
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE 

 وزارة التعــلـيــم العـــالــــي والبــحث الـعلــــمـي

MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE 

SCIENTIFIQUE 

 جامعة عمار ثليجي بالأغواط 

UNIVERSITE AMAR TELIDJI LAGHOUAT  

 كلية العلوم

FACULTE DES SCIENCES 

 قسم البيولوجيا

DEPARTEMENT DE BIOLOGIE  

 

Mémoire 

En vue de l’obtention du diplôme de Master 

Filière : Sciences Biologiques 

Option : Biochimie Appliquée 

THEME 

Etude de l’activité antibactérienne et antioxydante des extraits 

aqueux et des huiles essentielles de quatre plantes du genre Citrus 

Présenté par :  

Adlaoui Houda 

Elbaroud Hocine 

Sebaa Fatima 

Devant les membres du jury : 

Présidente : Mme Bounouala Fatima Zohra 

Examinatrice : Mme Benabed Houda Khadîdja 

Promotrice : Mme Boussoussa Hadjer  

Co-Promotrice : Mme Gellouma Fatima Zohra 

Année Universitaire : 2020/2021. 



Remerciements 

 

 

On tient tout d’abord à remercier et en premier lieu ALLAH, le tout puissant et 

miséricordieux qui nous a donné la force, la volonté et le courage pour mener à bonne fin ce 

travail.  

Nous remercions vivement notre promotrice Mme Boussoussa Hadjer qui a dirigé et 

soutenu ce travail et nous la remercions pour son aide, ses critiques, ses conseils judicieux ainsi 

que son intérêt pour le sujet qui ont été des stimulants très précieux.  

Nous tenons particulièrement à remercier notre Co-promotrice Mme Galouma Fatima 

Zohra pour le temps qu'elle nous a consacré, pour l'encadrement de nos expériences au 

laboratoire et pour tous ce que nous avons pu apprendre de sa part.  

Nous exprimons toute notre reconnaissance envers les membres du jury Mme Bounouala 

Fatima Zohra et Mme Benabed Houda Khadîdja pour avoir consacré une partie de leur temps 

précieux à l’examen de ce mémoire.  

Notre reconnaissance va à Mr Yousfi Mohamed et Mr Harrat Mohamed pour leurs 

aides remarquables et leurs soutiens. 

Sans oublier les ingénieurs du laboratoire pour avoir mis à notre disposition le matériel 

nécessaire à la réalisation de ce travail. Et pour leurs disponibilités, leurs gentillesses, leurs 

patiences. 

Finalement, notre gratitude s’adresse aux fonctionnaires du département de biologie et à 

tous ceux et celles qui d’une manière ou d’une autre nous ont aidé et soutenu de près ou de loin. 



Dédicace 

 
 

Je dédie ce travail : 

 

A mes très chers parents source d'amour et d'affection qui m'ont motivé et 
soutenue tout au long de mes expériences 

 

A Mes chers frères Ibrahim et Yacine que dieu les protège  

 

 

A Mes trinôme Surtout mon amie Fatima qui j'ai passé les meilleurs jours avec 
elle en préparant ce mémoire 

 

Je tiens également à ne pas oublier tous ceux qui ont contribués de près ou de loin 
à la bonne réalisation de ce travail 

 

 

 

 

 

ADLAOUI Houda 

 

 

 

 

 

 



Dédicace 

 
 

Avant toute chose, nous remercions Dieu, le tout puissant Qui nous‘ a tracé le 

chemin de notre vie et accordé la volonté, la santé et la Patience nécessaire à la 

réalisation de ce mémoire 

 

Je dédie ce modeste travail à ma source de bonheur mes chers parent 

Sans eux je n’ai pas pu être ce que je suis, en reconnaissance de leurs efforts, leurs 

amours et leurs encouragements durant toutes mes études. 

A mes sœurs 

A mes frères 

A toute ma famille 

A mes amies 

Je tiens également à ne pas oublier tous ceux qui ont contribués de près ou de loin 

à la bonne réalisation de ce travail. 

 

ELBAROUD Hocine 

 

 

 

 

 

 

 



Dédicace 

 
 

Je dédie ce modeste travail 

À mes chers parents 

Aucune dédicace ne saurait exprimer mon respect, mon amour éternel et ma 

considération pour les sacrifices que vous avez consenti pour mon instruction et 

mon bien être.  

Je vous remercie pour tout le soutien et l’amour que vous me portez depuis 

mon enfance et j’espère que vos prières m’accompagnent toujours. Puisse Dieu, 

le très haut, vous accorde santé, bonheur et longue vie.  

A mes frères Mohammed et Aissa et ma sœur Douaa, je vous exprime à travers 

ses lignes tous mes sentiments d’amour et de tendresse envers. Puisse l’amour et 

la fraternité nous unissent à jamais. 

A Toute ma famille, qui m’aiment et me comble de conseils  

À mes très proches amies Abir, Hiba, Thoraya et Houda qui m’ont toujours 

supporté moralement par leurs encouragements pendant la réalisation de ce 

travail. 

SEBAA Fatima 

 

 

 

                                                                                       



Résumé 

L’objectif de notre travail consiste à évaluer l’effet antibactérien et antioxydant des 

composés phénoliques et huiles essentielles de quatre plantes de genre citrus (Citrus limon L, 

Citrus sinensis L, Citrus reticulata Blanco, Citrus aurantium L.). Les écorces et les feuilles de 

quatre plantes sont soumises à une infusion pour l’obtention des extraits aqueux et à une 

hydrodistillation à l’aide d’un dispositif de type Clevernger pour l’obtention des huiles 

essentielles. L’activité antibactérienne a été évaluée par la technique de de diffusion sur la 

gélose sur quatre souches bactériennes (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas 

aeruginosa et Proteus vulgaris). Les résultats obtenus montrent que les quatre souches ont 

manifesté une résistante (non sensible) contre les HEs et les extraits aqueux testés. Par 

conséquent, nous pouvons déduire l'absence d'activité antibactérienne de nos échantillons. 

D’autre part, L’activité antioxydante des huiles essentielles et des extraits aqueux a été évaluée 

par le test du piégeage du radical libre DPPH. Cette étude a permis de révéler le fort pouvoir 

antioxydant des extraits aqueux des écorces avec des IC50   entre 0,36 ± 0,02 mg/ml et 0,61 ± 

0,02 mg/ml de même des feuilles avec des IC50   entre 1,33 ± 0,6 mg/ml et 4,46 ± 0,3 mg/ml. 

Alors que les huiles essentielles exposaient un résultat très modeste avec des concentrations 

inhibitrices entre 5,002 ± 0,1 mg/ml et 52,36 ± 0,9 mg/ml comparé à celui des extraits aqueux 

et de l’antioxydant de référence (Vitamine C) avec 0,005 ± 0,001 mg/ml. 

Mots clé : Citrus limon, Citrus sinensis, Citrus reticulata, Citrus aurantium, extraits aqueux, 

huiles essentielles, activité antibactérienne, activité antioxydante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

The objective of our work is to evaluate the antibacterial and antioxidant effect of 

phenolic compounds and essential oils of four plants of citrus genus (Citrus limon L, Citrus 

sinensis L, Citrus reticulata Blanco, Citrus aurantium L.). The bark and leaves of four plants 

were subjected to infusion to obtain aqueous extracts and to hydrodistillation using a Clevernger 

type apparatus to obtain essential oils. The antibacterial activity was evaluated by the agar 

diffusion technique on four bacterial strains (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 

Pseudomonas aeruginosa and Proteus vulgaris). The obtained results show that all strains 

showed resistance (not sensitive) against the essential oils and the aqueous extracts. Therefore, 

we can infer the absence of antimicrobial activity from our samples. On the other hand, the 

antioxidant activity of essential oils and aqueous extracts was evaluated by the DPPH free 

radical scavenging test. This study revealed the strong antioxidant power of the aqueous extracts 

of bark with IC50 between 0. 36 ± 0. 02 mg/ml and 0. 61 ± 0. 02 mg/ml, even of leaves with 

IC50 between 1. 33 ± 0. 6 mg/ml and 4. 46 ± 0. 3 mg/ml.  While the essential oils exhibited a 

very modest result with inhibitory concentrations between 5.002 ± 0. 1 mg/ml and 52. 36 ± 0. 

9 mg/ml compared to that of the aqueous extracts and the reference antioxidant (Vitamin C) 

with 0.005 ± 0.001 mg/ml. 

Key words: Citrus limon L, Citrus sinensis L Citrus reticulata Blanco, Citrus aurantium L, 

aqueous extracts, essential oils, antibacterial activity, antioxidant activity. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 الملخص

لأربعة  لعطريةالأكسدة للمركبات الفينولية والزيوت ل مضادالللبكتيريا والتأثير المضاد تقييم  الى يهدف هدا العمل

 Citrus limon L ،Citrus sinensis L ،Citrus reticulata Blanco ،Citrus aurantium) نباتات من الحمضيات

L .)للحصول على المستخلصات المائية والتقطير المائي باستخدام جهاز  نقع المغليتخضع قشور وأوراق النباتات الاربعة لل

تم تقييم الفعالية المضادة للبكتيريا بتقنية انتشار الآجار على أربع  .العطريةللحصول على الزيوت  Cleverngerمن نوع 

 Escherichia coli، Staphylococcus aureus، Pseudomonas aeruginosa، Proteusسلالات بكتيرية )

vulgaris) ( عن طريق المقارنة مع المضاد الحيوي القياسيGentamicine) . أظهرت النتائج التي تم الحصول عليها أن

 لذلك، يمكننا أن والمستخلصات المائية المختبرة. العطريةالسلالات الأربعة أظهرت مقاومة )غير حساسة( ضد الزيوت 

 لعطريةامن ناحية أخرى، تم تقييم النشاط المضاد للأكسدة للزيوت نستنتج عدم وجود نشاط مضاد للميكروبات من عيناتنا. 

كشفت هذه الدراسة عن قوة مضادات الأكسدة  .DPPHوالمستخلصات المائية من خلال اختبار مسح الجذور الحرة 

مل، حتى للأوراق المحتوية على /ملغ,0 ± 020,61 مل و/ملغ,0 ± 020,36 ن بي 50CIللمستخلصات المائية من القشور مع 

IC50  ة للغاية بتركيزات مثبط عتبرةمل. بينما أظهرت الزيوت العطرية نتيجة م/لغم 0,3 ± 4,46مل و/ملغ 0,6 ± 1,33بين

/ مل مقارنة بمستخلصات المستخلصات المائية ومضادات الأكسدة لغم 63.25ومل /ملغ 0,1 ± 5,002تراوحت بين 

 مل./ملغ 0,001 ± 0,005 بمقدار ج(المرجعية )فيتامين 

    LCitrus limon ،L Citrus sinensis ،Blanco Citrus reticulata ،Citrus aurantiumالكلمات المفتاحية: 

L ،مضاد للأكسدة.نشاط ، بكتيريامضاد للنشاط ، المستخلصات المائية، الزيوت العطرية 
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Depuis des milliers d'années, l'humanité a utilisé diverses plantes trouvées dans son 

environnement, afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies. Ces plantes représentent un 

réservoir immense de composés potentiels attribués aux métabolites secondaires qui ont 

l'avantage d’avoir une diversité structurale et qui possèdent un très large éventail d'activités 

biologiques (Sofiane, 2018). 

En général, les agrumes occupe une place unique dans le règne végétal et ont une position 

importante vue leur grande consommation, car ils contiennent des constituants végétaux (les 

polyphénols et les terpènes) jouant un rôle dans la prévention de certaines maladies (Virbel-

Alonso, 2011). 

Au cours de ces dernières années, les scientifiques sont concentrés sur l'augmentation des 

infections humaines causées par des bactéries et des champignons pathogènes car ces micro-

organismes ont des effets défavorables sur la qualité et la sécurité de la vie. Les produits 

chimiques synthétiques sont largement utilisés contre ces micro-organismes ; 

malheureusement, ils développent une résistance à de nombreux antibiotiques en raison de 

l'utilisation inconsidérée d'antibiotiques commerciaux. De plus, ces antibiotiques provoquent 

parfois des réactions allergiques et une suppression de l'immunité (Mazari et al, 2010).  

Par ailleurs, le stress oxydatif est impliqué dans de très nombreux mécanismes 

pathologiques, notamment ceux dus au vieillissement, tels que l’athérosclérose, le cancer, les 

maladies auto-immunes ou encore les maladies de Parkinson et d’Alzheimer. En effet, 

l’utilisation les antioxydants synthétiques sont suspectés à long terme d’effets tétragènes, 

mutagènes et cancérigènes (Toure, 2015). 

L’utilisation des plantes représente un potentiel inestimable pour la recherche de 

nouvelles substances à pouvoir antibactérien et/ou antioxydant. Ainsi les huiles essentielles et 

les extraits organiques, notamment les polyphénols, suscitent un intérêt croissant comme source 

potentielle de molécules naturelles bioactives pouvant être employées comme alternatives à 

certaines substances synthétiques (Bouhaddouda, 2016). 

Plusieurs travaux ont déjà examiné les agrumes en termes de leurs compositions 

chimiques, leurs différentes méthodes d'extraction, et en termes d’activités biologiques : 

antibactérienne, antioxydante, antifongique et anti-inflammatoire (Ben Miri, 2019 ; 

Bouderbala et al, 2020 ; Ouguelmane et Houichiti, 2020 ; Benabdi et Otmani, 2019 ; 

Aoudache et Arib, 2019 ; Kourta et Chouane, 2019 ; Desislava, 2018 ; Ouldyerou et al, 

2018 ; Ibelhoulen et Tighzert, 2016). 
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Dans ce contexte, le travail entrepris dans ce mémoire est une tentative d’explorer le 

pouvoir des huiles essentielles et des extraits aqueux des différentes parties (feuilles, écorces) 

de quatre plante du genre Citrus (Citrus limon L, Citrus sinensis L, Citrus reticulata Blanco, 

Citrus aurantium L.) de la région de Laghouat comme une source naturelle d’antioxydants, et 

d’estimer également leur activité antibactérienne, vis-à-vis de certains germes pathogènes tels 

qu’Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et Proteus vulgaris. 

Ce travail s’organise de deux parties : 

 Une synthèse bibliographique présente successivement des généralités sur les plantes 

médicinales, les activités biologiques des métabolites secondaires, généralités et 

compositions biochimiques des Citrus, une présentation des espèces étudiées et enfin 

quelques méthodes d’études de chacune des activités antibactérienne et antioxydante. 

 Une partie pratique montre une présentation détaillée du matériel et méthodes 

expérimentales utilisés pour l’extraction et l’évaluation de l’activité antibactérienne et 

antioxydante de nos extraits. Suivi par l’exposée des résultats obtenus ainsi que leurs 

interprétations et discussion. 

Enfin, nous terminerons par une conclusion et perspectives de recherche. 

   

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Synthèse 

Bibliographique 



Synthèse bibliographique 
 

 
5 

I. Généralités sur les plantes médicinales  

Les plantes sont depuis toujours une source essentielle de médicaments. Durant ces 

dernières décennies il y a eu un intérêt croissant pour l'étude des plantes médicinales et leur 

utilisation traditionnelle dans différentes régions du monde (Muthu et al, 2006). D’après 

l’OMS, 80 % de la population mondiale a recours aux plantes pour se soigner, ceci sous 

plusieurs formes, majoritairement dans les pays en voie de développement, où elle est l'unique 

moyen de se soigner pour une grande majorité de la population et dans les pays développés sous 

formes de phyto médicaments (Boissière, 2018).  

Les plantes médicinales sont toutes les plantes qui contiennent une ou plusieurs 

substances pouvant être utilisées à des fins thérapeutiques ou qui sont des précurseurs dans la 

synthèse de drogues utiles (Abayomi, 2010). Ce sont des plantes utilisées en médecine 

traditionnelle et leur action provient de leurs composés chimiques (métabolites primaires ou 

secondaires) ou de la synergie entre les différents composés présents (Sanogo, 2006). Les 

espèces végétales d'intérêt médicinales sont impliquées dans différents secteurs à l'état brut ou 

sous formes d'huiles, extraits, solutions aqueuses ou organiques (Adouane, 2016).  

Chaque plante médicinale a des principes actifs naturellement présents dans cette plante. 

Ces derniers sont souvent présents en quantité extrêmement faible dans la plante et ils 

représentent quelques pour-cent à peine du poids total de celle-ci, mais ce sont eux qui en sont 

l'élément essentiel (Benghanou, 2012).  

La plupart des plantes ne sont pas utilisées en entier, leurs principes actifs étant souvent 

concentrés dans une seule partie : racines, feuilles, fleurs, graines, écorces, résines… etc. et 

peuvent être présentées de diverses façons : fraiches ou séchées (Laouedj, 2016). 

L’expérience des praticiens combinés à celle des patients est souvent le guide de plus sur 

pour connaître l’effet thérapeutique des plantes et évidement plusieurs milliers des plantes dans 

le monde ont un vaste champ d’action et leur puissance varie .Il ont des effets spécifiques sur 

certaines de l’organisme et pour pouvoir traiter divers cas : la digestion, la respiration et la 

circulation, évacuer les toxines et apaiser la peau, les systèmes nerveux, endocrine et 

immunitaire (Iserin, 2001).  

Ces remèdes naturels sont capables de soigner même les maladies chroniques notamment 

la dépression, le diabète, le cancer, l’arthrose et l’herpès (Laouedj, 2016). 
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II. Activités biologiques des métabolites secondaires  

Parmi les originalités majeures des végétaux leurs capacités à reproduire des substances 

naturelles très diversifiées. En effet, à côté des métabolites primaires classiques, glucides, 

protides, lipides (Macheix et al, 2005), qu’ils jouent un rôle essentiel dans la photosynthèse, la 

respiration, la croissance et le développement de la plante (Dewick, 2009). Ils accumulent 

fréquemment des métabolites secondaires qui ne sont pas produits directement lors de la 

photosynthèse, mais résultent de réactions chimiques ultérieures. Ces derniers, représentent des 

structures chimiques souvent complexes, très dispersés et très différents selon les espèces 

(Berreghioua, 2016). 

Les produits du métabolisme secondaire qui sont émis en très faible quantité, sont d’une 

grande variété structurale (plus de 200000 structures définies).L’activité de ces substances 

dépend principalement de leur nature chimique et de leur concentration (Nsemi, 2010). 

On peut classer les métabolites secondaires en plusieurs grands groupes : parmi ceux-ci, 

les composés phénoliques, les terpènes et stéroïdes et les composés azotés dont les alcaloïdes. 

Chacune de ces classes renferme une très grande diversité de composés qui possèdent une très 

large gamme d'activités en biologie humaine (Mansour, 2009).  

Plusieurs molécules ont été isolées, identifiées et testées en utilisant différentes méthodes 

pour confirmer ou infirmer leur potentiel biologique. Selon la bibliographie, un nombre très 

élevé des travaux scientifiques a été publié sur les substances bioactives à faible dose et sans 

effets secondaires. Nous avons résumées certaines activités biologiques des métabolites 

secondaires dans le tableau ci-dessous  :  

Tableau 1  :  Quelques activités biologiques des métabolites secondaires. 

Les métabolites secondaires Activités biologiques Références 

Composés 

phénoliques 

Acides 

phénoliques 

antioxydants 

anti-carcinogène 

antifongique 

insecticide 

antivirale 

 (Yener ,2020) 

 

(Abdelkhalek et al, 2020) 

Stilbènes antioxydants 

anticancéreuse 

neuro-protective 

(Jung et al, 2009) 

(Banik et al, 2020) 

(Nagumo et al, 2019) 
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antiinflammatoire 

Flavonoïdes antivirale 

antiallergique 

antiulcéreuse 

antioxydant 

cardiovasculaire 

anticancéreuse 

antiinflammatoire 

antifongique 

antiparasitaire 

insecticide 

(Wu et al, 2016 ; Guo et al, 

2019) 

(Mwakalukwa et al, 2019). 

 

(Vil et al, 2019) 

 

(Bailly, 2020 ; Luo et al, 2018) 

(Bailly, 2020) 

(Liu et al, 2020) 

 

Les tanins antioxydant 

anti-diarrhéique 

antimicrobienne 

antivirale 

(Liang et al, 2020) 

(Djahra et al, 2013) 

 

(Ulomskiy et al, 2020) 

Lignines antioxydant 

antifongique 

immunostimulant 

anti-cancéreux 

antimicrobienne 

antivirale 

(De Melo et al, 2020) 

 

 

(Barapatre et al, 2016) 

(Alzagameem et al, 2019) 

(Gordts et al, 2015) 

Coumarines anti-inflammatoire 

antiparasitaire 

analgésique 

anticancéreux 

antioxydante 

antispasmodique 

(Liang et al, 2020) 

(De Alcantara et al, 2015) 

(Li et al, 2017) 

(Önder, 2020) 

(Khaldi-Khellafi et al, 2020). 

(Kostova, 2005) 

Huiles essentielles  antifongique 

larvicide 

antibactériennes 

antioxydant 

anticancéreuse 

insecticide 

 (Hamdani, 2018) 

(Scalvenzi et al, 2019) 

(Gherairia et al, 2019) 

(Zeragui et al, 2019) 

 

(Touahir et Kadri ,2020) 
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anti-inflammatoire 

antiproliférative 

anti-migratoire. 

(Bayala, 2014) 

Alcaloïdes anti-inflammatoire 

antiproliférative 

analgésique 

antioxydant 

antimicrobienne 

gastro protectrice 

anti-arythmique 

antivirale 

antitumorale 

antidiabétique 

anticancéreux 

(Fu et al, 2020) 

 

(Guo et al, 2018) 

(Dai et al, 2018) 

 

(Boeing et al, 2020) 

(Serdoz et al, 2019) 

(Fukuda et al, 2020) 

(Wang et al, 2012) 

(Yin et al, 2012) 

 

III. Le genre Citrus  

III.1. Généralités sur les Citrus  

Le genre Citrus regroupe les plantes de la grande famille des Rutaceae. Les arbres de 

genre Citrus donnent les fruits que nous connaissons sous le nom d’agrumes, terme provenant 

du terme latin « acrumen» signifiant « saveur acre » en raison de la présence de l’acide acétique 

qui leurs confère l’âcreté qui les caractérisent (Haineault, 2011). 

Les Citrus sont probablement originaires du Sud-Est Asiatique, des enterrages de 

l’Himalaya. Les arbres de Citrus se distribuent dans les régions intertropicales où la température 

est constante (20°C à 25 °C) et l’humidité très forte (Harley et al, 2006). 

Les Citrus s’identifient par leur appareil sécréteur constitué par des poches sécrétrices 

particulières dites schizolysigènes. Ces poches toujours superficielles sont d’origine 

épidermique. Il suffit de les écraser légèrement pour qu’une forte odeur d’essence s’en dégage 

(Harley et al, 2006). 

III.2. Composition biochimique des Citrus  

Les espèces des Citrus présentent une différence dans leurs compositions en éléments 

nutritifs énergétiques. Ils sont considérés comme des fruits charnus, vue leurs contenance élevé 

en eau qui varie entre 85,7% pour l’orange jusqu’à 91% pour le lime (Virbal-Alonso, 2011). 

Les glucides sont les principaux constituants énergétiques des Citrus, ils sont constitués 

principalement de saccharose, fructose et glucose. Les espèces les plus riche sont la mandarine 

et l’orange douce avec un taux de ≈ 10mg/100g de fruits. Quant à la clémentine elle n’en 
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contient que 0,2 mg par 100 g de fruits. Les fruits des Citrus contiennent des polysaccharides 

complexes dont les plus abondants sont les pectines, au point que les principales sources 

industrielles de pectines sont les écorces de citron et d’orange (Haineault ,2011). Les Citrus 

contiennent les protides (0,7 à 1g /100 g de fruit), et à faible taux les lipides (0,2-0,6 g/100g de 

fruit), à l’exception du lime qui en contient plus (2,4g/100g) (Haineault, 2011).  

La vitamine C est la plus abondante en plus il se trouve la vitamine B9, la vitamine B6, 

vitamine A, thiamine, riboflavine (Virbal-Alonso, 2011 ; Haineault, 2011). 

Une variété en substances minérales et d'oligo-éléments ont été identifiées dans les Citrus 

avec une teneur importante de potassium et de calcium. On y trouve aussi du magnésium, du 

fer, ainsi que du cuivre, du zinc, du manganèse, et différents oligo-éléments à l'état de traces 

(Virbal-Alonso, 2011). 

III.3. Présentation des espèces étudiées  

III.3.1. Description botanique des espèces étudiées  

III.3.1.1. Citrus limon L  

C’est un arbre à feuilles persistantes, oblongues 

lancéolées, à limbe nettement articulé avec un pétiole non 

ailé. Il peut vivre environ quatre-vingt ans. Ses fleurs à 

pétales blanc violacé, axillaires, sont réunies en petits 

groupes. Ses fruits oblongs, pointus de 8 à 12 cm de long, 

de couleur d’abord verte, virant au jaune à maturité, ont 

une pulpe acide et une écorce épaisse contenant une 

essence à odeur forte et quelques graines à cotylédons 

blancs (Nicolas, 2016). 

Figure 1 : Fruits et feuilles de Citrus limon 

L. (Iserin, 2001) 

III.3.1.2. Citrus sinensis L  

L’oranger est un arbre au port harmonieux et de 

croissance rapide, de 7,5 m de hauteur et dans certains cas 

jusqu'à 15 m. Son aspect est plutôt arrondi ou parfois en 

colonne. Les branches portent des feuilles vert sombre, 

ovales, coriaces et finement denticulées, le pétiole est 

légèrement ailé. Les fleurs sont très odorantes, à cinq 

pétales blancs recourbés vers l’arrière (Etebu et 

Nwausoma, 2014). 

 
Figure 2 : Fruits, fleurs et feuilles de 

Citrus sinensis L. (Milind et Dev, 2012) 
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III.3.1.2. Citrus reticulata Blanco  

Citrus reticulata communément appelé « mandarine » 

est un Petit arbre à feuilles persistantes atteignant 3 à 5 m de 

haut et de large avec de nombreux rameaux épineux. Le fruit 

est subglobuleux, aplati ou piriforme, de 5–9 cm de diamètre, 

l'écorce vert virant au jaune vif brillant, orange à rouge orangé 

avec des glandes sébacées enfoncées, lisse, rugueuse ou 

verruqueuse ; croûte mince ou épaisse, douce à acide et 

parfois amère, avec peu à beaucoup de graines ou rarement 

sans pépins. Les feuilles sont unifoliolées, de 6–8 cm de long, 

lancéolées, ovales-lancéolées à elliptiques-lancéolées, marge 

crénelée, base largement cunéiforme (Lim, 2012). 

Figure 3 : Fruits et feuilles de Citrus 

reticulata Blanco. (Lim, 2012) 

III.3.1.3. Citrus aurantium L  

Le Citrus aurantium ou le bigaradier est un arbuste 

atteignant 5 m à 8 de hauteur, à tronc ramifié, à feuillage 

toujours vert brillant et à floraison abondante. Les feuilles sont 

entières, elliptiques et persistantes. Les fleurs actinomorphes 

d’un blanc très pur, d’odeur agréable sont groupées par 2 à 3 à 

l’aisselle des feuilles et possèdent 5 à 8 pétales charnus 

ponctués de poches sécrétrices à huile essentielle, Le fruit est 

multiloculaire possède une partie blanche ou mésocarpe plus 

épaisse que celle de l’oranger doux (Ghedira et Goetz, 2015). 

Figure 4 : Fruits, fleurs et feuilles de 

Citrus aurantium L. (Ghedira et Goetz, 

2015) 

III.3.2. Les caractéristiques systématiques des espèces étudiées  

La classification botanique des espèces étudiées est illustrée dans le tableau suivant. 

Tableau 2 : La classification botanique des espèces étudiées. 

Règne Plantae Plantae Plantae Plantae 

Classe Magnoliopsida Magnoliopsida Magnoliopsida Magnoliopsida 

Ordre Sapindales Sapindales Sapindales Sapindales 

Famille Rutaceae Rutaceae Rutaceae Rutaceae 

Genre Citrus Citrus Citrus Citrus 
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Espèce 

Citrus limon L. 

(Dev et al, 

2016) 

Citrus sinensis L. 

(Chand et al, 2020) 

 

Citrus reticulata Blanco. 

(D’après Guignard, 

2001 in  

Hallal, 2011) 

Citrus aurantium L. 

(Suryawanshi, 2011) 

 

IV. Méthodes de la détermination de l’activité antibactérienne  

A l’heure actuelle, l’activité antibactérienne in vitro d’une substance peut être mise en 

évidence par un grand nombre de techniques classiques, aussi bien en milieu solide qu’en milieu 

liquide (El Kalamouni, 2010). 

IV.1. Méthodes en milieu solide (Méthodes de diffusion)  

La méthode par diffusion comprend deux types : la méthode de diffusion à partir de 

disques imprégnés et la méthode de diffusion à partir de puits. Actuellement, la méthode de 

diffusion à partir de disques est la plus connue et la plus utilisée, elle consiste en 

l’ensemencement sur un milieu gélosé, dans une boîte de Pétri, d’une suspension bactérienne. 

La substance à tester est ensuite imprégnée sur un disque de cellulose, lui-même déposé sur la 

boîte de Pétri. Durant l’incubation, la substance est alors censée diffuser dans la gélose (à la 

surface et/ou dans la masse) ce qui créé un gradient de concentration dépendant de la substance 

(Fontanay et al, 2015).  

Le principe de la méthode de diffusion en puits est semblable à la méthode de disque, 

mais ce dernier est remplacé par des puits creusés stérilement sur la gélose ensemencée. Elle 

consiste à creusé un trou de 6 à 8 mm de diamètre dans la gélose. Un volume fixe d'extrait 

végétal est ensuite introduit dans le puits d'agar perforé et incubé à une température et une durée 

optimales en fonction du microorganisme testé (Das et al, 2010). 

Pour ces deux techniques, la sensibilité du germe testé peut être évaluée selon le diamètre 

d’inhibition obtenu. En effet, la sensibilité d’un germe est nulle pour un diamètre inférieur ou 

égal à 8 mm. Elle est limitée pour un diamètre compris entre 8 et 14 mm, et moyenne pour un 

diamètre entre 14 et 20 mm. Pour un diamètre supérieur ou égal à 20 mm le germe est très 

sensible (Lakhdar, 2015). 

IV.2. Méthode en milieu liquide (Méthode de dilution)  

Les méthodes de dilution sont les plus appropriées pour la détermination des valeurs de 

concentration minimales CMI (La concentration la plus faible inhibant encore la croissance 

bactérienne) d'un extrait, d'une huile essentielle ou d'une substance pure, car elles offrent la 

possibilité d'estimer la concentration de l'agent antimicrobien testé dans la gélose (dilution 
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d'agar) ou dans le bouillon (la microdilution ou la macrodilution). Ces méthodes peuvent être 

utilisées pour mesurer quantitativement l'activité antimicrobienne in vitro contre les bactéries 

et les champignons (Balouiri et al, 2016). 

La technique consiste à introduire l’inoculum dans une gamme de concentration 

décroissante en huile essentielle ou l’extrait. L’ensemble des tubes inoculés est incubé à la 

température optimale de la croissance du germe pendant 24 à 48h. Après incubation, 

l’observation de la gamme permet d’accéder à la CMI de l’huile essentielle ou l’extrait qui est 

le premier tube dépourvu de croissance bactérienne (Brahimi, 2019). 

VI.3. Méthode de diffusion en gradient ou méthode E-test  

La méthode du gradient antimicrobien basée sur la combinaison de deux concepts : 

diffusion du disque et de la dilution de gélose afin de déterminer la valeur de la CMI. Elle 

repose sur la possibilité de créer un gradient de concentration de l'agent antimicrobien testé 

dans le milieu gélosé (Balouiri et al, 2016).  

Elle consiste à placer sur une gélose MH ensemencée avec la souche à tester, une 

bandelette imprégnée d'un gradient de concentration d'antibiotique, qui va diffuser dans la 

gélose, générant une concentration décroissante à mesure que l'on s'éloigne de la source. Le 

gradient de la bandelette associé au gradient de diffusion va conduire à une zone d'inhibition de 

la culture bactérienne de forme ellipsoïdale. Le côté visible de la bandelette est gradué, la CMI 

correspond à la valeur de la concentration en antibiotique présente à la jonction de la zone 

d'inhibition et de la bandelette (Egli et al, 2018). 

IV. Méthodes de la détermination de l’activité antioxydante  

 L’activité antioxydante des extraits peut mesurer par des différents tests in vitro. Selon 

le type de réactions chimiques subies par les antioxydants, ces tests peuvent être divisés en deux 

catégories : ceux qui mesurent le transfert d'électrons et ceux qui mesurent les réactions de 

transfert de l'atome d'hydrogène (Munteanu et Apetrei, 2021). Dans le premier cas, la capacité 

des antioxydants potentiels à transférer des électrons et à réduire certains composés, notamment 

les carbonyles, les métaux et les radicaux, est évaluée. Dans le second cas, la capacité de 

l'antioxydant à piéger les radicaux libres est mesurée par don de protons (Lewoyehu et Amare, 

2019).  

Le plus souvent il faut combiner les réponses de tests différents et complémentaires pour 

avoir une indication sur la capacité antioxydante de l’échantillon à tester (Brahimi, 2019). 
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Les méthodes les plus utilisées, en particulier pour les tests spectroscopiques in vitro 

seront représentées dans le tableau ci-dessous. 

Tableau 3 : Description de quelques tests antioxydants spectroscopiques in vitro. 

Tests DPPH ABTS ou TEAC FRAP ORAC 

Mécanismes 

réactionnels 

Transfert d'électron 

majoritaire 

Transfert d'électron 

et de proton 

Transfert d'électron Transfert de 

proton 

Principe de la 

méthode 

Réaction 

antioxydante avec 

un radical 

organique 

Réaction 

antioxydante avec 

un radical 

cationique 

organique 

Réaction 

antioxydante avec un 

complexe Fe(III) 

Réaction 

antioxydante avec 

les radicaux 

peroxyles, induite 

par l'AAPH (2,2'-

azobis-2-amidino-

propane) 

Nature des 

molécules 

testées 

Hydrophiles et 

lipophiles 

Hydrophiles et 

lipophiles 

Hydrophiles Hydrophiles et 

lipophiles 

Expression des 

résultats 

CI50 et/ou en mg 

ou µmol équivalent 

Trolox   

 CI50 et/ou en mg 

ou µmol équivalent 

Trolox 

en mg ou µmol 

équivalent Fe2+ 

CI50 et/ou en mg 

ou µmol 

équivalent 

Trolox 

Avantages 

Très facile à mettre 

en œuvre.  

Peu couteux.  

 

Très facile à mettre 

en œuvre. 

Cinétique de 

réaction très rapide. 

peu couteuse. 

Peu couteux.  

Facile à mettre en 

œuvre. 

Couteux 

(nécessité d’un 

fluorimètre). 

Utilisation d'un 

générateur de 

radicaux (Roo•). 

Inconvénients 

Encombrement 

stérique de 

molécules à hauts 

poids moléculaires 

Interférences 

possibles à 515 nm.  

Produits de 

dégradation 

antioxydants. 

Radical inexistant 

in vivo 

pH utilisé non 

physiologique. 

interférences 

possibles à 595 nm. 

interférences avec 

composés possédant 

E°< 0,77 V. 

Mécanismes de 

génération des 

ROO• non 

physiologique. 

Interférences 

possibles des 

protéines. 



Synthèse bibliographique 
 

 
14 

Forte dépendance 

au pH et solvant. 

Radical inexistant 

in vivo. 

Références 
(Moharram et Youssef, 2014 ; Dontha, 2016 ; Romulo, 2020 ; Shahidi et Zhong, 

2015). 

 

 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre II : Matériels 
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II.1. Matériel végétal 

Le matériel végétal utilisé au cours de cette étude est constitué de quatre plantes du genre 

Citrus. Les noms des plantes (noms scientifiques et communs), les régions de récolte, le stade 

végétal et la date de leur collecte ainsi que leur partie utilisée sont résumées dans le tableau 4. 

Tableau 4 : Les plantes étudiées, leurs noms scientifiques et communs, la partie utilisée ainsi 

que des informations sur la collecte. 

Nom botanique 
Nom 

commun 

Partie 

utilisée 
Région 

La date 

de récolte 

Le stade 

végétal 

Citrus limon Citron 

Ecorces 

Laghouat 

 
Mars 2021 

Fructification 

Feuilles Inflorescence 

Citrus sinensis Oranger 

Ecorces Fructification 

Feuilles Inflorescence 

Citrus reticulata Mandarinier 

Ecorces Fructification 

Feuilles Croissance 

Citrus aurantium 

Bigaradier 

ou Oranger 

amère 

Ecorces Fructification 

Feuilles Croissance 

 

Les écorces de Citrus aurantium ainsi que les feuilles de tous nos échantillons ont été 

récoltés alors que les écorces de Citrus limon, Citrus reticulata et Citrus sinensis ont été achetés 

du marché local de Laghouat. Les feuilles et les écorces ont été nettoyées puis séchées à l’abri 

de la lumière à température ambiante pendant quelques jours afin de préserver au maximum 

l’intégrité des molécules. Puis, conservées dans des sacs en papier jusqu’à le jour de l’extraction. 

Nous avons effectué un broyage pour les feuilles et les écorces à l’aide d’un moulin 

électrique de manière à obtenir une poudre fine et homogène pour préparer les extraits aqueux. 

Tandis que dans la préparation des huiles essentielles les feuilles et les écorces sont coupées en 

petit morceaux.  

https://fr.wikipedia.org/wiki/Mandarine
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Figure 5 : Poudre des feuilles et des écorces de chacune d’espèces pour la préparation des 

extraits aqueux (originale). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

Figure 6 : Les écorces et feuilles de chacun d’espèces pour la préparation des huiles 

essentielles (originale). 

 

 

 

Citron 

 

 

Mandarine 

 

 

Orange 

 

 

Citron 

 

 

                         

Mandarine 

 

 

 

Orange 

 

 

                          

Bigaradier 

 

 

 

Bigaradier 
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II.2. Préparation des extraits  

En s’inspirant des méthodes traditionnelles, nous avons préparé des extraits aqueux des 

feuilles et des écorces de quatre plantes par infusion. En parallèle, nous avons réalisé 

d’extraction des huiles essentielles par hydrodistillation. 

II.2.1.Préparation des extraits aqueux  

Les composés phénoliques ont été extraits à partir des feuilles et des écorces de ces plantes 

par la méthode d’infusion. 

Ce type de procédé est utilisé quand les principes actifs de la plante sont hydrosolubles, 

elle consiste à verser de l’eau bouillante sur des plantes (les feuilles ou les fleurs) finement 

broyées puis les laisser tremper pour faire dissoudre leurs principes actifs (Handa, 2008). 

La préparation de ces extraits a été réalisée comme suit : 

-Après le broyage des feuilles et des écorces de chaque plante, 10g de poudre de chaque 

échantillon infusée dans 200ml d’eau distillée bouillante (95°C) pendant 10 min.   

- Filtration des solutions obtenues à l’aide d’un papier filtre. 

- Les extraits ont été évaporées à sec sous pression réduite à l’aide du rota vapeur à 45°C. 

- Les résidus séchés ont été dissous dans le Diméthyle Sulfoxide (DMSO) à 5% et conservés à 

4°C jusqu'à le jour d’analyse. 
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Figure 7 : Organigramme du protocole d’extraction des extraits de quatre plantes. 

 

10 g de poudre de chaque plante 200 ml d’eau distillée bouillante 

Infusion pendant 10 min 

Filtration 

Evaporation 

Dissoudre dans le DMSO 
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II.2.2.Extraction des huiles essentielles   

L'extraction des huiles essentielles des différents échantillons des plantes a été effectuée 

par hydrodistillation à l’aide d’un appareil de type Clevenger (Figures 8). 

Le matériel végétal (éventuellement broyé) est immergé directement, dans un alambic 

rempli d’eau qui est porté à ébullition. Les vapeurs hétérogènes sont condensées, refroidies, sur 

une surface froide, puis décantées. Par la suite, l’huile essentielle est séparée par différence de 

densité (Bruneton, 2009). 

Le montage est constitué d’un ballon en verre de 2 litres contenant 100 g de matériel 

végétal, 1 litre d’eau est additionné, placé au-dessus d’un chauffe ballon. Ce dernier est 

surmonté de l’appareil Clevenger. Les vapeurs chargées d’huile essentielle, en traversant un 

réfrigérant se condensent et se séparent en deux phases liquides ; une phase aqueuse (eau 

aromatique) et une phase organique constituée d’huile essentielle. A la fin de l’hydro 

distillation, l’huile essentielle est récupérée dans un tube en verre. 

Figure 8 : Le montage de l’hydrodistillation (originale). 

La distillation dure de 3 heures à 6 heures après l'apparition de la première goutte de 

distillat à la sortie du tube de condensation de la vapeur selon la matière végétale à traiter. 

Chauffe Ballon 

Ballon 

Entrée d’eau froide 

Colonne de distillation  

Sortie d’eau chaude 

Récupération de l’huile  

Réfrigérant  

L’huile essentielle 

L’eau aromatique 
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Afin d’éliminer toute trace d’eau dans les huiles essentielles obtenues, on ajoute une petite 

quantité de sulfate de sodium anhydre (Na2 SO4), par la suite on les transfère dans des tubes en 

verre, hermétiquement fermé et couverts de papier aluminium. 

Les huiles essentielles extraites sont conservées au réfrigérateur à +4°C, à l’abri de la 

lumière jusqu'à le jour d’analyse.  

II.2.3.Détermination du rendement  

II.2.3.1. Calcul du rendement de l’extrait  

  Le rendement désigne la masse de l’extrait déterminé après évaporation du solvant par 

rapport à la masse initiale de la poudre soumise à l’extraction. , il est exprimé en pourcentage 

et est déterminé par la formule suivante :      

R% =
P2 − P1

P0
∗ 100 

Où : R (%) : Rendement exprimé en %.  

        P2 : poids du ballon après évaporation. 

        P1 : poids du ballon vide. 

        P0 : poids de la matière végétale de départ. 

II.2.3.2. Calcul des teneurs en huile essentielle  

Selon Goudjil et al, (2015), la teneur en huile essentielle est définie comme étant le 

rapport entre le volume d’huile essentielle et la masse végétale sèche à traiter. Il est déterminé 

par la formule suivante :         

T% =
V

M0
∗ 100 

Où : T (%) : Teneur exprimé en %. 

        M : Volume en millilitre de l’huile essentielle résultant.  

        M0 : Masse en gramme du matériel végétal à traiter. 
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II.2.4.Evaluation de l’activité antibactérienne   

L’activité antibactérienne des huiles essentielles et des extraits aqueux a été évaluée sur 

4 souches bactériennes par la méthode de diffusion sur disque pour tester la sensibilité des 

souches vis-à-vis des extraits testés. 

Les tests d’évaluation de l’activité antibactérienne ont été réalisés au laboratoire 

d’analyse médicale de Centre Hospitalier Universitaire de Laghouat. 

II.2.4.1. Les souches bactériennes étudiées  

Afin d’évaluer l’activité antibactérienne de nos extraits, quatre souches bactériennes dont 

trois bactéries sont des bacilles à Gram négatif (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, 

Proteus vulgaris) et une bactérie de forme Cocci à Gram positif (Staphylococcus aureus) ont 

été utilisées. Les souches testées sont impliquées dans les maladies opportunistes ou 

nosocomiales ainsi que dans toute autre maladie infectieuse. Les différentes souches d’origine 

hospitalières ont été fournies par le laboratoire d’analyses médicales de Centre Hospitalier 

Universitaire de Laghouat. 

II.2.4.2. Le choix du témoin  

Les antibiotiques se définissent comme des molécules capables d'inhiber la croissance ou 

même de tuer des bactéries (Van Bambeke et Tulkens, 2008). L’étendue de l’activité 

antibactérienne d’un antibiotique définit son spectre d’action. En effet, ces derniers possèdent 

une haute activité contre les bactéries à Gram positives, mais demeurent peu actifs contre celles 

à Gram négatives et contre les levures (Guinoiseau, 2010). 

Dans notre travail, l’antibiotique utilisé est la gentamicine (GM), c’est un 

aminoglycoside, utilisé cliniquement pour traiter les infections Gram-négatives et Gram-

positives sévères (nosocomiales). Il a été isolé de Micromonospora en 1963, un genre de 

bactéries à Gram positif largement répandu dans l'eau et le sol. GM exerce une action 

bactéricide concentration-dépendante et est actif contre un large éventail d’espèces de bactéries 

(Chen et al, 2014). 

II.2.4.3. Méthode de diffusion sur disque  

II.2.4.3.1. Principe  

Cette méthode est utilisée pour évaluer l’activité antibactérienne de nos extraits.  Bien 

qu’elle soit reconnue comme fiable et reproductible, elle est surtout utilisée en étape 

préliminaire à des études plus approfondies, car elle permet d’accéder à des résultats 
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essentiellement qualitatifs. Le principe de la méthode repose sur l’inhibition de la croissance 

microbienne dans la boite de Pétri après un certain temps de contact entre le produit et le 

microorganisme cible. L'effet du produit antibactérien sur la cible est apprécié par la mesure 

d'une zone d’inhibition (Himed et al, 2016).  

II.2.4.3.2. Protocole expérimentale  

II.2.4.3.2.1. Stérilisation du matériel  

L’eau physiologique, les milieux de culture, les tubes à essai utilisés pour la préparation 

de la solution bactérienne et les disques en papier wattman (6mm de diamètre), ont été stérilisés 

par les U.V sous la hotte (BIOBASE) pendant 30 min. 

II.2.4.3.2.2. Réalisation d’une suspension  

Les bactéries à tester ont été ensemencées sur des boites de Pétri contenant le milieu 

Muller Hinton. Les souches ont été par la suite incubées à 37°C pendant 18 à 24 heures, afin 

d’obtenir des colonies jeunes et bien isolées. Après incubation, quelques colonies bactériennes 

bien isolées et parfaitement identiques ont été prélevées à l’aide d’une anse de platine. 

L’ensemble a été homogénéisé à l’aide d’un vortex dans un tube contenant 5 ml d’eau 

physiologique stérile. La concentration des différentes suspensions a été ajustée à 106 cellule/ml 

correspondant à 0,5Mc Farland ou à une D.O. de 0,08 à 0,10 par un spectrophotomètre à une 

longueur d’onde de 625 nm (CLSI, 2011). 

II.2.4.3.2.3. Ensemencement  

Dans des boîtes de Pétri, le milieu de culture gélosé MH en surfusion est coulé 

aseptiquement afin d’obtenir une épaisseur de 4 mm. Après la solidification, un écouvillon 

stérile imbibé avec la suspension bactérienne fraichement préparée est étalé à la surface de la 

gélose à trois reprises, en tournant la boite à environ 60° après chaque application sans oublier 

de faire pivoter l’écouvillon sur lui-même et finir l’ensemencement en passant l’écouvillon sur 

la périphérie de la gélose dans le but d’avoir une distribution égale de l’inoculum. On laisse 

sécher les boites pendant 15 à 20 min (CLSI, 2011). 

II.2.4.3.2.4. Application des disques  

Des disques de papier-filtre stérilisés de 6 mm de diamètre (Whatman n° 1) qui sont bien 

immergés et imprégnés d’un volume de 20 µl d’huile essentielle ou d’extrait aqueux des feuilles 

et des écorces de Citrus limon, Citrus reticulata, Citrus aurantium ou Citrus sinensis sont 

déposés à la surface d’un milieu gélosé en boite de pétri à l’aide d’une pince stérile. Le disque 
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d’antibiotique (Gentamicine) à 30 µg/disque est déposé à la surface de la gélose à l’aide d’une 

pince stérile. L’antibiotique est utilisé comme contrôle positif. Les disques de papier-filtre 

stérilisés de 6 mm de diamètre (Whatman n°1), sont déposés à la surface de la gélose à l’aide 

d’une pince stérile puis imprégnés de 20 µl de DMSO, utilisé comme contrôle négatif. Après 

incubation à 37°C pendant 24 heures, la lecture s’effectue en mesurant le diamètre de la zone 

d’inhibition de chaque disque à l’aide d’une règle graduée (Shah et Williamson, 2019). 

II.2.4.3.2.5. Lecture des résultats   

Selon le diamètre d’inhibition, les souches ont été classées en se basant sur leur sensibilité 

aux extraits et huiles essentielles comme suit : résistante pour un diamètre inférieur à 8 mm, 

moyennement sensible pour un diamètre compris entre 8-14 mm, sensible pour un diamètre de 

14 à 20 mm et hautement sensible pour un diamètre supérieur à 20 mm (Sfeir et al, 2013). 

II.2.5. Evaluation de l’activité antioxydante  

Dans notre travail nous avons utilisé le test DPPH pour l’évaluation du pouvoir anti 

radicalaire des extraits aqueux des feuilles et des écorces ainsi que des huiles essentielles des 

écorces de quatre plantes. 

II.2.5.1. Test de piégeage du radical DPPH  

II.2.5.2. Principe  

Le 1,1-Diphényl-1-picryl-hydrazyl (DPPH) est un radical relativement stable qui se 

présente sous forme d’un solide cristallisé, paramagnétique (à cause de l’électron libre) qui se 

dissout dans les solvants organiques (Munteanu et Apetrei, 2021). 

Ce test est basé sur la mesure de l’aptitude d’un antioxydant à exercer un effet scavenger 

sur le radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl). Le radical DPPH est réduit en son 

hydrazine (2,2 Diphenyl -1- picryl hydrazine) correspondant lorsqu’il réagit avec un donneur 

d’hydrogène. La réduction du DPPH s’accompagne par le passage de la solution d’une couleur 

violet à une couleur jaune, dont l’intensité de la couleur est inversement proportionnelle à la 

capacité des antioxydants présents dans le milieu réactionnel (Milardovic et al, 2006). 

II.2.5.2.1. Protocole expérimentale  

Le Protocol suivi est celui décrit par Katawal et al, (2016) avec quelques modifications. 

Le DPPH 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (C18H12N5O6) est solubilisé dans l’éthanol 

absolu pour en avoir une solution de 200 µM. 
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Le control négatif correspond à l’absorbance de DPPH avec l’éthanol, il consiste à mettre 

dans un tube à essai 500 µl de DPPH et 500 µl de l’éthanol. 

Après la dilution des extraits de chaque plante. 500 µl de la solution de DPPH est ajouté 

à 500 µL de l’éthanol contenant l’extrait dilué à tester de chaque échantillon à différentes 

concentrations croissantes. 

A des fins comparatives, un contrôle positif représenté par une solution d’un antioxydant 

standard : la vitamine C (l’acide ascorbique) a été utilisé. Son absorbance a été mesuré dans les 

mêmes conditions que les échantillons. Toutes les opérations ont été réalisées en duplicata. 

L’inhibition du radical libre de DPPH en pourcentage est calculée par l’équation 

suivante :                                   

PI% =
Ac − Ae

Ac
∗ 100 

 Avec : PI % : Pourcentage d’inhibition 

            Ac : Absorbance du contrôle négatif (contenant tous les réactifs excepté le composé 

d'essai) (DPPH + éthanol).  

            Ae : Absorbance de l’échantillon testé (Absorbance du DPPH en présence du composé 

d’essai). (Munteanu et Apetrei, 2021). 

L’efficacité antioxydante de nos extraits est déterminée ensuite par le calcul du paramètre 

IC50 « Concentration Inhibitrice » qui est défini comme étant la concentration en substance qui 

est à l’origine de la perte de 50% de l’activité du DPPH. C’est-à-dire la 

concentration d’inhibiteur nécessaire pour diminuer 50% du taux des radicaux libres (Popovici 

et al, 2009). 
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III.1 Rendement d’extraction 

III.1.1 Rendements des extraits bruts  

Les rendements d’extraction obtenus ont été calculés par rapport au poids total de la 

poudre végétale (figure 9). 

  

 

 

 

 

 

Figure 9 : Les rendements d’extraction des écorces et feuilles de quatre plantes du genre 

Citrus. 

D'après les résultats présentés dans la figure ci-dessus, on remarque que l’extrait des 

écorces de Citrus limon présente le rendement le plus élevé de 24,7%, suivi par l’extrait de 

Citrus aurantium qui représente un rendement de 15,6%. En troisième position vient l’extrait 

de Citrus sinensis avec 10% et enfin l’extrait de Citrus reticulata avec un rendement de 5,7%. 

Concernent les feuilles, le rendement le plus élevé est celui de l’extrait de 

Citrus reticulata 60,3%, suivi par les extraits de Citrus sinensis et Citrus aurantium avec un 

rendement de 58,8% et 53,4% respectivement. Et la valeur la plus faible est obtenue avec 

l’extrait de Citrus limon avec un taux de 37,5%. 

Les rendements d’extraction observés dépendent de l’organe de la plante, où l'on note que 

les rendements d’extraction des extraits aqueux des feuilles sont les plus élevés que les écorces 

des quatre échantillons (Citrus limon, Citrus sinensis, Citrus reticulata, Citrus aurantium). De 

plus, les écorces de Citrus limon présentent le taux d'extraction le plus élevé tandis que leurs 

feuilles présentent le taux d'extraction le plus bas par rapport aux autres plantes. Et l'inverse 

pour les feuilles de Citrus reticulata, qui montrent un taux d'extraction plus élevé par rapport à 

leurs écorces représentent le rendement le plus bas. 
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Un rendement inférieur aux résultats de la présente étude a été obtenu par Tigrine, (2016) 

pour son travail sur l’extrait éthanolique comme solvant d’extraction des écorces de Citrus 

limon et écorce de Citrus reticulata, où les taux d’extraction ont été respectivement 18%, 0,8%.  

Cependant, Ousmer et Tahri, (2017) ont obtenu un rendement d’extraction plus élevé 

que celui obtenu par notre échantillon pour l’extrait aqueux et éthanolique des écorces de Citrus 

sinensis égal à 13,87% et 11,67% respectivement. Alors qu'elles ont trouvé un taux inférieur à 

celui de notre étude pour l’extraction aqueuse des polyphénols d’écorce de Citrus aurantium 

avec un rendement de 6,77%, de même avec l'extrait éthanolique de ce dernier (5,3%).  

L’étude effectuée par Hachemaoui et Oumbiche, (2013) a montré que l’extrait aqueux 

des feuilles de Citrus reticulata présente un meilleur rendement : 23,44% par rapport à celui de 

l’extrait éthanolique : 22,2% et 16,2% pour l’extrait méthanolique. Ces résultats sont inférieurs 

de notre étude.  

Cette variation de rendement est probablement due à la polarité des solvants, la solubilité, 

ainsi qu’autres paramètres tels que la concentration du solvant, le pH, la température et le temps 

ou la méthode d’extraction (Safdar et al, 2017 ; Quy Diem Do et al, 2014). 

III.1.2 Les teneurs en huile essentielle et les caractéristiques organoleptiques  

Les teneurs en huile des écorces et feuilles de, Citrus limon, Citrus sinensis, Citrus 

reticulata, Citrus aurantium exprimé en pourcentage de matière sèche, sont présentées dans la 

(figure 10). 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Les teneurs en huile essentielle des écorces et feuilles de quatre plantes du genre 

Citrus. 

Les résultats de l’histogramme (Figure 10) montrent la présence des huiles 

essentielles dans les quatre espèces d’agrume avec des proportions variables selon l’espèce et 

la partie du fruit. 
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Les teneurs en HE extraite par l’hydrodistillation des écorces de quatre espèces varient 

entre 1,8% à 3,7% (v/m), et pour les feuilles varient de 0,15% à 0,5% (v/m).     

En analysant les résultats de l’histogramme, nous pouvons déduire que les teneurs les plus 

élevées ont été enregistrées dans les HE des écorces de Citrus reticulata avec une teneur de 

3,7% et de feuilles de Citrus aurantium avec une teneur de 0,5%. Les plus faibles teneurs ont 

été enregistrées par les huiles essentielles d’écorces de Citrus aurantium et de feuilles de Citrus 

sinensis avec des teneurs de 1,8% et 0,15% respectivement. Les feuilles de Citrus limon et 

Citrus reticulata ont enregistrés la même teneur. 

Les écorces de Citrus limon et Citrus sinensis ont fourmi des huiles essentielles avec une 

teneur de 3% et 2,6% respectivement. Ces taux et nettement supérieur à celui des HEs extraites 

des mêmes espèces récoltées dans la même période dans la région de Blida en Algérie (Citrus 

limon (0,62%) et Citrus sinensis (0,55%)) par Ben Miri, (2019). Une autre étude de Himed et 

Barkat, (2014) a été rapportée une teneur inférieur (2,18±0,04%) à celui obtenu par notre étude 

de pour l’huile essentielle de zeste de Citrus limon de la variété Euréka extraite par le même 

procédé, dans la région de Takariet wilaya de Bejaia. 

La teneur en HE des feuilles de Citrus sinensis est nettement identique à celui d’HE 

extraite de la même espèce récoltée pendant le mois d’Avril en Madagascar (0,15%) par 

Rabearison, (2015). Par contre elle a déterminé une faible teneur en HE des feuilles et zestes 

de Citrus aurantium (0,2%, 0,8%) par rapport à notre étude (0,5%, 1,8%).   

Ces différences de teneurs en HE peuvent être expliquées par les divers paramètres 

appartenant à deux catégories. Ceux intrinsèques qui correspondent aux espèces, aux organes 

et à la maturité des plantes, ainsi qu’aux méthodes culturales, à la récolte, les interactions 

temporelles et environnementales (climat, sol, etc.) et, ceux extrinsèques comprenant 

l’extraction, le stockage et le conditionnement (Ben Miri, 2019).  

Les caractéristiques organoleptiques et la durée d’extraction sont illustrées dans le 

tableau 5.  
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Tableau 5 : Durée d’extraction, couleur, aspect et odeur des huiles essentielles du genre Citrus. 

Caractère 

 plante 

Durée 

d’extraction 
Couleur Aspect Odeur 

Citrus 

limon 

Ecorce 4h Jaune Pâle 
Liquide 

visqueux 

Odeur caractéristique, plus 

fraiche, légère. 

Feuille 3h 
Jaune 

Verdâtre 

Liquide 

visqueux 
Odeur caractéristique, forte. 

Citrus 

sinensis 

Ecorce 3h 
Blanc 

Transparent 

Liquide 

visqueux 

Odeur caractéristique, plus 

fraiche, légère. 

Feuille 3h 
Jaune 

Verdâtre 

Liquide 

visqueux 
Odeur caractéristique, forte. 

Citrus 

reticulata 

Ecorce 6h Jaune Pâle 
Liquide 

visqueux 

Odeur caractéristique, plus 

fraiche, légère. 

Feuille 3h 
Jaune 

Verdâtre 

Liquide 

visqueux 
Odeur caractéristique, forte. 

Citrus 

aurantium 

Ecorce 5h Jaune pâle 
Liquide 

visqueux 

Odeur caractéristique, plus 

fraiche, légère. 

Feuille 2h Jaune pâle 
Liquide 

visqueux 
Odeur caractéristique, forte. 

D'après le tableau ci-dessus, nous pouvons déduire que toutes les huiles sont caractérisées 

par le même aspect par contre la couleur et l’odeur varie d’un organe à l’autre. 

Des caractéristiques similaires ont été trouvées par Bouderbala et al, (2020) pour des 

échantillons de Citrus sinensis acheté du marché local de Guelma en Février, et par 

Ouguelmane et Houichiti, (2020) pour les feuilles et les zestes de Citrus aurantium récoltés 

dans la période de la fin de décembre et le début de janvier dans la région de Ghardaïa. Et par 

Benabdi et Otmani, (2019) pour les huiles essentielles obtenues par l’hydrodistilation des 

feuilles de Citrus reticulata. De même pour les huiles essentielles des écorces et des feuilles de 

Citrus limon (Ben Miri, 2019 ; Kaibi et Timizar, 2016). 

Selon Li et al, (2014), l’odeur typique des huiles essentielles dépend des organes, des 

espèces et des origines des plantes, et la majorité des huiles essentielles sont des liquides 

incolores, lucides et mobiles à température ambiante. Cependant, tout le spectre de couleurs des 

HE va en fait du jaune au brun foncé avec toute l'échelle intermédiaire de couleurs. 
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III.2 Evaluation de l’activité antibactérienne   

La mise en évidence de l’activité antibactérienne des extraits aqueux et des huiles 

essentielles d’écorce et de feuilles de quatre plantes de genre citrus a été exploitée, en 

comparant à celle d’antibiotique standard utilisé ce qui permet de savoir quelle espèce a une 

bonne activité selon la partie du fruit. 

Les observations effectuées sur l’effet des HEs et les extraits aqueux de Citrus de même 

l’antibiotique gentamicine sur la croissance des souches bactériennes testées sont représentées 

par le tableau et la figure suivante, ils représentent les diamètres des zones d’inhibitions des 

extraits testés 

Tableau 6 : Diamètres des zones d’inhibition en mm de l’antibiotique de référence 

(gentamicine). 

 

Gram négative Gram positive 

Escherichia 

coli 

Pseudomonas 

aeruginosa 

Proteus 

vulgaris 

Staphylococcus 

aureus 

Diamètre des zones d’inhibition en mm 

Gentamicine 16 ± 0,05 25 ±.0, 01 17 ± 0,05 20 ± 0,05 

Sensibilité Sensible 
Hautement 

sensible 
Sensible Sensible 
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Figure 11 : L’effet des huiles essentielles et des extraits aqueux de quatre espèces de Citrus et 

la gentamicine sur la croissance des souches bactériennes testées 
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Les résultats ci-dessus concernant l’activité antibactérienne in vitro obtenue à l’aide de la 

méthode de diffusion sur gélose ne montrent aucune zone d’inhibition, cela indique que les 

quatre souches ont manifesté une résistante (non sensible) vis-à-vis des HEs et des extraits 

aqueux des feuilles et écorces des citrus. Par conséquent, nous pouvons déduire l'absence 

d'activité antibactérienne de nos échantillons. 

Les résultats observés peuvent s’expliquer par le fait que ces composés sont présents dans 

les feuilles et les écorces mais pas en quantité suffisante pour induire une bonne activité ou la 

perte de certains composants inhibiteurs pendant le processus de séchage, en particulier les 

composés volatils. 

Une étude Algérienne (Saadoune et Meguenni, 2016) sur l’évaluation du pouvoir de 

l’huile essentielle de Citrus limon a l’état pur et dilué, extrait par hydrodistillation des écorces 

de citron sur des souches bactériennes (bactéries à Gram positif (+) : Staphylococcus Aureus et 

bactéries à Gram négatif (-) : Escherichia Coli et Pseudomonas aeruginosa) a montré que les 

souches bactériennes testées sont résistante vis-à-vis de l'huile essentielle pur étudiée. Alors 

que les (bactéries à Gram positif (+) : Staphylococcus Aureus) et les bactéries à Gram négatif 

(-) Pseudomonas aeruginosa sont extrêmement sensibles et les bactéries à Gram négatif (-) : 

Escherichia Coli sont plus sensible. 

Les résultats d’une étude Tunisienne (Ben Hsouna et al, 2017) trouvent que l’huile 

essentielle obtenu par hydrodistillation des fleurs de Citrus limon sur des bactéries Gram positif 

(Staphylococcus aureus) et des bactéries Gram négatif (Escherichia coli) était un puissant 

antimicrobien contre les bactéries à Gram positif (+) avec du diamètre des zones d’inhibition 

de 22 ± 0,6 mm. Tandis que les bactéries Gram négatif sont plus sensibles avec du diamètre des 

zones d’inhibition de 15 ± 0,5 mm. 

Différentes études concordent avec notre étude et montrent aucune activité 

antibactérienne des huiles essentielles de l’orange amer (Citrus auruntium) et de l’orange douce 

(Citrus sinensis) sur certaines bactéries Gram + et Gram –, par contre certaines études prouvent 

une résistante ou sensibilité par rapport notre travaille. Les résultats sont résumés dans le 

tableau 7. 

Tableau 7 : Quelques études de l’activité antibactérienne des huiles essentielles de Citrus 

auruntium et Citrus sinensis sur certaines bactéries Gram + et Gram –. 
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Escherichia 

coli 

Staphylococcus 

aureus 

Proteus 

vulgaris 

Pseudomonas 

aeruginosa Référence 

Diamètre des zones d’inhibition en mm 

Citrus 

sinensis 

Feuilles 

fraiches 
6 12  

(Kaibi et 

Timizar, 2016) 

Ecorces 0 0  0 
Aoudache et 

Arib, 2019) 

Citrus 

auruntium 

Feuilles 

0 10 pour 20μl 0 0 
(Benabdi et 

Otmani, 2019) 

8 ± 1 12,33±1,52  
(Ouedrhiri et al., 

2015) 

Zeste 

frais 
9,00 ± 0,47 9,00 ± 0,47  9.00± 0,47 (Desislava, 2018) 

Une autre recherche sur l’activité antibactérienne de l'huile essentielle des feuilles de 

Citrus reticulata déterminée par la méthode de diffusion en puits sur milieu solide, contre les 

bactéries à Gram positifs et Gram négatif, (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, 

Escherichia coli et Proteus vulgaris) montre une très forte activité vis-à-vis de Staphylococcus 

aureus avec un diamètre d’inhibition de 13 mm pour 20 µl. Pour Escherichia coli le diamètre 

est de 13 mm pour 20 µl de l’extrait. Ces souches sont sensibles à cette huile. Pseudomonas 

aeruginosa et Proteus vulgaris sont indiqués des diamètres d’inhibition plus faibles (6 et 4 mm) 

donc ils sont résistances vis-à-vis de l’huile testé (Benabdi et Otmani, 2019). 

D’après Kalemba et Kunicka, (2003) la sensibilité d’un microorganisme dépend des 

propriétés de l’HE et du microorganisme lui-même. Samarakoon et al, (2012) ont également 

confirmé que la grande résistance des bactéries Gram négatif aux HEs est liée en partie à la 

complexité de l’enveloppe cellulaire de ces microorganismes qui contient un double membrane, 

contrairement à la structure membranaire simple des bactéries Gram positive. 

L’absence d’activité antibactérienne dans les extraits aqueux d’écorce et des feuilles de 

nos extraits ne signifie pas que de ces espèces n’avant pas d’activité antibactérienne. Ceci peut 

bien être en rapport avec beaucoup de paramètres influençant cette activité antibactérienne, 

comme la concentration de l’extrait qui pourrait donner une activité s’il est suffisamment 

concentré, et le choix du solvant car les extraits éthanoliques, méthanoliques des feuilles de 

Citrus reticulata, testés par Hachemaoui et Oumbiche, (2013) ont manifesté une activité 
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antibactérienne vis-à-vis de Escherichia coli et Staphylococcus aureus, dont les zones 

d’inhibition varient de 7,2 à 32,9 mm. 

Par ailleurs, Ousmer et Tahri, (2017) ont constaté que les extraits aqueux d’écorces de 

Citrus sinensis et Citrus aurantium à 2000 µg/ml ont montré des activités antibactériennes 

importantes contre les bactéries Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas 

aeruginosa qui se traduit par l’apparition des zones d’inhibition de (13 ± 3mm) ; (12 ± 3,17 ± 

4mm) ;( 12 ± 2, 12 ± 2mm) respectivement. À l’exception d’E. Coli qui se révèle résistante à 

l’extrait aqueux d’écorce de Citrus aurantium (8 ± 2mm). 

Les extraits aqueux d’écorces de Citrus limon testés sur Escherichia coli, Pseudomonas 

aeruginosa et Proteus spp par Hindi et Chabuck, (2013), ont révélé la résistance de ces 

bactéries à ces extraits. Ce résultat est similaire à celui que nous avons trouvé pour l’extrait 

phénolique d’écorce de Citrus limon sur les souches testés.  

III.3 Evaluation du pouvoir antioxydant par le test DPPH  

Les figures qui suivent représentent les tracés du pourcentage d’inhibition (%) en fonction 

de la concentration des extraits aqueux (figure 12) et des huiles essentielles des écorces (figure 

13) ainsi que la figure 14 qui représente la variation du pourcentage d’inhibition (%) en 

fonction de la concentration en mg/ml de l’antioxydant standard choisi pour cette étude à savoir 

la vitamine C. 

 

 



Résultats et discussion 

 

 
36 

   

Figure 12 : Courbes représentants la variation du pourcentage d’inhibition (I%) en fonction 

de la concentration des extraits aqueux. 
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Figure 13 : Courbes représentants la variation du pourcentage d’inhibition (I%) en fonction 

de la concentration des huiles essentielles des écorces. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Courbe représente la variation du pourcentage d’inhibition (%) en fonction de la 

concentration de l’antioxydant standard choisi pour l’étude. 
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Les pourcentages d’inhibition (I%) ainsi déterminés à partir des tracés précédents nous 

ont permis de déterminer la concentration d’inhibition à 50% (IC50) des antioxydants présents 

dans les extraits aqueux et les huiles essentielles exprimés en mg/ml.  

De même, nous avons calculés l’IC50 de la vitamine C (l’acide ascorbique) afin de la 

comparer avec ceux des différents extraits. Les valeurs d’IC50 obtenus sont résumées dans le 

(tableau 8). Plus la valeur d’IC50 est petite plus la capacité antioxydante de nos extraits est 

importante. 

Tableau 8 : Les valeurs d’IC50 en mg/ml des différents extraits et huiles essentielles et 

l’antioxydant standard. 

Nom de l’extrait Nom de la plante IC50 en mg/ml 

Extrait aqueux Citrus limon 

Ecorce 

Feuille 

Citrus sinensis 

Ecorce 

Feuille 

Citrus reticulata 

Ecorce 

Feuille 

Citrus aurantium 

Ecorce 

Feuille 

 

0,61 ± 0,02 

1,89 ± 0,3 

 

0,36 ± 0,02 

4,46 ± 0,3 

 

0,57 ± 0,03 

3,03 ± 0,3 

 

0,44 ± 0,07 

1,33 ± 0,6 

Huile essentielle Citrus limon 

Citrus sinensis 

Citrus reticulata 

Citrus aurantium 

52,36 ± 0,9 

5,002 ± 0,1 

9,41 ± 0,8 

14,95 ± 0,2 

Vitamine C  0,005 ± 0,001 

Les résultats présentés dans le tableau 3 montrent que les valeurs de l’IC50 varient 

globalement de 0,36 ± 0,02 mg/ml à 4,46 ± 0,3 mg/ml pour les extraits aqueux et de 5,002 ± 

0,1 à 52,36 ± 0,9 mg/ml pour les huiles essentielles. La plus forte activité a été enregistrée pour 

l’extrait aqueux et l’huile essentielle des écorces de Citrus sinensis de même l’extrait des 

feuilles de Citrus aurantium. Par contre la plus faible a été enregistrée pour l’extrait aqueux des 

feuilles de Citrus sinensis et l’huile essentielle d’écorces de Citrus limon. 
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En analysant l’ensemble de nos résultats et sachant que le paramètre IC50 est inversement 

proportionnel à l’activité antioxydante. Nos résultats montrent clairement que les extraits 

phénoliques et l’huile essentielle d’écorces des espèces Citrus limon, Citrus sinensis, Citrus 

reticulata, Citrus aurantium possèdent un potentiel antioxydant inférieur à celui de 

l’antioxydant utilisés comme référence dans ce test.  

En plus, nous constatons que quelque soit l’espèce les extraits aqueux des écorces 

représentent une activité antiradicalaire importante par rapport les extraits aqueux des feuilles. 

La différence dans l’activité antiradicalaire au DPPH entre les extraits analysés est 

probablement due à leur composition en différents composés phénoliques. La réduction du 

DPPH n’est généralement pas due à l’action d’un seul composé mais à l’interaction entre 

plusieurs composés, ces interactions peuvent exister dans un extrait pas dans un autre, 

conduisant ainsi à cette différence d’activité entre les extraits. 

Les extraits aqueux des écorces des espèces Citrus limon, Citrus sinensis, Citrus 

reticulata ont donné de meilleures concentrations inhibitrices par rapport à l’étude faite par 

Lamri et Bouti, (2018) sur les extraits éthanoliques et méthanoliques des mêmes espèces avec 

des valeurs de (0,89 ±0,07, 6,51±0,04, 7,66±0.01 mg/ml) et (0,56±0,02, 2,08±0,05, 1,23±0,03 

mg/ml) respectivement. Tandis que les extraits éthanoliques et méthanoliques extraites à partir 

les feuilles de ces espèces possèdent un potentiel antioxydant très puissant que nos extraits avec 

des valeurs de (0,51±0,03, 1,44±0,007, 0,88±0,01 mg/ml) et (0,76, 1,3, 1,53 mg/ml) 

respectivement. 

D’après nos résultats il est montré que les écorces de Citrus sinensis présente un potentiel 

antioxydant élevé que les écorces de Citrus limon. Ces résultats sont opposés aux résultats 

effectuée par Hamidi et Limam, (2018) qu’ils ont révélé que les extraits éthanoliques des 

écorces de Citrus limon est plus active que les écorce de Citrus sinensis avec des concentrations 

inhibitrices égal à 8310 et 16622,6 mg/ml respectivement. 

Il ressort de nos résultats que l’extrait aqueux des écorces de Bigaradier (C.aurantium) 

présente une activité radicalaire importante, ces résultats sont nettement supérieurs à celui 

obtenus par la recherche d’Essadik et al, (2015) pour les extraits méthanoliques (2,193 mg/ml) 

et aqueux (4,439 mg/ml) de même plante. Par contre, Ouldyerou et al, (2018) ont montré que 

l’extrait brut issu de la macération des fruits de Citrus aurantium avec le méthanol possède une 

activité antioxydante extrêmement élevé que nos extraits aves d’IC50 égal à 0,059 mg/ml.  
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Ces résultats du pouvoir antioxydant peuvent être fortement influencés par les conditions 

de l’essai (température de réaction, rapport antioxydant/DPPH, type de solvant, pH...etc.), 

l’origine des plantes étudiées, la partie testée (feuilles, fleurs…), la méthode d’extraction…tous 

ces facteurs peuvent avoir une influence sur la composition chimique de l’extrait et par 

conséquent sur leurs pouvoirs antioxydants (Popovici et al, 2009 ; Khelfallah, 2013). 

En comparant nos résultats du pouvoir antioxydant de nos huiles essentielles par ceux de 

Hamdani, (2018). Celui-ci a enregistrée des faibles concentrations inhibitrices égale à 148,61 

mg/ml pour l’HE de Citrus limon, 23,16 mg/ml pour l’HE de Citrus sinensis et 32,9 mg/ml 

pour l’HE de Citrus aurantium. Toutefois, des concentrations inhibitrices nettement supérieures 

à celle obtenue par notre plante ont révélé par Himed, (2018). Ce chercheur a trouvé que 

l’activité antiradicalaire des huiles essentielles extraites par pression à froid des variétés Euréka 

(0,66±0,03 mg/ml) et Lisbon (0,77±0,07 mg/ml) est plus importante que celle des huiles 

essentielles extraites par hydrodistillation des mêmes variétés (0,81±0,03, 0,94±0,02 mg/ml).  

En outre, les huiles essentielles de pépins de (Citrus aurantium et Citrus reticulata) ont 

donné de faibles concentrations inhibitrices avec des IC50 de 155,19 mg/ml et 177,52 mg/ml 

respectivement par contre le mélange des deux huiles représentent un potentiel antioxydant 

légèrement fort avec 36,74 mg/ml (Benabdi et Otmani, 2019). 

Ainsi que, Ouedrhiri et al, (2015) ont trouvé que l’huile essentielle de zeste et feuilles de Citrus 

aurantium collectés au Maroc exercé un pouvoir antioxydant moins important par rapport à 

celle de notre échantillon avec des IC50 égal à 26,99 mg/ml et 496,2 mg/ml. 

La capacité des huiles essentielles à piéger le radical DPPH peut être due au fort 

pourcentage de composés oxygénés (mono et sesquiterpène) tels que le camphre, 1,8 cineole, 

linalool et autres qui sont connus par leur activité antioxydante (Selmi et al, 2016). 
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Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par 

leurs propriétés thérapeutiques, pour cela la phytothérapie constitue une alternative intéressante 

pour explorer de nouvelles molécules qui pourraient représenter une base de nouvelles voix de 

recherche. Ces plantes peuvent être sélectionnées comme ressources naturelles afin d’isoler des 

nouveaux composés antibactériens ou antioxydants à la base de production de nouveaux 

médicaments originaux efficaces et moins toxiques pour le corps humain.  

La présente étude a pour le but d’évaluer l’activité antibactérienne et antioxydante des 

extraits aqueux et des huiles essentielles des écorces et feuilles de quatre espèces du genre citrus 

de la région de Laghouat à savoir le citron (Citrus limon L), l’orange (Citrus sinensis L), le 

mandarinier (Citrus reticulata Blanco) et le bigaradier (Citrus aurantium L).  

Cette étude a porté dans un premier temps sur l’extraction des huiles essentielles par 

hydrodistillation à l’aide d’un hydrodistillateur de type Clevenger et les extraits aqueux par 

l’infusion des écorces et feuilles des quatre plantes. Il ressort que les écorces des plantes 

étudiées ont des teneurs importantes en huiles essentielles par rapport à leurs feuilles et l’inverse 

pour les extraits aqueux. Des teneurs en huiles essentielles allant de 1,8% à 3,7% (v/m) pour 

les écorces et 0,15% à 0,5% (v/m) pour les feuilles. Les extraits aqueux d’écorces et des feuilles 

des plantes étudiées représentent des rendements variant entre 5,7% et 24,7% et 37,5% et 60,3% 

respectivement. 

Dans un deuxième temps, Les résultats du test de l’activité antimicrobienne des extraits 

aqueux et des huiles essentielles d’écorce et de feuilles de quatre plantes de genre citrus par la 

méthode classique de diffusion sur la gélose vis-à-vis de certaines souches testées : Escherichia 

coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus, en comparant à celle 

d’antibiotique standard (gentamicine) ne montrent pas de zone d’inhibition. Cela indique que 

les quatre souches ont manifesté une résistante (non sensible) contre les HEs et les extraits 

aqueux testés. Par conséquent, nous pouvons déduire l'absence d'activité antimicrobienne de 

nos échantillons. 

Une évaluation de l’activité antioxydante a été également étudiée par le test du radical 

libre DPPH en déterminant leur IC50 en comparant à celui de la vitamine C. Suivant ce 

paramètre, la plus forte activité a été enregistrée pour l’extrait aqueux et l’huile essentielle des 

écorces de Citrus sinensis (0,36 ± 0,02 mg/ml, 5,002 ± 0,1 mg/ml) respectivement, de même 

l’extrait des feuilles de Citrus aurantium avec une concentration inhibitrice égale à 1,33 ± 0,6 

mg/ml. Par contre, la plus faible activité a été enregistrée pour l’extrait aqueux des feuilles de 
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Citrus sinensis et l’extrait et l’huile essentielle d’écorces de Citrus limon avec des 

concentrations de 0,61 ± 0,02 mg/ml et 52,36 ± 0,9 mg/ml.   

L’ensemble des résultats obtenus constitue une justification scientifique de l’usage 

traditionnel des plantes étudiées et confirme encore une fois la pertinence des remèdes 

traditionnels dans le traitement de nombreux maux. Mais ces résultats ne constituent qu’une 

ébauche dans le domaine de recherche des antioxydants et des antimicrobiens naturels, il serait 

intéressant d’étayer ce travail par : 

-la réalisation des analyses phytochimiques et pharmaco-toxicologiques, plus approfondies afin 

de déterminer les composés actifs responsables de ces activités, et évaluer leur efficacité, leur 

innocuité et leur synergie potentielle. 

-Une étude de la composition chimique des huiles est aussi nécessaire et ce afin d’identifier et 

de préciser les différents principes actifs et pour mieux comprendre leur mode d'action. 

-Faire des tests complémentaires pour confirmer l’activité antioxydante et des tests 

antimicrobiens sur d’autres souches bactériennes  

-Une étude in vivo des molécules bioactives isolées serait souhaitable pour rechercher leurs 

mécanismes d’action au niveau tissulaire et moléculaire. 

-Etudier d’autres propriétés biologiques de ces extraits et des huiles essentielles, à savoir les 

propriétés anti-inflammatoires, antifongiques, antivirales et autres. 

-L’activité antimicrobienne et antioxydante de ces quatre espèces a été démontrée, cependant 

cette recherche d’activité reste à investiguer sur d’autres espèces de Citrus en utilisant d’autres 

techniques ou élargir le spectre d’étude en étudiant les mêmes espèces d’autres régions à des 

fins comparatives. 
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Résumé 

L’objectif de notre travail consiste à évaluer l’effet antibactérien et antioxydant des composés 

phénoliques et huiles essentielles de quatre plantes de genre citrus (Citrus limon L, Citrus sinensis L, 

Citrus reticulata Blanco, Citrus aurantium L.). Les écorces et les feuilles de quatre plantes sont soumises 

à une infusion pour l’obtention des extraits aqueux et à une hydrodistillation à l’aide d’un dispositif de 

type Clevernger pour l’obtention des huiles essentielles. L’activité antibactérienne a été évaluée par la 

technique de de diffusion sur la gélose sur quatre souches bactériennes (Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et Proteus vulgaris). Les résultats obtenus montrent 

que les quatre souches ont manifesté une résistante (non sensible) contre les HEs et les extraits aqueux 

testés. Par conséquent, nous pouvons déduire l'absence d'activité antibactérienne de nos échantillons. 

D’autre part, L’activité antioxydante des huiles essentielles et des extraits aqueux a été évaluée par le 

test du piégeage du radical libre DPPH. Cette étude a permis de révéler le fort pouvoir antioxydant des 

extraits aqueux des écorces avec des IC50   entre 0,36 ± 0,02 mg/ml et 0,61 ± 0,02 mg/ml de même des 

feuilles avec des IC50   entre 1,33 ± 0,6 mg/ml et 4,46 ± 0,3 mg/ml. Alors que les huiles essentielles 

exposaient un résultat très modeste avec des concentrations inhibitrices entre 5,002 ± 0,1 mg/ml et 52,36 

± 0,9 mg/ml comparé à celui des extraits aqueux et de l’antioxydant de référence (Vitamine C) avec 

0,005 ± 0,001 mg/ml. 

Mots clé : Citrus limon, Citrus sinensis, Citrus reticulata, Citrus aurantium, extraits aqueux, huiles 

essentielles, activité antibactérienne, activité antioxydante. 

Abstract 

The objective of our work is to evaluate the antibacterial and antioxidant effect of phenolic 

compounds and essential oils of four plants of citrus genus (Citrus limon L, Citrus sinensis L, Citrus 

reticulata Blanco, Citrus aurantium L.). The bark and leaves of four plants were subjected to infusion 

to obtain aqueous extracts and to hydrodistillation using a Clevernger type apparatus to obtain essential 

oils. The antibacterial activity was evaluated by the agar diffusion technique on four bacterial strains 

(Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Proteus vulgaris). The 

obtained results show that all strains showed resistance (not sensitive) against the essential oils and the 

aqueous extracts. Therefore, we can infer the absence of antimicrobial activity from our samples. On 

the other hand, the antioxidant activity of essential oils and aqueous extracts was evaluated by the DPPH 

free radical scavenging test. This study revealed the strong antioxidant power of the aqueous extracts of 

bark with IC50 between 0. 36 ± 0. 02 mg/ml and 0. 61 ± 0. 02 mg/ml, even of leaves with IC50 between 

1. 33 ± 0. 6 mg/ml and 4. 46 ± 0. 3 mg/ml.  While the essential oils exhibited a very modest result with 

inhibitory concentrations between 5.002 ± 0. 1 mg/ml and 52. 36 ± 0. 9 mg/ml compared to that of the 

aqueous extracts and the reference antioxidant (Vitamin C) with 0.005 ± 0.001 mg/ml. 

Key words: Citrus limon L, Citrus sinensis L Citrus reticulata Blanco, Citrus aurantium L, aqueous 

extracts, essential oils, antibacterial activity, antioxidant activity. 

 الملخص

ربععة بباتات ن  لأ العطريةلأكسدة للمركبات الفينولية والزيوت ل مضادالالتأثير المضاد للبكتيريا وتقييم  الى يهدف هدا العمل

تخضع قشورب (. Citrus limon L ،Citrus sinensis L ،Citrus reticulata Blanco ،Citrus aurantium L) الحمضيات

 Cleverngerللحصول على المستخلصات المائية والتقطير المائي عاستخدام جهاز ن  بوع  نقع المغليوأورباق النباتات الاربععة لل

 Escherichiaتم تقييم الفعالية المضادة للبكتيريا عتقنية ابتشارب الآجارب على أربعع سلالات عكتيرية ) .العطريةللحصول على الزيوت 

coli، Staphylococcus aureus، Pseudomonas aeruginosa، Proteus vulgaris)  ع  طريق المقارببة نع المضاد الحيوي

أظهرت النتائج التي تم الحصول عليها أن السلالات الأربععة أظهرت نقاونة )غير حساسة( ضد الزيوت . (Gentamicineالقياسي )

ة أخرى، تم ن  باحيلذلك، يمكننا أن بستنتج عدم وجود بشاط نضاد للميكروعات ن  عيناتنا.  والمستخلصات المائية المختبرة. العطرية

كشفت هذه الدرباسة  .DPPHوالمستخلصات المائية ن  خلال اختبارب نسح الجذورب الحرة  العطريةتقييم النشاط المضاد للأكسدة للزيوت 

نل، حتى للأورباق /نلغ,0 ± 0,61 02نل و/نلغ,0 ± 0,36 02  عي 50ICع  قوة نضادات الأكسدة للمستخلصات المائية ن  القشورب نع 

للغاية عتركيزات  عتبرةنل. عينما أظهرت الزيوت العطرية بتيجة ن/لغن 0,3 ± 4,46نل و/نلغ 0,6 ± 1,33عي   IC50المحتوية على 

/ نل نقارببة عمستخلصات المستخلصات المائية ونضادات الأكسدة المرجعية لغن 63.25ونل /نلغ 0,1 ± 5,002نثبطة تراوحت عي  

 نل./نلغ 0,001 ± 0,005 ج( عمقدارب)فيتاني  

، LCitrus limon ،L Citrus sinensis ،Blanco Citrus reticulata ،Citrus aurantium    Lالكلمات المفتاحية: 

 نضاد للأكسدة.بشاط ، بكتيريانضاد للبشاط المستخلصات المائية، الزيوت العطرية، 


