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Résumé

Citrus aurantium communément appelée orange amer ou naranj (z_%) en arabe est un arbre
de la famille des rutacées, dont les fruits trés ameres et non comestibles. Mais toutes les
parties de 1’orange amer sont utilisées a diverses fins, notamment les huiles essentielles, nous
sommesintéressées a éetudier une partiede cette plante qui est : la fleur.Les fleurs fraiches de
I’oranger amer donnent I’huile essentielle de Néroli bigarade, un ingrédient précieux en
parfumerie et en aromathérapie.Pour cela, nous avons évalué I'activité antibactérienne de cette
huile essentielle.

Notre travail consiste tout d’abord a étudier I’extraction de I’huile essenticlle de Néroli
bigarade qui est extraite par hydrodistillation avec un rendement de 0,069 %.Et déterminer ses
caractéristiques physicochimiques qui montrent un ph de 4,5, ’indice de réfraction de 1.469
et I’acidité de 1.122 mg de KOH/qg.

L’antibiogramme nous a permis de constater que parmi les sept antibiotiques utilisés, seuls la
Nétilimicine, la Céfoxitine, la Ticarcilline +C, la Ticarciline et la Pénicilline, étaient actifs
contre les trois souches bactériennes testées ; Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923. Cette derniére s’est avéree
étre la plus sensible. En revanche, I'acide fusidique et I'oxacilline ont montré une activité
uniquement contre Staphylococcus aureus et étaient inactifs contre les autres bactéries testées.

L’évaluation de I’activité antibactérienne de I’huile essentielle de Néroli bigarade par la
méthode d’aromatogramme, a montré qu’elle a une forte activité contre les trois souches
bactériennes. La souche la plus sensible est Escherichia coli ATCC 25922.

Les mots clés :Citrus aurantium, Néroli bigarade, huile essentielle, activité antibactérienne,
activité antimicrobienne, aromatogramme, caractéristique physico chimiques.



Abstract

Citrus aurantium, commonly known as bitter orange or naranj (=) in Arabic, is a tree from
the Rutaceae family. Its fruits are very bitter and inedible. However, all parts of the bitter
orange are used for various purposes,including extracting essential oils; we are interested in
studying a part of this plant that is the flower.

The fresh flowers of the bitter orange tree give the essential oil of Néroli bigarade, a precious
ingredient in perfumery and aromatherapy. For this, we evaluated the antibacterial activity of
this essential oil.

Our work consists first of studying the extraction of the essential oil of Neroli bigarade which
is extracted by hydrodistillation with a yield of 0.069%. In addition, determine its
physicochemical characteristics, which show a pH of 4.5, refractive index of 1.469 and acidity
of 1.122 mg KOH/qg.

The antibiogram showed that among the seven antibiotics used, only Netlimicin, Cefortitin,
Ticarcillin +C, Ticarciline and Penicillin, were active against the three bacterial strains tested,;
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus
aureus ATCC 25923. The latter proved to be the most sensitive. In contrast, fusidic acid and
oxacillin showed activity only against Staphylococcus aureus and were inactive against other
bacteria tested.

The evaluation of the antibacterial activity of the essential oil of Neroli bigarade by the
aromatogram method showed that it has a strong activity against the three bacterial strains.
The most sensitive strain is Escherichia coli ATCC 25922.

Keywords:Citrus aurantium, Neroli bigarade, essential oil, antibacterial activity,
aromatogram, physico-chemical characteristic.
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Introduction

Les maladies infectieuses sont causées par des bactéries, des virus, des parasites et des
champignons, elles sont dues a une interaction complexe entre I’agent pathogene, 1’hote et
I’environnement. La découverte des antibiotiques avait éradiqué les infections qui ravageaient
autrefois I’humanité (Hemaiswarya et al. 2008). Leur utilisation a permis de diminué le taux
de mortalité et de morbidité mondiale depuis longtemps. Cependant, le mauvais usage de ces
agents antimicrobiens et leur utilisation accrue ont eu pour conséquence de faire apparaitre
certaines formes de résistances des souches microbiennes contre balangant les effets des
antibiotiques(Goossens et al., 2005).

Face a ce probléeme, beaucoup d’études ont été réalisées pour développer des molécules
alternatives efficaces contre ces maladies infectieuses. Les plantes médicinales et aromatiques
constituent une source importante de molécules bioactives qui pourraient étre exploitées dans
la thérapie des maladies infectieuses. En effet, depuis I’antiquité, les plantes et leurs dérivés,
tels que les huiles essentielles(HE), ont été utilisés dans la médecine populaire (Bouyahya et
al. 2017).

Les huiles essentielles des plantes ont trouvé leur place en aromathérapie, en pharmacie, en
parfumerie, en cosmétique et dans la conservation des aliments. Leur utilisation est liée a
leurs larges spectres d’activités biologiques reconnues (Cheurfa et al. 2013).

Citrus aurantium L, communément appelé orange ameére, est une plante trés répandue et facile
a se procurer, appartenant a la famille des Rutaceae. Les feuilles, les fruits, les écorces, les
fleurs et les racines sont traditionnellement utilisé pour le traitement d'un large éventail de
maladies. Il est également connu sous le nom d’orange aigre, orange de Séville, bigarade
orange (Karthikeyan et Karthikeyan 2014).

Les fleurs de C. aurantium sont largement utilisées dans la région méditerranéenne comme
ardbme alimentaire et dans plusieurs boissons et patisseries. Elles sont également utilisées dans
les produits médicaux pour leurs propriétés antidépressives, anti-infectieuses et sédatives, et
dans les produits de soins de la peau (Maksoud et al. 2021).

En plus des eaux aromatiques, la distillation des fleurs d'oranger amer donne le Néroli, une
huile essentielle rare. Cette huile volatile possede un parfum sensuel et constitue le ceeur de
I'un des parfums les plus durables au monde, I'eau de Cologne. Elle est egalement utilisée en
pharmacie comme agent de saveur. En fait, la Food and Drug Administration (FDA) a
approuvé l'utilisation de fleurs d'orange ameére en petites quantités méme dans certains
médicaments (Jeff, 2002).L'huile de néroli posséde de nombreuses propriétés thérapeutiques,
notamment sédatives, calmantes, toniques, cicatrisantes, aphrodisiaques, antidépressives et
antispasmodiques (Jeannot et al. 2005).

Bien que I'huile de néroli soit produite dans de nombreux pays comme I'Algérie, le Maroc,
I'Egypte, la France et I'Espagne, les huiles produites en Tunisie ont toujours été considérées
comme les plus fines et les plus chéres. L'activité de distillation des fleurs de C. aurantium L.
représente une valeur considérable pour I'économie tunisienne puisqu'elle dégage des



revenusde trois a quatre millions de dinars par an a I'exportation. Le néroli est principalement
exporté vers la France, en particulier vers la région de Grasse (NIS, 2008).

Malgré lI'importance économique de I'huile de Néroli Algérienne, aucune étude n'a été menée
pour étudier ses activités biologiques. Cela nous a incités a étudier les fleurs de C. aurantium
L. pour leur parametre physicochimique et leurs activités activité antimicrobienne.

Pour ce faire, le présent travail est divisé en deux grandes parties :
 Une premiére partie intitulée synthése bibliographique, qui comporte un seul chapitre :

Chapitre | : parle de bigaradier ou orange amer (Citrus aurantium L). Et résume de maniére
générale des notions importantes concernant 1’huile essentielle de Néroli bigarade.

* Et une deuxiéme partie intitulée étude expérimentale, qui se compose de deux chapitres :

Le chapitre I, expose le matériel et les méthodes d’étude concernant la partie pratique de notre
travail.

Dans le chapitre 11, il sera question de I’analyse et de 1’exploitation des résultats issus des
expériences realisées.

A la fin de notre mémoire, sera issue une conclusion générale résumant notre démarche ainsi
que I’analyse des résultats de I’étude expérimentale.



PARTIE I
Synthese Bibliographique



1. Legenre Citrus:

Citrus est le nom donné au groupe de fruits de la famille Rise (Rutaceae) et est le plus grand
genre dans toute famille de fruits. C’est le produit horticole le plus vendu au monde. Les
especes economiquement importantes de ce genre sont le citron (C. Limon), le citron vert
(C.Aurantifolia), 1’orange douce (C. Sinensis), 1’orange amére (C. Aurantium), la mandarine
(C.Reticulate), le pamplemousse (C. Paradise), le cédrat (C. Medica) et la shaddock(C.
Maxima) (Hussain et al. 2021).
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Figure 1 : les especes de genre Citrus(Hussain et al. 2021).

2. Citrus aurantium L :
2.1. Dénominations :

Citrus aurantium, L., est un fruit caractérisé par la forte saveur qui lui a donné son nom
(Karabiyikh et al, 2014).

v Francais : bigaradier, oranger amer
v" Anglais : Bitter orange, Seville orange, sour orange, bigarade orange
v' Arabe : z_t (naranj) (Ghédira et Goetz, 2015).

2. 2. Généralité :

Citrus aurantium L., également connu sous le nom d’orange amére, orange de Séville ou
bigarade (Maksoud et al. 2021). Est un arbre de la famille des Rutacées (agrumes), ces
feuilles, ces fruits et ces fleurs parfumés ont de nombreuses applications pharmaceutiques,
alimentaires et en parfumerie. Il est également utilisé comme un porte-greffe pour d'autres
agrumes et un arbre décoratif (Karima et Makhlouf, 2021). Il est traditionnellement connu
pour étre utile pour le traitement d’un large éventail de maladies comme les maux d’estomac,
les vomissements, la pression artérielle, la toux, le rhume, la bronchite, les maux d’oreilles, la
dysenterie, la diarrhée, les douleurs abdominales et la fievre (Karthikeyan et Karthikeyan
2014).



2. 3 Taxonomie : (Ghédira et Goetz, 2015)

Tableau 1 : classification de Citrus aurantium L

Régne Végetal

Superdivision Embryophyta

Division Magnoliophyta (Tracheophyta)
Subdivision Spermatophytina

Classe Magnoliopsida

Super ordre Rosanae

Ordre Sapindales

Famille Rutaceae

Genre Citrus L.

Espece Citrus aurantium L.

2. 4. Description botanique : (Allais, 2009)

L’oranger amer est un bel arbrisseau de 4 a 5 m de haut. Son tronc est trés ramifié, ses
branches épineuses et son feuillage persistant est parfume.

La feuille :

Ovale-lancéolée, coriace et d’un vert brillant, posséde un limbe articulé sur un pétiole dilaté
en une aile cordiforme.

Les fleurs :

Blanches et trés odorantes, groupées par deux ou trois, prennent naissance a 1’aisselle des
feuilles. Elles ont un calice cupuliforme, cireux, cinq pétales épais et une vingtaine d’étamines
soudées a la base par leurs filets. Elles s’épanouissent de la fin avril au début juin.

Les fruits :

Plus petits que ceux d’un oranger doux (7 a 8 cm de diamétre), sont ovoides et rouge orangé a
maturité. Ils sont aromatiques, de saveur amere et acide, ce qui les rend impropres a la
consommation.

Figure 2 :Citrus aurantium L (original)



2. 5. Composition chimique de Citrus aurantium :

La composition chimique de C. aurantium est responsable des effets favorables a la santé. La
composition chimique comprend des vitamines, des minéraux, des composés phénoliques et
des terpénoides. Parmi les divers composants chimiques de C. aurantium, les flavonoides
appartenant aux phénoliques ont été reconnus comme importants en raison de leur réle
physiologique et pharmacologique et de leurs avantages pour la santé. La deuxieme classe de
métabolites secondaires trouvés dans C. aurantium est les limonoides. Ces derniers ont été
considérés comme des triterpénoides oxygénes car ils contiennent un nombre relativement
¢levé d’atomes d’oxygene dans leurs structures. Une autre classe de composés contenus dans
C. aurantium est phényléthylamines alcaloides avec p-synéphrine étant le plus abondant
(Suntar et al. 2018).

Les parties de C. aurantium comprenant le jus, les fleurs, les graines, les feuilles et les écorces
sont méthodiquement discutées concernant leur contenu en molécules bioactives. Il est a noter
que la composition chimique ou le pourcentage de biomolécules est évidemment affectée par
la zone géographique, la saison de croissance et la période de récolte (Maksoud et al. 2021).

2. 6. Répartition géographique :

Le bigaradier est originaire d’Asie mineure et il a été introduit dans toute 1’Europe et sur le
pourtour méditerranéen. Il est maintenant cultivé dans le sud de I’Europe, le littoral
méditerranéen et dans d’autres régions subtropicales notamment dans le sud de la France, en
Italie, Espagne, Tunisie, Algérie, Cote d’Ivoire,Haiti, Etats-Unis, Brésil, etc.(Ghédira et
Goetz, 2015).

2. 7. Utilisation de Citrus aurantium L :
2.7.1. Le rdle de Citrus aurantium en conservation des aliments :

L’intérét pour les conservateurs naturels a considérablement augmenté en raison des
tendances indésirables des conservateurs synthétiques (Teshome et al. 2022). Grace a ses
propriétés antimicrobiennes et antioxydants, I'huile essentielle de Citrus aurantium est
devenue une alternative intéressante a I’utilisation de conservateurs synthétiques (Anwar et
al. 2016). Cette section explore les propriétés antimicrobiennes et antioxydants de Citrus
aurantium en vue d'évaluer ses potentiels de conservation des aliments (Ogunro et al. 2023).

2.7.2. Le role de Citrus aurantium en Aromathérapie :

L’aromathérapie utilisant des HE d’agrumes est pratiquée comme méthode de traitement
depuis I’antiquité. L’aromathérapie est utilisée pour soulager de nombreux symptomes,
comme les douleurs corporelles, les nausées, le vomissement, 1’anxiété, la dépression, le
stress, I’insomnie, etc. Plusieurs rapports scientifiques ont été publiés concernant 1’utilisation
d’HE dans le traitement d’un certain nombre de problémes médicaux, notamment
I’hypertension, I’hypotension, la dysfonction cognitive, le stress physique et psychologique et
I’épuisement .De nombreux HE d’agrumes ,tels que I’orange amere ont montré des effets
anxiolytiques, antidépresseurs , anticonvulsivants, analgésiques et sédatifs et influencent le
comportement émotionnel géenéral.(Agarwal et al. 2022).



2.7.3. Le rdle de Citrus aurantium dans la production de pate et papier :

Un inconvénient majeur dans la production de pate et papier est l'insuffisance de matiéres
premieres [12]. Deux principales caractéristiques distinguent I'arbre Citrus aurantium comme
une matiere premiére appropriée pour la production de pate et papier, & savoir sa croissance
rapide et sa composition chimique. En particulier, le contenu élevé en cellulose et
holocellulose ainsi que la faible teneur en lignine, essentielle pour la production de papier,
distinguent Citrus aurantium dans la production de papier [12]. Par conséquent, I'arbre Citrus
aurantium se présente comme une bonne matieére premiére pour la production de pate et
papier (Ogunro et al. 2023).

2.7.4. Le rdle de Citrus aurantium dans les industries agroalimentaires et cosmétiques :

Citrus aurantium a été étudié principalement comme additif aromatisant par les secteurs de la
transformation alimentaire. En plus des boissons alcoolisées et non alcoolisées, des
marmelades, des glaces, des sucreries, des boissons gazeuses, des gélatines et des gateaux, il a
également été utilisé pour conférer un aréme aux produits culinaires. En plus d'étre utilisé
pour faire des infusions, les fleurs de Citrus aurantium sont également utilisées pour fabriquer
des parfums et des cosmétiques grace a I'huile essentielle qu'elles produisent. En plus, les
écorces de fruits sont utilisées pour faire de la marmelade et le jus du fruit est ajouté aux
salades pour leur donner une saveur acidulée. Enfin, Citrus aurantium est un composant de
certaines recettes sud-américaines et asiatiques, notamment des plats d'accompagnement a
base de yaourt et des soupes chaudes avec du sel et du poivre (Ogunro et al. 2023).

2. 8 Les activités biologiques de Citrus aurantium L :
2.8.1. Activité antibactérienne :

Les infections bactériennes sont connues pour étre mortelles pour la vie humaine depuis les
premiers temps. L utilisation de doses plus €levées d’agents antibactériens et d’une résistance
accrue aux médicaments multiples a entrainé une gravité des maladies causées par les
bactéries. Cela a conduit les chercheurs a explorer une nouvelle méthode contre les souches
bactériennes. A cet égard, les huiles essentielles et leurs constituants chimiques ont un
potentiel d’inhibition bactérienne. L’activité antibactérienne des huiles essentielles est connue
pour ses effets sur I’inhibition de la croissance bactérienne ou la destruction des cellules
bactériennes. L’efficacité de I’huile essentielle fonctionne différemment contre différentes
souches bactériennes cibles en fonction de leurs structures (Shankar et al. 2021).

Les extraits et les huiles essentielles d’agrumes sont connus pour étre des antimicrobiens
naturels, en particulier les bactéries utilisées dans 1’industrie alimentaire ainsi que dans
I’industrie cosmétique. Plusieurs auteurs ont signalé les propriétés antibactériennes des
extraits de C. aurantium contre certaines especes de bactéries (Ogunro et al. 2023).

2.8.2. Activité antifongiques :

Les huiles d’agrumes ont été utilisées dans des formulations dermatologiques pour des
applications topiques sur la peau et le cuir chevelu pour prévenir et guérir les maladies en
raison de leurs proprietés antifongiques pergues. Plusieurs recherches ont montré I’efficacité
de C. aurantifolia, mais peu de choses ont été faites pour C. aurantium au fil du temps, 1’huile
d’agrumes a été étudiée contre 1’espéce fongique Malassezia furfur in vitro. Il a été observé
que I’huile avait un effet biostatique sur 1’organisme avec une zone d’exposition de 2,6 mm,
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puisque la plupart des Citrus en des composés phytochimiques similaires, bien que dans des
proportions variables, il soit supposé que I’huile de C. aurantium peut également avoir des
propriétés antifongique (Ogunro et al. 2023).

2.9. Les huiles essentielles de Citrus aurantium L :

Le bigaradier est un arbre capable de produire trois HE différentes, qu’il ne faut pas
confondre :

v" I’HE de Petit grain bigarade, élaborée a partir des rameaux qui contiennent les
feuilles et les jeunes agrumes.

v P’essence d’Orange amére, fabriquée par expression a froid des zestes du fruit.

v" I’HE de Néroli bigarade, obtenue grace a la distillation des fleurs (Laurain-Mattar
et al. 2023).

3. L’huile essentielle de néroli bigarade :
3.1. Généralité :

Le nom de Néroli a été donné a I’HE par Marie-Anne de la Trémoille, princesse des Ursins et
de Nérola, qui la popularisa. La 1égende dit qu’elle I'utilisa durant la peste au XVlIe siecle, en
Italie (Laurain-Mattar et al. 2023).

L’huile de fleur d’oranger amer (ou Néroli) :

. Est un produit essentiel, largement utilisé en parfumerie. Neéroli est obtenu par
hydro distillation ou vapeur distillation, a partir de fleurs d’orange amére (Citrus
aurantium L.). Depuis longtemps, la production de néroli est limitée et son co(t sur
le marché est considérablement éleve.

. Est I’ingrédient classique de la plupart des parfums célebres et prestigieux et eau
de cologne. Il est également utilisé comme ingrédient de saveur dans les aliments
et les boissons.

. Est le produit d’un travail laborieux : les fleurs, qui fleurissent entre la fin avril et
le début de juin sont collectées manuellement (Bonaccorsi et al. 2011).

3. 2. Caractéristiques :(Laurain-Mattar et al. 2023).

- Autre appellation :Oranger bigarade fleurs.

- Famille : Rutacées.

- Organes producteurs :fleurs.

- Particularités botaniques :petit arbre au feuillage toujours vert dont le fruit est une baie
ameére et acide.

- Origine géographique : Paraguay et rives de laMéditerranée (Espagne, Maroc).

- Norme alimentaire : Afnor NF

- Norme cosmétique:Citrus aurantium amara leaf/twig oil (International Nomenclature
of Cosmetic Ingredients).

- Molécules sensibilisantes ou allergisantes (7e amendement de la directive cosmétique
européenne2003/15/CE) : citral, géraniol, limonene, linalol.

- -Qualité pharmaceutique : monographie a la Pharmacopée européenne 10e édition.



3. 3. Les effets de Néroli bigarade :
3.3.1. Effets anxiolytiqueset sur les troubles du sommeil :

La prise orale a la dose de 0,5 a 1g/kg d’HE de Néroli bigarade a un impact au niveau du
systeme nerveux. Elle a un effet sédatif, hypnotique (avec une augmentation du temps de
sommeil induit par les barbituriques), anxiolytique et anticonvulsivant. Ces données sont en
accord avec I’utilisation ethnopharmacologique de cette HE (Laurain-Mattar et al. 2023).

3.3.2. Effet aphrodisiaque a la ménopause etdiminution du syndrome prémenstruel

L’inhalation de cette HE soulagerait les symptomes de la ménopause, augmenterait le désir
sexuel et réduirait la pression artérielle. Une étude montre une amélioration significative des
symptdmes du syndrome prémenstruel par simple inhalation (Laurain-Mattar et al. 2023).

3.3.3 Effet antalgique

Des travaux suggerent que I'HE de Néroli bigarade possede un ou des constituants
biologiquement actifs (linalol, acétate de linalyle, nérolidol, E,E-farnésol,a-terpinéol et
limonéne) ayant une activité¢ significative contre 1’inflammation, aigu€ mais surtout
chronique, qui ont aussi des effets antinociceptifs centraux et périphériques qui soutiennent
les revendications ethnomédicales de I’utilisation de la plante dans la gestion de la douleur et
de I’inflammation ( Laurain-Mattar et al. 2023).

3. 4. Les Principaux usages en aromathérapie :(Laurain-Mattar et al. 2023).

L’huile essentielle de Néroli bigarade est trés polyvalente et peut s’utiliser localement pure
sur la peau, y compris chez les jeunes enfants mais toujours apres avoir réalisé un test cutané.

v' Toutes formes de manifestation du stress (insomnie, agitation, irritabilité, nervosité
excessive, émotivité, anxiété, angoisse, troubles de I’attention, spasmes, montée de
tension, palpitations, etc.) :

e déposer deux gouttes d’HE sur les poignets ou le plexus solaire, puis réaliser un léger
massage.

e déposer quelques gouttes sur un mouchoir, un patch ou I’oreiller.

e réaliser une diffusion ou prendre un bain aromatique avant le coucher.

e Associations possibles : HE de Petit grain bigarade, de Lavande officinale et d’Orange
douce.

v" Problémes cutanés infectieux (plaies risquant de s’infecter, égratignures, acné) :

e déposer deux gouttes d’HE pure sur la zone cutanée concernée, puis rajouter une huile
végétale (millepertuis, calophylle, argan pour le visage, etc.).

v" Syndrome prémenstruel, ménopause, perte de libido féminine :
e placer de I’hydrolat de Néroli bigarade dans un diffuseur a vapeur d’eau qu’il est
possible de faire fonctionner jusqu’a cinq fois par jour pendant deux jours.
e déposer une goutte, seule ou associée a une goutte d’HE de Rose de Damas, sur le
poignet ou sur un mouchoir et respirer jusqu’a cing fois par jour pendant deux jours.



v' Symptomes douloureux inflammatoires :

Cette huile essentielle peut faire partie de synergies anti-inflammatoires au long cours. 1l doit
cependant étre conseillé de ne pas la mélanger avec des HE qui masqueraient son parfum
délicat, comme celles de Gaulthérie et d’Eucalyptus citronné, mais de I’associer plutot avec
des HE également antalgiques dont les fragrances sont compatibles, telles que I’HE d’Ylang-
Ylang, de Gingembre et de Lavandin super.

3. 5. Précautions d’emploi :

Au cours de toutes les études cliniques, aucun effet indésirable n’a été recensé, méme en cas
de prise oraleet/ou a fortes doses. De méme, aucun effet secondaire n’est signalé aux doses
habituellement recommandées. Par voie topique, I’HE de Néroli bigarade de qualité bio peut
étre utilisée en usage externe sur une peau aussi fragile et aussi fine que celle d’un nourrisson.
Cette HE présente, par conséquent, un excellent profil de sécurité avec une tolérance tres
élevée et un trés bon rapport bénéfice-risque (Laurain-Mattar et al. 2023).
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PARTIE Il
Partie expéerimentale



Chapitre |
Matériel et Méthodes



1. L’objectif

Notre travail met I’accent sur 1’huile essentielle des fleurs de Citrus aurantium L (Néroli) Ce
travail consiste en une étude physico-chimique, suivi d’une évaluation de 1’activité
antibactérienne de 1’huile de Néroli bigarade contre trois souches bactériennes pathogeénes
courantes Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus.

e Les analyses physico-chimiques sont réalisées au niveau du laboratoire de Biochimie a
I’université de Khmis Miliana.

e [’activité antibactérienne a été réalisée au niveau du laboratoire d’analyse médical de
Dr. zibouche.

2. Site de récolte

La zone d'étude (Oued Alleug) est située dans la région de Blida a une altitude de 47 metres
au - dessus du niveau de la mer. Bordé au nord par la commune de koléa, wilaya de Tipaza,
au Sud par la wilaya de Blida et Béni Tamou, a I'Ouest par la commune de Mouzaia et Chiffa,
et a I'Est par la communede Béni Tamou. Elle posséde un climat dont les étés sont courts,
chauds, humides, secs et généralement clairs, tandis que les hivers sont longs, froids et
partiellement nuageux. Les précipitations moyennes a oued Alleug étaient de 31 mm, la
température moyenne était de 26°C et I'humidité de 79%.
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Figure3 : Algérie, Blida, la localisation géographique d’Oued Alleug
3. Matériel végétale :

L’espéce choisie pour notre travail est le Citrus aurantium L, ou ce qu’on appelle en arabe
narnaj. C’est une plante largement utilisée dans le monde en raison de I’importance de ses
parties (fleurs, feuilles, fruits, graines).

Notre étude s'articule autour des fleurs de cette espéce, source précieuse d'huile essentielle de
Néroli. Ces fleurs ont été récoltées minutieusement par six ouvriers de 6h du matin jusqu'a
14h en avril 2023.
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Figure 4 : Fleurs de Citrus aurantium L (original)
4. Extraction de I’huile essentielle :

Les fleurs fraiches ont été soumises a une hydrodistillation a 1’aide d’un appareil de type
Clevenger . L’extraction a été effectuée en trois exemplaires. Au cours de chaque expérience,
une portion (100 g) de matiére végétale a été soumise pendant 3 h (aprés la chute de la
premicre goutte de distillat) a la distillation a 1’eau. L’huiles essentielles obtenues ont été
mesurées (rendement) et entreposées a 4 °C dans des bouteilles en verre foncé jusqu’a ce
qu’elles soient testées et analysées (Ammar et al. 2012).

4.1 Calcul du rendement :

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de I’huile extraite et le poids de
la plante a traiter. Le rendement, exprimé en pourcentage, est calculé par la formule suivante :

R=Masse d’huile essentielle / Masse de fleur fraiche x 100
R : rendement de I’huile en pourcentage. (Ammar et al. 2012).
5. Caractéristiques physico-chimiques :

La connaissance d'indices physiques et chimiques est important puis qu'elle permet de
caractériser voire d'identifier une huile essentielle (Lazouni et al. 2007).

5.1. L’indice d’acide :
Le principe :

L’indice d’acide est le nombre de milligrammes de KOH nécessaire pour neutraliser les
acides libres présents dans 1 g d’HE (Amara et Boughérara. 2017).

Mode opératoire : (Djousse et al. 2022)

Mélangez 0.5 gramme d'huile essentielle avec 5 millilitres d'éthanol a 96%, et environ 3
gouttes d'indicateur coloré (phénolphtaléine) dans un bécher.

Ensuite, réalisez une titration en utilisant une solution alcoolique d’hydroxyde de potassium
(KOH) 0,1 N.

Continuez la titration jusqu'a ce que la solution prenne une couleur rose.

Noter le volume de solution de KOH utilisé.
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Calcule de I’indice d’acide : (Noudogbessi et al. 2008).

la= (Nx v x 56.11)/ m

N = normalité d’hydroxyde de potassium

m = masse d’huile essentielle prélevée en g

V = volume de solution d’hydroxyde de potassium versée en ml
56,11g / mol = masse moléculaire du KOH

5.2. L’indice de réfraction :

Le principe :

L’indice de réfraction (Ir) est le rapport entre le sinus de I’angle d’incidence et le sinus de
I’angle de réfraction d’un rayon lumineux de longueur d’onde déterminée passant de 1’air
dans I’huile maintenue a température constante (Diakite et al. 2022).

Mode opératoire :

Afin de déterminer l'indice de réfraction, il est nécessaire de procéder en premier lieu a la
mesure de I'indice de réfraction de I'eau distillée, qui doit étre de 1.333 a 20°c.

Ensuite, ouvrez le prisme secondaire et déposez délicatement quelques gouttes d'huile
essentielle de Néroli a I’aide d’une seringue sur la partie centrale du prisme principal.

Refermez ensuite le prisme secondaire pour permettre a I'échantillon de s'étaler en un film trés
mince entre le prisme principal et le prisme secondaire.

Patientez jusqu'a ce que la température se stabilise avant d'effectuer la mesure souhaitée.
5.3. Le potentiel d’hydrogéne (PH) :
Le principe :

Chaque huile posséde un pH (potentiel d’hydrogéne) spécifique. Le pH permet de déterminer
le caractére acide, neutre ou basique. Le potentiel d’hydrogéne donne une indication sur
I’acidité d’une huile. Il est déterminé a partir de la quantité d’ions d’hydrogene libre (H+)
contenus dans 1’échantillon. Il existe plusieurs différentes méthodes pour mesurer le
pH(Actu-Environnement, 2003).

On peut tout d’abord le mesurer a I’aide d’un papier appelé papier pH qui est utilisé pour
déterminer si ’huile de Néroli est acide, basique ou neutre.
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Mode opératoire :

Nous avons déposé quelques gouttes d'huile essentielle de Neéroli sur une portion de papier
pH, et aprés que le papier ait changé de couleur

On observe la couleur qui apparait sur la bandelette et on compare la couleur de la bandelette
avec une gamme de couleurs qui varient selon le PH.

6. Evaluation de ’activité antibactérienne d’huile essentielle de Néroli bigarade Citrus
aurantium L :

» Souches bactériennes utilisées :
- ATCC American type culture collection

Tableau 2 : Souches bactériennes utilisées

Souche Code Gramme
Escherichia coli ATCC 25922 Négative
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Négative
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Positive

> Les Milieux de culture :

Le milieu de culture utilisé pour étudier 1’activité antibactérienne est ’agar de Muller Hinton
(AMH) qui est le milieu le plus employé pour les tests de sensibilité aux agents antibactériens
(Bouguerra et al. 2014).

» Préparation du milieu Muller-Hinton

Le milieu d’agar Mueller Hinton (tableau 2) a été préparé dans une fiole conique en
dissolvant 38 g de milieu d’agar en poudre dans 1 L d’eau distillée. Le flacon a été chauffé a
flamme nue pour dissoudre complétement le milieu, puis stérilisé dans un autoclave a 121 °C
pendant 15 minutes (Khalid et al. 2011).

> Préparation des suspensions bactériennes (inoculum) :

A l'aide d'une pipette Pasteur, une ou deux colonies bien isolées sont prélevées et mises dans
2 ml d'eau physiologique stérile. La suspension bactérienne est ensuite homogenéisee.

> Ensemencement :

On trempe un écouvillon de coton dans la suspension, qui est pressé fermement contre la
paroi intérieure du tube, juste au-dessus du niveau du liquide et tourné afin d’enlever les
liquides excédentaires. Le prélévement est ensuite étalé a I’aide de 1’écouvillon & trois reprises
sur la surface entiere de la gélose, en tournant la boite d’environ 60° aprés chaque application
pour obtenir une distribution égale de 1’inoculum (Aouni et al. 2013).

16



6.1. Etude de la sensibilité des souches bactérienne vis-a-vis des antibiotiques
(L’antibiogramme) :

La technique utilisée est la méthode de diffusion sur milieu gélosé, le milieu de culture Muller
Hinton coulé en boites de pétri est ensemencé par ecouvillonnage avec la suspension
bactérienne.

Des disques d’antibiotique sont placés sur le milieu de culture a 1’aide d’une pince stérile. Les
boites de pétri ont été ferme, et maintenues a la température du laboratoire pendant 30 min
afin de laisser diffuser, avant d’étre incubées a 37°C pendant 24 h.

Les différents antibiotiques testés sont présentés dans le tableau 3

Tableau 3 : la liste des antibiotiques utilisés

Antibiotique Sigle Charge du disque
Oxacilline OX 1ug

Nétilimicine N 30ug

Céfoxitine Cx 30ug

Acide fusidique FC 10ug

Ticarcilline +C TTC) 85ug

Ticarciline TIC 75ug

Pénicilline Pl 20ug

6.2. Etude de la sensibilité des souches bactérienne vis-a-vis de I’huile de Néroli
(L’aromatogramme) :

L'activité antibactérienne est évaluée par la méthode d'aromatogramme qui permet de
déterminer la sensibilité¢ des différentes especes bactériennes vis a vis de 1’huile essentielle
donnée. La méthode de I’aromatogramme consiste a utiliser des boites de Pétri contenant un
milieu gélosé convenable, déja solidifié et inoculé de la souche microbienne testée. Des
disques en papier buvard de 6mm de diamétre, préalablement imprégnés de quantités connues
d’huile essentielle (07ul), sont alors placés en surface de la gélose. Généralement, les
microorganismes seront classés susceptibles, intermédiaires ou résistants, selon le diamétre de
la zone d’inhibition (Boutabia et al. 2016).
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Figure 5 : Principe de la méthode d’aromatogramme (Boukhatem et al. 2014).

» Préparation des dilutions :

Pour préparer les dilutions nous avons besoin 4 tubes eppendorfs stériles (huile essentielle,
1/2 ,1/4,1/8) :

Le premier contient 200 pl d’huile essentielle de Néroli pure (1/1). Le deuxiéme tube
contient 100 pl du premier tube et 100 pl de solvant DMSO et homogénéiser bien pour
obtenir la dilution (1/2). Répétez cette procédure pour chaque dilution suivante jusqu’a
obtenir la dilution (1/8).

» Placement des disques sur la gélose :

Pour chaque souche bactérienne nous avons utilisé quatre boites et chaque boite contient un
seul disque :

- la premiere boite contient le disque imprégné par I’huile pure

- la deuxiéme boite contient le disque imprégné par la dilution 1/2
- latroisieme boite contient le disque imprégné par la dilution 1/4
- la quatrieme boite contient le disque imprégné par la dilution 1/8

Cette opération est répéter trois fois.
» Incubation

Les boites de Pétri qui contiennent les souches des bactéries sont incubées a 37°C pendant 24
heures.
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Chapitre 11
Reéesultats et discussion
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Chapitre 3

Conclusion et perspectives



Conclusion :

Les plantes aromatiques et médicinales sont d’une vaste importance thérapeutique et
¢conomique, leur utilisation par ’homme a des fins thérapeutiques et alimentaires remontes a
I’antiquité. Aujourd’hui, un grand nombre de plantes aromatiques et medicinales ont de
nombreuses applications dans divers domaines, tels que la médecine, la pharmacie, la
cosmétique et 1’agroalimentaire.

Parmi ces plantes 1’oranger amer ou bien citrus aurantium L qui appartenant a la famille des
Rutaceae, a retenu notre attention.et plus particulierement son huile essentielle extraite de ses
fleurs, qui connue sous le nom de Néroli bigarade, notre étude a porté sur 1’évaluation de
I’activité antibactérienne de cette huile essentielle, en examinant son effet sur trois souches
pathogenes : Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, staphylococcus aureus.

L’ensemble des résultats obtenus permis de constater les points suivants :
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