température varie de 1°C [79]

7.5. Mesure la matiere seche et humidité
Mesure La matiére seche est déterminée selon la norme NFB51-004 a partir d’une masse E de
maticre végétale introduite dans un creuset taré, puis séché dans une étuve a 105 C° jusqu’a
poids constant. Apreés refroidissement le creuset est pesé. Le taux de matiere séche (MS%)
est :

MS(%0)= S/E x100
S : Masse du creuset taré apres dessiccation
E : Masse de la matiere végétale

A partir du pourcentage de la matiére séche on peut calculer I’humidité en pourcentages
H(%) :

H(%)=100% — MS%

MS% : du pourcentage de la matiere seche

Figure27: Creuset tare+ la matiére séche
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7.6. Dosage des polyphénols totaux :

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec la méthode de folin-ciocalteu selon la

méthode décrite par (Nagi p,et al) [80]

En milieu basique et avec la présence des composes phénoliques, Le melange
Phosphotungstique (HsPWO12040) et phosphomolybdique (HsPMO12040) est réduit en bleu de
tungstene (WsO23) et de molybdene (MOgO23) lors de L’oxydation des polyphénols la
coloration bleu est proportionnelle a la teneur en polyphénols, qui peut étre dosée par

spectrophotométrie UV-visible. [81]

Une gamme étalonnage a été réalisee dans les mémes conditions opératoires en utilisant

I’acide gallique a différentes concentrations (0 ; 100 ; 200 ; 300 ; 400 ; 500 pg /ml).
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0,2 ml de I’extrait

-

1 ml Folin-Ciocalteu (1/10)

Agitation pendant 1 min

0,8 ml de carbonate de sodium a 7,5%

Agitation pendant 1 min

Obscurité pendant 30 min

Absorbance a 765 nm

Figure28: protocole de dosage des polyphenols totaux. [80]

Une gamme étalon a été réalisée dans les mémes conditions opératoires en utilisant I’acide

gallique a différentes concentrations (0 ; 100 ; 200 ; 300 ; 400 ; 500ug/ml)
7.7.Dosage de la vitamine C par iodométrie :
La méthode de titrage indirecte de la vitamine C par iodométrie a été décrite par plusieurs

Auteurs [82]. La technique utilisée est celle du dosage redox par retour. Un volume connu

d‘extrait des plantes aprés I’infusion.
Des aliments sont mis en présence d'une quantité connue de diode en exces. La totalité de la
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vitamine C réagit avec le diode en exceés et le diode restant est dosé par une solution de
Thiosulfate de sodium NazS20a.

Dans un bécher, On introduit un volume V1 =5 ml de I’extrait a partir de sa brique, puis

On ajoute quelques gouttes d’empois d’amidon, et un volume V2 = 10 ou V2 =5 ml d’iode de
Concentration C2. La solution est alors noire, a cause de 'exces d’iode.

On remplit une burette graduée avec la solution de thiosulfate de sodium a C1 =5,0.10-3
mol/I

Et on titre la solution de diode restant jusqu'a disparition compléte de la coloration noire, puis
On note le volume VEQ de thiosulfate de sodium versé a I'équivalence.

Le témoin de ce dosage est un mélange de I’extrait, de diode et quelques gouttes d’empois

d’amidon.
7.8. Teste du DPPH:

Le principe de ce test se résume en la capacité de I’extrait a réduire le radical libre DPPH
(2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl) de couleur violette foncée qui se transforme en coloration

jaunatre (apres réduction). Cette décoloration est mesurable par spectrophotométrie.

-

+Antioxydant— QOH + Antioxydan ——(Q)*

Figure29: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH entre 1’espéce

radicalaire DPPH et un antioxydant [83]
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Le test de DPPH a été réalisé suivant la méthode décrite par Chen et al [84].et Leitao et al.
[85].

La solution de DPPH est obtenue en dissolvant 4 mg de la poudre (0.004%) dans 100 ml de
I’éthanol (EtOH).

Les échantillons des huiles essentielles ont été préparés par dissolution dans 1’éthanol (EtOH)
a raison de 20 pg/2ml. Ces solutions, dites solutions méres, ont subis ensuite des dilutions
pour avoir les concentrations suivantes : 1,25; 2,5; 5; 10; 20 et 40 pg/ml. Le test s’effectue en
mélangeant 4 ml de la solution précédente de DPPH avec 1ml de I’huile a tester a Différentes
concentrations. L’antioxydant de référence ou le contrdle positif (I’acide ascorbique) La
mesure de la variation de I’absorbance a ¢té faite 30 min apres 1’introduction des cuves dans
le spectrophotométre et 1’absorbance a ¢été lue a 517nm. Les valeurs obtenues sont

transformées ensuite en pourcentages d’inhibition en utilisant la formule suivante [85,86] :
1%=100x% (A Témoin-Atest)/Temoin

Les concentrations des extraits en fonction des pourcentages du DPPH inhibes, ont été tracées
a la fin de la réaction afin d'obtenir l'index 1C50. Ce parametre est défini comme la

concentration d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du DPPH initiale de 20%

Une gamme étalon a été réalisée en utilisant 0.0176g acide ascorbique a différentes
concentration (0.2 ; 0.25; 0.33; 0.5; 0.66 ; 0.75g/ml).

8. analyses biologiques des extraits et des huiles essentielles obtenus :

= Activité antimicrobienne :

Pour avoir I’antibactérienne des extraits obtenus on a fait une analyse biologique appelée

activité antibactérienne
8.1. Matériels biologiques :

v 8.1.1. Milieux de culture utilisés :
Les milieux de culture utilisés dans cette étude, sont :

» Gélose Nutritive pour la conservation des souches bactériennes.
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» Bouillon Nutritif pour ’enrichissement de 1’inoculum.

Gélose de Mueller Hinton pour I'étude de la sensibilité des souches bactériennes aux
différents extraits.

v Milieu Mueller Hinton

Le Muller Hinton pour I’¢tude de la sensibilité des bactéries a I’extrait (Sabouraud +
Gentamycine) et Extrait de Malt pour I’isolement et I’entretien des champignons et 1’étude de

leurs sensibilités a ’extrait.

» Les compositions de milieu Mueller Hinton :

Infusion de viande de beeuf....300ml -

omemm \{&’
. et
Peptone de caséine ...... 17.5¢ ‘

Amidon de mais....1.5g

Agar......... 17g D
Ph final=7.4l 7

R

Figure30 : Milieu Mueller Hinton

v" Milieu de bouillon nutritif :

Le bouillon nutritif constitue un milieu d’utilisation générale pour un grand nombre de

microorganismes ne présentant pas d’exigences particuliéres. [87]

» Préparation de bouillon nutritif

e Mettre en solution 20,0 g de milieu déshydraté dans 1 litre d’eau distillée ou
déminéralisée.

» Agiter lentement jusqu’a dissolution compléte.
.e Répartir en tubes ou en flacons.

.o Stériliser a ’autoclave a 121°C pendant 15 minutes. [87]
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Figure3l : Flacon de bouillon nutritif

» les compositions de milieu nutritif

Pour 1 litre de milieu :

S TIYPIONE Lot 10,09
- EXtrait de VIande.........ooeeviiieiiece e e 509
-chlorure de sodium............oooiiiiii i 5.0 g [87]

8.1.3. Les boites pétris :

Des boites de Pétri en polystyréne transparent de haute qualité pour la culture de micro-
organismes. Leur grande stabilité permet leur utilisation dans les automates de versement pour

plaque et leur empilage facile.

8.1.4. Les microplaques

Des microplaques en polystyréne transparent a 96 puits, a surface traitée pour la culture

cellulaire. Stérilisée pour aux rayons gamma
9-Evaluation activite antibactérienne :

9.1. Isolement des souches :

Chague souche a été ré-isolée sur son milieu de culture spécifique, repiquée sur un milieu de

conservation, et incubée a 37°C pendant 24 heures. L’évaluation de I’activité antimicrobienne
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de I’extrait s’est faite selon la méthode de diffusion sur disques de papier filtre et la méthode

de diffusion en puits (la méthode de Barefoot et kaenhammer)
9.2. Préparation I’inoculum :

L’inoculum a été préparé en transférant 10 pl de culture conservé a 10 ml de bouillon nutritif
de chaque bactérie pathogéne testé et incubée 37° C pendant 24h. Puis ajuster la Densité
optique entre 0,080 a 0.1 avec un spectrophotométre a la longueur d’onde de 600nm qui

correspond a10’ufc/ml. [88]
9.3. Origine des souches microbiennes utilisées :

Dans notre travail nous avons utilise les souches pathogene ca veut dire capable de provoquer
des maladies chez ’homme ou les animaux, le tableau 5 indique la nature et I’origine des
souches utilisées.

Tableau5 : Represente les souches utilisées et leurs références

Les souches Références
Escherichia coli ATCC25922
Pseudomonas aeruginosa ATCC278553
Bacillus cereus ATCC10876
Condidaalbicans ATCC10231

10. techniques activités antibactériennes utilisees :

a. technique de disque pour les huiles essentielles :

» Principe général

Pour réaliser Dl’antibiogramme par la méthode des disques, la culture bactérienne est
ensemencée a la surface d’une gélose spécialement étudic¢e, la gélose de Mueller-Hinton,
éventuellement additionnée de sang. Des disques pré-imprégnés dune dose connue
d’antibiotique sont déposés a la surface de la gélose. L antibiotique diffuse a partir du disque
en créant un gradient de concentration. La détermination du diamétre de la zone d’inhibition
permet une estimation de la concentration minimale inhibitrice. Les caractéres de sensibilité

ou de résistance des souches bactériennes seront déduits.
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> Etapes de la méthode (diffusion de disque)
Le test de I’aromatogramme que nous avons réalisé par les étapes dans le tableau 6

Tableau6 : Représente les étapes de la méthode de disque

1-préparation 2-chaque 3--ajouter le 4-imbibé le 5-mettre le 6-mettre les
Des concertations | souche est milieu Mueller | disque dans disque sur la boites pétris
des souches ensemencée | Hinton tiéde I’huile. surface de dans étuve a
bactériennes. par dans les boites. milieu 37°C pendant

Inondation sur 24h

Les boites

pétris

b. Technique de diffusion en puits pour les extraits :

v L’activité antibactérienne des extraits a été étudiée pour chaque souche

bactérienne :
La méthode de diffusion trés utilisée en microbiologie (antibiogramme et antifongigramme)
Repose sur la diffusion du composé antimicrobien en milieu semi solide (Gélose molle) 1’effet

Du produit antimicrobien sur la cible est apprécié par la mesure d’une zone d’inhibition, et en
fonction du diametre d’inhibition la souche du Microorganisme sera qualifiée de sensible,
d’intermédiaire ou de résistante. Dans la Technique de diffusion il y a compétition entre la

croissance du microorganisme et la diffusion du produit testé [89].

Cette méthode consiste a couler 21 ml Muller Hinton molle avec 100ul d’une culture Jeune de
18h d’incubation de nombre de 107 ufc/ml (la densité optique 0.08-0.1) sur une Boite de
pétri. Apres solidification a température ambiante dans une zone stérile, des puits Sont creusé

a I’aide d’un embout stérile. Généralement on réalise un puits par boite de6mm de diamétre.
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Un volume de 80ul de I’extrait brut est mis dans les puits. Les boites de pétri sont incubées a
37°C pendant 24h pour permettre la bonne diffusion de La substance antibactérienne (pré-
diffusion) [90].La présence de zone d’inhibition formée autour des puits est examinée aprés
18 a 24h d’inhibition [91].La lecture des résultats se fait par la mesure de diamétre des zones

d’inhibition. Les étapes de cette méthode dans le tableau 7

Tableau7 : Représente les étapes de la méthode des puits

. S & 4 %
& - 4 = =
1-préparation 2-mettre  chaque | 3-mettre le | 4-faire des puits | 5-mettre 6-mettre  les

des concentratios | souche dans une | milieu (Mueller | a la surface de | I’extrait dans | boites pétris

des souches | boite pétri Hinton) tiede | milieu a laide des | les puits | dans étuve a
bactériennes dans une boite | embouts précédant 37°C pendant
I’inoculum  de pétri 24h
107ufc/ml

C .Détermination la concentration minimale d’inhibitrice (C.M.I) pour les huiles

essentielles et les extraits :

Une plaque de 96 puits permet la determination de la CMI des extraits ou les huiles
essentielles vis-a-vis des souches qui ont présentées les diameétres d'inhibition les plus
important.Généralement la concentration minimale inhibitrice (CMI) est considérée comme
étant laPlus faible concentration de substance antimicrobienne capable d’inhiber la croissance
visible d’un microorganisme donné aprés un temps d’incubation de 24h.La détermination de
la C.M.I a été réalisée par la méthode de micro dilution sur milieuLiquide selon CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute ) [92]. Les étapes de cette méthode dans le

tableau 8.
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Tableau8: Représente les étapes de la technique C.M.1

1-200ul de
brut a tester
sont introduits

premier puits

I’extrait

sont

dans

2-100 pl de bouillon
nutritif est déposé dans

chaque puits

3-Puis  une  dilution
jusqu’au 11 eéme puits,
aprés100ul inoculum est

ajouté dans chaque puits

4-En fin lincubation a
37°c pendant 24h puis la
lecture mesure les zones

d’inhibitios
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1. cinétique d’extraction :

La cinétique d’extraction de I’huile essenticlle a partir des feuilles Citrus aurantium, Citrus
sinensis et la plante d’Ammi visnaga par hydrodistillation sur un appareil de type Clevenger

et Entrainement a la vapeur d’eau, est représenté sur les (figures 32- 35).

a. Par Clevenger :

(1 Ammi visnaga

1,4 -
t max
1,2 4

1 4
0,8 -

0,6 -

volume(ml)

0,4 -

0,2 -

0 T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140
temps (min)

Figure32 : La cinétique d’extraction (Ammi visnaga)

Aprés plusieurs essaies, la cinétique d’extraction Ammi visnaga par Clevenger est représenté
sur la figure 32. On aboutit a la formation des premieres gouttes d'huile essentielle dés les

premieres minutes, avec un maximum d’extraction a un temps de 80 min.

o Les feuilles d’Oranges douce (Citrus sinensis) et Les feuilles d’oranges Amére
(Citrus aurantium) n’on donner aucune goutte d’huile essentielle aprés plusieurs

essaies.

b. Par Entrainement a la vapeur d’eau :

00 (Citrus sinensis)
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1,2
t max

0,8 -

0,4 -

Fa

volume(ml)

0,2 tin

0 T T T T T T 1
T 20 40 60 80 100 120 140

temp(min)

Figure33 : La cinétique d’extraction (Citrus sinensis)

Aprés plusieurs essaies, la cinétique d’extraction de Citrus sinensis par Entrainement a la
vapeur d’eau est représenté sur la figure 33. Cela nous a permis de définir le temps nécessaire
a la formation des premiéres gouttes d'huile essentielle en 30 minutes, et le temps nécessaire

pour extraire le maximum d’huile, ceci est a 100 minutes.

[] (Citrus aurantium )

2,5
2 -
E 1,5
o
£
=
s 1-
0,5
tin
*
0 T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140
temps(min)

Figure34 : La cinétique d’extraction (Citrus aurantium )

Apres plusieurs essaies, la cinétique d’extraction Citrus aurantium par Entrainement a la

vapeur d’eau est représenté sur la figure 34 .Cela nous a permis de définir le temps nécessaire
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a la formation des premieres gouttes d'huile essentielle a 20 minutes, et le temps nécessaire

pour extraire le maximum d'huile essentielle & 100 minutes apreés plusieurs essaies.

® Ammi visnaga

161 t max
14 -
12 -
E 10 -
28
3
g 6
4
24 tin
O T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140
temps (min)

Figure35 : La cinétique d’extraction (Ammi visnaga)

Aprés plusieurs essaies, la cinétique d’extraction Ammi visnaga par Entrainement a la
vapeur d’eau est représenté sur la figure 35 .Cela nous a permis de définir le temps nécessaire
a la formation des premiéres gouttes d'huile essentielle en 15 minutes, et le temps nécessaire

pour extraire le maximum a 110 minutes.
2. Détermination du rendement :

Le tableau 9 donne les rendements moyens d’huile essentielle (HE) et d’extrait(EX)pour des
quantités de plantes 100 g de matiere végétale utiliser pour la méthode de clevenger et 10009
pour la méthode d’entrainement a la vapeur d’eau et 50g pour la méthode de soxhlet (ceci

dépend de la cartouche utilisée).
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Tableau 9 : Rendement des huiles essentielles et des extraits des trois plantes par trois

méthodes d’extraction étudiées.

Les plantes o _ ) ) ) )
Ammi visnaga Citrus sinensis Citrus aurantium
Mode
D’extraction
Clevenger H.E=3.33% H.E=0% H.E=0%
Entrainement a la H.E=1.2% H.E=0.1% H.E=0.25%
vapeur d’eau
Soxhlet EX=28.41% EX=6.59% EX=16.16%

» Les résultats obtenus (tableau9) par:

la methode de clevenger montrent que le rendement le plus élevé est celui d’huile essentielle
d’ammi visnaga (R=3.33%). En comparant avec les travaux de (KHALFALLAH et, al) [93]
qui a donné un rendement d’huile essentielle de1.33% pour 200g par la méthode de clevenger
, on remarque que notre plante est plus rentable. Le rendement pour les feuilles de citrus
sinensis et citrus aurantium est nul par la méme méthode.

La méthode d’entrainement a la vapeur donne un rendement d’huile essentielle de citrus
sinensis égale a 0.1% et pour citrus aurantium R=0.25%.

Les extraits obtenue par la méthode de soxhlet d’ammi visnaga (28.41%) est plus grand que
celui de citrus aurantium(16.16%) et de citrus sinensis (R=6.59%) .
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3. Détermination de la teneur en eau

Les figures (36- 38) représentent la teneur en eau de (Citrus sinensis, Citrus aurantium , Ammi
visnaga ) respectivement.

B humidite

' humidite
Hlamatiere séche B L matiere wiche
Figure 36: Taux d’humidité des Feuilles Figure 37: Taux d’humidité des feuilles
(Citrus sinensis). (Citrus aurantium).

H lamatiere
seche
®m humidite

Figure 38: Taux d’humidité (Ammi visnaga).

Les végétaux sont riches en eau, la mesure de la quantité d’humidité de nos échantillons (les
feuilles de (Citrus sinensis ; Citrus aurantium ) et plante (Ammi visnaga) ont révéelé un taux
de 40%, 44%, 50.3 % successivement cela signifié que presque la moitié du poids de la
plante fraiche est constituée d’eau. Nous constatons que Citrus sinensis et Citrus aurantium
ont des proportions presque équivalentes de matiére séche et d’cau.
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4. Détermination de la densité :

La détermination de la densité d’une huile essentielle nous renseigne sur sa pureté.Elle est en
fonction de la composition chimique des huiles. Les résultats sont représentés dans le tableau
10.

Tableau 10: Rendement d’huile essentielle et d’extraits des trois plantes par trois méthodes

d’extraction étudiées.

Mode d’extraction clevenger Entrainement a la soxhlet

vapeur d’eau

Plante
- 0.844 0.983
Citrus sinensis
- 0.850 0.984
Citrus aurantium
0.876 0.880 0.985

Ammi visnaga

Dans notre étude, nous avons déterminé ce critere de pureté a la température 20°C, chez
toutes les huiles essentielles et les extraites .Les résultats révelent que les valeurs moyennes

des densités sont inferieur de celle de ’eau 0.998.

5. Détermination de I’indice de réfraction :

Cet indice indique la capacité¢ de 'HE a réfléchir la lumiere. Ce rapport est généralement
¢levé, il est supérieur a ceux de I’eau a 20°C = 1.335. Il dépend de la composition chimique
qui augmente en fonction des longueurs des chaines d’acides, de leurs degrés d'instauration et
de la température, il varie essentiellement avec la teneur en mono terpénes et en dérivés
oxygenés. Une forte teneur en mono terpénes donne un indice élevé. Les indices de réfraction
des HEs et des EX, ont été calculés et ramenés a 20°C a I’aide d’un réfractomeétre. Les

résultats sont représentés dans le tableau 11
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Tableaull :L’indice de réfraction des huiles essentielles et des extraits des feuilles citrus

sinensis, citrus aurantium et la plante d’ammi visnaga par trois méthodes d’extraction étudiées

Mode d’extraction
Clevenger Entrainement Soxhlet
(HE) a la vapeur d’eau (EX)
plante (HE)
Citrus sinensis - 1.474 1.472
Citrus aurantium - 1.456 1.470
Ammi visnaga 1.436 1.445 1.450

L’indice de réfraction de nos huiles essenticlles est de 1.436 a 1.474. Il est normatif selon les
AFNOR-1SO 3140. On comparant avec les resultats obtenue par Peryanayagm et al [94] qui
ont obtenu un indice de réfraction de huile essentielle des feuilles Citrus aurantium égale
1.457 et pour Citrus sinensis : Uchechinekwenye et al [95] ont obtenu un indice de réfraction

égale 1.473 on peut dire que nos reésultats sont similaire.
6. Mesure de pH :

pH D’abréviation de potentiel d’hydrogéne mesure I’activité chimique des ions hydrogenes
(H+) (appelés aussi couramment protons) en solution. Cette mesure a été effectuée a I’aide

d’un pH papier. Les résultats sont représentés sur le tableau 12
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Tableaul? : Résultat de pH des huiles essentielles et des extraits des trois plantes (Citrus sinensis ; Citrus
aurantium et Ammi visnaga) par trois méthodes

palnte

Citrus sinensis Citrus aurantium Ammi visnage

Mode d’extraction

Clevenger
(HE) - - 48

Entrainement a la

vapeur d’eau 5) 4.8 5
(HE)

D’apres les résultats obtenus (tableau 12), nous remarquons que les valeurs de pH des huiles

essentielles sont normatif (4-6) selon AFNOR-1SO (3140).
7. Optimisation de dosage de la vitamine C :

Le protocole expérimental suivi pour la détermination de la teneur en vitamine C dans 5ml

d’extraits par le dosage indirect [84]
Calcul de la masse de Vitamine C :
m (Vitamine C) = n(CeHsOs) Total x M(CsHgOs)

Le tableau 13 donne la différente masse de vitamine C des plantes étudié.
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Tableau 13 : Resultats obtenus de vitamine C des feuilles citrus aurantium, citrus sinensis
et la plante ammi visnaga

Citrus sinensis Citrus aurantium Ammi visnaga
n(CsHsOs) Total (mol)
0.0047 0.003 0.017
La masse de vitamine C
(@) (104 0.266 0.017 0.965

8. Tests phytochimiques :

Les résultats des tests phytochimiques des feuilles d’oranger (Citrus sinensis, Citrus

aurantium) et la plante (Ammi visnaga) sont représentés sur le tableau 14.

Tableaul4 : Résultats phytochimique de I’extrait des plantes : Citrus aurantium., Citrus

sinensis et d’ Ammi visnaga .

extraits aqueux Citrus aurantium | Citrus sinensis | Ammi visnaga

Famille chimique
Amidon

Tannins + + 4+

Saponosides

Flavonoides + + +

Alcaloides (extrait
ethanolique) + + +
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Alcaloides : extrait aqueux

Coumarines

Les tannins galliques

Les tannins cathechique
| + + ++

Les composes réducteurs

Les résultats sont interprétés comme suit :

» (+) présence.
» (++) Présence moyenne.
» (+++) Présence fort.

» (-) absence.

L’étude photochimique de I’extrait des feuilles Citrus sine sis, Citrus sinensis et Ammi
visnage montre que ces plantes contient : les tanins, les flavonoides et les tanins cathechique,
Et ne contiennent pas 1’amidon, les alcaloides, les coumarines et les tanins galique. La teneur
des tanins plus grande dans d’Ammi visnage que les feuilles de Citrus aurantium, Citrus
sinensis . Nos résultats d’ammi visnaga a été presque similaire avec (Jaradat nidal amin
et, al)[96].ou ils ont trouvé ’extrait Ammi visnaga est riche en flavonoides et les tanins mais

pauvre en alcaloides.
9. Dosage des polyphénols totaux :

Dosage des polyphénols totaux, en équivalent d’acide gallique, les extraits et des huiles

essentielles d’Ammi visnaga et les feuilles (Citrus aurantium , Citrus sinensis Sont mesurés
d’aprés le protocole donné [80] a une longueur d’onde 765nm, La quantité des polyphénols

totaux est déterminée par 1’équation (y=ax+b)de la droite d’étalonnage d’acide gallique

(figure 39). Les résultats obtenus sont dans les tableaux 15.
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0,8
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Figure39: Droite d’étalonnage d’acide gallique.
Tableaul5 : Résultats de quantité des polyphénols totaux des extraits et des huiles

essentielles des (Ammi visnaga, Citrus aurantium et Citrus sinensis) par les trois méthodes

d’extraction utilisées.

Extraits Ammi vishage Citrus aurantium Citrus sinensis
mode d’extraction Soxhlet soxhlet soxhlet
Absorbance 1.613 0.897 1.143
Concentration 3.235 1.782 2.282

mgEAG/mg

d’extrait

Huile essentielle

Ammi visnage

Citrus aurantium

Citrus sinensis

Mode d’extraction clevenger Entrainementa | Entrainement a la Entrainement a la
la vapeur d’eau vapeur d’eau vapeur d’eau
Absorbance 3.097 4.000 2.276 2.194
Concentration
5.577 6.311 4.239 4.411
mgEAG/mg (H.E)
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Les teneurs en polyphénols totaux qui sont représenté dans le tableaul5 montrent que I’extrait
d’Ammi visnaga représente la teneur la plus élevée de ’ordre de 3.235mgEAG /mg d’extrait
(mg équivalent acide gallique par mg d’extrait) par la méthode d’extraction soxhlet et leur
huile essentielle de (5.577 mg EAG/mg d’HE et 6. 311mg EAG/mg d’HE) (mg équivalent
acide gallique par mg d’huile) par les méthodes de celevenger et entrainement a la vapeur
d’eau respectivement. Puis la teneur de Citrus sinensis de 'ordre de 2.282 mgEAG /mg
d’extrait et 4.239 mg EAG/mg d’HE, tandis que la teneur la plus basse a été obtenue avec
I’extrait des feuilles de Citrus aurantium de 1’ordre de 1.782mgEAG /mg d’extrait et
4.239mgEAG /mg d’huile essentielle. On remarque que les feuilles d’Ammi visnaga
renferment plus des composés phénoliques que les feuilles Citrus sinensis et Citrus
aurantium. Si on compare nos résultat pour les feuilles Citrus aurantium et Citrus sinensis
avec ceux de (Samira lagha-Benamrouche et, al) [97] qui a trouvé une concentration de
19.54 et 44.4mg EAG/mg pour les feuilles (Citrus aurantium, Citrus sinensis) respectivement,
On remarque que les quantités des polyphénoles totaux de [97] plus grande que nos résultat

obtenus.
10.Piégeage du radical libre DPPH (2.2-diphenyl-1-picryl-hydrazil) :

La mesure de I’absorbance (ou densité optique DO) a été effectuée par spectrophotométrie a
517 nm, a partir des valeurs obtenues, nous avons calculé les pourcentages d’inhibition en
utilisant la formule donnée auparavant. Les valeurs obtenues nous ont permis de tracer la
courbe qui représente les variations de pourcentage d’inhibition en fonction de la
concentration (IC50) de I’extrait et de I’huile essentielle dans la figure (41-47). La
détermination graphique d’IC50 se fait a partir de la courbe qui constitue I’activité

antioxydante de I’extrait et d’huiles essentielle.

La figure 40 représente la concentration d’acide ascorbique mg /ml en fonction de

pourcentage d’inhibition.
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Figure 40: Pourcentage d’inhibition de I’acide ascorbique

les figures (41-47) sont représentés les courbes de pourcentage d’inhibition des différents

d’extraits et d’huiles essentielles de (Ammi visnaga, citrus sinensis, citrus aurantium) par

différente méthode d’extraction (soxhlet , clevenger , entrainement a la vapeur d’eau) .
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100
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0 1
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Figure4l : courbe de pourcentage d’inhibition

d’extrait (Ammi visnaga).

Figure4?2 : courbe de pourcentage d’inhibition

d’extrait (citrus sinensis).
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Figure43 : courbe de pourcentage d’inhibition

d’extrait (citrus aurantium).

Figure44 : courbe de pourcentage d’inhibition

d’huile essentielle (Ammi visnaga).
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Figure45 : courbe de pourcentage d’inhibition

d’huiles essentielle (citrus sinensis).

Figure6 : courbe de pourcentage d’inhibition des

différents d’extrait (citrus aurantium).
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Figure47 : courbes de pourcentage d’inhibition d’huile

essentielle (Ammi visnaga).

Les concentrations des extraits, des huiles essentielles et de I’acide ascorbique qui inhibent
50% du DPPH (1C50) déterminés graphiquement (figures 41 - 47). Les résultats calculés des

IC50 sont représentes dans le tableaul6.

Tableaul6 : concentration d’inhibition a 50% (mg/ml) des extraits et des huiles essentielles

des (Ammi visnaga, Citrus sinensis et Citrus aurantium) par les trois méthodes d’extraction

utilisées.
Acide
plante Ammi visnaga Citrus sinensis Citrus aurantium ascorbique
mode Enraiement a
d’extraction  Clevenger la vapeur Enraiement a la vapeur d’eau
d’eau
IC50 mg/ml
(huiles 0.605 0.552 1.013 1.202 0.362
essentielle)
Mode
d’extraction Soxhlet soxhlet soxhlet
1C50 mg/ml
(extrait) 0.701 1.930 2.079 0.362
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D’apres les valeurs déterminés d’IC50, on constate que la plus faible concentration pour les
extraits et les huiles essentielles est de /’ammi visnaga (1C50=0.701mg/ml d’extrait) par la
méthode de soxhlet , et (IC50= 0.552mg/ml d’huile) par la méthode d’entrainement a la

vapeur d’eau .

D’apres [98[99] [100] indiquent que plus la valeur IC50 est faible, plus I’extrait ou huile
essentielle sera efficace.

11.Activité antimicrobienne des extraits et des huiles essentielles

Cette partie de notre travail vise a évaluer I’effet antibactérien d’extrait et d’huile essentielle
de (Ammi visnaga, Citrus sinensis et Citrus aurantium), c’est pour cette raison nous avons
opté¢ la méthode des disques, c’est une méthode qualitative de diffusion sur gélose, en
mesurant les diamétres des zones d’inhibition de la croissance microbienne ceci est représenté

sur les Figures (48-50).

— = o

Figure 48 étude de Iactivité antibactérienne de trois extraits brute en présence de quatre souches

(P.S, E.coli, B.C et condida))
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Figure49 : Etude de I’activité antibactérienne de trois I’huiles essentielles brute en présence de

(P.S, E.coli B.C et condida).
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Figure50 : Etude de I’activité antibactérienne de I’huile essentielle d’Ammi visnaga par la
méthode

d’entrainement a la vapeur d’eau en présence de (P.S, E.coli B.C et condida)

La lecture des résultats se fait par la mesure des diametres d’inhibition, qui sont représenté par
une auréole claire formé autour de chaque disque : les résultats sont exprimés selon quatre

niveaux d’activités qui sont représenté dans le tableaul?.
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Tableaul7: Transcription des valeurs des diamétres d’inhibition (D) (Pouce et al) 2003[101]

Inhibition Transcription Sensibilité
D<8mm - Résistante
9mm< D<14 + Sensible
15m<D< 19mm ++ Assez sensible
D>20mm +++ Trés sensible

Pour I’évaluation de I’effet antimicrobien, les diameétres mesurés des zones d’inhibition de

la croissance microbienne obtenus sont représenté sur les tableaux (18,19).

Tableaul8:Diamétres des zones d’inhibition de la croissance microbienne obtenus (Extraits).

Souches Extraits Mode Diamétre (mm)
d’extraction
Ammi visnaga Soxhlet 30
Citrus sinensis. Soxhlet 11
Escherichia coli
(E. coli) Citrus aurantium Soxhlet 25
Soxhlet 22
Ammi visnaga
Pseudomonas aeruginosa Citrus sinensis. Soxhlet 12
(PS) . .
Citrus aurantium Soxhlet 21
Ammi visnaga Soxhlet 21
Bacillus cereus
(B.C) Citrus sinensis Soxhlet 11
Citrus aurantium Soxhlet 17
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Condidaalbicans
(Condida)

Ammi visnaga Soxhlet 31
Citrus sinensis Soxhlet 12
Citrus aurantium Soxhlet 24

D’apres les résultats obtenus dans le tableau 18 on remarque que les extraits d ’Ammi visnaga

et Citrus aurantium présentent une Activité biologique trés important sur toutes les souches

bactériennes étudiées et moyennement important pour 1’extrait de Citru sinensis.

Tableaul9 : Diamétres des zones d’inhibition de la croissance microbienne obtenus (Huiles

essentielles).

Souches Huile essentielle Mode d’extraction Diamétre
(mm)
Ammi visnaga clevnger 18
Entrainement a la vapeur d’eau 55
Escherichia coli Citrus aurantium Entrainement a la vapeur d’eau 8
Citrus sinensis Entrainement a la vapeur d’eau 11
(E. coli)
Ammi visnaga Clevenger 30
Pseudomonas aeruginosa Entrainement a la vapeur d’eau 50
(PS) Citrus aurantium Entrainement a la vapeur d’eau 12
Citrus sinensis Entrainement a la vapeur d’eau 8
Ammi visnaga Clevenger 26
Bacillus cereus Entrainement a la vapeur d’eau

(B.C) 35
Citrus aurantium Entrainement a la vapeur d’eau 11
Citrus sinensis. Entrainement a la vapeur d’eau 9
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Ammi visnaga clevenger 31

Condidaalbicans Entrainement a la vapeur d’eau
(Condida) 60
Citrus aurantium Entrainement a la vapeur d’eau 24
Citrus sinensis Entrainement a la vapeur d’eau 14

D’apres les résultats obtenus dans le tableau 19 on observe que I'huiles essentielle d 'Ammi
visnaga avec les deux méthodes d’extraction (clevenger et entrainement a la vapeur d’eau) et
Citrus aurantium présentent une Activité biologique trés importante sur les souches
bactériennes étudiées et moyennement important pour L’huile essentielles de Citrus
sinensis. les résultats de [93] de I’huile essentielle d’Ammi visnaga sur les souches
(Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa) a une activité tres importante avec des

diamétres de (E.coli =29mm, PS= 25mm).

12. Determination de la concentration minimale inhibitrice (C.M.1) :

Généralement la concentration minimale inhibitrice (CMI) est considérée comme étant la Plus
faible concentration de substance antimicrobienne capable d’inhiber la croissance visible d’un
microorganisme donné aprés un temps d’incubation de 24h. Le tableau 20 represente les

resultats recapitulatives obtenus pour les trois plantes et methodes d’extracion étudiees .
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Tableau20: Resultat de concentration minimale inhibitrice de (Ammi visnaga , Citrus sinensis

et citrus aurantium) pour les trois methodes d’extraction étudiees .

Les souches
Condida B.C E. coli P.S
Mode d’extracion
Ammi visnaga soxhlet 12.5 50 12.5 50
Citrus sinensis soxhlet 100 100 100 50
Citrus aurantium soxhlet 100 100 100 100
(Clevnger) 25 25 25 25
Ammi visnaga
Entrainement a la 125 3.125 3.125 6.25
vapeur d’eau
Citrus aurantium Entrainement a
la 50 50 25 25
vapeur d’eau
Citrus sinensis Entrainement a 25 25 50 25
la
vapeur d’eau

D’apres Les Résultats de CMI (concentration minimale inhibitrice) obtenus par la méthode
de micro dilution des extraits et des huiles essentielles de (Ammi visnaga, Citrus aurantium ,

Citrus sinensis) sont représentés dans (voir Annexel-14) .
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Conclusion

L’objectif de cette étude est porté sur I’étude des activités chimiques et biologiques des huiles
essentielles et des extraits pour trois plantes les feuilles d’oranges douce (Citrus sinensis), les
feuilles d’oranges amére (Citrus aurantium) et la plante noukha (Ammi visnaga).Récoltées

dans la wilaya de Mostaganem.

% Le dosage de la vitamine C dans 5 ml extrait (infusion) de chaque plante donne
0.266 10™*g d’acide ascorbique pour les feuilles Citrus sinensis ,0.017 10*g pour les
feuilles Citrus aurantium et 0.956 10*g pour I’Ammi visnage.

% le pourcentage d’humidité des plantes utilisées est 50.3% pour Ammi visnaga ,44% pour

les feuilles Citrus sinensis et 40% pour les feuilles Citrus aurantium.

Nous avons utilisé trois méthodes d’extraction de type Clevenger, entrainement a la vapeur
d’eau et Soxhlet (I’eau comme solvant) afin de voir quelle méthode est adaptée pour quelle

plante.

» L’extraction de I’huile essentielle par la méthode de clevenger, donne un rendement
nul pour les feuilles (Citrus sinensis et Citrus aurantium) (R=0%), et un rendement
égale 3.33% pour I’Ammi visnaga et une densité de 0.876 et un indice de réfraction
1.436 et pH=5.Huile essentielle d’Ammi visnaga par clevenger possede une teneur en
polyphenols égale 5.577 mgEAG/mg et une activité antioxydante de 1C50=0.605
mg/ml par le teste de DPPH par spectrophotometrique.

» Par contre I’extraction I’huile essentielle par la méthode de I’entrainement a la vapeur
d’cau donne un rendement pas mal pour les trois plantes (les feuilles Citrus sinensis
R=0.1%,les feuilles Citrus aurantium R=0.25% et Ammi visnaga R=1.22%) et des
densité de (0.844,0.850,0.880)pour les trois plantes successivement avec un intervalle
de pH de (4-6) et des indices de réfraction égales (1.474,1.466,1.499) pour trois
plantes(Citrus sinensis ,Citrus aurantium et Ammi visnaga) respectivement les
résultats des polyphénols sont égales (4.411,4.239 ,6.311) mgEAG/mg pour trois
plantes(Citrus sinensis ,Citrus aurantium et Ammi visnaga) respectivement. Le teste
de DPPH par spectrophometrique permet de déterminer les concentrations
d’inhibitions 50% (IC50) des trois plantes :

» 1C50=1.013 mg/ml (Citrus sinensis)
» 1C50=1.202mg/ml (Citrus aurantium)
» 1C50=0.552 mg/ml (Ammi visnaga)



» L’extraction des extraits par soxhlet (I’eau comme solvant) donne un rendement
(R=28.41% pour I’Ammi visnaga, R=6.59% pour les feuilles Citrus sinensis
et R=16.16 % pour les feuilles Citrus aurantium) et un indice de réfraction est
(1.450,1.472, 1.470) pour les trois plantes respectivement. les extraits possédent une
teneur en polyphenols de 3.235, 2.282, 1.782(mgEAG/mg) pour (Ammi visnaga,Citrus
sinensis et Citrus aurantium) respectivement.

> Le résultat de DPPH des trois plantes :

» 1C50=0.701 mg/ml (Ammi visnaga)
» 1C50=1.930 mg/ml (Citrus sinensis)
» 1C50=2.079 mg/ml (Citrus aurantium)

L’activité biologique est réalisée par deux méthodes, la méthode de disque (pour huiles

essentielles) et méthode des puits (pour les extraits)

% L’activité biologique de I’huile essentielle des feuilles Citrus sinensis par la méthode

R/
L X4

*

d’extraction (entrainement a la vapeur d’eau) est sensible pour toutes les souches
bactériennes (Escherichia coli pseudomonas aeruginosa, bacillus cereus et
condidaalbicans) avec un diamétre (9mm< D<14mm) .mais 1’ huile essenticlle des
feuilles Citrus aurantium par la méme méthode d’extraction donne une activité
biologique sensible avec Escherichia coli, pseudomonas aeruginosa et bacillus cereus

sauf avec condidaalbicans était tres sensible (D>20).

Huile essentielle d’Ammi visnaga par les deux méthodes d’extraction (clevenger et
entrainement a la vapeur d’eau) est assez sensible avec un diametre D>20mm pour toutes

les souches bactériennes étudiées.

L’activité biologique de I’extrait d’Ammi visnaga par la méthode d’extraction soxhlet
est assez sensible avec un diametre de (D>20mm) pour toutes les souches étudies .par
contre I’extrait de Citrus sinensis par la méme méthode d’extraction était trés sensible
avec un diamétre (15mm<D< 19mm).

L’extrait de Citrus aurantium a une activité antibactérienne assez sensible avec
pseudomonas aeruginosa Escherichia coli condidaalbicans) avec D>20 et tres sensible

avec bacillus cereus (9mm< D<I14mm).



Donc si on compare les trois méthodes utilisées

on peut dire que la méthode d’extraction la plus adaptée pour les huiles essentielles des
feuilles Citrus sinensis et Citrus aurantium est la méthode d’entrainement a la vapeur
d’eau, et pour I’Ammi visnaga, les deux méthodes d’extraction (clevenger et entrainement

a la vapeur d’eau) ont donné presque le méme résultat.
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Annexe 1: résultat de CMI d’extrait Ammi visnaga

(soxhlet).

Annexe2: résultat de CMI d’extrait Citrus sinensis
(soxhlet).

Annexe3 : résultat de CMI I’extrait Citrus
aurantium (soxhlet).

Annexe4: résultat de CMI d’huile essentielle Ammi
visnaga (clevenger) .

Annexeb : résultat de CMI d’huile essentielle Citrus
aurantium (entrainement a la vapeur d’eau) .

Annexeb6 : résultat de CMI d’huile essentielle Citrus
sinensis (entrainement a la vapeur d’ecau)




Annexe 7 : résultat de CMI d’huile essentielle Ammi
visnaga (entrainement a la vapeur d’eau).

Annexe 8: résultat de concentration minimale inhibitrice (C.M.I) de I’extrait brute d’Ammi

visnaga (soxhlet).

C.M.1 100 | 50 25 125 |6.25 |3.125|1568 | 0.781|0.39 |0.19 |0.09 |0.048
uches
E.coli |+ + + + - - - - - - - -
Condida | + + + + - - - - - - - -
B.C + - - - - - - - - - - -
P.S + [+ |- - - - - - - - - -

» (+) résultat positif absence de la bactérie.

» (-) résultat négatif présence de la bactérie.




Annexe 9 : résultat de concentration minimale inhibitrice (C.M.I) de I’extrait brute de Citrus

sinensis (soxhlet).

C.M.1
souches

100

50

25

12.5

6.25

3.125

1.568

0.781

0.39

0.19

0.09

0.048

0
E. Coli

condida

B.C

P.S

Annexe 10 : reésultat de concentration minimale inhibitrice (C.M.I) de I’extrait

Citrus aurantium (soxhlet).

brute de

C.M.1

spuches

100

50

25

12.5

6.25

3.125

1.568

0.781

0.39

0.19

0.09

0.048

E.Coli

condida

B.C

P.S




Annexell : résultat de concentration minimale inhibitrice (C.M.I) d’huile essentielle d’Ammi

visnaga (celevenger).

C.M.1 100 50 25 125 | 6.25 |3.125 |1.568|0.781 |0.39 |0.19 |0.09 |0.048
souChe
Condida | + + + - - - - - - - - -
B.C + + + - - - - - - - - -
E.coli + + + - - - - - - - - -
P.S + + + - - - - - - - - -
Annexe 12 : résultat de concentration minimale inhibitrice (C.M.I) d’huile essentielle de
Citrus aurantium (entrainement a la vapeur d’cau).
C.M.1 100 | 50 25 125 |6.25 |3.125 | 1568 |0.781 | 0.39 |0.19 0.09 | 0.048
uches
+ + - - - - - - - - - -
Condida
B.C + + - - - - - - - - - -
E.coli |+ + + - - - - - - - - -
P.S + + + - - - - - - - - -




Annexel3 : résultat de concentration minimale inhibitrice (C.M.I) d’huile essentielle Citrus

sinensis (entrainement & la vapeur d’eau).

C.M.I 100 |50 25 125 |6.25 |3.125 |1568 [0.781 | 0.39 |0.19 |0.09 |0.048
souches
+ + + - - - - - - - - -
Condida
B.C + + + - - - - - - - - -
+ + - - - - - - - - - -
E.coli
P.S + + + - - - - - - - - -
Annexel4 : résultat de concentration minimale inhibitrice (C.M.I) d’huile essentielle d ’Ammi
visnaga (entrainement a la vapeur d’cau).
C.M.I 100 | 50 25 125 |6.25 |3.125 1.586 | 0.781 | 0.39 0.19 | 0.09 | 0.048
sputhes
Condida | + + + + - - - - - - - -
B.C + + + + + + - - - - - -
E.coli + |+ + + + + - - - - - -
+ + + + + - - - - - -

p.s
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