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Résumé 

  Les huiles essentielles sont des molécules naturelles possédant un large éventail 

d’activités biologiques importantes. Ce travail porte sur l’étude de l’activité antioxydante et 

antimicrobienne de l’huile essentielle de Citrus aurantiifolia collectée de la région de 

Boumedfaa Wilaya de Ain Defla sur douze souches bactériennes. 

 L’extraction de l’huile essentielle à partir des pelures de Citrus aurantiifolia par 

hydrodistillation a donné un rendement de 2,74% ± 0,39. C’est une huile avec un aspect liquide, 

de couleur jaune très pâle et d’odeur forte, aromatique, fraiche et citronnée. Elle se distingue 

par un pH acide de 5,5 et par une densité relative de 0.7953. La composition chimique de l’huile 

par la chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrophotométrie de masse (CGMS) a 

révélé la présence de 100 composés. Le limonène (33.26%), le β-pinène (12.27%), le γ-

terpinène (8.44%) sont les composés majeurs. Ainsi, les hydrocarbures monoterpéniques 

représentent la classe prédominante avec un pourcentage de 66.05%. 

 Le pouvoir antimicrobien de cette huile a été évalué par la méthode d’aromatogramme 

et la méthode de micro-atmosphère : la méthode d’aromatogramme montre que les zones 

d’inhibition les plus élevées de l’huile essentielle de Citrus aurantifolia sont de 20,33 mm ± 

3,46, 12,83 mm ± 1,04 et 12,67 mm ±0,94 pour Bacillus subtilis (ATCC 9372), Enterococcus 

feacalis (ATCC 2035) et Klebsiella pneumoniae (ATCC 4352) respectivement. Tandis que, la 

méthode de micro-atmosphère indique que la phase vapeur de l’huile essentielle de Citrus 

aurantifolia a une efficacité antibactérienne contre les souches de Bacillus subtilis (ATCC 

9372), Bacillus subtilis (souche clinique) et Klebsiella pneumoniae (souche clinique) avec des 

zones respectives de 8,5 mm ±2,12 ; 9,17 mm ± 1,08 et 14,5 mm ± 3,54. 

L’étude de l’activité antioxydante de l’huile essentielle de Citrus aurantifolia a dévoilé 

des valeurs de CE50 de 24,33 μg/ml par le test de DPPH et de 31,70 μg/ml par la méthode de 

FRAP. 

Mots-clés : Citrus aurantiifolia, huile essentielle, CG-MS, activité antimicrobienne, 

aromatogramme, micro-atmosphère, activité antioxydante, DPPH, FRAP. 

 

 



 

 

 

 الملخص

يتناول هدا العمل  .الزيوت العطرية هي جزيئات طبيعية تتمتع بمجموعة واسعة من الأنشطة البيولوجية الهامة 

 Citrus aurantifolia حمضيات أورونتيفوليا  دراسة النشاط المضاد للأكسدة والمضاد للمكروبات لزيت عطري من

 .لالة بكتيريةالمجمع من منطقة بومدفع، ولاية عين الدفلى، على إثني عشر س

 2,74%بواسطة التقطير المائي مردودا بنسبة  Citrus aurantifoliaالزيت العطري من أعطى استخراج 

يتميز بدرجة حموضة  .الزيت الناتج دو مظهر سائل، لون أصفر باهت جدا ورائحة قوية، عطرية، منعشة وحمضية . ±0,39

رافيا الغازية الموصولة بمطياف غالكيميائي للزيت بواسطة الكروماتوكشف التحليل . 0.7953وكثافة نسبية  5,5حمضية 

هي   (8.44%)والجاما تربينين  (12.27%)بيتا بينين (33.26%) الليمونين .مركب 100عن وجود  (CGMS)الكتلة 

 . % 66,05 المركبات الرئيسية بالتالي، تمثل الهدروكربونات مونوتاربينية أكبر فئة بنسبة

تظهر طريقة  :ا الزيت بواسطة طريقة الأروماتوغرام وطريقة ميكرو أتموسفيرذالقوة المضادة للمكروبات لهتم تقييم 

و  1,04 ±مم  mm 12,83،  3,46 ±مم  20,33هي  Citrus aurantifoliaالأروماتوغرام أن أكبر مناطق تبُيط لزيت 

 Bacillus subtilis (ATCC 9372)  ،Enterococcus feacalis (ATCC 2035)لسلالات  0,94 ±مم  12,67

بينما تشير طريقة المكروأتموسفير إلى أن الطور البخاري  .على التوالي  Klebsiella pneumoniae (ATCC 4352)و

، Bacillus subtilis (ATCC 9372) له فعالية مضادة للبكتيريا ضد سلالات Citrus aurantifoliaللزيت العطري من 

Bacillus subtilis (souche clinique)  و Klebsiella pneumoniae (souche clinique)  مع مناطق تثبيط

 . 3,54 ±مم  14,5 و  1,08±مم  9,17، 2,12 ±مم  8,5 بالترتيب 

رام/ مل غميكرو  24,33تبلغ   50CEعن قيم  Citrus aurantifoliaكشفت دراسة النشاط المضاد للأكسدة لزيت 

  FRAP.ميكرو غرام/ مل بواسطة طريقة   31,70و  DPPHبواسطة إختبار 

، أروماتوغرام، ميكرو تنشاط مضاد للمكروبا ، CGMS، الزيت العطري،Citrus aurantifoliaالكلمات المفتاحية 

 DPPH ،FRAP، نشاط مضاد للأكسدة، أتموسفير

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Abstract  

   Essential oils are natural molecules with a wide range of important biological activities. 

This work focuses on the study of the antioxidant and antimicrobial activity of the essential oil 

of Citrus aurantiifolia collected from the region of Boumedfaa Wilaya of Ain Defla on twelve 

bacterial strains. 

  The extraction of essential oil from the peels of Citrus aurantiifolia by hydrodistillation gave 

a yield of 2.74% ± 0.39. It is an oil with a liquid appearance, very pale yellow in color and with 

a strong, aromatic, fresh and lemony odor. It is distinguished by an acidic pH of 5.5 and a 

relative density of 0.7953. The chemical composition of the oil by gas chromatography coupled 

with mass spectrophotometry (CGMS) revealed the presence of 100 compounds. Limonene 

(33.26%), β-pinene (12.27%), γ-terpinene (8.44%) are the major compounds. Thus, 

monoterpene hydrocarbons represent the predominant class with a percentage of 66.05%. 

   The antimicrobial power of this oil was evaluated by the aromatogram method and the 

micro-atmosphere method: the aromatogram method shows that the highest inhibition zones of 

Citrus aurantifolia essential oil are 20, 33 mm ± 3.46, 12.83 mm ± 1.04 and 12.67 mm ± 0.94 

for Bacillus subtilis (ATCC 9372), Enterococcus feacalis (ATCC 2035) and Klebsiella 

pneumoniae (ATCC 4352) respectively. While, the micro-atmosphere method indicates that the 

vapor phase of Citrus aurantifolia essential oil has antibacterial effectiveness against strains of 

Bacillus subtilis (ATCC 9372), Bacillus subtilis (clinical strain) and Klebsiella pneumoniae 

(clinical strain) with respective areas of 8.5 mm ±2.12; 9.17mm ± 1.08 and 14.5mm ± 3.54. 

The study of the antioxidant activity of Citrus aurantifolia essential oil revealed EC50 

values of 24.333 μg/ml by the DPPH test and 31.70 μg/ml by the FRAP method. 

 

Key words: Citrus aurantiifolia, essential oil, GC-MS, antimicrobial activity, 

aromatogram, micro-atmosphere, antioxidant activity, DPPH, FRAP. 
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Introduction 

 Les bactéries sont à l’origine de plusieurs maladies. Leurs résistances aux antibiotiques 

est de plus en plus prononcée, rendant nécessaire une nouvelle stratégie pour réduire ou éliminer 

ces affections sans dépondre des produits synthétiques. Dans ce contexte, il est logique de 

trouver des molécules bioactives issues des plantes, qui ont évolué pour protéger leurs hôtes 

contre les infections (Boutabia et al., 2016).  

Depuis l’Antiquité, de nombreuses plantes aromatiques et médicinales possèdent des 

propriétés biologiques très intéressantes qui trouvent application dans divers domaines tels que 

la médecine, la pharmacie, la cosmétique et l’agriculture grâce aux principes actifs qu’elles 

contiennent : flavonoïdes, alcaloïdes, saponosides, vitamines… et les huiles essentielles (Fyad 

et al., 2013). 

L’Algérie est connue pour son immense variété de plantes médicinales, grâce à sa 

grande superficie et sa grande diversité bioclimatique (Ghomari et al., 2014). L’institut national 

de la recherche agronomique d’Algérie (INRAA) a signalé dans son rapport national sur l’état 

des ressources phytogénétiques par l’alimentation et l’agriculture en 2006 que la flore 

algérienne comprend plus de 626 espèces, sous espèces et variétés médicinales. Cependant, 

malgré les espèces spontanées utiles et cultivées disponibles en Algérie, seule 1% est utilisé 

(INRA, 2006).  

Les Citrus sont utilisés dans divers domaines tels que l’alimentation et la cosmétique. 

Ils contiennent des quantités importantes de métabolites secondaires bénéfiques, intégrés dans 

de nombreux médicaments en raison de leurs propriétés antimicrobiennes et antioxydantes. Les 

scientifiques et les chercheurs ont mené de nombreuses études sur l’huile essentielle de 

différentes espèces de Citrus, notamment celle de Citrus aurantifolia.  

Comme nous disons précédemment plusieurs travaux ont été effectuée pour déterminer 

la composition chimique et les effets antimicrobiens de l’huile essentielle de Citrus 

aurantifolia. Comme ceux de COSTA et al., (2014) qui ont étudié l’activité antimicrobienne de 

l’huile essentielle ainsi que sa composition chimique, tandis que SAFAEIN LAEIN et al., 

(2021) ont démontré ses activités antimicrobiennes et antioxydantes. Cependant, à notre 

connaissance aucune étude n’a encore réussi à dévoiler les effets antibactériens des composés 

volatiles et peu de travaux ont étudié leur activité antioxydante par la méthode de FRAP.
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Pour mieux connaitre les effets de l’huile essentielle de Citrus aurantifolia et l’utiliser 

tant pour éliminer les bactéries pathogènes que pour son effet antioxydant, nous nous sommes 

intéressées à cette espèce. 

L’objectif de ce travail est d’évaluer l’activité antimicrobienne des phases liquide et 

vapeur de l’huile essentielle de Citrus aurantifolia récoltée dans la région de Boumedfaa, située 

dans la Wilaya de Ain Defla. Et d’estimer son pouvoir antioxydant. 

Notre travail est subdivisé en trois chapitre : 

Dans le premier chapitre, une synthèse bibliographique sera présentée sur la plante de 

Citrus aurantifolia étudiée et sur les huiles essentielles et leurs activités biologiques. 

Le deuxième chapitre présente le matériel et les méthodes utilisés, notamment 

l’extraction de l’huile essentielle, l’analyse de sa composition chimique par le CG-MS, l’étude 

analytique, l’évaluation de son activité antibactérienne par la méthode d’aromatogramme et par 

la méthode de micro-atmosphère ainsi que l’évaluation de son activité antioxydante par le test 

de DPPH et le test de FRAP. 

Le troisième chapitre est réservé aux résultats obtenus et à leur discussion. 

Enfin, le travail se conclut par une conclusion et des perspectives. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre I : Synthèse 
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I.1. Lime (Citrus aurantiifolia) 

I.1.1. Nomenclature 

 L’espèce C. aurantifolia est également connu sous le nom de lime en anglais, limah en 

Arabe, et citronnier en Français (Manner et al., 2006). 

I.1.2. Classification botanique 

D’après NARANG et al., (2016), la position taxonomique de Citrus aurantifolia est 

celle indiquée comme suit (Tableau I.1) : 

Tableau I.1: Classification botanique de Citrus aurantifolia 

Règne Plantae 

Sous règne trachéobionta 

Super-division Spermatophyta 

Division  Magnoliophyta 

Classe  Magnoliopsida 

Sous classe  Rosidae 

Ordre Sapindales 

Famille Rutacées 

Genre  Citrus 

Espèce C. aurantifolia 

 

I.I.3. Description botanique 

C. aurantifolia, communément appelé "key lime" ou "Mexican lime" (Ketaam et al., 

2024), est un petit arbuste d’environ 5 mètres de haut à feuilles persistantes. Il se ramifie 

densément de manière irrégulière et porte des épines courtes. Ses feuilles sont alternées, 

elliptiques à oblongues-ovales (4-8 cm × 2-5 cm) avec une marge crénelée.  Les fleurs d’un 

pouce de diamètre, sont blanches jaunâtres avec une légère teinte violette sur les bords. Les 

fruits sont des baies globuleuses à ovoïdes de 3 à 6 cm de diamètre et ont parfois une papille 
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apicale. Ils sont jaunes à maturité mais généralement récoltés vert pour le commerce. Les fruits 

et les fleurs apparaissent tout l’année, avec une abondance de mai à septembre dans 

l’hémisphère Nord. Leurs écorces très fines avec des segments densément glandulaires 

contenant des vésicules pulpaires jaune-vert. Le jus de fruit est acide et parfumé, aigre comme 

le jus de citron mais plus aromatique. Les graines sont petites, dodues, ovoïdes, pales et lisses, 

avec un embryon blanc (Figure I.1 ; Figure I.2) (Enejoh et al., 2015).  

        

Figure I.1 : Organes de Citrus aurantifolia (a) fruits ; (b) fleurs ; (c) tige (Arbonnier, 2002). 

 

Figure I.2 : Coupe transversale de Citrus aurantifolia (Narang et al., 2016). 
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I.1.4. Répartition géographique 

I.1.4.1. Répartition géographique dans le monde 

  Citrus aurantifolia est une espèce très répondue dans de nombreux pays du monde entier 

et qui pousse dans les régions chaudes subtropicales ou tropicales telles que le sud de Floride, 

l’Inde, le Mexique, l’Egypte et les Antilles. L’origine de cette plante est de l’Asie du sud -Est 

(Figure I.3 ; Tableau I.2) (Kataki et al., 2023). 

 

 

Figure I.3 : Six principaux pays producteurs d’agrumes au monde (Lv et al., 2015). 
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Tableau I.2 : Production de citrons et de limes dans quelques pays du monde (par milliers de 

tonnes) (FAO, 2015) 

Année 2008/2009 2009/2010 2010/2011 2011/2012 2012/2013 2013/2014 

Monde  12924.8 12756.8 13414.3 13303.5 12943.4 13172.3 

Hémisphère 

Nord 

9942.2 1 0001.8 9972.5 9996.7 9771.5 10490.3 

USA 827.4 882.0 920.0 850.0 912.0 832.0 

Région médi- 

terranéenne 

2714.7 2688.3 2933.1 2927.7 2675.9 3173.6 

Mexico 1966.0 1891.0 2133.0 2055.0 1950.0 2250.0 

Espagne 687.9 558.2 717.9 736.2 666.7 1057.0 

Algérie 41.4 44.0 44.0 41.4 41.4 41.0 

Egypte  329.7 320.0 320.0 323.0 323.0 301.0 

Maroc 42.0 42.0 80.0 154.4 47.5 41.0 

Tunisie 41.8 37.3 47.5 49.0 44.0 58.0 

Hémisphère 

sud 

2982.6 2755.1 3441.8 3306.8 3171.9 2682. 0 

Argentine 1350.0 1000.0 1550.0 1300.0 1300.0 700. 0 

Brazil 899.8 1020.7 1126.7 1208.3 1100.0 1100. 0 

Chilien 162. 0 155. 0 153. 0 160. 0 160.0 160. 0 

Pérou 208. 0 233. 0 224.7 234.1 230.0 275. 0 

Afrique du 

sud 

214. 0 216. 0 257. 0 260.0 245.0 312.0 
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 I.1.4.2. Répartition géographique en Algérie 

 L’Algérie détient une collection variétale composé de 178 variétés d’agrumes 

représentant un patrimoine génétique inestimable. Ces cultures occupant une surface totale de 

45.040 hectares, sont réparties dans trois régions principales : le centre avec 28 243 hectares, 

l'Est avec 4 811 h et l’Ouest avec 11 658 hectares. Ces agrumes sont principalement cultivés 

dans les plaines irrigables, telles que la plaine de Mitidja (44%), le périmètre de la Mina et le 

Ba Chelif (14%), le périmètre de Bouna Moussa et plaine de Safsaf (16%), et la plaine de Habra 

et Mascara (25%) (Kerboua, 2002). 

I.2. Huiles essentielles 

I.2.1.  Définition 

Le terme « huiles » vient de la capacité des huiles essentielles à se solubiliser aux 

graisses, tandis que le terme « essentielles » désigne l’odeur émise par la plante productrice 

(Chemat et al., 2012). 

Selon ISO 9235 (International Organization for Standardization), une huile essentielle 

est un « produit obtenu à partir d’une matière première naturelle d’origine végétale, soit par 

entraînement à la vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniques à partir de l’épicarpe de fruits 

de Citrus (agrumes), soit par distillation, après séparation de l'éventuelle phase aqueuse par des 

procédés physiques » (ISO 9235, 2021). 

Selon la Pharmacopée Européenne, une huile essentielle est un « produit odorant, 

généralement de composition complexe, obtenu à partir d’une matière première végétale 

botaniquement définie, soit par entraînement par la vapeur d’eau, soit par distillation sèche, ou 

par un procédé mécanique approprié sans chauffage. L’huile essentielle est le plus souvent 

séparée de la phase aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de changement 

significatif de sa composition » (Pharmacopée européenne, 2016). 

I.2.2. Localisation des huiles essentielles 

Les huiles essentielles peuvent être stockées et conservées dans différentes structures, 

telles que les poils sécréteurs ou trichomes, les cellules épidermiques, les cellules sécrétrices 

internes, les poches sécrétrices et les canaux excréteurs (Loupy, 2006). 

Les huiles essentielles sont produites naturellement par le végétal et se trouvent dans 

différentes parties telles que les fleurs (comme la rose), les sommités fleuries (comme la 
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lavande), les feuilles (comme la citronnelle), les écorces (comme la cannelle), les racines 

(comme l'iris), les fruits (comme la vanille), les bulbes (comme l'ail), les rhizomes (comme le 

gingembre) ou les graines (comme la muscade). (Serrato-Valenti et al., 1997 ; Parthasarathy et 

al., 2008). 

I.2.3. Caractéristiques et description physique 

     À température ambiante, les huiles essentielles se trouvent généralement dans un état 

liquide, rarement visqueux. Leur caractère volatil explique leur parfum distinctif et leur capacité 

à être transportées par la vapeur d'eau. De manière générale, ces huiles sont moins denses que 

l'eau (densité < 1). De plus, elles réagissent à la lumière polarisée et présentent souvent un 

indice de réfraction élevé, des caractéristiques physiques uniques à chaque huile essentielle. 

Leur couleur varie également, allant du bleu profond pour la tanaisie à un jaune à peine 

perceptible pour la plupart des autres huiles essentielles (Baudoux, 2017).  

I.2.4. Composition chimique 

La composition chimique des huiles essentielles est le produit du métabolisme 

secondaire des plantes, qui est influencé par plusieurs facteurs génétiques et environnementaux 

tels que la température, la lumière, le stade de développement, la période de récolte, la nutrition, 

l’eau et les méthodes d’extraction (Morais, 2009 ; Dhifi et al., 2016). 

Les huiles essentielles se composent principalement de deux groupes de constituants : 

les terpénoïdes, comprenant les mono et sesquiterpènes, et les composés aromatiques dérivés 

du phénylpropane, qui sont moins fréquents (Bruneton, 1999). 

I.2.4.1. Terpènes - terpénoïdes 

Les terpènes, des métabolites secondaires présents dans les plantes, sont caractérisés par 

un squelette carboné composé d’unité d’isoprène (2-méthylbuta-1,3-diène). La formation de 

terpène est initiée par la voie de l’acide mévalonique dans le cytoplasme des cellules végétales. 

Divers processus biochimiques notamment des réarrangements et des oxydations conduisent à 

la synthèse des terpénoïdes. Ces modifications biochimiques donnent des terpénoïdes de 

dérivés oxygénés de terpènes, tels que des acides, des alcools, des cétones, des aldéhydes, des 

esters et des éthers (Lichtfouse, 2013) (Figure I.4). 
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                Figure I.4: Exemples de structures mono- et sesquiterpènes (Selmi et al., 2022). 

A. Monoterpènes 

Les monoterpènes sont des composés naturels constitués de 10 hydrocarbures de 

carbone, dont la majorité sont insaturés. Les dérivés oxygénés de monoterpènes, tels que les 

alcools, les cétones, et les acides carboxyliques sont connus sous le nom de monoterpénoïdes. 

(Bajpai, 2019). 

B. Sesquiterpènes 

             En termes de fréquence dans les huiles essentielles, les sesquiterpènes se classent en 

deuxième position, juste après les monoterpènes qui sont les plus répandus. Les sesquiterpènes 

sont composés de trois unités d'isoprène, ce qui leur confère la formule moléculaire C15H24. Ce 

groupe présente une diversité structurelle (Croteau et al., 2000). Les sesquiterpènes peuvent 

être linéaire, ramifié ou cyclique (Başer et al., 2007).  
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I.2.4.2. Composés aromatiques 

 Les composés aromatiques dérivés du phénylpropane sont moins fréquents que les 

terpènes (Bakkali et al., 2008). Ces composés aromatiques constituent un ensemble important 

car ils sont généralement responsables des caractères organoleptiques des huiles essentielles 

(Kunle et al., 2003) (Figure I.5). 

Figure I.5 : Exemples de structures de composés dérivés du phénylpropane (Selmi et al., 

2022). 

I.2.5. Méthodes d'extraction des huiles essentielles 

I.2.5.1. Expression à froid 

  Cette méthode est utilisée pour extraire les essences volatiles présentes dans les 

enveloppes des agrumes en les déchirant mécaniquement. Elle implique la rupture ou la 

fragmentation des membranes des sacs oléifères présents dans la couche intermédiaire du fruit, 

juste sous l’écorce, afin de collecter leur contenu intact et non altéré. Autre fois, l’extraction 

des essences d’agrumes, notamment celles de Citrus, était réalisée manuellement. Ce n’est que 

dans les premières années du XXe siècle que cette méthode a été mécanisée et industrialisée, 

en réponse à l’augmentation de la demande et dans le but de réduire les couts de production 

tout en améliorant les rendements (Belsito et al., 2007 ; Ferhat et al., 2016) (Figure I.6). 
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Figure I.6: Dispositif de l’expression à froid (Chenni et al., 2017). 

I.2.5.2. Hydrodistillation 

  La méthode d'hydrodistillation (HD) est couramment utilisée pour extraire les huiles 

essentielles, permettant ainsi d'extraire des produits naturels ayant un point d'ébullition élevé et 

insolubles dans l'eau. Le processus comprend l'immersion totale du matériau végétal dans l'eau, 

suivi de son ébullition, généralement réalisée à pression atmosphérique. Ensuite, la vapeur 

formée est condensée à l'aide d'un système de réfrigération à un débit d'eau. Le temps de 

distillation varie en fonction du type de matériau végétal utilisé, les parties ligneuses nécessitant 

des temps de distillation plus longs que les plantes herbacées (Katekar et al., 2022) (Figure I.7). 
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Figure I.7: Principe d’extraction par hydrodistillation (Souiy, 2023). 

I.2.6. Domaines d’utilisation des huiles essentielles 

I.2.6.1. En pharmacologie  

De nombreux chercheurs examinent de près l'utilisation des huiles essentielles en 

pharmacie, en se focalisant notamment sur le potentiel en tant qu'agents anticancéreux, 

antimicrobiens, antiviraux et favorisant la pénétration cutanée (Aziz et al., 2018). 

Les huiles essentielles et leurs éléments actifs peuvent être administrés principalement 

de quatre manières : voie orale, rectale, cutanée ou pulmonaire. Le choix de la méthode 

d'administration dépond de la composition chimique de l’huile essentielle, de l'objet 

thérapeutique et de la sensibilité individuelle du patient concerné (Pisseri et al., 2008), ils sont 

utilisés pour : 

 L'aromathérapie : consiste à utiliser les huiles essentielles à des fines médicales dans 

les soins et les traitements. Elle peut également impliquer l'inhalation des arômes, dont 

les effets bénéfiques se manifestent au niveau du système limbique du cerveau. 
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Le massage aromathérapique, qui implique l'utilisation d'huile essentielle couramment 

pratiqué par les aromathérapistes. En réalité l'aromathérapie constitue une sous-catégorie de la 

phytothérapie (Lee et al., 2012). 

 La phytothérapie : est l’utilisation des plantes médicinales dans des préparations 

galénique ou pharmaceutique (Pandey et al., 2011). 

I.2.6.2. En Cosmétologie 

Depuis longtemps, les huiles essentielles ont été utilisées non seulement dans le domaine 

de la parfumerie, mais aussi dans celui de la beauté en général. Aujourd’hui, en raison de 

l’interdiction par l’union européenne de plus de 13000 produits chimiques dans les 

cosmétiques, et pour répondre à la demande croissante des consommateurs en ingrédients 

naturels, les huiles essentielles ont retrouvé leur place parmi les ingrédients essentiels des 

produits cosmétiques, facilitant ainsi la création de formulations certifiées Bio (Fourmentin et 

al., 2024). 

I.2.6.3. En industries agroalimentaires  

Actuellement, l’utilisation excessive d’additifs antimicrobiens synthétiques dans la 

transformation des aliments suscitent des inquiétudes croissantes quant à leur sécurité, en raison 

de leurs conséquences néfastes, de nombreux additifs alimentaires peuvent présenter une 

toxicité résiduelle (Bonomo et al., 2017). 

Les additifs alimentaires de synthèse sont remplacés par les huiles essentielles qui sont 

utilisés pour la conservation et prolongation de la durée de conservation de divers aliments, 

incluant des fruits et végétaux, produits laitiers, la viande, les poissons et les fruits de mer (Rout 

et al., 2013). 

I.2.6.4. En agriculture 

Une piste explorée consiste à exploiter les plantes sous différentes formes. De nombreux 

exemples illustrent leur utilisation en santé végétale et animal. Par exemple, le traitement des 

semences de maïs ou de riz avec des fongicides formulés à partir d’huile essentielle de 

citronnelle (Cymbopogon citratus), de thym (Thymus vulgaris), ou de basilic (Ocimum 

gratissimum) permet de réduire l’inoculum initial responsable de la pourriture des épis de maïs 

et des tiges au champ (Tagne et al., 2013). 
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I.2.6.5. En médecine  

Les huiles essentielles ont été fréquemment employées dans la médecine traditionnelle 

et populaire pour leurs multiples activités biologiques, incluant des propriétés anti-

inflammatoires, antioxydantes, immunomodulatrices, antimicrobiennes (antivirales, 

antifongiques, antibactériennes), anti-rhumatismales, expectorantes, antitussives et sédatives 

(Brahimi et al., 2016 ; Dhifi et al., 2016). 

Les études in vitro ont révélé que 187 huiles essentielles ont démontré des effets 

anticancéreux sur 112 lignées cellulaires (Osanloo et al., 2022). Les composés tels que les 

terpènes et les phénylpropanoïdes présents dans ces huiles essentielles ont démontré une activité 

antitumorale spécifique contre les lignées cellulaires cancéreuses MCF7, A549 et HT144, 

mettant en lumière leur capacité cytotoxique et thérapeutique dans la lutte contre le cancer 

(Souza et al., 2022). 

Les huiles essentielles agissent contre le cancer grâce à divers mécanismes tels que 

l'immunomodulation, les effets antioxydants et la modulation de la multirésistance aux 

médicaments (Al- Harrasi et al., 2022). 

I.3. Activités biologiques des huiles essentielles 

Des études ont démontré que les huiles essentielles possèdent un large éventail 

d’activités biologiques importantes, notamment antimicrobienne, antifongique, anti-

inflammatoire, antioxydante, antihistaminique, anticholinestérasique, anticancéreuse, anti-

âge…etc. Ces activités les qualifient pour une utilisation dans multiples domaines tels que la 

conservation des aliments, les médicaments, les industries, l’agriculture et bien d’autres encore 

(Nikita et al., 2023). 

I.3.1. Activité antibactérienne 

Les effets antibactériens des huiles essentielles se manifestent de deux manières : soit 

en limitant la croissance bactérienne (bactériostatique), soit en tuant les cellules bactériennes 

(bactéricide) (Tariq et al., 2019). 

Les caractéristiques antibactériennes des huiles essentielles ont été examinées à travers 

divers observations et études chimiques qui les présentent comme des moyens potentiels pour 

résoudre le problème de la résistance microbienne aux médicaments, tels que l’effet 

antimicrobien de deux huiles essentielles de plante traditionnelles, Thymus vulgaris et 
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Eucalyptus globulus contre des isolats de Staphylococcus aureus résistant à la méthiciline 

(SARM) (Tohidpour et al., 2010). 

Les huiles essentielles peuvent agir sur les bactéries de différents mécanismes d’actions. 

Leurs effets physiologiques peuvent se traduire par le ralentissement ou l’inhibition, notamment 

sur : le métabolisme global des bactéries, la formation et la croissance des colonies 

bactériennes, la multiplication des bactéries, la sporulation, la synthèse de toxines et la 

production de biofilms (Chabenat et al., 2021). 

La fonction antibactérienne d’une huile essentielle peut être : 

 Quantitative, correspondant à la polyvalence de l’huile essentielle avec un spectre 

d’activité pouvant être étroit ou large. 

 Qualitative, qui correspondant à l’intensité de son action, soit bactériostatique ou 

bactéricide (Chabenat et al., 2021). 

L’efficacité antibactérienne d’une huile essentielle dépond principalement du type de 

bactérie impliquée. Elle résulte de l’action des composants individuels de l’huile, ainsi que leurs 

interactions. Par exemple, l’association de faibles quantités de paracymène, un composé 

organique aromatique présent naturellement dans certaines plantes, avec du carvacrol, montre 

une efficacité accrue contre Staphylococcus aureus par rapport à l’utilisation isolée du carvacrol 

(Ultee et al., 2002). 

I.3.2. Activité antifongique  

Les infections fongiques, dues à des organismes eucaryotes, posent un défi pour leur 

identification et leur traitement thérapeutique par rapport aux infections bactériennes. La 

composition de la paroi cellulaire des champignons qui est la cible des agents antifongiques 

diffère de celle des cellules humaines en raison de la présence de chitine. Même si les 

traitements chimiques sont souvent efficaces, des souches résistantes peuvent apparaitre. La 

gravité de l’infection dépend de facteurs tels que la charge d’agent infectieux et l’état 

immunitaire de l’hôte. Les extraits végétaux, l’un des produits naturels, peuvent offrir des 

perspectives prometteuses dans l’inhibition des infections fongiques (Yichen et al., 2017 ; 

Kalemba et al., 2003). 

Certaines huiles essentielles présentent une activité antifongique comparable à celle des 

fongicides synthétiques (Zabka et al., 2014). 
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WHILEY et al., (2018), dans leur étude sur les propriétés antifongiques des huiles 

essentielles, ont signalé les huiles de clou de girofle, de thym, d’arbre à thé, d’origan et de 

Citrus comme les huiles les plus efficaces.  

I.3.3. Activité antivirale 

Les huiles essentielles sont connues pour être actives contre certains virus, tandis 

que les mélanges d’huiles essentielles se sont révélés efficaces contre les virus de la grippe et 

de l’herpès simplex de type 1 (Brochot et al., 2017).  Les phénylpropanoïdes et les 

sesquiterpènes présents dans les huiles essentielles contribuent à leur pouvoir antiviral (Astani 

et al., 2011) (Figure I.8). 

  

 

Figure I.8 : Différents mécanismes antiviraux des huiles essentielles (Abou Baker et al., 2021). 
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I.3.4 Activité antioxydante  

 Les propriétés antioxydantes des huiles essentielles occupent une place centrale dans 

divers processus biologiques. Ces pouvoirs sont dus à la capacité inhérente de certains de leurs 

composants, en particulier les phénols, à arrêter ou retarder l’oxydation de la matière organique. 

Certaines huiles essentielles dépourvues de phénols présentent des propriétés antioxydantes, 

cela s’explique par la chimie radicalaire de certains terpénoïdes et d’autres constituants volatils 

(Amorati et al., 2013). 

 Les huiles essentielles sont utilisées en tant qu’agents de conservation alimentaire en 

raison de leurs propriétés antioxydantes, approuvées comme additifs alimentaires. Leur 

utilisation est judicieuse pour réduire, voire remplacer, les conservateurs chimiques ou 

synthétiques (Laib et al., 2011).   
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Ce chapitre décrit le matériel et l’ensemble des méthodes utilisées dans notre étude 

expérimentale étalée sur une période de trois mois allant du mois de février jusqu’au mois de 

mai 2024. 

L’étude consiste à évaluer l’activité antioxydante et l’activité antimicrobienne de l’huile 

essentielle de Citrus aurantiifolia sur douze souches bactériennes. Ce travail a été réalisé sur 

plusieurs étapes : 

- Extraction de l’huile essentielle des pelures de Citrus aurantiifolia au niveau du laboratoire « 

physiologie végétale » de l’université Djilali Bounaama. 

- Caractérisation phytochimique de l’huile essentielle de Citrus aurantiifolia au niveau du 

laboratoire de recherche « valorisation des substances naturelles » de l’université Djilali 

Bounaama.  

 - Etude de l’activité antimicrobienne effectuée dans le laboratoire d’analyses médicales de Dr 

Zibouche à Ain Defla et dans le laboratoire des pathogènes de l’université Djilali Bounaama. 

- Etude de l’activité antioxydante effectuée au niveau du laboratoire des analyse et de 

chromatographe en phase gazeuse de département des sciences et de la technologie de 

l’université Djilali Bounaama.  

II.1. Matériel 

II.1.1. Matériel non biologique  

Le matériel et les produits utilisés dans notre étude sont présentés dans le tableau 1 dans 

l’annexe 01. 

II.1.2. Matériel végétal 

Les fruits de lime, Citrus aurantiifolia ont été récoltés au mois de février 2024 dans une 

ferme dans la région de Boumedfaa, Wilaya Ain Defla (Figure II.1). 



CHAPITRE II :                                                    MATERIEL ET METHODES    

 

19 

 

      

                               Figure II.1 :  Citrus aurantiifolia (Original, 2024) 

II.1.2.1. Présentation de la zone de récolte  

Boumedfaa est une commune de la Wilaya de Ain Defla (FigureII.2).  Elle est située à   

l’intersection de quatre Wilayas : Ain Defla, Medéa, Blida et Tipaza. Elle se situe à 100 Km à 

l’ouest d’Alger, à 60 Km au Nord-Est d’Ain Defla, à 35 km au nord-ouest de Médéa, à 45 km 

à l’ouest de Blida et à 45 km au sud de Tipaza (ONS, 2008).  

                                                                              

Figure II.2 : Carte géographique de la zone de récolte, Boumedfaa en Algérie  

(ONS, 2008), (b) : Boumedfaa à la Wilaya de Ain Defla (DSA, 2014). 
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II.1.3. Matériel microbien 

Les souches utilisées pour l’évaluation de l’activité antimicrobienne de l’huile 

essentielle de Citrus aurantiifolia sont des souches cliniques fournies gracieusement par le 

laboratoire de bactériologie de Dr Zibouche à la wilaya d'Ain Defla et des bactéries de référence 

ATCC obtenues auprès du laboratoire de microbiologie du Centre de Recherche et de 

Développement de SAIDAL (Alger) du complexe antibiotical SAIDAL de Médéa et de 

l’institut Pasteur (Tableau II.1). 

 

Tableau II.1: Souches bactériennes utilisées pour l’évaluation de l’activité antibactérienne 

 Souches cliniques 

 

Souches ATCC 

Souche  Code 

G
ra

m
 

p
o
si

ti
f 

Enterococcus feacalis Enterococcus feacalis 2035 

Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus 25923 

Bacillus subtilis Bacillus subtilis 9372 

G
ra

m
 

n
ég

a
ti

f 

Escherichia coli        Escherichia coli  25922 

Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa 27853 

Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae 4352 

             ATCC: American Type Culture Collection 
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II.2. Méthodes 

Les différentes étapes de notre étude sont résumées dans le plan ci-dessous :

 

Figure II.3 : Schéma représentatif des différentes étapes de l’expérimentation 

II.2.1. Extraction de l’huile essentielle 

Les fruits nouvellement récoltés sont soigneusement nettoyés, puis épluchés 

manuellement pour obtenir les pelures. 

L’extraction par hydrodistillation a été réalisée en utilisant un dispositif de type 

Clevenger pendant 4h selon le mode d’extraction suivant : 

- Une quantité de 500 grammes des pelures de Citrus aurantiifolia sont placées en contact direct 

avec 1000 ml d’eau distillée dans un ballon de 2 L. 

- Le ballon a été positionné sur un chauffe-ballon et la température a été réglée à 100°C.  

- Les vapeurs produites sont condensées sur la surface froide du réfrigérant. 

- Les extraits de distillation sont récupérés dans une ampoule à décanter en verre et au même 

temps la phase aqueuse est séparée de la phase huileuse par décantation (Figure II.4). 
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  Figure II.4 : Dispositif d’hydrodistillation Clevenger (Original, 2024). 

II.2.2. Conservation de l’huile essentielle  

L’huile essentielle extraite est stockée dans un flacon en verre opaque hermétiquement 

fermé, et conservé au réfrigérateur à une température de +4°C. Cela permet de la protéger de 

l’air, de la lumière et des variations de température (Figure II.5). 

 

                           Figure II.5 : Conservation de l’huile essentielle (Original, 2024) 
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II.2.3. Teneur en eau  

La détermination de la teneur en eau a été réalisée par séchage de trois échantillons de 

10g des pelures de Citrus aurantiifolia à l’étuve à 60°C pendant 48 à 60 heures. Les échantillons 

ont été pesés, à des intervalles de temps réguliers, jusqu'à l’obtention de poids constants 

(Ghanmi et al., 2010).  

La teneur en eau est évaluée selon la formule suivante : 

                                                       𝐓𝐄% =
 𝐦𝐟 − 𝐦𝐬

 𝐦𝐟 
× 𝟏𝟎𝟎 

Avec : 

mf : Masse des pelures utilisées à l’état frai en gramme  

ms : Masse des pelures à l’état sec en gramme 

TE% : Teneur en eau en pourcentage 

II.2.4. Détermination du rendement en huile essentielle 

Selon la norme AFNOR, (1986), Le rendement en huile essentielle (RHE) est défini 

comme étant le rapport entre la masse d’huile essentielle obtenue après l’extraction (M´) et la 

masse de la matière végétale utilisée (M). Il est donné par la relation suivante : 

                                                      

RHE = (M´/M) ×100 

Avec : 

RHE : Rendement en huile essentielle en pourcentage 

M´ : Masse de l’huile essentielle recueillie en gramme 

M : Masse des pelures utilisées en gramme 
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II.2.5. Analyse de l’huile essentielle 

II.2.5.1. Détermination des propriétés organoleptiques  

Les différentes caractéristiques organoleptiques (aspect, couleur, odeur) de l’huile 

essentielle de Citrus aurantiifolia ont été déterminées. 

II.2.5.2. Potentiel d’Hydrogène pH 

Pour cette mesure, quelques gouttes de l’huile essentielle de Citrus aurantifolia ont été 

introduites sur papier pH. Après le changement de couleur, la couleur du papier est comparée 

avec une gamme de couleurs qui varient selon le pH. 

II.2.5.3. Densité relative 

 Selon ISO 279, (1981), La densité relative à 20°C d’une huile essentielle est le rapport 

de la masse d’un certain volume d’huile essentielle à 20°C à la masse d’un volume égal d’eau 

distillée à 20°C. La formule est la suivante : 

D20/20 = m2- m0 /m1-m0 

Avec : 

m0 : Masse du pycnomètre vide (en gramme) 

m1 : Masse du pycnomètre rempli d’eau distillée (en gramme) 

m2 : Masse du pycnomètre rempli d’huile essentielle (en gramme)  

a. Mode opératoire 

Pour déterminer la densité relative en suivant la méthode pycnométrique de référence 

ISO 279, (1981), Tout d’abord, le pycnomètre vide est pesé. Ensuite, il est successivement 

rempli avec des volumes égaux (1 ml) d’huile essentielle et d’eau distillée, puis pesé à nouveau 

(Figure II.6). 
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Figure II.6 : Pycnomètre (Original, 2024). 

II.2.5.4. Analyse chromatographique de l’huile essentielle 

Cette étape a été réalisée pour la détermination de la composition chimique de l’huile 

essentielle de Citrus aurantiifolia. L’analyse a été effectuée par couplage CG-MS qui est une 

technique de séparation chromatographique et d’identification qui résulte de l’alliance entre la 

chromatographie phase gazeuse (CG) et la spectrophotométrie de masse (MS) (Alili et al., 

2022) (Figure II.7). 

Le couplage de la chromatographie en phase gazeuse à la spectrophotométrie de masse 

est une technique analytique puissante qui possède plusieurs atouts : la chromatographie en 

phase gazeuse permet de séparer les composants d’un mélange, tandis que la 

spectrophotométrie de masse fournit le spectre de masse de chacun des constituants en facilitant 

souvent leur identification (Aissaoui et al., 2018). 

Les constituants de l’huile essentielle sont identifiés en comparant les spectres de masse 

de chaque pic séparé par CG à ceux disponibles sur une bibliothèque de standards. Les indices 

de rétention calculés pour chaque composé sont comparés aux indices cités dans la littérature 

(Adams, 2001). 
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 L’analyse a été menée selon les conditions opératoires suivantes : 

Tableau II.2: Conditions opératoires de la CG-MS 

Injecteur AOC-20i Colonne GC-2010 Détecteur de masse 

-Température : 250°C 

-Mode d’injection : 

Splitless 

- Débit de GV : 1 ml/ 

min 

-Température de four : 

40°C Pendant 1 min, 

6°C/ min jusqu’à 

250°C isotherme 

pendant 3min 

- Durée d’analyse : 35 

min 

- Gaz vecteur : Hélium 

- Mode d’analyse Q3 Scan (45 à 400) 

- Solvant utilisé : méthanol  

- Délai du solvant : 3 min  

- Température de l’interface : 250 °C 

- Température de la source : 200°C 

-Type d’ionisation : impact 

électronique 

- Intensité de filament : 

+0.20 KV 

 

    

 

Figure II. 7 : Appareil de chromatographie en phase gazeuse couplé à la spectrophotométrie 

de masse (Original, 2024). 
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II.2.6. Etude de l’activité antimicrobienne  

  Pour évaluer l’activité antimicrobienne des deux phases, de l’huile essentielle de Citrus 

aurantiifolia, nous avons utilisé la méthode d’aromatogramme pour la phase liquide et la 

méthode en phase vapeur (micro- atmosphère) pour la phase gazeuse (Bouchenak et al., 2020). 

II.2.6.1. Préparation des souches et ajustement de la charge bactérienne 

Les espèces bactériennes à tester ont été ensemencées sur des boites de Pétri contenant 

le milieu GN (gélose nutritif) puis incubées à 37°C pendant 24 heures au maximum.  

A partir de ces boites, 2 à 3 colonies bien isolées et parfaitement identiques sont 

prélevées à l’aide d’une pipette Pasteur et mises dans 5 ml d’eau physiologique. La suspension 

bactérienne est homogénéisée au vortex. L’inoculum est ensuite ajusté avec un 

spectrophotomètre à 0.5 Mc Farland (10^8 UFC.ml) par lecture de densité optique à une 

longueur d’onde de 625nm (Chebaibi et al., 2015). 

II.2.6.2. Antibiogramme 

Ce test a été effectué afin d’analyser l’antibiogramme des souches utilisées et le 

comparer avec l’effet de l’huile essentielle de Citrus aurantiifolia.  

La technique employée était celle de la diffusion sur gélose, en utilisant le milieu de 

culture Mueller Hinton Agar. Après l’introduction de chaque culture bactérienne par 

ensemencement en stries sur la surface de la gélose, des disques d’antibiotique ont été déposés. 

Puis les boites ont été placées à l’incubateur à 37°C pendant 24 heures. Après la période 

d’incubation, les diamètres des zones d’inhibition autour de chaque disque contenant 

l’antibiotique sont mesurés (Bouaoun et al., 2007). 
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Tableau II.3 : Antibiotiques testés et leurs diamètres critiques (CASFM, 2011). 

Souche   Antibiotique Signes  Charge de 

disque (µg) 

              Diamètre critique (mm) 

S (≥)       I R (˂) 

E
sc

h
er

ic
h
ia

 c
o
li

 

Gentamicine GMN 10 18 16-17 16 

Ertapénène ETP 10 28 26-27 26 

Amikacine AKN 30 17 15-16 15 

Nitrofurantine FTN 300 15       - 15 

Ciprofloxacine CIP 5 25 22-24 22 

Cefazoline CZN 30 18 12-17 12 

Amoxicilline+  

Ac. calvulanique 

AMC 30 23 16-22 16 

Amoxicilline AX 25 23 16-22 16 

Cefoxitine FOX 30 22 15-21 15 

Kanamycine K 30 17 15-16 15 

Nétililmicine NET 30 21 19-2 21 

Ticarcilline TIC 75 24 22-23 22 

Pénicilline G P 10 29 18-28 18 

Fosfomycine FF 50 14 - 14 

Céfotaxime CT 10 26 23-25 23 

S
ta

p
h
yl

o
co

cc
u
s 

a
u
re

u
s 

Amikacine AKN 30 17 15-16 15 

Gentamicine GMN 10 18 16-17 16 

Pénicilline P 10 29 18-28 18 

Vancamycine VAN 30 17 - - 

Kanamycine K 30 17 15-16 15 

Ticarcilline TIC 75 24 22-23 22 

Nétilmicine NET 30 21 19-20 19 

Céfoxitine FOX 30 22 15-21 15 

Fosfomycine FF 50 14 - 14 

Céfotaxime CT 10 26 23-25 23 

Ticarcilline+ 

acide 

clavulanique 

TCC 75/10 24 22-23  22 
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E
n
te

ro
co

cc
u
s 

fe
a

ca
li

s 

Nitrofurantine FTN 300 15 - 15 

Rifampicine RIF 5 19 14-18 14 

Erythromycine E 15 22 17-21 17 

Lévofloxicine LVX 5 20 17-19 17 

Fosfomycine FOS 200 14 - 14 

Ticarcilline TIC 75 24 22-23 22 

Nétilmicine NET 30 21 19-20 19 

Céfoxitine FOX 30 22 15-21 15 

Imipénème IMP 10 24 17-23 17 

Céfotaxime CT 10 26 23-25 23 

Fosfomycine FF 50 14 - 14 

P
se

u
d
o
m

o
n
a
s 

a
er

u
g
in

o
sa

 

Ticarcilline TIC 75 24 22-23 22 

Ticarcilline+ 

Ac.clavulanique 

TCC 75 24 22-23 22 

Piperacilline G P 10 29 18-28 18 

Céfoxitine FOX 30 22 15-21 15 

Kanamycine K 30 17 15-16 15 

Nétilmicine NET 30 21 19-20 19 

Céfotaxime CT 10 26 23-25 23 

B
a
ci

ll
u
s 

su
b
ti

li
s 

Kanamycine K 10 29 18-28 18 

Céfotaxime CT 10 22 15-21 15 

Pénicilline G P 10 29 18-28 18 

Ticarcilline+ Ac 

clavulanique  

TCC 75/10 24 22-23 22 

K
le

b
si

el
la

 

p
n
eu

m
o
n
ia

e 

Imipénème IMP 10 24 17-23 17 

Fosfomycine FF 50 14 - 14 

Pénicilline G P 10 29 18-28 18 

Céfoxitine FOX 30 22 15-21 15 

Céfotaxime CT 10 26 23-25 23 
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II.2.6.3. Méthode d’aromatogramme 

  L’évaluation de l’activité antimicrobienne se fait par la méthode d’aromatogramme, qui 

permet de déterminer la sensibilité des différentes espèces bactériennes à une huile essentielle 

donnée. Cette technique consiste à utiliser des boites de Pétri contenant un milieu gélosé 

approprié déjà solidifié et inoculé avec la souche microbienne à tester. Des disques absorbants 

stériles de 6mm de diamètre, préalablement imprégnés d’une quantité définie d’huile essentielle 

(10 µl), sont ensuite placés à la surface de la gélose.  

En fonction de la zone d’inhibition, les microorganismes sont généralement classés 

comme sensibles, intermédiaires ou résistants (Wilkinson, 2006). 

La méthode repose sur l’inhibition de la croissance des microorganismes dans la boite 

de Pétri après un laps des temps spécifique de contact entre le produit et le microorganisme 

cible (Himed et al.,2016) (Figure II.8).  

 

 

              Figure II.8: Illustration de la méthode de l’aromatogramme (Tyagi et al., 2011).   
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Mode opératoire 

Dans des conditions aseptiques, A partir d’une culture pure de 24 heures cultivée sur 

gélose nutritif, des suspensions contenant une concentration équivalente à 0.5 de l’unité Mc 

Farland (10^8 UFC/ml) de chacune des souches bactériennes à tester ont été préparées (Bachiri 

et al., 2017). 

Une quantité de 20 ml du milieu gélose Mueller- Hinton est versée dans chacun des 

boites de Pétri et laissée se solidifier. Après la solidification du milieu de culture, En utilisant 

un écouvillon stérile, des stries parallèles serrées ont été réalisées à la surface de la boite de 

pétri. Cette opération a été répétée trois fois en tournant la boite de 60° à chaque répétition. Ces 

stries ont été obtenues en introduisant l’écouvillon dans la suspension bactérienne et en 

l’essorant contre la paroi interne du tube.   

A l’aide d’une pince stérile, un disque en papier de 6 mm est déposé sur l’agar, 

précédemment inoculé avec la souche choisie. Le disque avait déjà été imbibé par l’huile 

essentielle étudiée (10 µl). Ensuite, chaque boite a été fermée et incubée dans l’étuve à une 

température de 37°C pendant 24 à 48 heures (Benouaklil et al., 2020),  

L’activité antimicrobienne se traduit par la présence d’un halo d’inhibition autour du 

disque. La mesure du diamètre de ce halo fournit une indication qualitative de l’efficacité de 

l’inhibition selon la règle suivante :« plus le diamètre d’inhibition est grand, plus l’activité 

antimicrobienne de l’échantillon testé est significative » (Fontanay et al., 2020). 

Les résultats sont exprimés par le diamètre de la zone d’inhibition (DZI) mesuré à l’aide 

d’un pied à coulisse et peuvent être symbolisés par des signes d’après la sensibilité des souches 

vis-à-vis de l’huile essentielle : 

 Non sensible (-) ou résistante : diamètre < 8 mm 

 Sensible (+) : diamètre compris entre 9 et 14 mm 

 Très sensible (++) : diamètre compris entre 15 et 19 mm 

 Extrêment sensible (+++) : diamètre >20 mm (Ouelhadj et al., 2019). 
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                               Figure II.9 : Aromatogramme (Original, 2024) 
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II.2.6.4. Méthode de micro- atmosphère 

Contrairement à la première technique d'aromatogramme qui est basée sur le contact 

direct de l’huile essentielle dans sa globalité avec les cultures bactériennes étudiées, la méthode 

de micro-atmosphère repose sur l'évaluation de l'activité inhibitrice de la fraction volatile de 

cette huile, à une température d'incubation donnée, sur la croissance bactérienne (Laghchimi et 

al., 2014) (Figure II.10).                                   

Une quantité de 20 ml d'Agar Muller Hinton est versée dans des boîtes de Pétri, puis la 

suspension bactérienne à tester est étalée en surface après solidification du milieu par des stries 

parallèles serrées. Un disque stérile de papier filtre (6 mm) imbibé de 10 µl d'huile essentielle 

de pelure de Citrus aurantiifolia est placé au centre du couvercle de chaque boîte. Les boîtes 

sont ensuite scellées avec du parafilm, avec les dépôts positionnés de manière inversée sur le 

couvercle. Elles sont incubées à 37 °C pendant 24 heures dans une étuve, permettant aux 

composés volatils d'atteindre les souches bactériennes (Bouguerra et al., 2014). 

Le test de micro-atmosphère a été répété avec un disque de papier de 12 mm imprégné 

par 50 µl de l’huile essentielle étudiée (Adjovi et al., 2022). 

 

 

            Figure II.10 : Illustration de la méthode de micro-atmosphère (Tyagi et al., 2011). 
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Figure II.11 : Micro-atmosphère (Original, 2024) 
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II.2.7. Etude de l’activité antioxydante 

II.2.7.1. Test de DPPH 

a. Principe 

 La méthode de la mesure du pouvoir antioxydant par DPPH repose sur la capacité d’un 

composé à réduire le radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picarylhydrazyl). La réduction se 

traduit par le changement de couleur de la solution du violet foncée au jaune. La réaction est 

alors quantifiée en mesurant l’absorbance de la solution par la spectrophotométrie à 517 nm 

(Merouane et al., 2014) (Figure II.12). 

 

Figure II.12 : Structure du 1,1-diphényl-2-picrylhidrazyle de sa forme réduite, la 1,1-

diphényl-2-picrylhydrazine (Molyneux, 2004) 

b. Mode opératoire 

             La méthode utilisée pour l’évaluation de pouvoir antioxydante de l’huile essentielle 

de Citrus aurantifolia est celle décrite par SHARMA et al., (2013) avec quelques 

modifications. 

      Une solution de 0.004% (0.004g/100 ml) de DPPH dilué dans l’éthanol a été 

préparée et utilisée juste après sa préparation. 

      Un volume de 500 µl de notre huile essentielle est dissout dans 1 ml d’éthanol 

(CH3OH), à partir de ce mélange sept tubes de différentes concentrations (10 µg /ml, 20 

µg/ml, 30 µg/ml, 40 µg/ml, 50 µg/ml, 100 µg/ml, 125 µg/ml) ont été préparés, puis 1 ml 

d’éthanol et 1ml de solution éthanolique de DPPH (0,004 g/ 100ml) ont été ajoutés dans 

chaque concentration des solutions à l’huile essentielle. Le contrôle négatif (banc) est 

ensuite préparé en mélangeant 1 ml de l’éthanol avec 1 ml de solution éthanolique de DPPH. 
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 Après 30 minutes d’incubation à l’obscurité, l’absorbance est mesurée à 517 nm à l’aide 

d’un spectrophotomètre. 

 Le contrôle positif est présenté par l’acide ascorbique (antioxydant standard) et le BHT 

dont l’absorbance a été mesuré dans les même conditions.    

 Le pourcentage d’inhibition du DPPH (%) est calculé par la formule suivante (Khoudali 

et al.,2014) : 

PI%= (A blanc – A échantillon) / A blanc 

Avec : 

A blanc : Absorbance du blanc 

A échantillon : Absorbance de l’échantillon 

 

 

Figure II.13 : Test de DPPH (Original, 2024). 
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A- Détermination de la concentration efficace à 50% (CE50) 

 La CE50 est la concentration correspondante à l’inhibition de 50% des radicaux de DPPH 

(DIOP et al., 2021). Ce paramètre est déterminé graphiquement par la régression linéaire 

(Bougandoura et al., 2013).   

II.2.7.2. Test de FRAP 

a. Principe 

Le pouvoir réducteur est basé sur la capacité d’un composé à réduire le Fer ferrique 

(Fe3+) présent dans le complexe K3Fe (CN)6 en Fer ferreux (Fe2+). Le Fer ferrique initialement 

jaune, se réduit et devient bleu ou vert en présence d’un atome d’électron. Le changement de 

couleur de jaune à bleu ou vert est proportionnel à l’activité antioxydante (Habibou et al., 2019). 

 

                                   Fe3+ +e-        Fe2+ 

 

b. Mode opératoire 

Le pouvoir réducteur du Fer (Fer3+) de l’huile essentielle de Citrus aurantifolia est 

déterminé selon la méthode décrite par OYAIZU, (1986) : 

Un volume de 1 ml de chacune des solutions éthanoliques d’huile essentielle de Citrus 

aurantifolia préparées précédemment à différentes concentrations (10 µg /ml, 20 µg/ml, 30 

µg/ml, 40 µg/ml, 50 µg/ml, 100 µg/ml, 125 µg/ml) est mélangé avec 2.5 ml d’une solution 

tampon phosphate 0.2 M (pH=6.6) et 2.5 ml d’une solution de ferricyanure de potassium K3 Fe 

(CN)6 à 1%. L’ensemble est incubé à 50°C pendant 20 min, ensuite 2.5 ml d’acide 

trichloracétique à 10% sont ajoutés. Les tubes sont centrifugés à 3000 rpm pendant 10 min. 

Puis, 2.5 ml de surnageant est mélangé avec 2.5 ml d’eau distillée et 0.5 ml d'une solution Fe 

Cl3 à 0.1%. La mesure de l’absorbance a été réalisée à 700 nm, le blanc est semblablement 

préparé, en remplaçant l’échantillon d’huile essentielle par l’eau distillée.  

Le contrôle positif est présenté par l’acide ascorbique (antioxydant standard) et le BHT 

dont l’absorbance a été mesuré dans les même conditions.    
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III.1. Etude analytique  

III.1.1. Teneur en eau 

 Les pelures de Citrus aurantifolia ont présenté une teneur en eau moyenne de 81,13% 

± 0.68 (annexe 2), ceci signifie que la teneur en matière sèche représente 1/4 seulement du poids 

total des pelures.  Ces résultats sont présentés sur la figure III.1. 

 

Figure III.1: Teneur en eau et en matière sèche de Citrus aurantifolia 

III.1.2. Rendement en huile essentielle 

 Le rendement moyenne en huile essentielle étudiée obtenue par hydrodistillation est 

calculé à partir de la matière sèche des pelures de Citrus aurantifolia. Ce rendement est en 

moyenne de 2,74% ± 0,39 (annexe 03).  

Comparant avec d’autres travaux, notre rendement a été légèrement plus important par 

rapport à celui obtenu par OUSSOU et al., (2017) au Côte d’Ivoire et par JANTAN et al., (1996) 

au Malaisie qui ont fait une étude sur l’huile essentielle des zestes de Citrus aurantifolia extraite 

par la méthode d’hydrodistillation, où le rendement était de 1.5%.   

Teneur en eau

81,13%

Matière sèche

18.87%
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Une autre étude de AKONO-NTONGA et al., (2016) sur l’huile essentielle des 

péricarpes de Citrus aurantifolia du sud de Cameroun extraite par hydrodistillation a dévoilé 

un rendement de 0.32%. Ce rendement est très inférieur au notre résultat.  

Notre résultat est proche de celui obtenu par LEMES et al., (2018) au Brazil, qui ont 

travaillé sur l’huile essentielle des écorces de Citrus aurantifolia extraite par hydrodistillation, 

et dont le rendement était de 3%.  

 Ces différences sont dû à plusieurs facteurs, dont l’interaction de la plante avec 

l’environnement (climat, sols…etc), la période de récolte, les pratiques culturelles et l’âge du 

matériel végétal (Sammama et al., 2021). 

III.1.3. Caractères organoleptiques de l’huile essentielle 

L’huile essentielle de Citrus aurantifolia obtenue par hydrodistillation par un appareil 

de type Clevenger, est d’un aspect liquide, de couleur jaune très pâle avec une odeur forte, 

aromatique, fraiche et citronnée (Figure III.2).  

 

Figure III.2: Huile essentielle de Citrus aurantifolia (Originale, 2024). 

Tous les caractères organoleptiques (aspect, couleur, odeur) sont résumés dans le 

tableau suivant : 
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Tableau III.1: Caractéristiques organoleptiques de l’huile essentielle de Citrus aurantifolia   

 Aspect Couleur Odeur 

Huile essentielle de 

notre étude 

Liquide, mobile  Jaune très pâle 

 

Forte, aromatique, fraiche, 

Citronnée 

   Norme AFNOR Liquide, mobile  Jaune pâle a 

jaune verdâtre  

Fraiche caractéristique de 

lime, agréable et persistante 

 

D’après les résultats présentés dans le tableau III.1, l’aspect, le couleur et l’odeur de 

l’huile essentielle étudiée sont conforme aux normes AFNOR, (2005). 

Ces caractéristiques sont plus ou moins en accord avec celles rapportées par plusieurs 

auteurs : 

Selon PUSPITA et al., (2020), l’huile essentielle des zestes de Citrus aurantifolia 

Indonésien obtenu par hydrodistillation est caractérisée par une odeur aromatique et fraîche 

avec une couleur jaune pâle. 

Les travaux effectués par GAMARA et al., (2006) au Brésil sur l’huile essentielle de la 

même partie et par la même méthode, ont dévoilé une huile cristalline, de couleur jaune et 

d’odeur fraiche et piquante.  

III.1.4. Détermination du pH 

 Le potentiel d’Hydrogène de l’huile essentielle étudiée est de 5.5.  

D’après le résultat, nous déduisons que le pH de l’huile essentielle des pelures de Citrus 

aurantifolia est acide (PH< 7). 

Ce résultat concorde avec celui obtenu par OUSSOU et al., (2017) sur l’huile essentielle 

des zestes Citrus aurantifolia obtenue par la méthode d’hydrodistillation au Code d’Ivoire 

(pH=5.5).   
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III.1.5. Densité relative 

La densité relative de notre huile essentielle est de 0.7953 (Figure III.3) (annexe 4). 

                         

Figure III.3 : Pycnomètre rempli d’huile essentielle de Citrus aurantifolia (Originale, 

2024). 

Selon ISO 3519, (1997), notre résultat est légèrement inférieur au seuil minimal de 

l’intervalle estimé de 0.856. Cette différence peut être expliquée par la maturité des fruits de 

Citrus aurantifolia étudiés et les conditions climatiques. 

III.2. Composition chimique  

 La composition chimique de l’huile essentielle de Citrus aurantifolia a été déterminée 

en utilisant la CG/MS. Les pourcentages (%) et les indices de rétention (IR) des composants de 

l’huile identifiée sont présentés dans le tableau III.2 et la figure III.5. 
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Tableau III.2: Composition chimique de l’huile essentielle de Citrus aurantifolia  

N° Composé Formule 

chimique 

Classe chimique Huile essentielle de 

Citrus aurantifolia 

TR (min) (%) 

1 Limonène  C10H16 Hydrocarbure 

monoterpènique 

10.338 33.26 

2 β-pinène C10H16 Hydrocarbure 

monotepénique 

8.487 12.27 

3 γ-terpinène C10H16 Hydrocarbure 

monoterpénique 

10.823 8.44 

4 α-pinène  C10H16 Hydrocarbure 

monoterpénique 

7.263 4.36 

5 β-myrcène C10H16 Hydrocarbure 

monoterpénique  

8.704 4.20 

6 α-Bisabolène C15H24    Hydrocarbure 

sesquiterpénique 

21.473 2.87 

       

L’analyse chromatographique de l’huile essentielle de Citrus aurantifolia a révélé la 

présence de 100 composés avec un taux de reconnaissance de 100%. Ces composés ont été 

divisés en cinq classes : hydrocarbures monoterpéniques, monoterpènes oxygénés (alcools, 

aldéhydes, esters, phénols et cétones), hydrocarbures sesquiterpéniques, sesquiterpènes 

oxygénés (alcools, aldéhydes, esters, cétones) et d’autres composés. 

Comme le montre le tableau précédent, les constituants majoritaires de l’huile 

essentielle des pelures de Citrus aurantifolia sont : le limonène (32.26%), le β-pinène (12.27%), 

le γ-terpinène (8.44%), le α-pinène (4.36%), le β-myrcène (4.20%), le α-Bisabolène (2.87%), 

le β-citronellol (2.60%), le Nérol (2.36%), le Citral (2.35%) et le α -bergamotène (2.02%).  

Cette huile est caractérisée par un pourcentage très élevé d’hydrocarbures 

monoterpéniques qui représente la classe prédominante avec un pourcentage de 66.05% suivi 
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par les monoterpènes oxygénés (19.38%). Par ailleurs, les hydrocarbures sesquiterpéniques ne 

représentent que 10.23%. 

Selon VENKATESHWARLU et al., (2000), l’huile essentielle de Citrus aurantifolia 

récoltée de l’Inde obtenue par hydrodistillation se compose principalement d’hydrocarbures 

monoterpéniques (57.5%). Elle contient environ 16.9% d’alcool et 8.2% d’aldéhydes. Le 

composant le plus abondant était le limonène (33%) suivi par le β-pinène (13.5%) et le ɤ-

terpinène (7.9%). 

D’après les travaux de SAPADRO et al., (2012) en Italie, l’huile essentielle de Citrus 

aurantifolia extraite par hydrodistillation est un mélange complexe d’hydrocarbures 

monoterpéniques, d’hydrocarbures sesquiterpéniques, des monoterpènes oxygénés, de 

sesquiterpènes oxygénés, d’aldéhydes monoterpéniques, d’alcools monoterpéniques, de 

cétones monoterpéniques, d’esters monoterpéniques, d’alcools sesquiterpéniques et 

d’aldéhydes alphatiques avec une prédominance des hydrocarbures monoterpéniques (89.3%). 

D’autre part, l’huile essentielle des zestes Citrus aurantifolia obtenue par la méthode 

d’hydrodistillation au Côde d’ivoire analysée par OUSSOU et al., (2017) se compose 

principalement de monoterpènes hydrocarburés (90,06%). Elle contient environ 8,34% de 

monoterpènes oxygénés, 0.35% de sesquiterpènes oxygénés et 0,22% des hydrocarbures 

sesquiterpénique. Les principaux constituants de l’huile étaient le limonène (79.5%), le cis-

hydrate de sabinène (8.5%) et le α-terpinéol (5.1%).  

 Beaucoup de travaux ont révélé la prédominance de limonène. Selon GHISHOLM et 

al., (2003), l’huile essentielle de Citrus aurantifolia isolée du sud de Floride (USA) se compose 

principalement de limonène (32.6%), d’α-terpineol (12.5%) et de β-pinène (6.3%). Tandis que, 

PERMADI et al., (2024) ont trouvé que la composition de l’huile essentielle de Citrus 

aurantifolia indonésien obtenue par hydrodistillation est représentée principalement par le 

limonène dont le taux est de 29.69%, suivi par le béta-pinène à 26.31% et le Citral à 9.94%.  

 D’après HAZRULRIZAWATI et al., (2020), les trois constituants principaux de l’huile 

essentielle de Citrus aurantifolia en Malaisie extraite par la méthode d’hydrodistillation sont : 

le limonène (19.58%) suivi de β-pinnène (17.12%) et de géraniol (13.23%). 
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III.2. Activité antibactérienne 

III.2.1. Antibiogramme 

Les souches bactériennes utilisées dans notre étude expérimentale ont été soumises à un 

test d’antibiogramme afin de déterminer leurs sensibilités et leurs résistances à différents 

antibiotiques, comme le montre la figure (III.5) et le tableau (III.3) et l’annexe 05 : 

 

Figure III.5 : Résultats d’antibiogramme (Originale, 2024). 

Souches bactériennes : (a) : Escherichia coli (souche clinique)  ; (b) : Escherichia coli (ATCC 25922) ; (c) : 

Enterococcus feacalis (souche clinique); (d) : Enterococcus faecalis (ATCC 2035) ; (e) : Staphylococcus aureus 

(souche clinique) ; (f) : Staphylococcus aureus (ATCC 25923) ; (g) : Pseudomonas aeruginosa (souche clinique) 

;(h) : Psedomonas aeruginosa (ATCC 27853) ; (i) : Bacillus subtilis (souche clinique) ; (j) : Bacillus subtilis 

(ATCC 9372) ; Klebsiella pneumoniae  (souche clinique) ; Klebsiella pneumoniae (ATCC 4352). 
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Le guide utilisé pour déterminer la sensibilité ou la résistance des bactéries aux 

antibiotiques, est celui de la Société Française de la Microbiologie qui a grâce au comité de 

l’antibiogramme (CA-SFM), définit les valeurs critiques permettant de classer les antibiotiques 

en différentes catégories chimiques en 2011.  

Tableau III.3: Sensibilité des souches bactériennes testées aux antibiotiques  

 Souches ATCC Antibiotique Sensibilité 
Souches 

cliniques 
Antibiotique Sensibilité 

B
ac

té
ri

es
 à

 G
ra

m
+

 

Enterococcus 
faecalis (ATCC 

2035) 

TIC R 

Enterococcus 

faecalis  

TIC R 

K  S  
K S 

FOX  I  

FOX  R NET  S 

NET  S  FOS  S 

FF R FTN S 

CT R RIF S 

IMP S E S 

CX I LVX S 

Staphylococcus 
aureus (ATCC 

25923) 

TIC R 

Staphylococcus 

aureus  

TIC R 

K  S  K  S  

FOX  S  FOX  I 

NET  S  NET  S 

TCC  R P I 

CT R 
GMN S 

AKN S 

FF S VAN S 

Bacillus subtilis 
(ATCC 9372) 

TCC  R 

Bacillus subtilis  

TCC R 

CT R CT R 

P  R P R 

K I K R 

B
ac

té
ri

es
 à

 G
ra

m
- 

Escherichia coli 

(ATCC 25922) 

TIC R 

Escherichia coli  

TIC R 

FOX I FOX S 

K S K S 

NET S NET S 

CT R FTN S 

P R 

GMN S 

AKN S 

ETP S 

CIP S 

CZN S 

AMC S 

FF S AX S 

Klebsiella 

pneumoniae 
(ATCC 4352) 

CT R 

Klebsiella 

pneumoniae  

CT R 

P R P R 

FF R FF R 

IMP R IMP I 

CX I CX I 

Pseudomonas 

aeruginosa 

(ATCC 27853) 

TIC R 
 

Pseudomonas 

aeruginosa  

TIC R 

TCC R FOX R 

P R K R 

CT R NET S 



CHAPITRE III :                                                            RESULTATS ET DISCUSSION    

 

46 

 

R : résistant ; I : intermédiaire ; S : sensible ; TIC :Ticarcilline ; K : Kanamycine ; FOX :Céfoxitine 

;TCC :Ticarcilline+ Acide clavulanique; NET : Nétilmicine; CT : Céfotaxime; FF :Fosfomycine; P :Pénicilline; 

AKN : Amikacine; IMP : Imipénème; CX : Céfoxitine ; FOS : Fosfomycine; FTN : Nitrofurantine ; RIF: 

Rifampicine ; E : Erythromycine; LVX : Lévofloxicine ;GMN : Gentamicine ; VAN :Vancamycine; ETP : 

Ertapénème; CIP :Ciprofloxacine; CZN : Céfazoline; AMC : Amoxicilline+ Acide calvulanique ; 

AX :Amoxicilline.  

Les résultats obtenus montrent que la plupart des souches présentent des zones 

d’inhibitions très importantes suite à l’effet de la plupart des antibiotiques, avec des diamètres 

variants entre 20 mm et 35 mm. 

Les antibiotiques qui ont donnés les zones d’inhibition les plus grandes sont les 

suivants : Ertapénème (ETP) et Ciprofloxacine (CIP) contre Escherichia coli clinique (35 mm, 

31mm respectivement), Amikacine contre Staphylococcus aureus clinique (32 mm). Par 

ailleurs, l’antibiotique de Ticarcilline (TIC) exerce un effet presque nul contre toutes les 

souches bactériennes testées.  

Nous constatons d’après les résultats du tableau III.3 que les bactéries à Gram positif 

testées ont présentées une sensibilité plus importante que les bactéries à Gram négatif.  Ceci est 

due à la membrane externe de la paroi cellulaire des bactéries à Gram négatif qui semble agir 

comme une barrière contre de nombreuses substances, notamment les antibiotiques (Akthar et 

al., 2014). 

Selon SYLVIE, (2009), l’apparition et la diffusion de la résistance aux antibiotiques 

résultent d’un usage non sélectif des agents antimicrobiens ainsi que la transmission des 

microorganismes résistants. 

La résistance des souches bactériennes est soit naturelle soit acquise, et la résistance aux 

antibiotiques varie d’une bactérie à l’autre et n’est pas identique non plus pour la même bactérie 

face à tous les antibiotiques. Par exemple, Staphylococcus aureus a rapidement développé une 

résistance à la pénicilline dès son introduction autant que médicament en 1943, et aujourd’hui, 

près de 90% des souches sont résistantes à la Pénicilline. De plus, le taux de résistance peut 

varier d’un pays à l’autre (Daniel et al., 2023). 

 

 

 



CHAPITRE III :                                                            RESULTATS ET DISCUSSION    

 

47 

 

III.2.2. Aromatogramme 

L’évaluation quantitative de l’activité antimicrobienne de notre huile essentielle de 

Citrus aurantifolia sur douze souches bactériennes a été faite par la méthode d’aromatogramme 

et les résultats obtenus par la mesure des diamètres des zones d’inhibitions (mm) des disques 

imprégnés d’huile essentielle étudiée après 24 heures d’incubation à 37°C sont résumés dans le 

tableau 04, le tableau de l’annexe 06 et la figure (III.6). 

                                                                                           

Figure III.6: Résultats d’aromatogramme de l’huile essentielle de Citrus aurantifolia 

(Originale, 2024). 

Souches bactériennes : (a) : Escherichia coli (souche clinique) ; (b) : Escherichia coli (ATCC 25922) ; (c) : 

Enterococcus faecalis (ATCC 2035) ; (d) : Staphylococcus aureus (ATCC 25923) ; (e) : Pseudomonas aeruginosa 

(souche clinique) ; (f) : Psedomonas aeruginosa (ATCC 27853) ; (g) : Bacillus subtilis (souche clinique)  ; (h) : 

Klebsiella pneumoniae (souche clinique). 

Selon PONCE et al., (2018), l’huile essentielle est classée respectivement en fonction 

du diamètre de la zone d’inhibition comme : non inhibitrice (-) pour un diamètre < 8 mm, 

sensible (+) lorsque le diamètre est compris entre 9 à14 mm, très sensible (++) pour un diamètre 

compris entre 15 à 19 et extrêmement sensible (+++) pour un diamètre >20 mm. Les résultats 

sont résumés dans le tableau suivant : 
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Tableau III.4: Résultats de l’aromatogramme de l’huile essentielle de Citrus 

aurantifolia  

 Souches ATCC 
Zone 

d’inhibition 
Sensibilité Souches cliniques 

Zone 

d’inhibition 
Sensibilité 

B
ac

té
ri

es
 à

 G
ra

m
+

 Enterococcus 

faecalis (ATCC 

2035) 

12,83 mm 

± 1,04 
+ 

Enterococcus 

faecalis  

10.66 mm 

± 1,25 
+ 

Staphylococcus 

aureus (ATCC 

25923) 

8 mm ±0 - 
Staphylococcus 

aureus  

9 mm ± 

0,82 
+ 

Bacillus subtilis 

(ATCC 9372) 

20,33 mm 

±3,46 
+++ Bacillus subtilis  

7,33 mm ± 

0,47 
- 

B
ac

té
ri

es
 à

 G
ra

m
- 

Escherichia coli 

(ATCC 25922) 

7.33 mm 

±0,47 
- Escherichia coli  6.5 mm ±0 - 

Klebsiella 

pneumoniae 

(ATCC 4352) 

12,67 mm 

±0,94 
+ 

Klebsiella 

pneumoniae  

8,17mm 

±3,08 
- 

Pseudomonas 

aeruginosa 

(ATCC 27853) 

7,17 mm ± 

0,623 
- 

Pseudomonas 

aeruginosa  
6.5 mm ±0 - 

 

Les résultats ci-dessus de l’activité antimicrobienne in vitro de l’huile essentielle de 

Citrus aurantifolia obtenue  par la méthode de diffusion sur gélose (aromatogramme) montrent 

que Bacillus subtilis (ATCC 9372) a été la souche la plus sensible à cette huile avec un DZI 

égale à 20,33 mm ± 3,46 suivi par Enterococcus feacalis (ATCC 2035), Klebsiella pneumoniae 

(ATCC 4352), Entérococcus feacalis (souche clinique) et Staphylococcus aureus (souche 

clinique) avec des DZI égales à 12,83 mm ±1,04  ;12,67 mm ± 0,94 ; 10,66 mm ± 1,25 et 9 

mm± 0,82 respectivement.   

En revanche, les souches : Escherichia coli (souche clinique), Escherichia coli (ATCC 

25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (souche clinique), 

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Bacillus subtilis  (souche clinique) et Klebsiella 

pneumoniae  (souche clinique) ont manifesté un potentiel de résistance très élevé contre l’action 

antibactérienne de l’huile essentielle de Citrus aurantifolia (6.5 mm ±0 ; 7.33mm ±0,47 ; 8 mm 

±0 ; 6.5 mm ±0 ; 7,17± 0,623 ; 7,33 mm ± 0,47 et 8,17 mm ±3,08 respectivement). 
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L’activité antibactérienne de l’huile essentielle est attribuée à leur composition 

chimique et principalement aux molécules oxygénées qui sont plus efficaces que les molécules 

hydrocarbonées (Kalemba et al., 2003), Selon SYAFRI et al., (2022) et QIAN et al., (2020), 

l’activité antibactérienne de l’huile essentielle des zestes de Citrus aurantifolia est due à la 

présence des composés du groupe monoterpénique oxygéné tels que le terpinéol et le citral.  

Cette sensibilité plus marquée pour les bactéries Gram positif par rapport aux Gram 

négatif vis-à-vis l’huile essentielle de Citrus aurantifolia concorde avec plusieurs études : 

D’après CHI et al., (2019), l’activité antimicrobienne de l’huile essentielle des feuilles 

de Citrus aurantifolia en Vietnam obtenue par hydrodistillation variait d’une souche à une 

autre. Ils ont remarqué que Staphylococcus aureus (ATCC 6538) (Gram positif) est la souche 

la plus sensible à cette huile par rapport à Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) (Gram 

négatif) avec des diamètres de 20,1 mm ± 0,1 et 14,7 mm ± 0,1 respectivement. 

En Italie, COSTA et al., (2014) ont montré que l’huile essentielle des zestes de Citrus 

aurantifolia extraite par hydrodistillation induit une zone d’inhibition variant de 14,5 mm à 

26,5 mm pour les bactéries Gram positif et de 7,2 mm à 14,5 mm pour les bactéries Gram 

négatif. Parmi les bactéries Gram positif, une zone d’inhibition plus élevée a été observée chez 

Bacillus subtilis (ATCC 6633) (26,7 mm) suivi par Staphylococcus aureus (ATCC 6538) (24,7 

mm). En revanche, la zone d’inhibition la plus élevée observée pour les Gram négatif était celle 

d’Escherichia coli (ATCC 10536) (13.3 mm). 

 Les travaux de SAFAEIAN LAEIN et al., (2021) en Iran., montrent que les bactéries à 

Gram positif étaient plus sensibles que les bactéries Gram négatif et Staphylococcus aureus 

(ATCC 25923) était la plus sensible à l’huile essentielle de Citrus aurantifolia avec un diamètre 

de 17 mm par rapport aux Escherichia coli et Pseudomonas aeroginosa (ATCC 1430) qui sont 

les plus résistantes avec des diamètres de zone d’inhibition de 14 mm et 15 mm.  

D’autres travaux sur l’huile essentielle de Citrus aurantiifolia contre les bactéries, 

comme ceux de GALOVICOVA et al., (2022) en Slovaquie sur l’effet de l’huile essentielle des 

péricarpes de Citrus aurantifolia obtenue par la méthode de pression à froid, montrent que 

l’efficacité est plus prononcée contre les bactéries à Gram négatif. 
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KPADONOU et al., (2022) en Bénin, ont étudié le pouvoir antimicrobien de l’huile 

essentielle de Citrus aurantifolia. Ces auteurs ont indiqué que cette huile a montré une activité 

variable contre les bactéries ciblées. En effet, ils ont dévoilé une importante activité contre 

Escherichia coli (ATCC25922) avec un diamètre de 31,5 mm ±0,71 suivi par Pseudomonas 

aeruginosa (27853) avec un diamètre de 23 mm±2,94, Enterococcus feacalis (ATCC 29212) 

avec un diamètre de 21,25 mm± 0,71 et Staphylococcus aureus (ATCC 29213) avec un 

diamètre de 17 mm ±1,83. 

L’étude de MOHAMMED et al., (2024) en Soudan sur l’efficacité antimicrobienne de 

l’huile essentielle des zestes de Citrus aurantifolia extraite par hydrodistillation, montre que 

l’espèce de Bacillus subtilis est la plus sensible avec une zone de 16 mm ± 3,08 suivi par 

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli avec un diamètre de zone 

d’inhibition de 15 mm ± 3,08 ; 15 mm ± 1,79 et 12 mm ± 0,98 respectives. Selon cette étude, 

ceci est due à sa teneur élevée en composés organiques oxygénés. 

AIBINU et al., (2007), ont étudié l’activité antimicrobienne de l’huile essentielle des 

écorces de Citrus aurantifolia nigérien obtenue par distillation à la vapeur d’eau et testée par la 

méthode de diffusion dans des puits de gélose. Ils ont trouvé que l’huile présente un effet 

inhibiteur élevé contre tous les organismes testés, notamment Staphylococcus aureus (ATCC 

25921), Enterococcus feacalis, Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa et 

Klebsiella pneumoniae.     

Les différences de sensibilité entre les bactéries à Gram négatif et Gram positif peuvent 

être dues aux différences structurelles de la paroi cellulaire entre ces classes de bactéries 

(Akthar et al., 2014).  

IZAH et al., (2023), ont rapporté que la biochimie, la physiologie, le métabolisme et les 

stratégies d'adaptation des micro-organismes, ainsi que la composition biochimique des plantes, 

âge, parties, espèces, facteurs environnementaux du lieu de culture, concentration de l’huile   

essentielle de plante, le type et la concentration des composés bioactifs présents dans les plantes 

influencent son potentiel antimicrobien. 
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III.2.3. Micro-atmosphère 

Afin d'évaluer l'activité antimicrobienne de la phase vapeur d’huile essentielle de Citrus 

aurantifolia, nous avons utilisé la technique de la micro-atmosphère. Les résultats de cette étude 

sont rapportés dans le tableau (III.5) et le tableau de l’annexe 07. 

Tableau III.5 : Résultats de l’effet antibactérien de l’huile essentielle de Citrus 

aurantifolia par la méthode de micro-atmosphère 

 

       Doses 

Souches  

  ATCC 

10 µl 50 µl Doses 

Souches 

cliniques 

10 µl 50 µl 

B
ac

té
ri

es
 à

 G
ra

m
+

 Enterococcus 

faecalis (ATCC 

2035) 

0 mm 0 mm 
Enterococcus 

faecalis  
0 mm 0 mm 

Staphylococcus 

aureus (ATCC 

25923) 

0 mm 0 mm 
Staphylococcus 

aureus  
0 mm 0 mm 

Bacillus subtilis 

(ATCC 9372) 
0 mm 

8,5 mm 

±2,12 
Bacillus subtilis  0 mm 

9,17 mm 

±1,08 

B
ac

té
ri

es
 à

 G
ra

m
- 

Escherichia coli 

(ATCC 25922) 
0 mm 0 mm Escherichia coli  0 mm 0 mm 

Klebsiella 

pneumoniae (ATCC 

4352) 

0 mm 0 mm 
Klebsiella 

pneumoniae  
0 mm 

14,5 mm 

±3,54 

Pseudomonas 

aeruginosa (ATCC 

27853) 

0 mm 0 mm 
Pseudomonas 

aeruginosa  
0 mm 0 mm 

 

Le tableau ci-dessus présente les résultats de l’évaluation de l’activité antibactérienne 

de la phase gazeuse de l’huile essentielle de Citrus aurantifolia avec deux doses (10 μl et 50 

μl) vis-à-vis douze souches bactériennes testées par la technique de micro-atmosphère. Cette 

méthode n’a pas été concluante avec le volume de 10 μl de l’huile essentielle étudiée pour toutes 

les souches testées car aucune zone d’inhibition n’a été observée (Figure III.7).    
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Figure III.7 : Résultats de l’activité antibactérienne par la méthode de micro-atmosphère à 

une dose de 10 µl de l’huile essentielle de Citrus aurantifolia (Originale, 2024). 

Souches bactériennes : (a) : Escherichia coli (souche clinique) ; (b) : Escherichia coli (ATCC 25922) ; (c) : 

Enterococcus feacalis (souche clinique) ; (d) : Enterococcus faecalis (ATCC 2035) ; (e) : Staphylococcus aureus 

(souche clinique); (f) : Staphylococcus aureus (ATCC 25923) ; (g) : Pseudomonas aeruginosa (souche clinique) 

;(h) : Psedomonas aeruginosa (ATCC 27853) ; (i) : Bacillus subtilis (souche clinique); (j) : Bacillus subtilis 

(ATCC 9372) ; Klebsiella pneumoniae (souche clinique); Klebsiella pneumoniae (ATCC 4352). 

Tandis que la phase volatile à la dose 50 μl de l’huile essentielle de Citrus aurantifolia 

a montré une efficacité antibactérienne seulement contre les souches de Bacillus subtilis (ATCC 

9372), Bacillus subtilis (souche clinique) et Klebsiella pneumoniae (souche clinique) avec des 

zones de 8,5±2,12 ; 9,17 ± 1,08 et 14,5 ± 3,54 (Figure III.8). Ce pouvoir antimicrobien est 

remarquable pour la dernière souche. 
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D’après l’étude de BENDALI et al., (2019), l’activité antimicrobienne de l’huile 

essentielle de Citrus s’explique probablement par la présence des composés monoterpéniques 

tels que : le limonène, le caryophyllene oxide, l’α-pinène, le β- pénène, l’α-terpéniol et le citral. 

 

 

 

Figure III.8: Résultats de l’activité antibactérienne par la méthode de micro-atmosphère à 

une dose de 50 µl de l’huile essentielle de Citrus aurantifolia (Originale, 2024). 

Souches bactériennes : (a) : Escherichia coli (souche clinique) ; (b) : Escherichia coli (ATCC 25922) ; (c) : 

Enterococcus feacalis (souche clinique) ; (d) : Enterococcus faecalis (ATCC 2035) ; (e) : Staphylococcus aureus 

(souche clinique) ; (f) : Staphylococcus aureus (ATCC 25923) ; (g) : Pseudomonas aeruginosa  (souche clinique) 

;(h) : Psedomonas aeruginosa (ATCC 27853) ; (i) : Bacillus subtilis (souche clinique) ; (j) : Bacillus subtilis 

(ATCC 9372) ; Klebsiella pneumoniae (souche clinique) ; Klebsiella pneumoniae (ATCC 4352). 
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Bien que de nombreux rapports existent sur l’activité antibactérienne de l’huile 

essentielle de Citrus aurantifolia par la méthode de contact directe (aromatogramme), les 

informations concernant l’activité antibactérienne de la phase volatile de la même huile sont 

rares. 

Dans des travaux similaires, BOUGERRA et al., (2014) en Algérie, ont découvert que 

les composés volatiles de l’huile des écorces de Citrus reticilitica extraite par hydrodistillation 

étaient dépourvus d’activité antibactérienne contre Escherichia coli (ATCC 25922) et 

Staphylococcus aureus (ATCC 29213) à une dose de 5μl /boite. 

L’étude réalisée par KENGNE et al., (2019) en Cameroun sur la phase vapeur de l’huile 

essentielle de Citrus sinensis L. extraite par hydrodistillation, ont montré que cette huile 

présente une activité antimicrobienne vis-à-vis Bacillus subtilis, Staphylococcus aueus et 

Pseudomonas aeruginosa. 

III.2.4. Comparaison de la sensibilité des souches 

En comparant les résultats des deux méthodes utilisées à savoir l’aromatogramme et la 

micro-atmosphère, nous avons observé que la méthode de micro-atmosphère présentait une 

activité antibactérienne plus faible par rapport à l’aromatogramme pour l’huile essentielle 

testée. Cela s’applique à toutes les souches, à l’exception de Klebsiella pneumonies (souche 

clinique), où les résultats de la méthode de micro-atmosphère étaient meilleurs que ceux de 

l’aromatogramme. Cette différence s’explique probablement par le type de contacte et l’effet 

combiné de l’adsorption direct des vapeurs par les bactéries et de l’effet indirect à travers le 

milieu ayant absorbé les vapeurs (Kengne et al., 2019). 

Selon MOUNCHID et al., (2004), la méthode de micro-atmosphère empêche tout 

contact direct entre le micro-organisme et l’huile essentielle à tester, ne permettant ainsi 

d’évaluer qu’une partie de l’activité antimicrobienne des huiles essentielles. Par contre, la 

technique de contact direct en milieu solide permet de tester l’huile essentielle dans son 

intégralité. 

En comparant aussi entre l’activité antibactérienne des antibiotiques et celle de l’huile 

essentielle de Citrus aurantifolia, le pourcentage de sensibilité des souches étudiées (bactéries 

à Gram positif et bactéries à Gram négatif) aux antibiotiques est calculée et comparée avec le 

pourcentage de sensibilité des souches testées (bactéries à Gram positif et bactéries à Gram 

négatif) vis-à-vis l’huile étudiée (Figure III.9). 
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Figure III.9: Pourcentage de sensibilité des souches bactériennes étudiées à l’huile 

essentielle de Citrus aurantifolia et aux antibiotiques testés  

La figure III.9 montre que l’huile essentielle de Citrus aurantifolia a exercé une activité 

antibactérienne très élevé par rapport aux antibiotiques testés contre les souches bactériennes à 

Gram positif étudiées. Ainsi, les bactéries à Gram positif ont présenté une sensibilité de 66,66% 

vis-à-vis l’huile essentielle de Citrus aurantifolia et seulement 47,5% contre les antibiotiques 

testés. Concernant les bactéries à Gram négatif, nous avons noté une sensibilité de 16,66% pour 

l’huile essentielle étudiée et 40,54% pour les antibiotiques.  

CHEBAIBI et al., (2015) dans leur étude, indiquent que les huiles essentielles peuvent 

être un bon alternatif antibactérien contre les souches résistantes aux antibiotiques.  Par 

exemple, selon nos résultats, l’huile essentielle de Citrus aurantifolia a manifesté un potentiel 

de sensibilité très élevé contre Bacillus subtilis (ATCC 9372), contrairement aux antibiotiques 

Céfotaxime, Pénicilline et Ticarcilline+ Acide clavulanique qui exercent un effet presque nul 

sur la même souche.  
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III.3. Activité antioxydante  

L’activité antioxydante de l’huile essentielle de Citrus aurantifolia a été évaluée en 

utilisant deux méthodes différentes : test de DPPH et de FRAP, les résultats obtenus ont été 

comparés à ceux de l’acide ascorbique et du BHT qui sont des antioxydants de références. 

III.3.1. Test de DPPH 

La capacité de piégeage des radicaux libres de l’huile essentielle de Citrus aurantifolia, 

a été mesurée par le dosage du 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) réduit. Les résultats 

obtenus sont représentés dans les figures III.10, III.11, III.12 et III.13 et le tableau de l’annexe 

08.  

La figure III.10 montre une augmentation des pourcentages d’inhibition (%) du pouvoir 

oxydant des radicaux libre DPPH en fonction de différentes concentrations de l’huile essentielle 

étudiée. A la plus faible concentration (10 μg/ ml), le pourcentage d’inhibition est de 6,59%. 

Tandis que, la plus grande concentration (125 μg/ml) donne un pourcentage d’inhibition du 

DPPH qui a atteint 83,87%.   

 

 

Figure III.10: Pourcentage d’inhibition du pouvoir oxydant du radical libre DPPH en 

fonction de différentes concentrations de l’huile essentielle de Citrus aurantifolia 
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Les résultats de la figure III.11 montrent que le pourcentage d’inhibition (%) du pouvoir 

oxydant du radical libre DPPH augmente avec l’augmentation de la concentration de l’acide 

ascorbique (antioxydant standard). A la plus faible concentration (10 μg/ ml), le pourcentage 

d’inhibition est de 39,45 %. Tandis que, la plus grande concentration (125 μg/ml) donne un 

pourcentage d’inhibition du DPPH qui a atteint 83,19%. 

 

Figure III.11: Pourcentage d’inhibition du pouvoir oxydant du radical libre DPPH en 

fonction de différentes concentrations de l’acide ascorbique 

 

La figure III.12 indique une augmentation des pourcentages d’inhibition (%) du pouvoir 

oxydant du radical libre DPPH en fonction des concentrations de BHT (antioxydant standard). 

A la plus faible concentration (10 μg/ ml), le BHT a présenté un pourcentage d’inhibition de 

24,13%. Tandis que, à la plus grande concentration (125 μg/ml), le pourcentage d’inhibition a 

atteint 84,68%.   

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140

P
o
u

rc
en

ta
g
e 

d
ʼi

n
h

ib
it

io
n

 (
%

)

Concentration (μg/ml)



CHAPITRE III :                                                            RESULTATS ET DISCUSSION    

 

58 

 

 

Figure III.12 : Pourcentage d’inhibition du pouvoir oxydant du radical libre DPPH en 

fonction de différentes concentrations de BHT 

 

 

Figure III.13:  Pourcentage d’inhibition du pouvoir oxydant du radical libre DPPH en 

fonction de différentes concentrations de l’huile essentielle de Citrus aurantifolia, d’acide 

ascorbique et de BHT 

Le pouvoir antioxydant de l’huile essentielle a été comparé à celui de l’acide ascorbique 

et de BHT (antioxydants standards). Les figure III.10, III.11 et III.12 indiquent que le pouvoir 

anti-radicalaire des deux antioxydants standards et de l’huile essentielle de Citrus aurantifolia 
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augmente en fonction de leur concentration de façon exponentielle avec présence d’une phase 

stationnaire qui signifie la réduction presque totale du DPPH en sa forme non radicalaire. 

Le pouvoir antioxydant total d’une huile essentielle ne peut pas être attribué uniquement 

aux quelques composés actifs mais aussi aux composés mineurs (Chen et al., 2017). Cette 

activité est liée à la mobilité de l’atome d’hydrogène du groupement hydroxyle des composés 

phénoliques de l’huile essentielle. Lorsqu’elle est en présence d’un radical libre DPPH, l’atome 

H est transféré sur ce dernier, le transformant ainsi en une molécule stable de DPPH. Cette 

réaction entraine une diminution de la concentration du radical libre et également de 

l’absorbance au cours du temps de réaction jusqu’à l’épuisement de la capacité antioxydante 

donneur d’hydrogène (Villano et al., 2007). 

CHOI et al., (2000) ont étudiés l’activité antioxydante des huiles essentielles de trente-

quatre types d’huile essentielle de Citrus obtenues de Japon, de Corée et d’Italie et de leurs 

composants, parmi eux l’huile essentielle de Citrus aurantifolia. Dans leurs travaux, ils ont 

rapporté que le géraniol, le terpinolène et le γ-terpinène ont montrés un pouvoir anti-radicalaire 

plus marquées sur le DPPH par rapport à d’autres composés.    

III.3.1.1. Détermination des CE50  

 La valeur de CE50 est liée à l’efficacité d’un composé à piéger les radicaux DPPH. Elle 

correspond à la concentration d’antioxydant requise pour réduire 50% de la concentration 

initiale des radicaux libres présents. Plus la valeur dʼIC50 est basse, plus l’activité antioxydante 

d’un composé est importante (Ouibrahim et al., 2015)., Les IC50 de l’huile essentielle de Citrus 

aurantifolia, d’acide ascorbique et de BHT sont calculées à partir des courbes des figure III.10, 

III.11, III.12 et III.13 et les résultats sont représentés dans le tableau III.6.  

Tableau III.6 : CE50 de l’huile essentielle de Citrus aurantifolia, d’acide ascorbique et de 

BHT obtenues par le test de DPPH 

Composé CE50 

Huile essentielle de Citrus aurantifolia  24,33 μg/ml 

Acide ascorbique 15,23 μg/ml 

BHT 24,04 μg/ml 
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Les résultats du tableau III.6, montrent que l’huile essentielle de Citrus aurantifolia 

présente un CE50 (24,33 μg/ml) presque identique à celui du BHT (24,04 μg/ml) suivi par l’acide 

ascorbique (15,23 μg/ml) qui présente le meilleur CE50. D’après ces résultats, nous pouvons 

constater que l’huile essentielle de Citrus aurantifolia possède une activité antioxydante 

presque la même que le BHT et moins efficace que celle de l’acide ascorbique.  

Les travaux effectués sur l’activité anti-radicalaire de l’huile essentielle de Citrus 

aurantifolia confirment que cette dernière possède des propriétés anti-radicalaires comme il est 

indiqué : 

 L’activité antioxydante de l’huile essentielle des zestes de Citrus aurantifolia collectés 

dans le nord de l’Égypte a été évaluée par ELANSARY et al., (2018). Ils ont trouvé un IC50 

égale à 7,2 ± 0,3 mg/ml. 

JULAEHA et al., (2020), ont trouvé une valeur d’IC50 de 12,85 μl/ml ±0,20 en étudiant 

l’effet antioxydant de l’huile essentielle des zestes de Citrus aurantifolia de Indonésie. 

 En effet, THONGLEM et al., (2023), ont trouvé que l’huile essentielle des écorces de 

Citrus aurantifolia de Thaïlande, présente des pourcentages d’inhibition respectives de 15,99% 

à 76,74% à 10 -100 mg/ml et avaient une valeur d’IC50 de 57,90 mg/ml. 

 D’autre part, TUNDIS et al., (2012) travaillant sur l’huile essentielle des écorces de 

Citrus aurantifolia d’Italie ont dévoilé une activité antioxydante avec un IC50 de 201,3 μg/ml ± 

3,2. 

Une autre étude réalisée par AL-AAMRI et al., (2018) sur l’huile essentielle des fleurs 

de Citrus aurantifolia de Sultanate Oman a montré que l’huile testée à bien réduit le DPPH à 

une concentration de 21,87 μg/ml. 

III.3.2. Test de FRAP 

L’évaluation de la capacité de l’huile essentielle de Citrus aurantifolia à réduire le Fer 

ferrique (Fe3+) en Fer ferreux (Fer 2+) a permis d’obtenir les résultats présentés dans les figures 

(III.14, III.15, III.16 et III.17) et le tableau dans l’annexe 09.  

A partir des résultats obtenus dans la figure III.14, nous remarquons que la capacité 

réductrice du Fer par l’huile essentielle de Citrus aurantifolia exprimé par l’absorbance à 700 

nm augmente avec l’augmentation de la concentration de l’huile essentielle testée. Une 
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absorbance de 0,125 a été obtenu à la plus faible concentration (10 μg/ml). Tandis que, la plus 

grande concentration (125 μg/ml) a présenté une absorbance de 0,556. 

 

Figure III.14 : Pouvoir réducteur de l’huile essentielle de Citrus aurantifolia 

D’après les résultats présentés dans la figure III.15, il est évident que le pouvoir 

réducteur du Fer exprimé par l’absorbance augmente avec l’augmentation des concentrations 

de l’acide ascorbique (antioxydant standard). A faible concentration qui est de 10 μg/ml, 

l’absorbance est de 0,139. Puis, à la plus grande concentration (125 μg/ml), l’acide ascorbique 

a présenté un pouvoir réducteur qui a atteint 0,43. 

 

 

Figure III.15 : Pouvoir réducteur de l’acide ascorbique 
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La figure III.16 montre une augmentation proportionnelle du pouvoir réducteur de Fer 

en fonction de la concentration du BHT (antioxydant standard). A la plus faible concentration 

(10 μg/ml), l’absorbance est de 0,136. Tandis que, la plus grande concentration (125 μg/ml) 

donne une absorbance qui a atteint 0,484. 

 

Figure III.16: Pouvoir réducteur du BHT 

 

Sachant que l’augmentation de l’absorbance (FRAP) signifie l’augmentation du pouvoir 
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que l’huile essentielle des pelures de Citrus aurantifolia a montré une meilleure activité 

réductrice du Fer par rapport à l’acide ascorbique et au BHT. Dans laquel, à 125 μg/ml, qui est 

la plus grande concentration, l’huile essentielle de Citrus aurantifolia a enregistré la plus grande 

absorbance de 0,556 suivi par celle du BHT (0,484) et de l’acide ascorbique (0,43) (figure 

III.17). 
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Figure III.17 : Pouvoir réducteur de l’huile essentielle de Citrus aurantifolia, de l’acide 

ascorbique et du BHT 
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de réduction a atteint 90, 26%. 
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Figure III.18: Pourcentage de réduction de Fer en fonction des différentes concentrations 

utilisées pour l’huile essentielle de Citrus aurantifolia  

La figure III.19 montre une augmentation des taux de réduction de Fer en fonction des 

concentrations de l’acide ascorbique, une capacité réductrice de 22,86% a été enregistrée à la 

concentration la plus faible de 10 μg/ml, tandis que, la concentration la plus élevée (125 μg/ml) 

donne un pourcentage de réduction qui a atteint 70,72%.   

 

Figure III.19: Pourcentage de réduction de Fer en fonction des différentes concentrations 

utilisées pour l’acide ascorbique  
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La figue III.20 illustre les résultats du pouvoir réducteur de Fer, où on observe que la 

capacité de réduction est proportionnelle à l’augmentation de la concentration de BHT, à la plus 

faible concentration de 10 μg/ml, le pourcentage de réduction est de 22,34%. Tandis que, la 

plus grande concentration (125 μg/ml) donne un pourcentage de réduction de Fer qui a atteint 

79,60%. 

 

Figure III.20 : Pourcentage de réduction de Fer en fonction des différentes 

concentrations utilisées pour le BHT 

 

Le pouvoir réducteur de l’huile essentielle de Citrus aurantifolia a été comparé à celui 

de l’acide ascorbique et du BHT (antioxydants standards), D’après les résultats de la figure 

III.21, nous pouvons constater que la capacité de l’huile essentielle à réduire le Fer ferrique en 

fer ferreux a été bien plus importante que celle du BHT et de l’acide ascorbique. 
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Figure III.21: Pourcentage de réduction de Fer en fonction des différentes concentrations 

utilisées pour l’huile essentielle de Citrus aurantifolia, l’acide ascorbique et le BHT 

L’activité antioxydante de l’huile essentielle de Citrus aurantifolia pourrait être liée à 

la présence de monoterpènes, en particulier le γ-terpinène, qui est parmi les principaux 
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stade mature et intermédiaire à la même concentration. 
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courbes des figures III.18 ; III.19 ; III.20 et III.21 et les résultats sont résumés dans le tableau 

III.7.  

Tableau III.7: CE50 de l’huile essentielle de Citrus aurantifolia, d’acide ascorbique et de 

BHT obtenues par le test de FRAP 

Composé CE50 

Huile essentielle de Citrus aurantifolia 31,70 μg/ml 

Acide ascorbique 42,31 μg/ml 

BHT 28,57 μg/ml 

 

Selon le tableau III.7, le BHT présente la valeur de CE50 la plus faible (28,57 μg/ml) par 

rapport à celle de l’huile essentielle de Citrus aurantifolia (31,70 μg/ml) et de l’acide 

ascorbique (42,31 μg/ml). Ces valeurs indiquent que le BHT exerce la meilleure capacité 

réductrice de Fer ferrique en Fer ferreux suivi par l’huile essentielle de Citrus aurantifolia et 

finalement celle de l’acide ascorbique. 

III.3.3. Comparaison de l’activité antioxydante par la méthode de DPPH et la 

méthode de FRAP  

L’activité antioxydante a été mesurée par diverses méthodes, qui se basent 

exclusivement sur la capacité de piégeage des radicaux libres ou de réduction de Fer en tant 

qu’indicateurs de ce potentiel. L’évaluation in vitro de l’activité antioxydante de l’huile 

essentielle de Citrus aurantifolia a été effectuée en utilisant deux méthodes : le test de DPPH 

et le test de FRAP. Les résultats de la comparaison entre ces deux méthodes ont été représentés 

dans le tableau III. 8 et la figure III.22. 

Tableau III.8: Résultats de la comparaison des valeurs des CE50 obtenues par la méthode de 

DPPH et la méthode de FRAP 

 CE50 du test de DPPH CE50 du test de FRAP 

Huile essentielle de Citrus aurantifolia 24,33 μg/ml 31,70 μg/ml 

Acide ascorbique  15,23 μg/ml 42,30 μg/ml 

BHT 24,04 μg/ml 28,57 μg/ml 
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Figure III.22: Résultats de la comparaison des valeurs de CE50 obtenues par la méthode de 

DPPH et la méthode de FRAP 

L’histogramme de la figure III.22 et le tableau III.8 montrent une comparaison entre les 

valeurs de CE50 du test de DPPH et de FRAP pour l’huile essentielle de Citrus aurantifolia, 

l’acide ascorbique et le BHT.  La méthode de DPPH repose sur la réaction de transfert 

électronique, tandis que, la méthode de FRAP est basée sur une réaction de transfert d’un atome 

d’hydrogène (Badalamenti et al., 2022), Nous remarquons d’après nos résultats que la méthode 

de FRAP a donné les valeurs les plus élevées par rapport au test de FRAP. Cela signifié que 

l’huile essentielle de Citrus aurantifolia possède une activité de piégeage des radicaux libre 

DPPH plus importante que son activité réductrice de Fer.  
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CONCLUSION 

La position géographique privilégiée de l’Algérie lui confère une biodiversité 

exceptionnelle. Le présent travail a été mené dans le cadre de l’étude de la flore Algérienne en 

particulier l’huile essentielle des pelures de Citrus aurantifolia récoltées de la Wilaya de Ain 

Defla (Boumedfaa), en menant une étude analytique, en déterminant leur composition chimique 

et en évaluant quelques activités biologiques telles que l’activité antibactérienne et 

antioxydante. 

L’extraction par hydrodistillation de l’huile essentielle des pelures de Citrus 

aurantifolia a donné un bon rendement qui a atteint 2,74% ± 0,39. 

L’étude analytique de l’huile essentielle étudiée, en l’occurrence, les caractéristiques 

organoleptiques montre que cette dernière est d’aspect liquide mobile, de couleur jaune pâle 

avec une odeur forte, aromatique, fraiche et citronnée. Elle se caractérisé aussi par un pH acide 

(pH= 5,5) et une faible densité relative (0,7953). 

L’analyse chromatographique CG/MS de l’huile essentielle de Citrus aurantifolia a 

révélé une abondance des hydrocarbures monoterpéniques (66,05%) dominés par la présence 

du limonène (33,26%), le β-pinène (12,27%) et l’γ-terpinène (8,44 %). 

L’étude de l’activité antimicrobienne des antibiotiques vis-à-vis les douze souches 

bactériennes testées montre que toutes les souches présentent des zones d’inhibitions très 

important variant entre 20 mm et 35 mm. Le plus grand diamètre d’halo d’inhibition a été 

enregistré par le Ertapénème (ETP) contre Escherichia coli clinique (35 mm).    

L’évaluation de l’activité antibactérienne de l’huile essentielle de Citrus aurantifolia 

vis-à-vis douze souches bactériennes dont six sont de référence ATCC et six d’origine clinique 

a été faite par la méthode d’aromatogramme et la méthode de micro-atmosphère. La méthode 

d’aromatogramme indique que ce pouvoir est plus important pour les bactéries à Gram positif. 

Les plus sensibles sont Bacillus subtilis (ATCC 9372) et Enterococcus feacalis (ATCC 2035) 

avec des diamètres des zones d’inhibition variant entre 20,33 mm ± 3,46 et 12,83 mm ± 1,04 

respectivement. 

La technique de micro-atmosphère a été utilisée pour tester l’activité antibactérienne de 

la phase vapeur de l’huile essentielle étudiée sur les douze souches pathogènes. Les résultats 

ont montré que la phase volatile de l’huile essentielle de Citrus aurantifolia présente une 
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activité antibactérienne contre Bacillus subtilis (ATCC 9372), Bacillus subtilis (souche 

clinique). Celle-ci a été remarquable contre Klebsiella pneumoniae (souche clinique). 

L’étude de pouvoir antioxydant par le test de DPPH et le test de FRAP a montré que 

l’huile essentielle de Citrus aurantifolia possède un grand potentiel. Les valeurs de CE50 sont 

respectivement de 24,33 μg/ml ; 15,23 μg/ml et 24,04 μg/ml pour l’huile essentielle, l’acide 

ascorbique et le BHT. Ces valeurs nous ont permis de déduire que l’huile essentielle de Citrus 

aurantifolia exerce un effet antioxydant presque le même que celui du BHT et faible par rapport 

l’acide ascorbique.  

En ce qui concerne le test de FRAP, les valeurs de CE50 sont respectivement de 31,70 

μg/ml ; 42,30 μg/ml et 28,57 μg/ml pour l’huile essentielle de Citrus aurantifolia, l’acide 

ascorbique et le BHT. Ces valeurs nous ont permis de conclure que l’huile essentielle de Citrus 

aurantifolia exerce un effet réducteur de Fer faible par rapport au BHT et plus important que 

celui de l’acide ascorbique.  

En perspectives, nous recommandons d’effectuer d’autres recherches supplémentaires 

sur les propriétés biologiques telles que l’activité antifongique, anti-inflammatoire, antivirale 

et insecticide. Nous suggérons également de tester d’autres méthodes d’extraction et d’étudier 

leur influence sur le rendement et la composition chimique de l’huile essentielle, ainsi que 

d’extraire l’huile d’autres parties de l’espèce et de les étudier.
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