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Résumé

Dans le but de sélectionner de nouveaux produits végétaux possédant des activités et
potentiels pharmacologique, la présente étude porte sur I'évaluation des effets antibactériens
des huiles essentielles des citrus vis-a-vis certaines souches pathogenes.

L’objectif de notre travail consiste a évaluer ’effet antibactérien des huiles essentielles
extraites des feuilles de deux especes dagrumes Citrus. C. limonum (citron) et C. sinensis
(orange) poussant dans la Wilaya de Mostaganem.

Pour se faire, dans un premier temps on a procédé a I’extraction des huiles essentielles des
cirtus par entrainement a la vapeur d’eau ; qui était de rendement trés faible, 0,20% pour le C.
limonum et 0,12% pour C. sinensis.

L’activité antibactérienne a été évaluée par inhibition sur gélose HM  sur trois souches
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ). L’huile essentielle de
C.limonum (citron) a révélé une activité intéressante révélée par des zones d’inhibitions
comprises entre 7 et 24 mm comparables a celle di a C. sinensis (orange) avec des zones
d’inhibitions qui varient entre 7 et 23 mm. Les dilutions étaient caractérisées par une plus
faible zone d’inhibition. Parmi toutes les bactéries testées, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus étaient celles qui ont montré la sensibilité la plus importante.

L'étude de l'activité antimicrobienne des huiles essentielles des citrus a été déterminée par
leurs effets bactéricide ou inhibiteur dans notre étude in vitro, et nous mene a conclure, qu’ils
soient pures ou dilués présentent d’excellents alternatifs aux antibiotiques de syntheses pour
lutter contre les infestations bactériens causées par E. coli et S. aureus, nous permettant ainsi
de faire face aux problemes d’antibiorésistance et des effets secondaires dramatiques de la

consommation excessive des antibiotiques de synthese .

Mots clés : Huiles essentielles, C. limonum, C. sinensis, activité antimicrobienne



Abstract

In order to select new plant products with pharmacological activities and potentials, the
present study focuses on the evaluation of the antibacterial effects of citrus essential oils
against certain pathogenic strains.

The objective of our work is to evaluate the antibacterial effect of essential oils extracted from
the leaves of two Citrus species. C. limonum (lemon) and C. sinensis (orange) growing in the
Wilaya of Mostaganem.

To do this, we first extracted the essential oils from the cirtus by steam distillation; the yield
was very low, 0.20% for C. limonum and 0.12% for C. sinensis.

The antibacterial activity was evaluated by inhibition on MH agar on three strains
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa). The essential oil of
C.limonum (lemon) revealed an interesting activity revealed by inhibition zones between 7
and 24 mm comparable to that due to C. sinensis (orange) with inhibition zones varying
between 7 and 23 mm. The dilutions were characterised by a lower zone of inhibition. Among
all the bacteria tested, Escherichia coli, Staphylococcus aureus showed the highest sensitivity.
The study of the antimicrobial activity of citrus essential oils was determined by their
bactericidal or inhibitory effects in our in vitro study, and leads us to conclude that, whether
pure or diluted, they present excellent alternatives to synthetic antibiotics to combat bacterial
infestations caused by E. coli and S. aureus, which will allow us to face the problems of
antibiotic resistance and the dramatic side effects of the excessive consumption of synthetic

antibiotics.

Keywords: Essential oils, Citrus limonum, Citrus sinensis, microbiological activity.
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Introduction generale



Introduction géenérale

Depuis leur découverte au début du XXeéme siecle, les antibiotiques ont permis de grandes
avancées en thérapeutique et contribué a 1’essor de la médecine moderne. L’introduction et
I’utilisation en clinique des premiéres classes d’antibiotiques ont considérablement réduit la
mortalité imputable a des maladies autrefois incurables. L’efficacité de 1’antibiothérapie dans
le controle et la limitation de la dissémination des agents pathogénes a ainsi fait naitre 1’espoir
de pouvoir éradiquer 1’ensemble des maladies infectieuses. Malheureusement, 1’émergence de
bactéries résistantes aux antibiotiques a mis un terme a cette vague d’optimisme. La montée
des résistances est due a la prescription immodérée et souvent inappropriée des antibiotiques.
Administrés a titre curatif ou préventif, les antibiotiques favorisent 1’élimination des bactéries
sensibles et la sélection des plus résistantes. Des bactéries résistantes aux diverses classes
d’antibiotiques disponibles sur le marché ont, en effet, été identifiées. De nombreuses souches
de staphylocoques (Staphylocoques aureus) sont devenues résistantes et insensibles a
plusieurs antibiotiques, utilisés longtemps comme le médicament du dernier recours. La
prolifération de bactéries résistantes est devenue une préoccupation majeure dans le domaine
de la santé. En devenant insensibles a tout traitement, ces bactéries limitent la gamme
d’antibiotiques disponibles en thérapeutique médicale. La situation est d’autant plus alarmante
que les infections causées par les bactéries résistantes entrainent souvent une prolongation de
I’état pathologique et un accroissement du taux de mortalité. L’acquisition de ces multiples
résistances a engendré une perte d’efficacité de I’antibiothérapie pour, finalement, conduire a
une impasse thérapeutique. Aussi, au vu de la propagation du phénomene de résistance et du
nombre limité d’antibiotiques en cours de développement, d’une part et les effets secondaires
de I’antibiothérapie découverts a la longue, la découverte de nouveaux agents antibactériens,
est devenue plus qu’indispensable. Pour étre innovants et contourner les mécanismes de
résistance bactériens, les antibiotiques de demain devront viser de nouvelles « cibles »
d’action chez les bactéries. Les pistes de recherche sont nombreuses mais I’exploration des
ressources naturelles apparait comme des plus prometteuses car celles-ci constituent, de par
leur biodiversité, la plus grande réserve de substances actives. Le but de notre travail a été de
tester et d’estimer 1’effet antibactérien des huiles essentielles des citrus a activité
antibactérienne et de rechercher, dans le réservoir de molécules chimiques qu’elles
constituent, des composés susceptibles d’inhiber la croissance de bactéries pathogenes, afin de
les utiliser comme alternatifs aux antibiotiques de réafférence largement utilisés comme

traitement contre différentes infections microbiennes.
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1.1.  Généralités sur les agrumes
L'origine des agrumes est : Asie du Sud-est, malgré le développement possible de leur culture
en Chine [1]. Il est difficile de localiser le centre de provenance des agrumes car il existe une
hybridation naturelle interspécifique et intergénérique trés répandue dans cette catégorie,
créant des varietés que Tanaka nomme des composants secondaires qui se multiplient par
graines. Grace a des civilisations comme celle de la Chine au ler millénaire avant J.-C., la
production d'agrumes a été progressivement importée dans les régions voisines : le sud du
Japon et I'archipel malaisien [2].
La zone de la Méditerranée a connu de cette culture seulement au 7éme siecle avant notre ére.
Les agrumes de Medina sont les débuts de la mise en culture sous le nom de pomme de
Medina. Cependant, ce n'est que vers I'an 1400, longtemps plus tard que le voyage de Marco
Polo vers la Chine en 1287, et aprés que les Portugais ont présenté I'oranger en Méditerranée
[1].
Les agrumes sont de petits arbres ou arbustes, dont la hauteur peut atteindre 5 a 15 m, parfois
épineux, possedant un feuillage dense et persistant, a part pour quelques variétés hybrides qui
possedent des feuilles a pétales caduques ou semi-persistantes. Les feuilles sont en principe de
couleur vert tres foncé, les plantules et les jeunes pousses étant d'un vert beaucoup plus clair.
Le fruit est constitué de segments et contient les semences [3].
Les grands agrumes cultives pour la production de fruits sont : I'oranger, le mandarinier, le
clémentinier, le citronnier et le pomelo mouse. Le concept de culture générale d'orangerie ne
concerne pas uniquement les plantations d'orangers mais également, par extension, toute autre
plantation d'agrumes qui constitue le jardin d'agrumes [4].
La position systématique des agrumes est comme suite [5] :

e Reégne : Végétal

e Embranchement : Spermaphytes

e Sous-embranchement : Angiospermes

e Classe : Eudicotylédones

e Ordre : Rutales

e Sous- classe : Rosidées

e Famille : Rutaceae

e Genres : Poncirus, Fortunella, et Citrus
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1.2.  Généralité sur le citronner : Citrus limonum

1.2.1. Historique

L'origine du citronnier est restée longtemps inconnue, en raison de son polymorphisme et de
sa diversité inter-variétale. Les chercheurs ont localisé son ancétre sauvage dans la région
d'Assam, la région d'Indo-Birmanie ou en Chine. Des recherches phylogénétiques realisées en
2000 ont montré qu'il était originaire de la Méditerranée et qu'il était un hybride entre
I'oranger amer et le cédrat vers le 5e millénaire avant JC [6].

A l'origine, le citronnier était utilisé comme plante ornementale dans les jardins d'agrément au
Moyen Age, surtout dans les jardins islamiques [7]. Le citronnier a progressivement été
introduit dans l'alimentation médiévale ou il était utilisé comme base acide pour les crudités
ou pour assaisonner tout aliment au méme titre que le verjus, le vinaigre ou le jus d'orange.
Mais il est possible qu'il ait été utilisé comme une technique de conservation de la viande par

I'acide depuis I’antiquité [8].

1.2.2. Définition

Le citron est le fruit du citronnier (Citrus limonum), c'est un agrume appartenant a la famille
de la famille des Rutacées. Ce dernier est un arbuste originaire d'Asie du Sud-est, qui est
cultivé sur le littoral de la Méditerranée et dans toutes les régions du monde au climat semi-
tropical [9]. Cette plante est I'un des agrumes les plus vigoureux, de croissance rapide, elle
produit de nombreuses ramifications et des fruits en quantité abondante. La fécondation
hivernale est plus importante et représente de 60 a 70 % de la production annuelle de I'arbre
[10].

1.2.3. Description botanique
Citrus limonum est un arbuste a feuilles persistantes de 2 a 7 m de haut (Figure 1), aux
branches plus ou moins protégées par des épines courtes, épaisses et rigides [11, 12] :
e Les feuilles : sont persistantes et alternatives, vert profond et luisantes, de taille tres
variable de 5 & 10 cm, Le limbe est de couleur verte.
e Les fleurs : isolé ou fasciculé, de couleur blanches et odorantes, L’androcée est
formé de 20 a 40 étamines.
e Les fruits : sont juteuses et tres parfumees, de forme ovale (7-12 cm) de long et (5-7

cm) de diametre.
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e Le systeme racinaire : est localisé dans les 100 premiers cm de profondeur. Il fixe

solidement I'arbre au sol en se développant jusqu'a 1 ou 2 m de fond.

Fruit

Fleur

Feuille

Figure 1 : Aspect morphologique des feuilles et du fruit de Citrus limonum (11).

1.2.4. Systématique
Le citron jaune est classé comme suit [13] :
e Embranchement : Spermaphytes
e Sous embranchement : Angiospermes
e Classe : Dicotylédones
e Ordre : Sapindales
e Famille : Rutaceae
e Genre : Citrus

e Espeéce : Citrus limonum (Variété : Eureka)

1.2.5. Variéte de citron

Les principales variétés méditerranéennes cultivées du citronnier sont : "Verna“, "Euréka”,
“"Lisbon”, "Monachello”, “Interdonato” et “Lunaris”[14] . Ces variétés sont choisies pour leur
intérét commercial : productivité, teneur en jus, possibilité d'étre cueillies toute I'année, en

effet le citron est un agrume principalement mari en hiver mais apprecié en été.

e variété Eureka (4 saison) : Cette variété est importée en Algérie dans les années

40 en provenance de Californie (Tableau 1) .C'est la plus cultivée en raison de sa
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fructification rapide et de sa floraison trés remontante qui permet la production de

fruits au printemps et en été [15].

Tableau 1 : Les caractéristiques de la variété Eureka [16].

Espece Variéteé Caracteristiques

Ecorce : un peu rugueuse tournant au jaune vif.

Fruits trés abondante qui produit au printemps et en
Citrus Eureka éte.

Limonum Pulpe : fournit un jus clair, acide et bien parfumé.

Floraison : Fleurs trés abondantes, blanc rosé et trés

odorantes.

1.2.6. Production Algérienne du citron

En Algérie, la culture des agrumes représente un secteur stratégique. Selon les plus récentes
statistiques[17], la culture des agrumes occupe aujourd'hui une superficie totale de 64 323 ha,
avait une superficie de 4 365 Ha pour la culture du citron, la production réalisée durant la
saison 2011-2012 est de 760 823 tonnes [18].

1.2.7. Compositions chimique et propriétés de citron

Le citron est un agrume trés juteux et riche en eau (90%), tres acide (pH inférieur a 3). Cette
acidité est causée principalement par l'acide citrique, associé a de petites quantités d'acides
malique, ascorbique, caféique et férulique [19]. Le fruit a une teneur élevée en vitamine C
(40 a 50 mg/100g) et de vitamines du groupe B (Tableau 2) avec des quantités élevées de

flavonoides, de polyphénols, de caroténoides, et d'huiles essentielles [20].
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Tableau 2 : Composition biochimique pour 100g de fruit frais du citron [21].

Eau 90,20 g

Glucides 3,16 g

Protéines 0,70g

Lipides 0,60 g

Acides organiques 4,88 g

Fibres alimentaires 0,50¢g

Les vitamines 51,26 mg

Les minéraux 211,95 mg
Apports énergétiques | 36,48 K Calories

1.2.8. Usage de citron

Le citron a un grand usage en raison de sa composition :

Utilisation culinaire : le citron zesté ou bien rapé fournit sa propre et agréable saveur

qui est trés utile en cuisine et en patisserie. Le jus de citron peut aussi étre employé

pour faire des cocktails rafraichissants.

Dans le domaine cosmétique, le citron est notamment un excellent moyen de resserrer

les pores, de rendre la peau plus claire, de faire disparaitre les points noirs, et il est tres

utile en tant que masque contre les rides ou pour rendre les cheveux plus brillants. Il

est aussi présent dans la composition de plusieurs types de parfums [22].

En plus de ca, sa teneur en flavonoides, en ce qui concerne notamment la flavanone,

lui confére des activités bénéfiques en tant qu'agent qui protége contre les risques de

cancer et les maladies cardiovasculaires, inflammatoires et allergiques [23].

Le citron est consommé par les femmes enceintes pour réduire les nausées et les

vomissements [24].
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1.3.  Généralité sur I’oranger : Citrus sinensis (Orange douce)

1.3.1. Historique

L'oranger (Citrus sinensis) est un arbre qui est originaire de la Chine. Il existe deux voies
principales par lesquelles ce fruit a pénétré en Europe. La voie méditerranéenne a été
empruntée par I'orange amére ou bigarade a I'époque des croisades (Xle au XVIlle siécle) :
transféré par les Perses aux Arabes, ce fruit a ainsi été planté en Andalousie, en Sicile et dans
le Pays valencien, d'ou il s'est largement répandu dans le reste de I'Europe. Dans un deuxieme
temps, a la fin du XVe siecle, les explorateurs du Portugal ont découvert I'orange douce en

Chine et a Ceylan et I'ont ramenée en Europe [25].

1.3.2. Description botanique
L'oranger est un petit arbre ou arbuste, qui peut mesurer de 10 a 15 m de haut (Figure 2),
L'arbre a de nombreux rameaux, ce qui forme une cime touffue [26] :
e Feuilles : sont toujours vert foncé et Iégerement ailées.
e Fleur : la partie blanche de la fleur est printaniére et possede un parfum agréable.
e Fruit : il est largement connu, trés répandu dans les marchés quasiment toute I'année ;
le fruit est de taille et de coloration différentes pour chaque variété, mais globalement

de forme sphérique et de couleur orange, et tres populaire en frais et en jus.

Fruit

Fleur

Feuille

Figure 2 : Aspect morphologique des feuilles et du fruit d’oranger [11].
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1.3.3.

Systématique

La classification botanique de I’oranger [27] :

1.3.4.

Régne : plantae

Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Ordre : Sapindales

Famille : Rutaceae

Genre : Citrus

Espece : Citrus sinensis. L (Var. Washington navel)

Les différentes variétés de Citrus sinensis [28]

Les oranges douces pour la consommation sont les plus comestibles et elles sont utilisées "en

fruit" et pour la préparation de jus. Il a trois catégories d'oranges :

1.3.5.

Orange Navel : un ombilic bien visible, Iégérement juteux, pas trop sucré et sans
pépins (Washington Navel, Tompson, Autumn gold)

Orange blonde : orange juteuse a peau trés mince, de taille modérée, sans pépins, tres
juteuse et tres odorante (Ambersweet, Berna, Cadenera)

Orange sanguine : orange juteuse, a la peau et a la couleur de la chair plus ou moins
rouges et violettes, elle est trés juteuse, peu acide avec une flaveur un peu musquée.

(Caracara panachée, Maltaise sanguine)

Principales caractéristiques de ’oranger : Citrus sinensis var. Washington navel

La Washington navel est la variété la plus cultivée et la plus en demande par les clients pour

sa maturité (Tableau 3). Elle est cueillie de novembre jusqu'a février et bénéficie d'un grand

pouvoir d’exportation [26].



Chapitre I Généralités sur les citrus

Tableau 3 : Les principales caractéristiques de la variété Washington navel [16].

Espéce Variété Caractéristiques

- Le port de I'arbre en pépiniére est retombant.

- La feuille de plus de six mois posséde une coloration vert
foncé et les nouvelles pousses ont une coloration plus claire.
Citrus sinensis|Washington |- La feuille a & peu prés 10 a 12 cm de long.

Navel - La large feuille fait de 3a 7 cm.

- L'extrémité du limbe est douce (un peu arrondie).

- A son aisselle, une épine apparait et disparait en vieillissant.

- Le pétiole fait une longueur d'environ 20 mm et posséde une

bractée pas tres étendue, mais visible.

1.3.6. Compositions chimique et propriétés de citrus sinensis

Citrus sinensis est un agrume trés juteux et riche en eau (85%) trés acide (pH inférieur a 4)
Son acidité légere est liée a la présence d'acides organiques naturels (acide citrique et acide
malique notamment) Sa valeur énergétique est moyenne et repose essentiellement sur ses
glucides (saccharose, fructose, glucose), Le fruit est riche en glucides, et en acides
organiques, acides aminés, minéraux, vitamines et lipides pour 21% (Tableau 4). Les trois
pour cent qui restent sont représentés par un de nombreux composés divers, incluant des
flavonoides, des composés volatils, des caroténoides tels que I'a carotene (précurseur de la
vitamine A), qui ont une trés forte influence sur les caractéristiques organoleptiques de ce
produit [29].
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Tableau 4 : Composition biochimique pour 100g de fruit frais du orange douce [30].

Energie (kcal) 39

Eau (g) 87-92
Glucides (Q) 10-12
Protéines (g) 0.58-1.29
Lipides (g) 0.0-0.56
Flavonoides (mg) 14.7
Vitamine C (mg) 50
B-carotene (mg) 0.04-0.37
Niacine (vitamine B3) (mg) | 0.13 - 0.46

1.3.7. Production Algérienne de I’orange

La zone d'agrumes était étalée sur 63.323 ha en 2011, Actuellement, sur 63.323 ha, on ne
compte que 55.000 ha de superficie productive. Le fait que le centre du pays a 56% de cette
superficie d'agrumes, 30% sont situés a l'est du pays, et 14% a l'ouest assure que les
meilleures pratiques employées dans les vergers par les anciens de notre pays dans le passé.
En plus, le golt des oranges algériennes est fortement apprécié, souligne-t-il. La production

nationale permet aussi une consommation trés importante de clémentine en Algeérie [31].
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2.1.  Historique
Les hommes depuis I'antiquité ont cherché le proceédé pour dissocier les éléments huileux des
substances aromatiques. lls y sont finalement arrivés en exposant la matiére a une chaleur
élevée : les substances aromatiques se sont transformeées en vapeur et ont été récupérées et
rendues a I'état liquide en les refroidissant.
Les Chinois et les Indiens ont utilisé ce procédé depuis 20 siécles avant J.C. Les Egyptiens et
les Arabes ont valorisé les caractéristiques médicinales et aromatiques des plantes pour : la
conservation des momies, l'aromatisation des bains, la désinfection des plaies avec les
onguents, les parfums et la fabrication de boissons aromatiques et la fabrication de boissons
aromatiques [32].
L'étape de la civilisation byzantine permet d'établir les bases de la distillation et, avec la
civilisation arabe, I'huile essentielle fait partie des principaux produits de la commercialisation
internationale. Le médecin et scientifique perse Avicenne a précisément défini, vers I'an 1000,
le processus de distillation a la vapeur. L'lran et la Syrie sont devenus les deux principaux
poles de développement de différents principes d'extraits aromatiques [33].
En 1928, le concept d'aromathérapie est créé par René-Maurice Gattefossé et il effectue de
plusieurs recherches dans le domaine des huiles essentielles, particuliérement sur leurs
caractéristiques, ces decouvertes seront a la base de la réalisation de nombreuses autres
recherches [34].

2.2.  Définition
Selon la pharmacopée francaise, une huile essentielle est "un produit odorant, de composition
en général complexe, obtenu a partir d'une matiére premiére végétale botaniquement définie,
soit par distillation a la vapeur, soit par distillation séche, soit par un procédé mécanique
approprié sans chauffage. Une huile essentielle est en général séparée de la phase aqueuse par
un procédé physique qui n'entraine pas de modification significative de la composition [35].
Le mot "huile™ souligne le caractere visqueux et hydrophobe de ces substances et le mot
"essentiel” désigne la spécificité principale de la plante a travers ses exhalaisons [36].
Les huiles essentielles sont uniquement composées de molécules aromatiques volatiles. Leur
poids moléculaire est tres faible, sont complétement solubles dans I'alcool et les huiles
(végétales ou minérales) mais insolubles dans l'eau, ces substances sont dépourvues de
matiéres grasses : au contraire d'une huile végétale, une goutte déposée sur un papier
s'évapore sans aucune trace [37].
Le terme d’huile essentielle a été inventé au 16&éme siecle par le réformateur suisse de la
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Médecine, Paracelsus von Hohenheim qui a appelé le composant efficace essentia de Quinta
De drogue [38].

2.3.  Propriétés physico-chimiques des HES
2.3.1. Propriétés chimiques
Les huiles essentielles forment des combinaisons compliquées et trés variables de substances
caractérises par des origines biogénétiques diverses et qui forment deux groupes : le groupe
des terpénoides, d'une part, et le groupe des composés aromatiques dérivés du phénylpropane,

beaucoup moins fréquent, d'autre part [39].

2.3.2. Propriétés physiques
Les huiles essentielles sont :

e Liquides a température ambiante.

e volatiles, ce qui les différencie des huiles fixes

e Treés rarement colorées

e Leur densité est en général inférieure a celle de 1’eau (sauf les huiles essentielles de
Sassafras, de girofle ou de cannelle qui constituent des exceptions)

e Elles ont un indice de réfraction élevé

e Solubles dans les solvants organiques usuels

e Entrainables a la vapeur d’eau

e trés peu solubles dans I’eau

e Sensibles a l'altération, elles ont tendance a se polymériser pour former des produits
Résineux [40].

2.4.  ROle physiologique
De nombreuses plantes synthétisent des huiles essentielles en tant que métabolites
secondaires. Elles ne sont pas nécessaires a la croissance des plantes [41].
Derniérement, des études ont indiqué que chez les plantes, les huiles essentielles ont pour role
dattirer les insectes pollinisateurs ou de repousser les insectes nuisibles. Un certain nombre

ont egalement des vertus antiseptiques, insecticides, fongicides et bactéricides [42].
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2.5. Répartition et localisation
2.5.1. Répartition
Les huiles essentielles sont largement répandues dans le réegne végetal et surtout chez les
végétaux supérieurs : Coniféres, Rutacées, Ombelliferes, Myrtacées, Lamiacées, Poacées. On
les trouve dans les sommités fleuries (lavande, menthe...), et dans les racines ou les rhizomes
(vetiver, gingembre), dans I'écorce (cannelle), le bois (camphre), les fruits (poivre), les

graines (noix de muscade)...[43].

2.5.2. Localisation et lieu de biosynthése de I’huile essentielle de Citrus

Les Citrus sont caractérisent par la présence, dans les feuilles, les fleurs, les tiges et les
péricarpes des fruits, de poches schizolysogénes qui contiennent de I'essence aromatique. Il
s'agit de poches dont la structure initiale est identique a celle des poches schizogénese, mais
en plus des cloisons radicales, les cellules sécrétrices de bordure subissent également des
cloisons tangentielles, ce qui donne lieu a plusieurs couches de cellules sécrétrices [44]. Dans
les fleurs des plantes du genre Citrus, les poches sécrétoires sont placées dans le parenchyme
des pétales, en dessous de I'épiderme. Le fruit du citronnier est composé de I'épicarpe, de
I'endocarpe et du mésocarpe. Ce dernier inclut I'albédo et le flavédo qui est une zone colorée
qui contient les poches schizolysogénes qui sont distribuées de fagon tres irréguliere (Figure
3) [45].

13



Chapitre IT Les huiles essentielles

T;}rrpcﬁ L,{‘ﬁ—“v: . Epiderme supéricur
%LLI ‘i"-’r* U iJ LL))]J-_
Parenchyme palissadique
= N ? s D L-r ".\:).C \ o
7: 4 C % < _J e ' K S :\—i\' S N Cellules séerétrices
= ’ K i ] - - ‘ ‘, ’ ,
A _Q?‘Q:L__:_)}:’ ”'j _&.’ A Poches & essence
s \ e <
e D [ Parenchyme lacuncux
B e Ty .[:E»"i o S
. A > o=
ﬁ‘\r — "."\1’%}-—.},\—?' > - \--
. R e Epiderme inféricur
(A)
- y o Cuticule 2
> : : Epiderme Epiderme
/ N\ paderme & P
N \
N& Poche A essence ( | ?; / “\))) ‘7
4 .*A“l W Cellules sécrétnices < l"’rrmh\ﬂ\.
A —

N l A

. Poche & oxsence
n - —n N\
Nt ST e P Z z Cellules sécretrices
{ i Parenchyme A /KV
AR G VN

(B) (€)

Figure 3 : Poches sécrétrices des huiles essentielles des Citrus: (A) dans feuilles, (B) dans les
flavédo, (C) dans les pétales [45].

2.6.  Composition chimiques des huiles essentielles

L'étude de la composition chimique des huiles essentielles montre qu'elles sont des mélanges
complexes et variables de constituants qui appartiennent exclusivement a deux groupes
caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : Les terpénoides et les composés
aromatiques dérivés du phénylpropane [46].

Les huiles essentielles d'agrumes sont des mélanges de plus de 200 composés qui se
regroupent en deux fractions : les non-volatiles (1-15%) et les volatiles (85-99%) [47].

La partie non volatile des huiles d'agrumes est composée de flavonoides et qui sont utilisés

dans la différenciation des espéces d'agrumes [48].

2.6.1. Les terpénes
Dans le cas des huiles essentielles, seulement les terpénes les plus volatils, c'est-a-dire ceux de
faible poids moléculaire, sont observes. Ils correspondent le plus souvent a la formule
générale (C5H8) n [46].
Sont des hydrocarbures naturels, de structure cyclique ou de chaine ouverte, Ils sont sous-
divisés en fonctions du nombre d'entités isopréniques en monoterpénes formés de deux

isoprenes (C10H16), diterpenes, sesquiterpenes, formés de trois isoprenes (C15H24),
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diterpénes, formés de quatre isoprénes (C20H32). Les tétraterpenes sont formés de huit
isoprenes qui donnent des caroténoides. Les polyterpenes (C5H8) n ou n peuvent étre 9 a 30
[49].

I'association de terpenes avec une ou plusieurs fonctions chimiques (alcool, aldéhyde, cétone,
acide, etc.) forment Les terpénoides, 90% de la totalité des composants des HE sont des
monoterpenes, ils pouvant étre acycliques (mycrcéne, oxymene), monocycliques ; un certain
nombre de ces substances ont une fonction chimique : alcools (géraniol, menthol), aldéhydes
(géranial, citronellal, sinensal), cétones (carvone, menthone, [3- vétinone) et esters (acétate de

géranyle, acétate de linalyle, acétate de cédryle, acétate d'a- terpinyle) [49,50].

2.6.2. Les composés aromatiques :
Contrairement aux dérivés terpéniques, les composés aromatiques sont moins fréquents
Dans les huiles essentielles. Tres souvent, il s'agit dallyle et de propénylphénol. Ces
composés aromatiques constituent un ensemble important car ils sont généralement
responsables des caractéres organoleptiques des huiles essentielles. Nous pouvons citer en

exemple I'eugénol qui est responsable de I'odeur du clou du girofle [51].

2.6.3. Les composés d'origines diverses
Du par leur méthode d'extraction, les HEs ont la possibilité de contenir divers composés
aliphatiques, présentant en général un faible poids moléculaire, qui sont entrainables en cours

de traitement par hydrodistillation. Ces derniers peuvent étre azotés ou sulfureux [46].

2.6.4. Notion de chémotype :
Est une référence de précision qui désigne le composant biochimique majoritaire ou distinctif
présent dans I'HE. C'est lui qui permet de distinguer les HE extraites d'une méme diversité
botanique mais dont la composition biochimique est différente. Cette classification permet de
sélectionner les HE pour une utilisation plus précise, plus sdre et plus efficace. Il est important
de noter que les HE de différents chemotype présentent non seulement des activités
différentes mais aussi des toxicités tres variables [51].

Chémotype de I'huile essentielle de citrus limonum peuvent étre : B-pinéne, limonéne,
linalol, acetate de linalyle, citral, citronellal. Et pour citrus sinensis : D- limonene, géraniol,

linalol, citral, citronellal, terpinéol et décanal [52].
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2.7.  Biosynthese aromatique
La biosynthese des huiles essentielles au niveau de la plante démarre par la photosynthese
(métabolite primaire), ce phénomene est un mécanisme de transformation qui permet aux
végétaux d'utiliser I'énergie solaire pour la fabrication de sucres et de différentes substances
organiques. A ces sucres, les plantes aromatiques valorisent des molécules spécifiques par

deux voies principales [53,54].

2.7.1. Voie des terpénes
La Voie des Terpénes conduit & la synthése des monoterpénes (C10H16), des sesquiterpénes
(C15H24), et des diterpenes (C20H32). La synthése au niveau de ces terpénes est réalisée
grace a I'IPP (isopentényl pyrophosphate en C5), qui est issu de la voie du mévalonate.
Ensuite, les réactions d'oxydoréduction produisent également des autres composeés tels que les
monoterpénols, les phénols, les aldéhydes, les cétones... etc. fournissant des caractéristiques
chimiques spécifiques [54, 55].

2.7.2. Lavoie du phénylpropane
Cette voie est déterminée par des mécanismes d'oxydation et elle démarre a partir d'un acide
aminé : la phénylalanine qui est obtenue par la voie du shikimate. L'acide shikimique est
obtenu par la voie de la condensation d'une unité de phosphoénolpyruvate (PEP) (glycolyse)
et par une unité érythrose-phosphate, le shikimate est un précurseur fondamental qui permet
d'initier la synthése de multiples métabolites secondaires au niveau des plantes et des
microorganismes [53, 54].
La phénylalanine conduit a la production de nombreux composés d'HEs, des phénols, acides
ou coumarines. On retrouve plus rarement des molécules telles que des lactones ou des éthers
méthyliques de phénols [54].
La phénylalanine conduit a la production de nombreux composés d'HEs, des phénols, acides
ou coumarines. On retrouve plus rarement des molécules telles que des lactones ou des éthers
méthyliques de phénols. Apres leur synthése, ces métabolites seront libérés par des cellules
sécrétrices constituant des structures histologiques spécifiques. Ces structures joueront le role
de zones de production et de stockage des substances aromatiques sécrétées in vivo par les
plantes, Ces substances sont nommees essences.

Ces différentes structures sont différentes selon I'organe qui produit et I'espéce végétale [53].
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2.8.  Huiles essentielles de citron

Les Spécificités biochimiques et les caractéristiques de I’huile essentielle de Citrus limonum

sont présentées dans le tableau 5.

Tableau 5 : Spécificités biochimiques et caractéristique de 1’huile essentielle de Citrus

limonum [54].

Huile essentielle de Citrus limonum

Spécificités biochimiques|Linalol

Caractéristiques

Limonene 72 &4 80%
B-pinéne 7a13%
y-terpinene 6 a10%

0, 2%
Géraniol 0,1%
Aldéhydes 2a3%
Sesquiterpenes 2a5%
Pouvoir rotatoire a 20°C[+55° a +75°
Densité & 20°C 0,845 40,858
Indice de réfraction 1,470 a4 1,480
Point éclair +49° C

2.9.  Huile essentielle de Citrus sinensis

Les Spécificités biochimiques et les caractéristiques de 1’huile essentielle de Citrus sinensis

sont présentées dans le tableau 6.
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Tableau 6 : Spécificités biochimiques et caractéristique de 1’huile essentielle de citrus

sinensis [56].

Huile essentielle de Citrus sinensis

Limonene 83 a90%
Myrcene 5%
Citral 0,5%
Linalol 1%
Spécificités biochimiques Géraniol 0. 1%
Farnésol 0, 1%
Monoterpénols 2 a6%
Cétones (Carvone) 2a3%

Aldehydes terpéniques |1 a 3%

Pouvoir rotatoire a 20°C|+94° a +99°

Caractéristiques

Densité a 20°C 0,842 a 0,850
Indice de réfraction 1,470a 1,476

Point éclair +49° C

2.10. Facteurs influencant la qualité des huiles essentielles
Les huiles essentielles présentent une trés grande variabilité, tant au niveau de leur
composition, qu'au niveau du rendement des plantes d'origine. Cette variabilité peut étre
expliquée par des facteurs intrinséques et extrinseques. Les facteurs intrinséques sont liés a
I'espéce, au type de clone, a I'organe concerné et au degré de maturité de la plante concernée,
voire au moment de la récolte dans la journée [57]. Les conditions extérieures qu'elles soient
géographiques (latitude, altitude), édaphiques (type de sol) ou climatiques (ensoleillement ou
photopériodisme, temperature, pluviométrie) ont un effet sur la composition des especes [58].
Les conditions de culture telles que la date de semis, la date de récolte, les traitements
phytosanitaires, l'utilisation de fertilisants et les techniques de récolte influencent également la

composition et le rendement des huiles essentielles [59].
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2.11. Toxicité des huiles essentielles

Malgré leurs effets bénéfiques, les huiles essentielles sont loin d'étre non-toxiques. La plupart
des huiles essentielles, a trés haute dose, ont des effets toxiques [60], En raison de la richesse
de leur composition chimique, les huiles essentielles sont a utiliser avec une extréme
prudence, car elles peuvent présenter de trés graves dangers si elles sont utilisées seules au
hasard, d'autant plus que le consommateur est attiré par la facilité d'utilisation de ces essences
pour une absorption interne ou une application externe [61].

Les huiles essentielles d'agrumes sont photo-toxiques a cause des furocoumarines qui sont
photosensibilisantes. Elles causent une décoloration de la peau en rouge en application
externe avec des expositions au soleil sous l'action des rayons ultraviolets. En revanche, la
consommation d'huiles essentielles de Citrus limon extraites soit par hydrodistillation soit par

expression a froid ne présente aucun risque de toxicité, ni aigué ni chronique [62].

2.12. Domaines d’application des huiles essentielles

Les huiles essentielles commercialisées dans le monde sont utilisées dans 4 principaux
secteurs industriels : la parfumerie cosmétique, la parfumerie technique (savons, détergents),
I'alimentation et la médecine (médecine alternative et pharmaceutique) [63]. L'industrie
alimentaire utilise les huiles essentielles pour améliorer le godt, la saveur et la couleur des
aliments [63]. L'industrie des boissons gazeuses est un utilisateur principal d'huiles
essentielles [63].

Les huiles essentielles ont des profils de composition chimique différents. Elles sont utilisées
comme conservateurs naturels des aliments. Leur usage comme conservateurs est di a la
présence de composés ayant des caractéristiques antimicrobiennes et antioxydants [65, 66].
L'huile essentielle la plus utilisée dans le monde est I'huile d'orange [63].

Les huiles essentielles de Citrus limonum sont utilisées dans la production d'arbmes
alimentaires, d'essences de fruits, de boissons gazeuses, de liqueurs, de patisseries et de
confiseries [67]. Derniérement, plusieurs études ont indiqué la possibilité d'incorporer les

huiles essentielles de Citrus limonum comme antioxydant [68] .

2.13. Conservation des huiles essentielles
Les huiles essentielles peuvent étre stockées et préservées pour plusieurs années. Elles sont
méme susceptibles de s'améliorer avec le temps (a part des huiles essentielles extraites des

écorces d'agrumes qui ne peuvent étre conserveées plus de 2 ans).
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Il est conseillé de les conserver dans des flacons en verre teinté, pour les protéger de la
lumiere, il faut aussi éviter les fortes variations de température et le contact avec l'air, il faut
bien reboucher les flacons apres usage car les ardmes se volatilisent dans I'atmosphere.
Conserver les bouteilles non accessibles aux enfants. Les bouteilles sont & entreposer en
position verticale et horizontale, il y a un risque que le bouchon soit attaqué par I'huile. Dans

ces conditions, les huiles essentielles peuvent étre conservées pendant plusieurs [69].

2.14. Extraction des huiles essentielles
Avant que ces substances puissent étre utilisées ou analysées, il est nécessaire de les extraire
de leur matrice. Différentes méthodes d'extraction ont été développées, telles que les
méthodes conventionnelles (distillation et pression a froid) et les méthodes innovantes
(extraction assistée par micro-ondes, flash-détente et expansion instantanée contrélée) [70],
Le choix de la technique dépend essentiellement de la matiere premiere : son état et ses
caractéristiques d'origine, sa nature méme. Le rendement " HE/matiere premiere végeétale "

peut étre extrémement variable selon les plantes [71].

2.14.1. Hydrodistillation
L'hydrodistillation consiste a immerger le matériel végétal dans un bain-marie. Le tout est
porté a ébullition sous pression atmosphérique. La chaleur permet I'éclatement et la libération
des molécules odoriférantes contenues dans les cellules de la plante. Ces molécules
aromatiques forment un mélange azéotropique (eau + huiles essentielles) avec la vapeur d'eau
et I'nuile essentielle est séparée de la phase aqueuse par différence de densité [72, 73], Par
contre, I'nydrodistillation a ses limites. En effet, un chauffage prolongé et trop puissant

provoque la dégradation de certaines molécules aromatiques [45](Figure 4).
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Hydrodistillation ou distillation simple

Figure 4 : Schéma du principe de la technique d’hydrodistillation[74].1-Chauffe ballon, 2-Ballon,
3-Thermometre, 4-Réfrigérant, 5-Entrée sortie d’eau, 6-Erlenmeyer, 7-Matiére a extraire I’essence, 8-La
couche d’HEs.

2.14.2. La distillation par entrainement a la vapeur d'eau :
Au cours de ce type de distillation, la matiere végétale ne macéere pas immédiatement dans
I'eau. Elle est déposee sur une grille perforée a travers laquelle passe de la vapeur (figure 5).
La vapeur dégrade la structure des cellules de la plante et libere les molécules volatiles, qui
sont ensuite transportées vers le refroidisseur. Cette méthode améliore de la qualité de I'huile
essentielle en réduisant au minimum les altérations hydrolytiques : le matériel végétal n'est

pas directement baigné dans I'eau bouillante [75].
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Figure 5 : Schéma du principe de la technique de 1’entrainement a vapeur d'eau [76]

2.14.3. Expression a froid
C'est un procédeé mécanique de transformation qui permet de déchirer le péricarpe enrichi en
cellules sécrétrices, ce procédé étant utilisé pour I'extraction des composés volatils du
péricarpe [77].

2.15. Meéthodes de caractérisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles ont pour obligation de posséder les propriétés demandées par les lois
des pays producteurs et exportateurs et par les pays importateurs. Ces différents parametres
sont déterminés par des normes internationales ISO (International Organization for
Standardization) ou francaises AFNOR (Association Francaise de Normalisation) (NF 1SO
855). Sont ainsi contrdlés les propriétés organoleptiques et physiques telles que la couleur,
I'odeur, la réfraction, la solubilite, le point d'éclair mais également les propriétés chimiques
telles que les indices d'acide et d’ester [78].

Les huiles essentielles d'agrumes extraites des écorces de fruits sont trés répandues dans les
secteurs de l'alimentation et de la parfumerie. Bien qu'elles soient commercialisées, elles ont
une grande valeur économique. Par contre, la production et la mise sur le marché d'huiles

essentielles de moindre qualité et/ou altérées sont malheureusement monnaie courante. Les
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analystes des huiles essentielles d'agrumes nécessitent donc le développement et la
disponibilité de procedés de haute résolution, rapides, sensibles et sélectifs [79].

La chromatographie en phase gazeuse (CG) est considérée comme le procédeé le plus utilisé
pour l'analyse des huiles essentielles, elle permet la séparation et la détermination des
différents composants d'une huile, elle réalise une analyse a la fois qualitative et quantitative
[80].

2.16. Activités biologiques des huiles essentielles
2.16.1. Activité antioxydant des huiles essentielles

Dans le contexte de la toxicité des antioxydants synthétiques et de la demande des
consommateurs pour des produits naturels, l'utilisation du produit végétal en tant que source
des antioxydants deviendrait plus nécessaire car ces produits sont moins nocifs.

Les monoterpénes oxygénés, comme : le thymol, le carvacrol et l'a-terpineol, sont les
principaux agents responsables du potentiel antioxydant des huiles végétales qui les
contiennent. Le monoterpene B-caryophylléne a également une action de piégeage des
radicaux libres. Aussi, les plantes médicinales présentant une activité antioxydante importante
seraient une source de thérapie pour les pathologies dans lesquelles les espéces réactives de
I'oxygene (ROS) et les espéces réactives de I'azote (RNS) sont concernées [81].

Si elles permettent d'éliminer certains radicaux libres, les huiles essentielles peuvent aussi agir
comme anti-inflammatoires, car I'une des réponses inflammatoires est la salve oxydative qui
se produit dans diverses cellules (monocytes, neutrophiles, éosinophiles et macrophages). La
phagocytose des bactéries, qui se produit pendant I'inflammation, provogque une augmentation
marquée de la consommation d'oxygene, ce qui résulte en la création d'un radical anionique

superoxyde (O2--) qui est immédiatement transformé en peroxyde d'hydrogene (H202) [82].

2.16.2. Activités anti-inflammatoires
Il a été démontré que les constituants des huiles essentielles, qui comprennent des mono
terpénes hydrocarbonés, des sesquiterpenes hydrocarbonés et des alcools sesquiterpéniques,
inhibent la 5-lipoxygénase, une enzyme qui participe a la synthése des leucotriénes et qui est

susceptible de favoriser la maladie d’Alzheimer [83].
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2.16.3. Activité antiseptique
Plusieurs des HEs possédent un remarquable potentiel antiseptique. En effet, il est appliqué
sur des souches bactériennes variées, y incluant celle généralement résistantes aux
antibiotiques (Tétracycline, acide oxolinique) [84]. Ces derniers interviennent en géneral a
partir d'une faible dose. Les huiles essentielles de sarriette, citrus, cannelle, thym, clou de
girofle, lavande, eucalyptus sont les plus antiseptiques. Plusieurs de leurs constituants tels que
le citral, le géraniol, le linalol et le thymol ont une action antiseptique en général 7 a 10 fois

plus importante que le phénol [85].

2.16.4. Activité pesticide
Il existe de différentes molécules de synthétique qui sont applicables, mais pour protéger les
vegétaux, on peut également utiliser quelques essences naturelles. Les pesticides sont tres
nombreux et sont regroupés en fonction de leur activité en insecticides, mollucides,
nématicides et germicides. , Plusieurs huiles sont identifiées par leur efficacité sur les
moisissures phytopathogénes : c'est le cas des huiles de Citrus sur la croissance mycélienne de

Phaeoramularia angolensis [86].

2.16.5. Activité antifongique

Plusieurs chercheurs ont démontré que I'HEs des plantes aromatiques a une activité fongicide
contre les moisissures allergénes [87]. Et contre les dermaphytes et les champignons
pathogénes et opportunistes : Candida albicans (levure), Cryptococcus neoformans et
aspergillus fumigatus [88].
Pour la 1re fois, en 1949 les pouvoirs antimicrobiens de L’HEs des agrumes ont été
mentionnés par PIACENTINI.que les huiles essentielles de Citrus en solution sont plus

efficaces que celles des phénols comme désinfectants [89].

2.16.6. Activité antimicrobienne
Depuis longtemps, les extraits de plantes aromatiques sont en usage dans des préparations de
médicaments et de parfums. Les huiles essentielles ont été reconnues comme les principaux
agents antimicrobiens que contiennent ces plantes.
Il existe aujourd'hui environ 3000 huiles, dont environ 300 sont effectivement
commercialisées, surtout pour I'industrie des ardmes et des parfums. Mais la tendance actuelle

des consommateurs a rechercher une alimentation plus naturelle, a conduit a un regain
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d'intérét des scientifiques pour ces substances. Les huiles essentielles ont un tres grand spectre
d'action puisqu'elles empéchent la croissance des bactéries ainsi que des moisissures et des
levures. Leur activité antimicrobienne est essentiellement liée a leur composition chimique, et

en particulier & la nature de leurs principaux composés volatils [90].

2.17. Mode d’action des Huiles essentielles contre les bactéries
La principale caractéristique des molécules présentes dans les huiles essentielles est leur
hydrophobicité. Elle permet leur solubilisation dans les membranes, ce qui cause une
déstabilisation de la structure et une augmentation de la perméabilité membranaire. Ces
modifications entrainent une fuite d'ions et de composés intracellulaires, Si la perte de
matériel est trop importante ou si les éléments cytoplasmiques relegues sont indispensables a
la survie de la bactérie, cela entraine la mort cellulaire [91] (Figure 6).
Le mode d’action des huiles essentielles dépend du type de microorganismes, Les bactéries
Gram positives sont plus sensibles a I'effet des huiles essentielles que les bactéries Gram
négatives caractérisées par une membrane externe imperméable [92]. Cette imperméabilité est
liée a la richesse de cette membrane en lipo-polysaccharides la rendant plus hydrophile, ce qui
empéche les terpenes hydrophobes de lui adhérer [93].
D'une fagon globale, leur action se déroule en trois phases :
1) Attaque de la paroi bactérienne par I'huile essentielle, provoquant une augmentation de
la perméabilité puis la perte des constituants cellulaires.
2) Acidification de l'intérieur de la cellule, bloquant la production d'énergie cellulaire et
la synthese des composants structurels.

3) Destruction du matériel génétique, entrainant la mort de la bactérie.

25



Chapitre IT Les huiles essentielles

r M

Coagulation du cytoplasme

\_.» e N M Force promotrice

Relarguage 4
des éléments & 3
| l cytoplasmiques : | |

cytoplasmique

' métabolites |
A\ ) el 1ons .
\ \ \ /
. - pe.
a 0. -~ IR AAs 4 oo '
Par ! JITY:‘ :”T‘ ‘f”f- Membrane
cellulaire AL AL LALLLL)

Protéines
membranaires

- 4

Figure 6 : Sites d'action des huiles essentielles sur la cellule bactérienne [94].

2.18. Méthodes d’évaluation de I’activité antimicrobienne
La méthode appliquée pour déterminer le pouvoir antimicrobien des HE a une grande
influence sur les résultats. A I'heure présente, l'activité antimicrobienne in vitro d'une
substance peut étre déterminée par un grand nombre de techniques classiques, en milieu

solide ou liquide [95].

2.18.1. Aromatogramme (méthode de Vincent)

La méthode de diffusion sur disques, appelée aussi méthode de Vincent ou technique de
I'aromatogramme ou technique de I'antibioaromatogramme [96]. Est développée par
Schroeder et Messing en 1949.Cet examen se réalise de la méme maniere qu'un
antibiogramme ou les antibiotiques sont remplacés par des huiles essentielles aromatiques,
préalablement choisies et reconnues [97]. Cette technique, inspirée de celle des
antibiogrammes, a été généralisée aux huiles essentielles [98].

Elle consiste a utiliser des boites de Pétri qui contiennent un milieu gélosé approprié, déja

solidifié et ensemencé avec la souche microbienne testée. Un disque stérile de papier filtre de
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6 mm de diamétre imprégné d'une quantité connue d'huile essentielle est placé sur le milieu
gélosé préalablement ensemencé avec une culture microbienne. La dilution de I'HE se fait
toujours dans un solvant tel que I'éthylene glycol, I'acétone, I'éthanol a 95% [99]. Le principe
de cette méthode est toujours la migration des HE par diffusion dans la gélose (Figure 7).
Apres incubation, les résultats sont lus en mesurant les diamétres des zones d'inhibition en
millimétres [100, 101].
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Figure 7 : lllustration de la méthode des aromatogrammes sur boite de pétri [102].

2.18.2. Méthode de micro-atmosphére
Cette technique consiste a cultiver les microorganismes a tester dans les boites de Peétri sur
milieu de culture approprié. La différence réside principalement dans la position du disque
imprégne d’huile essentielle qui est déposé au centre du couvercle de la boite de Pétri,
renversée apres fixation de 1’huile essentielle sur le disque (Figure 8). Celui-ci n’est donc pas
en contact avec le milieu gélose. L’huile s’évapore dans 1’atmosphere de la boite, elle peut

exercer son effet inhibiteur sur les microorganismes testés [103].
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Figure 8 : Illustration de la méthode de micro-atmospheres [104].
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3. Les micro-organismes commensaux

3.1.  Les bactéries
Les bactéries sont ubiquitaires on le trouve dans les différents biotopes sur terre. Elles peuvent
étre localisées dans le sol, I'eau, l'air, la peau et plus particuliérement dans les intestins des
animaux comme les Pseudomonas, les staphylocoques, les Escherichia coli.

3.2.  Escherichia coli

Escherichia coli est un bacille aérobie & Gram négatif aussi dénommé (colibacille), Il s'agit
d'une bactérie commensale du célon de I'homme et des animaux Chez I'nomme, les E. coli
sont la dominance de la flore bactérienne aérobie du cdlon et se retrouvent a moindre degré
dans l'intestin gréle. Les contaminations sont principalement induites par une consommation
de viande de beeuf, contaminée et peu cuite, mais peut étre aussi causée par la consommation
d'eau, de lait cru, de fruits, de Iégumes, le bain et le fait qu'il y ait un contact entre les
humains[105].

3.2.1. Classification scientifique [106]
e Reégne Bateria

e Embranchement Proteobacteria

e Classe Gamma proteobacteria
e Ordre Enterobacteriales

e Famille Enterobacteriaceae

e Genre Escherichia

e Espece Coli

3.2.2. Pathogénicité
E.coli elle peut provoquer des infections intestinales (de gastro-entérites) et donc des
diarrhées (diarrhées d’allure, diarrhées sanglantes, diarrhées coliformes) et aussi des

infections de méningites ou une septicémie [107].
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3.3.  Staphylocoques
Staphylocoques aureus ou doré grace a sa teneur en caroténoides, Elle est considérée comme
I'espéce la plus pathogene du genre Staphylocoques. Se présente comme une coque en
amas (grappes de raisin), Gram positif et catalase positif [108].
Elles sont ubiquistes et peuvent vivre :

e en bactéries commensales sur la peau et les muqueuses des humains et des animaux

e en bactéries pathogenes qui causent des infections chez I'hnomme ou l'animal, ce qui

peut étre trés dangereux.

3.3.1. Classification de Bergey (1994)

Embranchement firmicutes

Groupe 17 cocci gram +

Ex famille des Micrococcaceae famille des micrococcaceae

Genres Staphylococcus, micrococcus, ex-micrococcus (kocuria, kytococcus,
dermacoccus)

3.3.2. Pathogénicité
Le Staphylocoques aureus, une espece de staphylocoque a coagulation positive, est tres
souvent présent dans le corps humain et est responsable de plusieurs infections (cutanées,

nosocomiales, intoxications alimentaires) [109].

3.4.  Pseudomonas

Pseudomonas aeruginosa, autrement connu sous le nom de bacille pyocyaniques
une bactérie gram-négative du genre Pseudomonas. Dépourvus de spores et de capsules, est
une bactérie saprophyte de l'air, de I'eau et du sol, commensale de tous les téguments et
muqueuses de I'nomme et des animaux, elle a un large pouvoir pathogéne [110].

L'espece Ps.aeruginosa est tres abondante dans notre environnement, on la retrouve
notamment dans le sol, I'eau, a la surface des plantes et des animaux. Dans les hdpitaux, P.
aeruginosa se présente quelquefois dans les solutions aseptiques et sur les instruments du type
cathéters, sondes, ou dans les tuyaux et les éviers. Son énorme capacité d'adaptation a divers
environnements est certainement liée a la plasticité de son grand génome (environ 6Mpb)
[111].
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3.4.1. Pathogénicité
Le bacille pyocyanique est en principe une bactérie pyogénique responsable de la formation
de suppurations en surface et en profondeur chez les humains et les animaux, a partir des

quels il peut étre isolé [110].
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4. Matériel et méthodes

e Présentation du lieu de I’étude expérimentale

Notre étude expérimentale a eté réalisee au niveau du laboratoire de biochimie et de
microbiologie a I’Universit¢ Abdelhamid Ibn Badis, Mostaganem.

e Objectif de travail
Cette présente étude vise particulierement a Procéder a I’extraction de 1’huiles essentielle des
citrus, notamment du citrus sinensis et du citrus limonum par ’utilisation de I’hydro —
distillation, de calculer par la suite le rendement de ces deux plante (leurs feuilles) en 1’huile
essentielle. Cette technique d’extraction a été suivie par un séchage. Afin d’étudier I’activité
antibactérienne de ces deux HEs différents pures et a différentes dilutions sur des germes
pathogenes a Gram négatif, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, et des bactéries a

Gram positif, staphylocoques aureus.

4.1. Matériels

4.1.1. la matiere végétale
Notre étude est portée sur deux plantes choisies: Citrus limonum Var. Eureka (Figure 9) et
Citrus sinensis Var. Washington navel (Figure 10). Les parties d’intérét pour notre étude pour
les deux plantes étaient les feuilles fraiches, récoltées au niveau de la wilaya de Mostaganem
(Sayada), au mois de avril 2021-04-13.

Figure 9 : les feuilles de citrus limonum (Eureka)
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Figure 10 : les feuilles de citrus sinensis (Washington navel)

4.1.2. Les souches étudiées
En a choisir 3 souches pathogenes (Figure 11), qui sont souvent responsables de problémes
majeurs de santé publigue, et ont développé une antibiorésistance.
On a sélectionné 2 groupes de bactéries :

* Des bactéries a Gram négatif : Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli.

* Des bactéries a Gram positif : staphylocoques aureus.
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Figure 11 : Les souches bactériennes pures.

4.2. Méthodes

4.2.1. Traitement de la matiére vegétale

4.2.1.1. Méthode d’extraction des HEs

Le mateériel végétal est traité a la vapeur (Figure 12). Le matériel végétal, qui est dans ce cas
hors de contact par rapport a I'eau, est maintenu par une grille ou par une plague a trous située
a une distance appropriée du bas de I'alambic, qui est rempli d'eau. Par effet de la température,
cette derniére devient de la vapeur et circule a travers les plantes en portant les molécules
aromatiques vers un circuit de refroidissement. Le procédé de distillation des huiles
essentielles consiste a introduire 500g d'feuilles de citron ou orange dans une plaque a trous,
située a une distance suffisante du fond de I'alambic et remplie d'un tiers d'eau distillée. Les
vapeurs chargées d'huiles essentielles traversent le tube vertical et arrivent dans le serpentin
de refroidissement ou se produit la condensation. Les gouttelettes obtenues sont accumulées
dans le tube précédemment rempli d'eau distillée. L'huile essentielle de densité inférieure a
celle de I'eau, flotte a la surface de cette derniére. L'huile récupérée est ensuite traitée avec un
agent déshydratant, le sulfate de sodium, pour supprimer le peu d'eau qui aurait pu étre
retenue dans I'huile et finalement conservée dans un tube & essai stérile et teinté & basse
température (4 a5 °C). Le déroulement de I'extraction dure trois heures.
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Figure 12 : Dispositif d’extraction des HEs par hydrodistillation.

4.2.1.2. Détermination du rendement d’extraction

Le rendement en huile essentielle (Rd), est défini comme étant le rapport entre la masse de
I’huile essentielle obtenue aprés extraction (M') et la masse de la mati¢re végétale utilisée (M)
dans notre étude 500g [112]. Il est donné par la formule suivante :

Rd=M’/M.100

Rd: Rendement en huile essentielle exprimée en pourcentage (%)

M'": Masse de I’huile essentielle obtenue en gramme (g)

M: Masse de la matiére végétale fraiche utilisée en gramme (g)

4.2.1.3. Méthode de dilution
Cette technique met en évidence les effets de l'activité antimicrobienne de I'HE aprés un
certain nombre de dilutions dans le DMSO.

e Préparation des dilutions :
0,5 ml d'HE est introduit de facon aseptique a l'aide d'une pipette graduée stérile dans un
Eppendof stérile contenant 0,5 ml de diluant diméthylesulfoxyde (DMSO). Cette préparation
correspond & la dilution mére (Dm) qui consiste en une dilution de 50% Ceci peux nous
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permettra de déterminer le CMI. La Dm est mis dans une étuve a 37°C pour 20 min avec des

agitations de I’Eppendof de temps a autre pour bien homogénéiser les 2 phases du milieu.

4.2.2. Souches bactériennes
4.2.2.1. ldentification des souches pures
e Coloration de Gram
En zone aseptique, préparez 1 frottis d’une culture a gram + et un frottis d’une culture a
gram — [113]
e Couler sur le frottis réalisé le violet de Gentiane et laisser réagir 30 secondes
e Egoutter le violet de Gentiane et rincer avec de I'eau distillée
e Ajouter quelques goutes de Lugol et laisser réagir 1 mn
e Décolorer avec de I'alcool
e Rincer la lame & nouveau avec de I'eau distillée
e Couler la Fuchsine et laisser réagir 20 secondes
e Rincer a l'eau distillée et laisser sécher au-dessus de la flamme d’un bec bunsen.
e Observer les frottis sous microscope optique a 1’objectif x100 a I’immersion.
Les bactéries qui apparaissent en violet sont a Gram positif, et celles qui apparaissent en rose

sont & Gram négatif.

4.2.2.2. Veérification de la sensibilitt des souches cibles de notre étude aux
antibiotiques de références

Afin de vérifier la possibilit¢ de développement de toute résistance par nos souches

pathogenes étudiées, aux différents antibiotiques de références largement utilisés et prescrits a

des fins préventives ou comme traitements. Nous avons procédé a un test de sensibilité

préliminaire de E.coli, Ps.aeruginosa, S.aureus a ampicilline et a amoxicilline\acide

clavulanique

4.2.23. Préparation de I’inoculum

a- Préparation de pré-culture
Les tests de la méthode antibactérienne sont effectués avec un échantillon de cultures jeunes
(18 a 24 heures) en phase de croissance exponentielle. La réactivation des souches est réalisée
par inoculation de l'espece bactérienne dans un milieu liquide (bouillon nutritif). Aprés avoir

incubé pendant 24 heures a 37°C
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b- Préparation de la suspension bactérienne
A partir des jeunes cultures sur bouillon nutritif. Mettre une suspension bactérienne dans un
tube contenant 7 ml de bouillon nutritif stérile, vortexer pendant quelques secondes.
Puis calculer la densité optique de la solution bactérienne contenue dans de I'eau
physiologique en sachant que la densité optique bactérienne est comprise entre 0,08 -0,1.

Avant
e il faut régler le spectrophotometre a une fréquence 620nm.
e Puis calculer la densite optique de I'eau physiologique contenue dans une cuve comme
témoin.

Aprés déposez une autre cuve contenant de la solution bactérienne contenue dans de l'eau
physiologique afin de calculer sa densité optique qui sera comprise entre 0,08 -0,1.
Une fois les densités optiques de la solution bactérienne sont ajustées par rapport a l'intervalle
de 0,08 -0,1, On commence l'ensemencement des ces solutions bactériennes contenues dans

de I'eau physiologique dans le milieu gélosé solide MH.

4.2.3. Choix et réalisation de I’antibiogramme
Afin de tester la sensibilité de différentes souches de bactéries pathogenes choisies dans notre
étude aux HEs de C.limonum et de C.sinensis, ont a adopté 1’antibiogramme sur un milieu
gélosé MH, qui consiste a déposer des disques imbibés d’un volume de 2ul de nos HEs, pures
et diluées a 50 % dans DMSO sur la gélose préalablement ensemencée par une culture dans le

bouillon nutritif des souches pures étudiées.

a- Ensemencement
L’ensemencement doit se faire en étalon une goutte de la suspension bactérienne, sur la
surface de la gélose MH avec un écouvillon stérile
Pour se faire, frottez I'écouvillon sur la totalité de la surface seéche de la gélose, de haut en bas,
en formant des stries serrees.
Répétez la méme opération deux fois, en tournant la boite de Pétri de 60° a chaque fois, sans
oublier de faire tourner I'écouvillon sur lui-méme.

Terminez I'ensemencement en frottant I'écouvillon a la périphérie de la gélose.
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b- Préparation des disques
Les disques sont préparés en utilisant du papier Wattman Ned(Q par une perforation a 2 trous
du papier, de 5 mm de diamétre. Puis ces disques sont déposés en un tube a essai, autoclavés,
et conserves a température ambiante.
Préléve a I'aide de pince stérile les disques stérilisés, Ce dernier est imbibé avec HEs pendant
30s, Puis deposer dans la boite de pétrie 04 disques imbibeés sur le milieu MH ensemencé.
Laisser reposer ces boites de pétrie pendant 30 mn jusqu'a fixation des disques sur le milieu
MH solidifié.

c- Incubation

Incubez les boites de pétrie dans I'étuve a 37°c pendant 24heures.

d- Lecture des résultats
La lecture des résultats, permettant d’estimer la sensibilité des souches étudi¢es aux HEs des
C.limonum et C.sinensis est réalisée par la mesure des diameétres de la zone d'inhibition. Ces
derniers sont mesurés a l'aide d'une régle et exprimés en (mm) (en incluant le diamétre du
disque de 5 mm).
La sensibilité a I'huile essentielle a été classée en fonction des diamétres des halos d'inhibition
selon I’échelle suivante [114] :
- Non sensible (-) ou résistant : diamétre <8 mm.
- Sensible (+) : diamétre compris entre 9 et 14 mm.
- Tres sensible (++) : diamétre compris entre 15 et 19 mm.

- Extrémement sensible (+++) : diametre > 20 mm.

e- Analyses statistiques
Les données collectées dans ce travail aléatoire ont été soumises a une analyse de variance
[115]. Le test des plages multiples de Duncan a été utilisé pour distinguer les moyennes des
traitements. Un contraste a un seul degré de Liberté a été adopté pour estimer les impacts
significatifs de L’acclimatation thermique et de la supplémentassions alimentaire en graines

de lin. le niveau de p < 0,05 a éte consideré pour la signification.
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5. Reésultats et discussions
5.1. Détermination du rendement d’extraction
Les rendements moyens des HE extraites sont représentés en pourcentage dans le

tableau 7

Tableau 7 : Rendement en huile essentielle de Citrus.

HEs de C.limonum | HEs de C.sinensis
Rendement (%0) | 0.20 0.12

Nos résultats montrent que le rendement moyen en huiles essentielles de C.limonum (0,20) est

plus important que celui de C.sinensis (0,12).

Discussions

D’apres les résultats obtenus par des étudiants de 1’université de Saad Dahlab, Blida lors
d’une étude similaire de fin d’étude d’un Master en biologie ; qui étaient de 0,31 pour
C.limonum et de 0,22 C.sinensis, il semble évident que les agrumes renferment peu d’huiles
essentielles. Nos résultats sont trés différents de ceux obtenus par [116] qui ont obtenu des
rendements compris entre 0.2 et 0.6% pour C. limonum, En effet [117] et [118] ont observé
des rendements compris entre 0.6 a 0.8 % pour I’HE de C. sinensis et 0.7 a 0.9% pour I’'HE
de C. limonum.

La période de récolte, indispensable en termes de rendement et de la qualité de I'HEs, le
climat, la zone géographique, la génétique de la plante, I'organe de la plante utilisée, le degré
de fraicheur, la méthode d'extraction employée, etc. pourraient expliquer cette différence.
[119].

5.2.  ldentification des souches
L’observation macroscopique des colonies, apres la réalisation de la coloration de Gram pour
les souches isolées, nous a permis d’identifier des bactéries en rose nous confirmant qu'il
s'agit de bactéries Gram négatif. Ces dernieres sont de formes Coccobacilles pour E.coli et
Bacilles pour Ps.aeruginosa figure 13, et celles en violet nous confirmant qu'il s'agit bien de
bactéries Gram positif de formes de Cocus en grappes de raisins pour les S. aureus figure 14,
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Figure 13 : Coloration de Gram observation microscopie (X 100).A: Escherichia Coli, B:
Pseudomonas aeruginosa,

Figure 14 : Coloration de Gram observation microscopie (X 100) de Staphylococcus aureus.
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5.3. Evaluation de la sensibilité des souches bactériennes étudiées

5.3.1. Vérification de la sensibilité des souches étudiées aux antibiotiques de
références
5.3.1.1. Lasensibilité a I’amoxicilline /acide clavulanique
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E. coli Ps. aeruginosa S. aureus

Figure 15 : sensibilité des souches a I’amoxicilline\acide clavulanique marquée par les zones
d’inhibition.

Tableau 8 : Diamétres des zones d’inhibition en (mm). Marquant la sensibilité des souches a

L’amoxicilline\acide clavulanique marquée par les zones d’inhibition

Les Souches E. coli Ps. aeruginosa | S. aureus
Diamétre d’inhibition (mm) | 18,16+3,97° | 11,5+3,17 17,5+2,71°
Sensibilité ++ + ++

Les diameétres des disques (5mm) sont inclus dans les mesures des diamétres de la
Zone d’inhibition
(a,b,c ,d,e) sont des groupes homogenes indiquant une différence significative(P<0.05)
N = 3, les résultats sont exprimés en moyennes +écart type
Sensible (+), Trés sensible (++), Résistante (-), Extrémement Sensible (+++)

Les diamétres des zones d’inhibitions délimités par ’amoxicilline pour les trois souches se
révélent trés importante d’E.coli 18,16+3,97significativement plus importante que celle de S.
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aureus 17,5+2,71. Celle de Ps. Aeruginosa 11,5+3,17significativement moindre que celles des

autres souches.

Discussion

Pour un antibiotique de référence et malgré que les diametres d’inhibition paraissent
intéressant du point de vue théorique et en chiffres numériques, mais restent loin des attentes
thérapeutiques. On dirait méme qu’il y a régression en cours de la sensibilit¢  des trois

souches étudiées a I’amoxicilline/acide clavulanique

5.3.1.2.  Lasensibilité a Pampicilline :

E. coli Ps.aeruginosa S. aureus

Figure 16 : sensibilité des souches cibles a I’ampicilline marquée par des zones d’inhibitions.

Tableau 9 : Diamétres des zones d’inhibition en (mm). Marquant la sensibilité des souches
cibles a ’ampicilline marquée par des zones d’inhibitions.

Les Souches E. coli Ps. aeruginosa | S. aureus
Diamétre d’inhibition (mm) | 10,75+2,49% | 9,08+3,26° 8,5+2,50°
Sensibilité + + -

Les diameétres des disques (5mm) sont inclus dans les mesures des diamétres de la
Zone d’inhibition
(a,b,c ,d,e) sont des groupes homogénes indiquant une différence significative (P<0.05)
N = 3, les résultats sont exprimés en moyennes +écart type

Sensible (+), Trés sensible (++), Résistante (-), Extrémement Sensible (+++)
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Les diametres de zones d’inhibition sont enregistrés plus importants pour E. Colil0,75%£2,49
suivie par celle de Ps. Aeruginosa 9,08+3,26' avec une différence entre les deux valeurs trés
significative. Par contre le diamétre d’inhibition marqué par ampicilline pour S. aureus qui

était de8,5+2,50significativement inferieur a ceux marqué pour E. Coli et Ps. Aeruginosa

Discussion

Les résultats des tests préliminaires de la sensibilité des souches pathogenese ciblent de notre
étude ; nous montrent bien que ces derniéres ont développé une résistance a I’ampicilline qui
se réveéle trés importante chez S.aureus. On note que la sensibilité des deux autres souches a

I’ampicilline bien diminué ; annongant un développement d’une résistance en cour.

5.3.2. Evaluation de I’activité antibactérienne des huiles essentielles de C.limonum et
C.sinensis
5.3.2.1. Activité antibactérienne des huiles essentielles pures de C.limonum et
C.sinensis
L’effet des HEs de C.limonum et C.sinensis, sur la croissance des souches bactériennes
étudiées : S. aureus, Ps. aeruginosa, E. coli dans notre expérimentation, sont estimés par la
mesure des diameétres des zones d’inhibitions exprimés en mm. Les valeurs des diameétres

sont déecrites dans les tableaux et les figures ci-dessous :

a- Effet antibactérien de ’'HE pure de C.limonum

E. coli Ps. aeruginosa S. aureus

Figure 17 : sensibilité des souches a I’'HE de C. limonum marquée par des zones
d’inhibitions
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Tableau 10 : Diameétres des zones d’inhibition en (mm). Montrant la sensibilité des

Souches a I’HE de C. limonum marquée par des zones d’inhibitions.

Les Souches E. coli | P. aeruginosa | S. aureus
Diamétre d’inhibition (mm) | 15+1° | 7,33+1,07° 24,16+3%
Sensibilité ++ - +++

Les diameétres des disques (5mm) sont inclus dans les mesures des diamétres de la zone d’inhibition
(a,b,c ,d,e) sont des groupes homogenes indiquant une différence significative (P<0.05)
N = 3, les résultats sont exprimés en moyennes +écart type
Sensible (+), Trés sensible (++), Résistante (-), Extrémement Sensible (+++)

Diamétres de zones d’inhibition extrémement importants marquées par S. aureus qui était de
24,16+3, suivie par celle marquée par E. coli 15+1jugée importante. Ces deux mesures sont
significativement différentes entre elles. Par contre le diamétre d’inhibition relevé pour P.
aeruginosa 7,33+1,07 significativement moindre par apport aux diametres précédemment

relevés pour les autres souches.
Discussion

On observe une trés grande sensibilité des aux I’H.E de C. limonum, Il s’est avéré aussi
d’apres les valeurs des diamétres la zone d’inhibition observée vis-a-vis de Ps. Aeruginosa,
montre que cette souche s’est montré trés résistante au HS de C. limonum. Contrairement a
S. aureus qui s’est montré extrémement sensible a HS de C. limonum, cette sensibilité qui a
dépassé de loin celle de la méme souche a I’amoxicilline/acide clavulanique et a I’ampicilline
sensés étre les antibiotiques de référence pour ces méme souches. La méme sensibilité
significativement en moins important s’est annoncée chez E. Coli. Cette effets est
probablement duaux propriétés physico-chimiques des composants de ces huiles essentielles,
leurs permettant de pénétrer la membrane plasmiques Des bactéries, inhibant ainsi le
perceuse de leurs croissance et division cellulaires, et ou provoquant leurs lyse des cellules

bactériennes [120].
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b-Effet antibactérien de ’HE pure de C.sinensis

E. coli Ps. aeruginosa S. aureus

Figure 18 : sensibilité des souches a I’HE de C. sinensis marquée par les zones d’inhibitions.

Tableau 11: Diameétres des zones d’inhibition en (mm).marquées par la sensibilité des

Souches a I’HE de C. sinensis marquée par les zones d’inhibitions.

Les Souches E. coli P. Aeruginosa | S. aureus
Diamétre d’inhibition (mm) | 9,25+1,86° | 9+3,21° 23,25+4°
Sensibilité + + +++

Les diametres des disques (5mm) sont inclus dans les mesures des diamétres de la
Zone d’inhibition
(a,b,c sont des groupes homogeénes indiquant une différence significative (P<0.05)
N = 3, les résultats sont exprimés en moyennes técart type

Sensible (+), Tres sensible (++), Résistante (-), Extrémement Sensible (+++)

Les diamétres de zones d’inhibition tracés par l’effet de C. sinensis sur S. aureus
23,25+4significativement plus important que ceux marqués par 1’effet de la méme huile
essentielle sur E. coli 9,25+1,86et P. Aeruginosa 9+3,21qui sont significativement inférieurs

aux valeurs déja enregistrees.

Discussion

Toutes les souches étudiées ont montré une sensibilité vis-a-vis I’HS de C. sinensis, révélée
extrémement importante chez S. aureus qui dépasse nettement la sensibilité de la méme
souche a leur antibiotiques de références, suivie par celles de P. Aeruginosa et enfin E. coli.
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5.3.2.2. Comparaison des effets antibactériens des HEs pures et diluées aux effets des

antibiotiques de références

a- Etude comparatif entre les effets des HEs étudiés pures et diluées sur E. Coli et
les antibiotiques de références

DMSO C.sinensis 50% C.limonum ‘50%

C.limonum pure C.sinensis pure Ampicilline

L’amoxicilline/acide clavulanique

Figure 19 : la sensibilité d’E. Coli aux HEs pures et diluées a 50% des citrus et

Aux antibiotiques de références, marquées par des zones d’inhibitions
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Tableau 12 : Diamétres des zones d’inhibition en (mm). Marquant par la sensibilité

D’E. Coli aux HEs pures et diluées a 50% des citrus et aux antibiotiques de références.

C.limonum C.limonum | C.sinensis |C.sinensis | I’amoxicilline | Ampicilline
pure 50% 100% 50% [acide
clavulanique
E.coli 15+1° 22,971+3,6% 9,25+1,86° | 7,25+0,45° |18,167+3,97° |10,75+2,49°
Sensibilité | ++ +++ + - ++ +

Les diameétres des disques (5mm) sont inclus dans les mesures des diametres de la zone d’inhibition.
(a,b,c ,d,e) sont des groupes homogeénes indiquant une différence significative (P<0.05)
N = 3, les résultats sont exprimés en moyennes técart type
Sensible (+), Tres sensible (++), Résistante (-), Extrémement Sensible (+++)

Le diametre de zone d’inhibition marqué par E. Coli pour C.limonum 50% qui était de
22,971+3,6 extrémement important et significativement plus élevé que celui remarqué pour
I’amoxicilline/acide clavulanique 18,167+3,97suivi par celui de C.limonum pure 15+1 et
enfin pour Ampicilline 10,75+2,49t en dernier la valeur la plus base était celle pour
C.sinensis  50%, de  7,25+0,45 significativement inférieur a celles enregistrées

précédemment.

Discussion

E. Coli a manifesté une trés intéressante .sensibilité marqué par un diamétre de zone
d’inhibition de 9,25+1,86 a I’HE pure de C.sinensis, comparable a ce marqué par
I’ampicilline 10,75+2,49. Cette derniere a était dépassée par celle a C.limonum pure qui
était15+1.La sensibilité extréme 4 E. Coli était pour C.limonum 50% qui dépasse de tres loin

celle a I’amoxicilline/acide clavulanique.

b- Etude comparatif des effets des HEs étudiés pures et diluées sur Ps.aeruginosa

DMSO C.limonum 50 % C.sinensis 50%
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C.limonum pure

résultats et discussion

C.sinensis pure

Ampicilline

L’amoxicilline/acide clavulanique

Figure 20 : la sensibilité de Ps. Aeruginosa aux HEs pures et diluées a 50% des citrus et aux

antibiotiques de références, marquées par des zones d’inhibitions.

Tableau 13 : Diamétres des zones d’inhibition en (mm). Marque par la sensibilité de Ps.
Aeruginosa aux HEs pures et diluées a 50% des citrus et aux antibiotiques de référence.

C.limonum | C.limonum | C.sinensis | C.sinensis | I’amoxicilline | Ampicilline
pure 50% pure 50% )
/acide
clavulanique
Ps.aeruginosa | 7,33+1,07° | 8,16+1,33, | 9+3,21° 9,5+0,52° | 11,5+3,17° 9,083+3,26
a
Sensibilité - - + + + +

Les diametres des disques (5mm) sont inclus dans les mesures des diamétres de la

Zone d’inhibition

(a,b,c ,d,e) sont des groupes homogenes indiquant une différence significative (P<0.05)
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N = 3, les résultats sont exprimés en moyennes técart type

Sensible (+), Trés sensible (++), Résistante (-), Extrémement Sensible (+++)

Ps. Aeruginosa a marqué des diamétre de zones d’inhibitions sans de grand intérét marquées
par Cusinensis pure 9+321 ,Csinensis 50%  9,5+0,52, I’amoxicilline/acide
clavulaniquell,5+3,17, et en fin de Ampicilline 9,083+3,26Et qui ne révélent aucune
différence significative. Quand aux diamétres marqués par C.limonum pure 7,33+1,07 et par
C.limonum 50% 8,16+1,33pour E. Coli significativement inférieurs a ceux enregistrés dans le

méme cadre d’essaye.

Discussion

La sensibilité d’E. Coli pour nous différents principes actifs s’est manifesté sans grand intérét.
Elle paraissait tres faible pour celle au C.sinensis pure et dilué a 50%, égale a celle des
antibiotiques de référence contre lesquels que c’est claire que E. Coli a déja développé une
résistance assez importante. La méme souche révele déja une résistance au C.limonum pure et

dilué.

c- Etude comparatif des effets des HSs étudiés pures et diluées sur S.aureus

DMSO C.limonum 50% C.sinensis 50%
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C.limonum pure Ampicilline

L’amoxicilline/acide clavulanique

Figure 21 : la sensibilité de S.aureus aux HEs pures et diluées a 50% des citrus et aux
antibiotiques de références, marquées par des zones d’inhibitions.

Tableau 14 : Diamétres des zones d’inhibition en (mm). Marquant la sensibilité de S.aureus
aux HEs pures et diluées a 50% des citrus et aux antibiotiques de références.

C.limonum | C.limonum | C.sinensis | C.sinensis | I’amoxicilline/ | Ampicilline
pure 50% pure 50% acide

clavulanique

S.aureus 24,167+3,0 | 21,417+4.5 | 23,25+4* | 19,25+3,7 | 17,56+2,71° 8,5+2 5°
12 28 9°

Sensibilité | +++ +++ +++ ++ ++ _

Les diametres des disques (5mm) sont inclus dans les mesures des diamétres de la
Zone d’inhibition.
(a,b,c ,d,e) sont des groupes homogénes indiquant une différence significative (P<0.05)
N = 3, les résultats sont exprimés en moyennes técart type

Sensible (+), Trés sensible (++), Résistante (-), Extrémement Sensible (+++)
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Notre études nous a permit de relever les diameétres de zones d’inhibitions extrémement
importants délimités en valeurs numériques descendantes par C.limonum pure 24,167+3,01,
C.sinensispure 23,25+4, C.limonum 50% 21,417+4.52sans différences significatives entre ces
valeurs indiquant une différence de sensibilité de S.aureus a ces différents extraits. Les zones
d’inhibition marquées par C.sinensis 50% 19,25+3,79qui dépasse significativement celle de

I’amoxicilline 17,5+£2,71n’est pas aussi négligeable.

Discussion

S.aureus révéle une sensibilité extréme C.limonum pure et dilué & 50% et au C.sinensispure.
Cette sensibilité diminue légerement par la dilution de C.sinensis a 50%, mais dépasse de loin
la sensibilité de la méme souche a I’ampicilline qui semble développer une grande résistance
a cet antibiotique. L’effet antibactérien de C.limonum et de C.limonum pures ou dilué dépasse
d’une fagon hautement significative celui des antibiotiques utilisés jusqu’a présent comme

traitement model contre les infestations bactériennes.

5.4. Discussion générale

Tableau 15: Diamétres des zones d’inhibition en (mm). Marqué par la sensibilité des
différentes souches étudiées aux HEs C.limonum et C.sinensis pures et diluées a 50%.

C.limonum | C.limonum C.sinensis C.sinensis IPamoxicilline | Ampicilline
pure 50% pure 50% /acide
clavulanique
E-coli 15+1° 22,971+3,6° 9,25+1,86° 7,25+0,45° 18,167+3,97° [ 10,.75+2,49°
Ps.aeruginosa |7,33+1,07° |8,16+1,33" 9+3,21° 9,5+0,52° 11,5+¢3,17° 9,083+3,26"
S.aureus 24,16+3,01* | 21,41+4.52° 23,25+4° 19,25+3,79° 8,5+2,5°
17,5+2,71°

Les diametres des disques (5mm) sont inclus dans les mesures des diamétres de la zone d’inhibition.
(a,b,c ,d,e) sont des groupes homogenes indiquant une différence significative (P<0.05)

N = 3, les résultats sont exprimés en moyennes +écart type
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Figure 22 : Comparaison des effets antibactériens de différentes huiles essentielles pures et
diluées a I’effet des antibiotiques de référence sur les souches étudiées

L’effet antibactérien de C.limonum a 50% s’est révélé treés prononcé pour E. Coli, dépassant
de tres loin I’effet bactéricide des antibiotiques de référence, notamment 1’amoxicilline/acide
clavulanique et I’ampicilline a des degrés inégaux. Par contre I’effet antibactérien du
C.sinensis pure et dilué a moitié a des effets inhibiteurs & E. Coli trés intéressant trés proche a

I’effet de I’ampicilline et trés faible comparé a celui de 1’amoxicilline/acide clavulanique.

Pour Ps. Aeruginosa, I’effet antibactérien de nos différentes huiles essentielles des citrus,
sujet d’intérét de notre étude pure s et diluées s’avére comparables, 1égérement inférieurs a
’effet bactéricide des antibiotiques de références longtemps utilisés dans ’antibiothérapie ;
ceci est probablement du a I’antibiorésistance développé par cette souche. Cette résistance
qui est déja mise en évidence par les zones d’inhibitions relevés et faible sensibilité dans les

résultats obtenus dans notre étude, présentés plus haut.

La souche S.aureus a manifestement développé une trés grande résistance a I’ampicilline. Nos
huiles essentielles ont marqué un effet antibactérien qui dépasse celui de I’amoxicilline/acide

clavulanique et a des degrés inégaux dominés par celui de C.limonum et du C.sinensis pures
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suivi par celui du C.limonum et le C.sinensis dilués a 50%. L’effet de ces substances

naturelles peut étres par action libyque ou inhibitrice de cette souche.

D’apres les résultats de notre essaye, on peut conclure que pour la plus part des souches
pathogenes, y compris celle ciblées dans notre étude les huiles essentielles des citrus peuvent
étre un bon alternatif au antibiotiques de synthese. Ce dernier peut nous aider a luter contre les
problémes d’antibioreésistance, qui diminuent la crédibilité et la fiabilité des traitement
antibiotique, et nous aide aussi a éviter les effets secondaires de la consommation accrue des

antibiotiques de synthese.
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5.5. Conclusion générale

Les HEs sont des substances aromatiques, d’une composition chimique complexe, ce qui leur
confere des propriétés antimicrobiennes trés intéressantes a mettre a profit dans les
traitements antibiotiques. Il semble que les HEs de Citrus sont riches en composés
monoterpeniques domineés par la présence duw limonéne (51,355%), B-pinéne (17,041%) et y-
terpinéne (13,462%) pour I’H.E de C.limonum. L’H.E de C. sinensis est de limonéne
(77,370%). Les travaux menés par notre étude ont permis de mettre en évidence les activités
antibactériennes des HEs de Citrus étudiees. Ainsi, les HEs de C. limonum ont exercé une
importante activité antibactérienne a I’encontre de S.aureus par rapport a I’H.E de C.sinensis.
Nous avons constaté que la sensibilité de S.aureus est plus accentuée avec I’HE de C.
limonum qu’avec I’HE de C.sinensis. En revanche les bactéries a Gram négatives a savoir E.
coli, et Ps. aeruginosa ont manifesté une résistance a 1’égard de ces HEs plus au moins
importante. Les résultats des tests de I’application des HES (C.sinensis et C. limonum) sur nos

souches cibles E. coli, Ps. Aeruginosa, S. aureus.

Se sont révélés trés intéressante par son pouvoir antibactérien. D’aprés ces résultats, nous
pouvons conclure que I’HEs des citrus semble étre plus appropriée d’agent naturel
antibactérien dans la prévention et la guérison des infections bactériennes. De nouvelles
perspectives peuvent étre envisagées par une étude plus poussée de ’activité antibactérienne
non seulement sur les HEs utilisées seules ou leurs composants majoritaires, mais également
en mélange, permettant ainsi une éventuelle synergie. Il serait intéressant de continuer ces
travaux notamment sur d’autres bactéries pathogenes, afin de confirmer I’efficacité ou non
des HEs des Citrus. L’utilisation des huiles essentielles comme alternatif aux antibiotiques de
synthese, dont la majorité des bactéries pathogénes ont développé une résistance, chose qui a
réduit leurs efficacités a la lutte contre la propagation des infestations bactériennes. Donc

I’utilisation des HEs pourrait étre envisagée dans le domaine pharmaceutique et médical.
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