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Introduction 

      L’histoire des plantes aromatiques et médicinales est associée à l’évolution des 

civilisations. Dans toutes les régions du monde, l’histoire des peuples montre que ces plantes 

ont toujours occupé une place importante en médecine, dans la composition des parfums et 

dans les préparations culinaires. La valorisation de ces ressources naturelles végétales passe 

essentiellement par l’extraction de leurs huiles essentielles (HE) (Bouzouita et al., 2008).  

     Beaucoup des végétaux renferment des HE, mais seulement en toute petite quantité, ne 

permettant pas l’extraction ou en rendant le prix excessivement cher. Seules les plantes dites « 

aromatiques » produisent des quantités suffisantes d’HE (Velé, 2015). 

    La définition du terme « aromatique » indique  que ces plantes contiennent des substances 

odoriférantes,  possèdent toutes un feuillage odorant ou des fleurs au parfume intense 

(Boudassou, 2014). 

     les huiles essentielles s’agit des mélanges de composés  lipophiles , volatiles et souvent 

liquides synthétisés et stockés dans certains tissus végétaux spécialisés , les HE sont 

responsables de l’odeur caractéristique de la plante, ils  sont produits dans le cytoplasme des 

cellules sécrétrices (Teuscher et al., 2005). Souvent localisées sur ou a proximité de la surface 

de la plante (Bruneton, 2009). Obtenue a partir de matière végétale botaniquement définie soit 

par entrainement à la vapeur (le plus fréquent) soit par procèdes mécaniques sans chauffage 

des agrumes ( uniquement pour le genre citrus) (Kaloustian and Hadji-Minaglou, 2013).  

 

        Actuellement, plusieurs questions se sont soulevées,  concernant la sécurité des produits 

chimiques utilisés en médecin ou dans l’industrie agroalimentaire. En effet , la peroxydation 

des lipides produits au cour des processus de fabrication et de stockage des aliments sous 

l’action des radicaux libres de l’oxygène (ROS) conduit à des modifications de gout, d’odeur, 

et de couleur et par conséquent à la perte de la qualité et de la sécurité des aliments. Les 

antioxydants de synthèse généralement utilisés en industrie alimentaire pour retarder 

l’oxydation des lipides se sont avérés responsables d’effets indésirables. En effet 

l’hydroxyaniosole butylé (BHA), et l’hydroxytotuène butylé (BHT) sont suspectés  avoir des 

effets négatifs sur la santé du consommateur. Ainsi, les huiles essentielles commencent à 
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 avoir beaucoup d’intérêt comme source potentielles de molécules naturelles bioactives. Elles 

font l’objet d’étude  pour leur éventuelle utilisation comme alternative pour le traitement des  

 

maladies infectieuses et pour la protection des aliments contre l’oxydation (Bouhdid et al., 

2006). 

      Ce mémoire présente  deux parties, La première partie est consacré à la  recherche 

bibliographique est comporte  trois chapitres. Le premier chapitre  s’intéresse aux huiles 

essentielles d’une manière générale. Le second est une monographie du l’orange amère (citrus 

aurantium). Le dernier Chapitre est consacré au stresse oxydatif.  

      La deuxième partie est consacrée au travail du laboratoire comportant deux  chapitres le 

premier  rassemble les matériels utilisés, la démarche expérimentale et la  méthode  employée 

pour l’appréciation de l’activité antioxydante de l’HE  de l’orange amère. Le second chapitre 

relève les résultats obtenus, ainsi que  leur discussion.  
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I-1 Définitions   

        La norme AFNOR définit une huile essentielle comme étant l'extrait obtenu à partir 

d'unematière végétale, par entraînement à la vapeur d'eau, par distillation sèche ou par 

expression des épicarpes de Citrus (Samet, 2002). 

      Cette définition par procédé d'obtention est restrictive, elle exclut les produits obtenus par 

tout autre procédé d'extraction (solvants organiques, corps gras,Etc.) (Samet, 2002). 

      Les huiles essentielles sont les substances actives des plantes, très volatiles, et qui nous 

percevons par l’odorat. Le parfume de la plus part des huiles essentielles est classé comme 

agréables, mais certaines fragrances le sont moins (Germann and Germann, 2014). 

     Ce sont des substances odorantes, huileuses, généralement incolores ou jaunâtres, 

inflammables, Elles sont aussi ordinairement liquides à la température ambiante (Diridi, 

2005). 

       La teneur des plantes en huiles essentielles est généralement faible de l’ordre de 1% 

(Taleb-Toudert, 2015). 

I-2 Répartition et localisation  

    I-2-1 Répartition  

       Les huiles essentielles n’existe quasiment que chez les végétaux supérieures, les genres 

capable d’élaborer les constituants qui composant  les huiles essentielles sont repartis dans un 

nombre limité de  familles, ex : Apiasea, Cupressasea, Lamiaceae, Lauracea, Myrtaceae, 

Poacea, Rutaceae, etc  (Bruneton, 2009). 

    Les huiles essentielles peuvent être stockées dans tous les organes végétaux : fleure 

(bergamotier, tubéreuse), mais aussi feuilles (citronnelle, eucalyptus, laurier noble) et, bien 

que cela soit mois habituel, dans des écorces (cannelier), des bois (bois de rose, santal) des 

racines  (Vétiver) des rhizomes (curcuma, gingembre), des fruites et des graines (muscade) 

(Bruneton, 2009). 

     Si tous les organes d’une même espèce peuvent renfermer une huiles essentielles, la 

composition de cette dernière peut varie selon sa localisation (Bruneton, 2009).  
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 I-2-2 Localisation  

       La synthèse et l’accumulation des huiles essentielles sont généralement associés a la          

présence de structures histologiques spécialisée, souvent localisées  sur ou à proximité de la 

Surface de la plante : cellules à huile essentielles des Lauracea, poils sécréteurs des 

Lamiaceae, poches sécrétrices des Myrtaceae ou des Rutaceae, canaux sécréteurs des 

Apiaceae ou des Asteracea (Bruneton, 2009). 

I-3 Composition chimique des huiles essentielles  

      Les huiles essentielles sont des mélanges complexes et éminemment variables de 

constituants qui appartiennent de façon quasi exclusive, à deux groupes caractérisés par des 

origines biogénétiques distinctes : groupe des terpénoides d’une part et celui des composés 

aromatiques dérivés de phénylpropane d’autre part  , beaucoup moins fréquents (Bruneton, 

2009). 

                I-3-1  Groupe des terpénoides  

       Dans le cas des huiles essentielles, seuls seront rencontre les terpènes les plus volatiles, 
c’est’ à dire ceux dans la masse moléculaire n’est pas trop élevée : mono- et sesquiterpènes 
(Bruneton, 2009), Ce sont des hydrocarbures ayant respectivement dix et quinze atomes de 
carbone Ils peuvent être , acycliques, monocycliques, bi cycliques ou polycycliques ( figure 1 
et 2 ) (Samet, 2002). À  partir de ces molécules hydrocarbonées, le végétal aromatique 
élabore, des composés aromatiques aux fonctions biochimiques variées: alcools, phénols, 
aldéhydes, cétones, oxydes et esters (Mailhebiau, 2017). 

 

              Citronellol 

Monotèrpénoide acyclique   

 

             Limonène  

Monotèrpénoide monocyclique 

 

                  Cinéol 

  Monotèrpénoide bi cyclique  

 

Figure 1 : Exemple des composés mono terpéniques rencontrés dans une HE (Nait Achour, 

2012). 
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            Humulène, 

sesquiterpène monocyclique 

 

       β -Cadinène,  

Sesquiterpène bi cyclique 

 

 

 

 

 

 

          Cubebole, 

 sesquiterpène tricyclique  

 

Figure 2 : Exemple des composés  sesquiterpènes rencontrés dans une HE (Nait Achour, 

2012). 

I-3-2 Groupe des composants aromatiques 

     Les dérivés de phénylpropane (C6-C3), ce sont très souvent des allyles et propénylphénols 

parfois des aldéhydes caractérisés de certaines huiles essentielles d’Apiaceae (anis, fenouil, 

persil) mais aussi de celles de girofle, de la muscade, des cannelles, etc. par exemple , 

eugénol, myristicine, asarones, cinnamaldéhydes, ...) (Bruneton, 2009). 

 
Figure 3 : La vanilline (Ouis, 2015) 

I-3-3 Composés d’origine diverse 
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           les composés d’origine varie En générale de faible masse moléculaires entrainables 

lors de hydro distillation, sont des hydrocarbures aliphatique a chaines linéaire ou ramifie 

porteurs de différents fonctions  (Ouis, 2015). 

I-4 Fonction biologique et écologique des huiles essentielles 

     Ce sont des substances que les plantes fabriquant pour se défendre contre des bactéries, des 

virus, des champignons, des insectes ou d’autre prédateurs, pour communiquer entre elles ou 

avec des insectes ou animaux, pour attirer tout ce qui peut servir à leur survie ou reproduction, 

pour facilites  des réactions chimiques à l’intérieure d’elles ou pour améliorer leur échange 

gazeux, hydriques ou nutritifs (Bohning and Seigenthaler, 2008). 

     Elles contribuent à l'équilibre des écosystèmes, attirent les abeilles et des insectes 

responsables de la pollinisation (Riyaha, 2013 ). Et protège la plante contre la lumière soit par 

diminution ou concentration (Ouis, 2015) . 

  I-5 Principaux domaine d’application des HE  

       Les huiles essentielles commercialisées  dans le monde sont destinées à quatre  grands 

secteurs industriels : parfumerie cosmétique, parfumerie technique, alimentation et médecine 

(douce et pharmaceutique), l’industrie alimentaire utilise les huiles essentielles pour rehausser 

le gout, aromatiser et colorer les aliments, elles sont utilisé comme agent naturel de 

conservation des aliments (Kehal, 2017). 

        Les huiles essentielles sont utilisées comme matière première de base dans la fabrication 

des parfums et d’autres produits cosmétiques (Bessah and Benyoussef, 2015).Dans le domaine 

pharmaceutique Les huiles essentielles sont utilisées en grande partie dans la préparation 

d’infusions (menthe, verveine, thym) et sous la forme de préparation galénique,  plus de 40 % 

de médicament sont à base de composant active des plantes (Ouis, 2015). 

I-6 Activité biologique des huiles essentielles  

4      I-6-1 Propriété antibactérienne  

       Des études antécédentes ont démontre que la majorité des huiles essentielles teste 

pour leur propriétés antibactériennes ont un effet plus prononce contre les Gram+, La 

résistance des Gram -  est attribue a leur membrane externe hydrophobe. Qui peut bloquer 

la pénétration de composés hydrophobes dans la membrane cellulaire cible (Bencheqroun 

et al., 2012). 

       Les HE d’Inula Viscosa, Salvia officinalis et Laurus nobilis ont montré un effet 
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inhibiteur vis-à-vis d’Escherichia coli (E. coli) (Kheyar et al., 2014) 

       I-6-2 Propriété antifongique 

        L’HE de Melaleuca alternifolia  est  actives in vitro sur les champignons 

responsables de mycoses (Oliva et al., 2003). 

     Des études ont démontrées que   Les huiles essentielles du thym et menthe sont un 

effet antifongique contre différentes espèces de dermatophytes isolées de diverses 

dermatophyties dont Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes  

et Microsporum canis……etc.(Ouraïni et al., 2007). 

         

     I-6-3 Propriété antihelminthique  

           Le chénopode (Chenopodium ambrosioides L.) est connu depuis longtemps en 

Amérique centrale, pour son action vermifuge. Sa huile essentielle est également un 

excellent vermifuge surtout utilisé en médecine vétérinaire, elle est efficace contre les 

ascaris et les ankylostomes, le principe actif de l'essence est très toxique pour les animaux 

à sang froid, il paralyse et tue les vers parasites (Samet, 2002).  

          Les HE  d’Artemisia herba-alba et   thymus  capitatus sont connu aussi pour leurs  

actions vermifuges (Akrout et al., 2004).  

     I-6-4 Propriété antioxydante 

       Des nombreuses HE présentent une propriété antioxydante  En particulier, les HE de 

thym et d’origan, et dans une moindre mesure l’HE de romarin, présentent les activités 

anti oxydantes les plus importantes parmi les plantes aromatiques  du pourtour 

méditerranéen (Gabriel et al., 2013). 

       I-6-5 Propriété pesticide  

      les HE des   feuilles de Callistemon viminalis (Myrtaceae) sont évolués des 

pourcentages des mortalités cumulées et corrigées par rapport au témoin des adultes d’A. 

obtectus  (Ndomo et al., 2009). 

             L’HE de Mentha rotundifolia  rencontre en tant que  des bonne  pesticides (El 
Arch et al., 2003).      

I-7 Méthodes d’extraction des HE  
      I-7-1 L’enfleurage :  

        Il consiste à extraire naturellement le parfum des fleures grâce à l’absorption 
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effectuée par les corps gras. Il existe deux type de l’enfleurage : à chaud et à froid selon la 

résistance de des fleurs à la chaleur (Benabdallah, 2015). 

            I-7-1-1 L’enfleurage à froid  

        Une plaque de verre revêtue d’un film de graisse est semée  de  fleur et garder plus 

de douze heures à froid et dans l’obscurité ; le processus est répété jusque trente six fois 

avec de nouvelles fleure les HE passent progressivement et son ensuite récupère à laide 

d’une solution d’alcool : une fois celle-ci évaporée, on obtient des huiles très odorante 

(Germann and Germann, 2014).   

       

             I-7-1-2 L’enfleurage à chaud  

      Il s’agit d’une variante de la technique précédente, réservée aux fleurs un peu moins 

fragiles, comme la rose centifolia, la violette, la fleur d’oranger et la cassie. Cette 

technique consiste à faire fondre de la graisse dans de grandes marmites, chauffées au 

bain-marie, dans lesquelles est plongée la matière première. Le mélange est laissé à 

refroidir pendant une à deux heures, puis à nouveau chauffé afin d’être filtré par un tamis 

métallique pour séparer la graisse parfumée de la matière première épuisée. La même 

charge de graisse est employée jusqu’à sa saturation en molécules odorantes (Besombes, 

2008).  

     Cette technique est réservée  aux fleurs, organe le plus fragile d’une plante (Diridi, 

2005). Elle est très couteuse (Germann and Germann, 2014).  

I-7-2 Expression à froid  

     Les huiles essentielles d’agrumes sont les seuls à être extraites par le procédé 

d’extraction à froid, qui est  basé sur la rupture des parois des sacs oléifères ; cette essence 

est ensuite entrainée  par un courant d’eau  froid. Une émulsion constituée d’eau et 

d’essence se forme. L’essence est alors isolée par décantation (Ferhat et al., 2010). 

       

 

I-7-3 Distillations 

                I-7-3-1 Hydro distillation  

       Cette technique consiste à immerger la matière première végétale dans un bain d’eau. 

L’ensemble est ensuite apporté à ébullition, généralement à pression atmosphérique. La 

chaleur permet l’éclatement de lieu de sécrétion et la libération des molécules odorantes 
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contenue dans les cellules végétales (figure 3). Ces molécules forment avec la vapeur 

d’eau un mélange azéotropique (Ferhat et al., 2010). 

Figure 4 : Schéma d’un dispositif de l’hydrodistilation (Jouault, 2012). 
1: Chauffe-ballon 2:Eau bouillante 3:Thermomètre 4:Réfrigérant à eau 5:Arrivée d'eau froide et Sortie d'eau 

tiédie 6:Essencier 7:Végétal 8:Huile Essentielle (Jouault, 2012). 

     Cette technique présente l’avantage d’évité agglutination des charge végétale comme 

le fait l’injection de vapeur (Bousbia, 2011) et de que L’ hydrolat   ont une fois une odeur 

très agréable que celle des huiles concentre,  possèdent de fort vertu curatif (Germann and 

Germann, 2014). Cependant, elle peut apporter de nombreux artéfacts. En effet, l'eau et la 

température du milieu peuvent induire des réactions d'hydrolyse, de réarrangement,  

d'oxydation, d'isomérisation, etc. (Samet, 2002). Ainsi que les molécules non solubles 

dans l’eau ne se trouve pas dans  l’hydrolat : c’est le cas des mono terpènes  et des 

sesquiterpènes, l’lin convient des hydrolats c’est   leur faible dure de conservation lie à 

leur proportion de ses  huiles (Germann and Germann, 2014). 

         I-7-3-2 Distillation à la vapeur saturée  

          Le végétal est supporté dans l’alambic par une plaque perforée située à une certaine 

distance au-dessus du fond rempli d’eau. Le végétal est en contact avec la vapeur d’eau 

saturée, mais pas avec l’eau bouillante (Bousbia, 2011). 
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Figure 5 : montage de la distillation à la vapeur saturée (Beneteaud, 2011). 

 

 I-7-3-3 Distillation à la vapeur directe  

             La distillation à la vapeur directe, est identique à la précédente, sans eau dans le 

fond de l’alambic, la vapeur étant introduite au-dessous de la charge végétale (ou en 

dessus dans le système d’hydro diffusion (figure 6), Technique la plus utilisée 

actuellement, elle évite le contact prolongé du végétal avec l’eau en ébullition et la 

formation de certains artefacts (Bousbia, 2011).La technique de l’hydro diffusion  

présente des avantages parmi lesquels nous pouvons citer: l'allègement du travail grâce à 

une mécanisation télécommandée, l'amélioration qualitative et quantitative de l'huile 

récoltée, l'économie de temps, de vapeur d'eau, d'énergie, etc. (Samet, 2002). 

 

 
Figure 6 : montage  de la distillation à la vapeur directe (Bousbia, 2011).  

      II--4 Extraction par solvants  

      La méthode de cette extraction est basée sur le fait que les essences aromatiques sont 
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solubles dans la plupart des solvants organiques. Le procédé consiste à épuiser le matériel 

végétal par un solvant à bas point d'ébullition qui par la suite, sera éliminé par distillation 

sous pression réduite. L'extraction par les solvants est très coûteuse à cause du prix de 

l'équipement et de la grande consommation des solvants. Un autre désavantage de cette 

extraction par les solvants est leur manque de sélectivité; de ce fait, de nombreuses 

substances lipophiles (huiles fixes, phospholipides, caroténoïdes, cires, coumarines, etc.) 

peuvent se retrouver dans le mélange pâteux et imposer une purification ultérieure 

(Kabera, 2004).         

       I-7-5- Extraction assistée par ultrasons (EAU)  

          La propagation des ondes sonores dans les liquides soumis aux ultrasons à hautes 

intensités, induit des cycles de haute pression  et de basse pression, avec des vitesses qui 

dépendent de la fréquence utilisée. Au cours du cycle de basse pression, les ondes 

ultrasonores de haute intensité créent de petites bulles de vide dans le liquide. Lorsque ces 

bulles atteignent un volume pour lequel elles ne peuvent plus absorber d’énergie, elles 

éclatent violemment au cours d’un cycle de haute pression (figure 7). Ce phénomène est 

appelé cavitation. L’implosion des bulles de cavitation provoquent également des jets de 

liquides qui peuvent atteindre la vitesse de 280 m/s. Les forces de cisaillement résultant 

détruisent l’enveloppe des cellules mécaniquement et améliorent le transfert de masse de 

la cellule au solvant (Royer et al., 2010). 

Figure 7 : Génération des bulles de cavitation par ultrason(El Darra, 2013). 

 

        I-7-6 Extraction assistée par micro-ondes (EAM) 

     L’extraction par micro-ondes consiste à chauffer l’extracteur (eau ou solvant 

organique) mis en contacte avec la plante sous l’énergie microonde ce qui permet un 

chauffage homogène, ce nouveau procédé d’extraction permet des gains de temps et 
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d’énergie considérablement (Ouis, 2015).  

         cette technique  nécessite  de maitriser parfaitement le temps de chauffage par les 

micro-ondes, et elle ne peut pas être utilise pour les compose thermosensibles   (Galvan 

D'Alessandro, 2013). 
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    Chapitre II : Monographie de la plante testé 
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II-1 L’oranger amère  

      L’oranger amer  appartient  à la   famille des Rutaceae, genre Citrus. Il est aussi appelé  

oranger de Séville ou bigaradier, il  pousse sous un climat subtropical (Deterre, 2012) . 

     

 

                              Figure 8 : feuille, fleures, fruites de Citrus aurantium (Ghédira and Goetz, 

2015) 

         II-1-1 Répartition géographique  

           Le bigaradier est passé de la Chine vers l’Inde, l’Arabie et enfin l’Egypte. Il est 

introduit en Europe   grâce aux arabes qui l’introduisirent en Sicile au XIème  siècle. Il est 

cultivé  en Amérique centrale et en Amérique du sud ainsi que dans le bassin   méditerranéen 

(Ferhat et al., 2010). 

            II-1-2Déscription botanique  

      L’oranger amère  est un grand arbre atteignant de 5 à 8 m   de haut, avec des feuilles   

vertes toujours vert et brillant, les fleurs blancs très purs, d’odeur agréable possèdent 5 à 8 

pétale (Ghédira and Goetz, 2015) . Le fruit fait environ 7 cm de diamètre avec une écorce 

dure et une pulpe très acide. Il est très résistant au froid, à l'excès d’eau et à quelques maladies 

(Deterre, 2012). 

            

         

 

 

 

II-1-3 Classification botanique 
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Tableau I : classification botanique de citrus aurantium  (Ghédira and Goetz, 2015).. 

Règne Plantea  

Super division  Embryophyta 

Division  Magnoliophyta (Tracheophyta) 

Subdivision  Spermatophytina 

Classe   Magnoliopsida 

Super ordre  Rosanae 

Ordre  Sapindales 

 

Famil Rutaceae 

 

Genre Citrus  

Espèce Citrus aurantium L. 

 
          II-1-4 Composition chimique de  l’HE du  citrus aurantium  
           La composition chimique des huiles essentielles des différents organes de l’oranger 
amère diffère, sachant que des études précédentes ont démontrées que l’huile essentielle des 
feuilles de l’oranger amère est  constituée de myrcène (2,3%), linalool (36,8%), acétate de 
linalyl (22,1%), Alpha-terpinéol (11,7%) et acétate de neryle (3,2%) tandis que  Les 
principaux composants de l'huile de néroli (fleur)  étaient le linalool (34,4%), l'acétate de 
linalyl  (11,3%), le limonène (10,9%), alpha -terpinéol (6,6%), beta-pinène (5,2%), géraniol 
(4,2%) et sabinène (4,1%). Les principaux composants de l'huile de petit-grain étaient le 
linalool (36,8%), le linalyl Acétate (22,1%), beta-terpinéol (11,7%), géraniol (7,1%) et acétate 
de géranium (6%) (Boussaada and Chemli, 2006).  
            II-1-5 Activités biologiques de l’huile essentielle de Citrus aurantium  

     Des études antécédentes démontrent que l’huile essentielle de Citrus aurantium a plusieurs 

activités biologiques elle est  considéré comme anti infectieuse, analgésique, anesthésiant 

local, cicatrisante, bactéricide, et antiseptique (Ghédira and Goetz, 2015),   elle est utilisé  

aussi en tant  que des bonne pesticide (insecticide) parce qu’ elle  est efficace contre 

Maringouin domestique (Culex pipiens) (EL-Akhal et al., 2014).   
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Chapitre III : Stresse oxydatif 
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III-1 Définition des  radicaux libres  

         Le radicale libre (RDL) est une molécule ou un atome qui possède un ou plusieurs 

électrons non appariés ou célibataires au niveau de ses orbitales externes, il réagit 

spontanément avec d’autres atomes ou molécules pour former un nouveau radicale 

provoquant ainsi une réaction en chaine qui n’est interrompue que lors que deux RDL 

réagissent entre eux. Les radicaux libres sont des espèces instables, très réactives, et qui 

possèdent un temps de demie vie extrêmement court : 10-9 10 -6 secs (Thiebauld et  Sprumont, 

1997). 

   III-2 Sources des radicaux libres  

          La première source des radicaux libre est tout à fait normale et naturelle, elle est 

produite par l’activité même que déploient nos cellules pour nous apporter de l’énergie : 

chaque fois que nos cellules utilisent de l’oxygène des radicaux libres se forment (Causse, 

2004).   

            Des RDL sont aussi produits  au cours des inflammations (Causse, 2004). Car dans 

certaines cellules, comme les polynucléaires, constituent une source importante de radicaux 

libre car elles possèdent de forte concentration en oxydase. A l’état basal, cette activité 

enzymatique est latente et les cellules ne consomment que très peu d’oxygène. En revanche 

elle peut être rapidement activée par diverse stimuli inflammatoire, ce qui implique une 

accélération de la consommation d’oxygène et une production simultané des radicaux libres 

oxygénés (RLO). Les stimules biologiques qui activent cette explosion oxydative sont 

multiples : il peut s’agir d’un complexe immun, de lectine ou de produits des métabolismes de 

l’acide arachidonique (Lacolley et al., 2007).  

          La deuxième source de RDL est externe. Des RDL appariassent lorsqu’on s’expose au 

soleil, lorsqu’on avale des légumes traités par des pesticides, lorsqu’on fume (Causse, 2004). 

II-3 Stresse oxydatif et  ses conséquences  

        Le stress oxydant est un état qui résulte d’un déséquilibre au sein d’un individu entre la 

production d’éléments oxydants et de mécanismes de défense antioxydante (Morena et al., 

2002). 

        Dans les phénomènes de  stresse oxydant, les radicaux libres qui interviennent ont une 

propriété caractéristique comme, celle d’avoir un électron célibataire  sur un atome 
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d’oxygène. Ceci leurs confère la dénomination de radicaux libres (centrés) sur l’oxygène. Les 

oxyradicaux ou espèces radicalaires dérivées de l’oxygène peuvent avoir différents structures 

dont les formules sont les suivants :  (Delattre et al., 2005). 

O-
2 = radical superoxyde 

HO-
2 = radical perhydroxyle 

-OH = radical hydroxyle 

RO-
2 = radical peroxyle 

RO- = radical alkoxyle 

        Ces entités radicalaires et moléculaires sont produites d’une manière accrue. Ce qui se 

traduit par de nombreuses dégradations oxydatives au niveau des macromolécules biologiques 

telles que les acides nucléiques, les protéines et les lipides (Delattre et al., 2005).  

      Dans le cas d’attaque d’ADN les radicaux libres soit oxydent directement les base qui 

compose l’ADN en particulier la guanine qui va engendrer un grand nombre des base 

modifies, soit attaquent la liaison  entre la base et le désoxyribose créant un site abasique, soit 

attaquent le sucre lui même créant une coupure  en chaine simple brin (Favier, 2003).  

       Ces phénomènes  vont perturber les mécanismes de réplication de l'ADN et entraîner soit 

des erreurs de lecture et de synthèse par des ADN polymérases qui cause une mutation 

ponctuelle dans le génome. Les protéines sont aussi sensible à l’attaque des radicaux libre  

surtout   celles qui comportent un groupement sulfhydryle (SH). Telle que des nombreux 

enzymes cellulaires et protéines de transports qui vont oxyder et inactiver par l’action des 

radicaux libres, ces dernières soumis aussi à des coupures en cas d'agression forte.Les 

protéines oxydées  vont perdre leurs propriété biologique et deviennent très sensible à l’action 

des protéase, l’accumulation des protéines oxydées due à la formation des amas anormaux 

dans ou auteur des cellules,  Ces amas, associés aux lipides, forment les dépôts de 

lipofuschines caractéristiques des tissus des sujets âgés (Favier, 2003).   

         Le stress oxydant donc  sera la principale initiale de plusieurs maladies telle que le  

cancer, la maladie d'Alzheimer, et les maladies cardiovasculaires (infarctus de myocarde et  

accident vasculaire cérébraux) même si il accélère le vieillissement  …….etc.  (Favier, 2003). 
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III- 4 Les moyennes de défense contre les radicaux libres  

    Pour protéger nos cellules et nos tissus nous disposons des systèmes de défonce  anti 

radicalaire, nos capacités à gérer le stresse oxydant dépendent à la fois de nos gènes et de 

notre alimentations (Riché and Chos, 2008).  

           III-4-1 Défonce enzymatique  

    Le premier rideau défensif, est constitué d’enzymes spécialisées, fabriquées par nos 

cellules. Rappelons que ces enzymes sont des protéines dans la synthèse se trouve sous la 

gouvernance de gènes. On les nomme « enzymes antioxydants » ils sont : « glutathion 

peroxydase » (GPX), « superoxyde dismutase ». La SOD, et  encore la  catalase. Ces enzymes 

qui neutralisent les radicaux libres à mesure qu’ils apparaissent  dans les cellules, ont besoin 

des cofacteurs, c’est -à- dire d’adjoints, qui sont fourni par notre ration. La SOD par exemple, 

fait appelle au cuivre et au zinc lorsqu’elle se trouve dans le cytoplasme, et au cuivre et  au 

manganèse lorsqu’elle agit dans les mitochondries. La GPX, pour sa part à besoin de 

sélénium. C’est ce qui expliquent  que celui-ci, le zinc, le cuivre, et le manganèse sont 

considérés comme  des antioxydants (Riché and Chos, 2008). 

      Ces enzymes sont génétiquement programmées et inductibles, cela signifie que leur 

nombre et leur activité peuvent augmenter rapidement, suite a une action au niveau du gène, 

par une réponse adaptative à la présence des radicaux libres, mais ces enzymes, après leur 

synthèse, ne seront efficace que si elles disposent de leur cofacteurs spécifiques.(Riché and 

Chos, 2008).  

      La  SOD accélère la vitesse de dismutation  de l’anion superoxyde en peroxyde 

d’hydrogène (réaction (1)),  Le peroxyde d’hydrogène produit par ce dernier  doit être 

rapidement métabolisé par la catalase et la glutathion peroxydase pour que la protection 

apportée par le SOD soit effective (Nzengue, 2008 ). La catalase accélère la réaction de 

dismutation de l'eau oxygénée en oxygène et en eau (réaction (2)), tandis que la glutathion 

peroxydase accélère la réaction d'oxydation du glutathion (thiol peptidique, symbolisé ici par 

GSH) par l'eau oxygénée (réaction(3)) (Gardès-Albert et al., 2003). 

            

               2H++1e- 

O2
- 

 H2O2   (1)  
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H2O2+ H2O2    2H2O + O2 (2) 

H2O2 + 2GSH                                2H2O + GSSG (3)  

     III-4-2 Défense non enzymatique  

        L’organisme se protège en permanence contre la formation et l’agression de ces 

oxydants grâce à divers mécanismes de défense tant enzymatiques que non enzymatiques , 

Parmi les antioxydants non enzymatiques, on retrouve principalement le glutathion réduit 

(GSH), l’acide urique, les caroténoïdes, les flavonoïdes, la vitamine E (α-tocophérol), la 

vitamine C (acide ascorbique) ou encore la bilirubine (Morena et al., 2002). 

    La vitamine E agit comme antioxydant au niveau des radicaux hydro peroxyde, et Les 

caroténoïdes ont un effet antioxydant lié principalement  à une réaction avec les radicaux 

pyroxylés.  Tandis que la vitamine C  est un réducteur susceptible d’influencer la 

peroxydation lipidique (Piquet  and Hebuterne, 2007). 

III-5 Méthodes d’évaluation de l’activité antioxydant 

        III-5-1 La méthode l’inhibition  2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl (DPPH) 

               Principe  

          Le  DPPH  est un radical  relativement stable peut être obtenu  sous forme d’un solide 

cristallisé , paramagnétique (à cause de l’électron libre) qui se dissout dans les solvant 

organique en réagissent rapidement sur les autres radicaux présents (Roth, 1968). Le principe 

de cette méthode est basée sur le changement de couleur du DPPH du violet au jaune, cette 

modification  est la conséquence de la capacité de réduction des antioxydants envers le radical 

DPPH stable (En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH. (2.2 Diphenyl 1 picryl 

hydrazyl) de couleur violette se réduit en 2,2 Diphenyl -1- picryl hydrazine de couleur jaune 

figure 10) mesurable à 517 nm (Miguel, 2010).  
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 Figure 09 : Réaction de test DPPH (2,2 Diphenyl-1-picryl hydrazyl) (Medjoujda and Benlifa, 

2013). 

 

         III-5-2 La méthode de la capacité de réduction antioxydante du fer (FRA) 

                Principe  

       Dans ce procédé, on utilise comme agent oxydant un sel ferrique (Miguel, 2010). 

L’activité réductrice du fer des extraits préparés, basée sur la réduction du Fe3+ présent dans 

le complexe K3Fe(CN)6  en Fe2+  (Toure, 2015). 

            III-5-3 Piégeage du radical superoxyde (O2·-) 

              Principe  

Cette méthode  évalue la capacité d'un produit à capter le radical libre (l'anion superoxyde 

O2).  Sachant que la génération de cette anion ce fait in vitro  par La xanthine oxydase qui 

désigne comme  une enzyme déshydrogénase qui transfère des électrons vers le Nicotinamide 

adénine dinucléotide (NAD +), et  le réduisant à NADH et oxydant la xanthine ou 

l'hypoxanthine en acide urique, mais dans des conditions de stresse la déshydrogénase est 

convertie en une enzyme oxydase  qui réduit  le dioxygène en anion superoxyde et en 

hydrogène peroxyde  au lieu de réduit le NAD+ (Miguel, 2010). 

     Donc dans cette méthode l’anion de superoxyde   réduit le nitro-bleu de tétrazolium  

(NBT) en formazan. Ainsi un composé antioxydant capable de capter l'anion superoxyde et 

empêchera la formation du bleu de formazan est  la solution restera jaune (Miguel, 2010). 
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III-5-4 Piégeage du radical hydroxyle 

          Il existe plusieurs façons pour déterminer la capacité de formation  des radicaux 

hydroxyles (c'est-à-dire le désoxyribose tester). Cette méthode comprend un mélange de 

chlorure ferrique (FeCl3) et de l'acide éthylène diamine-tétra-acétique (EDTA) et l’acide 

ascorbique, en présence de ces trois derniers  on aura la formation de  Fe2+-EDTA et le 

radicale ascorbique (Miguel, 2010). 

         Après l’addition de H2O2  on aura la formation de Fe3+-EDTA  et HO., c’est la réaction 

de fenton qui génère le radical hydroxyle hautement réactif (Fe2+ + H2O2 → Fe 3+ +OH+ 

HO°), les radicaux libres hydroxyles attaquent le  désoxyribose et le dégrade en  plusieurs 

Fragments. Certaines de ces fragments réagissent avec  l'acide thiobarbiturique après 

chauffage et dans un pH acide cette réaction due à l’apparition d’un pigment rose  qui peut 

être quantifié par spectrophotométrie et on présence des antioxydants qui réduisant le radicale 

hydroxyle et au même temps Inhibent la formation du chromogène (Miguel, 2010). 

        III-5-5 Test de blanchiment de β-carotène couplé à l’auto-oxydation de l’acide 

linoléique  

       Le principe de cette méthode basé sur le fait que l’acide linoléique, qui est un acide gras 

insaturé, s’oxyde en présence des espèces réactives de l’oxygène produit par l’eau oxygéné  

    Le produit formé causé l’oxydation de β-carotène et conduit a sa décoloration, les agent 

antioxydants à rester inhibent la décoloration du beta-carotène (Alam et al., 2013). 
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             Partie II : Etude  expérimentale 
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MATÉRIEL ET MÉTHODES  
     Notre objectif était d’évaluer l’activité antioxydante d’huile essentielle des feuilles fraiches 

de l’oranger amère et la comparer avec un antioxydant standard  (vitamine E).Et d’évaluer la 

nature d’interaction  entre l’HE des feuilles fraiches  et la vitamine E.  

      Le stage était effectué au niveau du laboratoire 4 de département de biologie, faculté des 

sciences de la nature et de la vie de pole universitaire de Bouira.  

 I– Matériels 

       I-1- Matériels biologique  

            I-1-1  Matériel végétal  

         Une seul plante à  utilisée, il s’agit de l’oranger amère, les feuilles de l’oranger amère 

ont été récolté en mois d’avril ont été récolté puis lavé par  l’eau de robinet et laissé à sécher à 

l’air libre pendant quelque jour pour les utilisées après le séchage, tandis que les feuilles ont 

été  récolté en mois de mars ont été lavé puis utilisées directement (fraiches).     

      II-Méthodes   

 II-1Extraction de l’huile essentielle de la plante à étudiée (Citrus aurantium). 

       II-1-1Récolte et séchage 

    Les feuilles de l’orange amère ont été récolte en mois de mars  d’un jardin du commun de 

Kadiria, wilaya de Bouira. Les feuilles ont été séchées dans un endroit aéré, à l’ombre, à labri 

de la lumière et à température ambiante pendant quelques jours. Une partie des feuilles ont été 

utilisées fraiche.  

       II-1-2 Extraction  

    Nous avons utilisé la technique d’hydrodistilation  pour l’extraction d’huile essentielle des 

feuilles séchées et fraiches  de l’orange amère. Le montage utilisé est montré sur la figure 11.    
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                   Figure 10 : montage utilisé pour l’hydrodistilation  

         Pour  les feuilles séchées, 70 g de ces dernieres  coupées en petits moreaux à l’aide de 

ciseaux a fait l’objet  d’une ébullition de 1 heure et 30 minutes avec 800 ml d’eau distillée. Le 

tous introduit dans un ballon de 1000 ml, relie a un réfrigérant a l’aide d’un coude (male 

/male), une pompe Fait circuler une eau froide pour permettre la condensation des vapeurs. 

Donc les vapeurs d’eau chargées de huile essentielle, en traversant le réfrigérant  se 

condensent et chutent dans un Erlenmeyer  puis le distillat  obtenue était versé dans une 

ampoule à décanter et a chaque  fois, que cette dernière remplis  on élimine de l’hydrolat.  

      Pour les feuilles fraiches nous avons introduis 130g  dans chaque ballon avec 800ml d’eau 

distillée les autre étapes sont les mêmes. 

      A laide d’une ampoule à décanter le mélange précédent a séparé en deux phases non 

miscibles. Une phase aqueuse, en général plus dense, se situe dans la partie inférieure et une 

phase organique, de densité plus faible et contenant  l’HE situé au-dessus. 

       L’huile essentielle obtenue était conservée dans un flacon en verre enveloppé de papier 

aluminium à une température compris entre 4 et 6 °C pour éviter toute dégradation de l’huile 

essentielle.    

II-1-3   Calcule du rendement  

       Le rendement en huile essentielle  est défini  comme étant le rapport  entre le poid de 

l’huile obtenue et le poid sec de la plante.  
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     Le rendement, exprime en pourcentage, est calculé par la formule suivant : (Laghouitre et 

al., 2015). 

Rendement (%) = poids de l’huile essentielle /poids de la plante × 100 

    II-2  L’activité antioxydante  

     L’activité antioxydante de l’HE des feuilles fraiches de l’oranger amère   ainsi que celle de 

standard (Vitamine E), a été évaluée par la mesure de la capacité de réduction d’un radical 

libre synthétique : le 2,2-Diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH•). 

          II-2-1 Protocole 

        L’activité anti-radicalaire a été évaluée suivant le protocole de  (Wu and Ng, 2008). 

        1.5 ml de différentes dilutions d’huile essentielle des feuilles  fraiches de l’orange amère 

ou vitamine E  ont été mélangés avec 0.5 ml de la solution de méthanol  de DPPH•  0.1mmol/l 

dans des tubes à essai secs Le mélange a ensuite été vortexé vigoureusement. Après 30min 

d'incubation à une température ambiante et à l’obscurité, l'absorbance a été mesurée à 517nm. 

Pour le blanc réactif 1.5 ml de méthanol sont mélangées avec 0.5 ml de la solution de DPPH.   

        

        II-2-3  Détermination du pourcentage d’inhibition du DPPH  

  L’inhibition du radical libre de DPPH en pourcentage  est calculée de la manière suivante 

:(Barkat and Laib, 2011). 

      

                               Activité anti radicalaire  = (A blanc – A  échantillon) / A blanc  

Avec :  

A blanc : Absorbance du blanc (contenant tous les réactifs excepté le composé d'essai) (DPPH + 

méthanol). 

A échantillon : Absorbance du DPPH en présence du composé d’essai.  

       Les IC50 (concentrations donnant 50 % d’inhibition)  de chaque échantillon  ont été 

calculées à partir des graphes présentant les pourcentages d’inhibition (I%) en fonction des 

concentrations. On a utilisé Le logiciel (Origine Pro 8).  

    Chaque test a été réalisé trois fois et les résultats sont exprimés en tant que la moyenne de 

chacun des trois tests plus ou moins l’écart type. 
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II-3 Évaluation de l’activité antioxydante de l’huile essentielle de Citrus aurantium et la 

vitamine E en  association  

      II-3-1 Principe de l’isobologramme  

         Pour évaluer l’interaction entre l’huile essentielle et la vitamine E on a utilisé la  

méthode   de l’isobologramme qui a été décrite par (Tallarida, 2001),  c’est ‘un graphe qui 

présente deux  paires de concentrations efficaces, qui donnent un effet particulier (ici une  

IC50) (Tallarida, 2001).  

 

 

 
           Figure 11 : Illustration d'un isobologramme typique (Tallarida, 2001). 

 

       Dans cet exemple les points A et B représentent les doses efficaces (ICI50) des composés 

A et B séparément. La droit qui relie ces deux points servent à comparer les paires de 

concentrations de A et B (points Q, P et R) qui donnent le même effet étudié (ICI50).    

       Si les points sont en dessous de droit. Donc c’est ‘une synergie   

       Si les points  sont au-dessus de la droite, c’est un effet antagoniste 

       Si les points sont sur le droit, c’est ‘un effet indifférent  
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              II-3-2 Le protocole  

          le protocole utilisé est le même que pour l’évaluation de l’activité antioxydant de l’huile 

essentielle et la vitamine E seule  (Wu and Ng, 2008) sauf que dans  la combinaison 

l’échantillon à teste se compose de 750ul de la vitamine E et 750 ul de l’huile essentielle. 

         A fin d’avoir  deux points sur l’isobologramme, il faut avoir deux paires de 

concentration différents qui donnent 50 %. D’inhibition du DPPH (annexe 7).  

          Pour confirmer les résultats en calculant la concentration inhibitrice fractionnaire  

FIC50 indice (FIC50I) : 

  

         FIC50I = FIC50 (A) + FIC50 (B) avec:  

             FIC50 (A) =  IC50 (A en présence de B) / IC50 (A seule) 

             FIC50 (B) = IC50 (B en présence de A) / IC50 (B seule) (Adrar et al., 2016). 

Une combinaison est considérée synergique si elle présente une FIC50I < 0,9 ; Indifférente si 

0,9 < FIC50I < 1,1 et antagoniste si la FIC50I > 1,1(Adrar et al., 2016; Santiesteban-López et 

al., 2007). 
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RÉULTATS ET DISCUTION 

  I- Caractères organoleptiques  

        Après l’extraction, nous avons déterminé les caractères organoleptiques des nos huiles 

essentielles. Les résultats  sont exprime dans le tableau. 

       Tableau II : Caractères organoleptiques des huiles essentielles des feuilles fraiches et 

séchées.  

      Caractères 

organoleptiques 

 

Couleur 

 

Aspect 

 

Odeur 

Huile essentielle des 

feuilles séchées 

 

Jaune foncé 

(figure 12) 

 

Liquide visqueux 

Odeur 

caractéristique, 

fraiche, aromatique 

Huile essentielle des     

feuilles fraiches 

 

Jaune claire 

(figure 13) 

 

Liquide visqueux 

Odeur 

caractéristique, 

fraiche, aromatique 

  

                                

                      Figure 12 : HE des feuilles séchés         Figure 13 : HE des feuilles  

II- Rendement en huile essentielle.   
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               Tableau III : rendement en huiles essentielles des feuilles fraiches et séchées du 

Citrus aurantium  

feuilles  utilisées  Quantité des feuilles  

(en gramme)   

Quantité d’huile 

essentielle obtenue 

(en gramme)  

Le rendement en %  

Les feuilles séchées  1157 g  0.8 g  0.06 %  

Les feuilles fraiches  1157 g  3 g  0.2 %  

 

                   Le rendement en huile essentielle extraite à partir des feuilles fraiches de Citrus 

aurantium est de 0.2 %, Celle  de l’HE extraite à partir des feuilles séchées de la même plante 

est de 0.06 %. Le rendement en huile essentielle des feuilles fraiches est  plus important que 

celui de feuilles séchées,  plusieurs travaux démontrées que le séchage de la plante à des effets 

très nets sur le rendement  qui commence a augmenté jusqu’atteinte un maximum puis il 

baisse régulièrement. Sachant que la plante après sa récolte continue à vivre  et son activité de 

biosynthèse des terpènes et dérivés s’accentue parce qu’elle est considère comme moyen de 

défonce contre le stresse hydrique, C’est ce qui explique l’augmentation des rendements en 

huiles essentielles à l’état fraiche. Après le séchage la plante meurt  définitivement et ces 

activités de biosynthèse s’arrêtent  et les huiles essentielles se perdent  par évaporation, C’est 

ce qui explique la baisse de rendement (Bencheikh et al., 2015). 

        Le rendement en huiles essentielle des feuilles fraiches est plus important que celui des 

feuilles séchées, ce phénomène à été trouvé  dans plusieurs autres espèces aromatiques telles 

que  Tetraclinis articulata (Bourkhiss et al., 2009), Ocimum basilicum L(Dabire et al., 2011), 

Mentha piperit (Goudjl et al., 2015). Donc  chez la plus part des plante  La biosynthèse des 

huiles essentielles continue et s'accélère après la récolte du matériel végétal en réponse au 

stress hydrique c’est pour on obtenue un  rendement plus important de l’ordre de 0.2 % a 

l’état fraiches   que celui à l’état sèche (0.06). Cette  baisse de rendement est due à la fois à la 

mort des cellules et l’arrêt de la biosynthèse des composés aromatiques, et parallèlement à une 

évaporation de l’huile essentielle (Bourkhiss et al., 2009).   

            Le rendement en huile essentielle des feuilles  de Citrus aurantium peut-être aussi  due 

à la forte humidité qui caractérise la région de Kadiria, a localisation géographique, la période 

de récolte, le stade de récolte (meilleure rendement obtenue durant la période de la floraison)  

(Laghouitre et al., 2015).  
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     III-Activité antioxydant   

          L’activité antioxydant de l’huile essentielle de l’orange amère de la région de Kadiria a 

été évaluée par la méthode de réduction de DPPH• en le comparant par la vitamine E comme 

antioxydant de référence.    

        III-1 Détermination des IC50 

         L’IC 50 c’est la concentration  qui réduit  50 %  du radical libre.  Plus la valeur d’IC50 

est basse, plus l'activité antioxydante d'un composé est grande (Barkat and Laib, 2011). Les 

valeurs des IC50 sont indiquées sur la figure 15.  

 

 

Figure 14 : IC50 des différents échantillons 

      Dans la présente étude  la vitamine E, l’huile essentielle de Citrus aurantium  ont pu 

réduire le radicale libre  DPPH•  avec des concentrations respectivement  de l’ordre de (89.92 

± 41.84) et (229.76 ± 17.78). 

      L’huile essentielle de Citrus aurantium réduit le radicale libre DPPH avec une  IC50 de 

229.76 ± 17.54 ug/ml  montrant une activité antioxydante inférieure à celle de la vitamine E. 

qui reduit le radicale libre DPPH avec une IC50 de 89.92 ± 41.70  μg/ml. 

. 

    Cependant, tenant compte des écartypes, l’étude statistique (Annexe I) démontre qu’il n’ya 

pas une différence significative entre l’activité antioxydante de l’HE et celle de la vitamine E. 

        l’huile essentielle  de Citrus aurantium à une activité  de nombreux travaux sur cette 

activité  confirmer que ces propriétés sont en relation avec la composition chimique des HE et  
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ont rapporté que les activités anti oxydantes sont dues à la présence de composés qui 

comportent le groupement hydroxyle (Bouzouita et al., 2008) Cette activité due  à la mobilité 

de l’atome d’hydrogène du groupement hydroxyle des composes phénoliques de l’huile 

essentielle, en présence du radicale libre DPPH, l’atome d’hydrogène est transféré sur lui et le 

transforme a une molécule stable DPPH (Laib, 2012). 

      Donc on peut dire que l’activité antioxydant de l’huile essentielle de Citrus aurantium 

peut être due a la présence des   plusieurs   composés qui comportent le groupement 

hydroxyle telle que linalol  (36,8%), et alpha terpinéol (11,7%)    (EL-Akhal et al., 2014)  

     Qui sont des composés majoritaires de l’huile essentielle étudiée et qui possèdent une forte 

activité antioxydante.  

     

  III-2 pourcentage d’inhibition de l’huile essentielle et la vitamine E  

       La mesure de l’absorbance  a été effectuée par spectrophotométrie à 517 nm. A partir des 

valeurs obtenues, nous avons calculé les pourcentages d’inhibition.  

 

      Les valeurs obtenues ont permis de tracer la courbe  qui représente la variation du 

pourcentage d’inhibition du DPPH  en fonction des concentrations de l’huile essentielle et la 

vitamine E. (figure 16)    
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Figure 15 : Graphique représentant les pourcentages d’inhibitions en fonction des 

concentrations 

         Le graphe montre que  le pourcentage d’inhibition de l’huile essentielle est inferieure à  

celle  de la vitamine en premier temps  jusqu’a une concentration ou les deux composés  testés 

ont le même pourcentage d’inhibition (60%). Au-delà de cette concentration, l’HE permet 

d’attendre des pourcentages d’inhibitions plus élevés que ceux de la vitamine E aux mêmes 

concentrations. 

         L’HE à atteint un pourcentage d’inhibition  90% tandis que la vitamine E n’a pas 

atteint le 80% même avec des concentrations plus élevées que celles de l’HE du Citrus 

aurantium.   

 

 

    III-3 Activité antioxydant de la  combinaison de la vitamine E et l’huile essentielle   

     La figure 17 représente l’isobologramme  de la combinaison   d’HE et la vitamine E   

     Le but de cette combinaison est de déterminer si les deux échantillon sont  capables de 

produire des effets antioxydants synergiques( qui donnent un effet antioxydant  supérieure  à 

la somme des effets antioxydants individuels)  (Liu et al., 2008).  
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Figure 16 : Isobologramme de l’HE du l’orange amère combinée avec la vitamine  

 

Les deux  points sont en dessous de la droite, donc  notre résultat est négatif et l’effet est  

antagoniste, cela veut dire que il n’ya pas un effet synergique entre ces deux antioxydants, 

donc  dans notre expérience les concentrations combinées des antioxydants (HE et vitamine 

E).étaient mois efficaces que ces deux derniers seules (Liu et al., 2008). 

     On a calculé aussi le FIC 50 pour confirmer les  résultats obtenus (tableau V). 

Tableau IV : FIC50 et FIC50 Indice de la combinaison de la vitamine E et l’huile essentielle 

de l’orange amère   

     Combinaison IC50 (μg/ml) IC50c 
(μg/ml) 

FIC50 FIC50I FIC50I 

moyenne 
1 L’orange amère 226.14 263.3 1.16  

15.6 
 

 Vitamine E 56.48 815.8 14.44  11  ± 6.50 

2 L’orange amère 214.30 129 0.60  
6.4 

 

 Vitamine E 136.65 799.2 5.84   

 

     Selon les résultats obtenus la FIC50 indice = 11  ± 6.50  

     La  FIC50indice   1.1 donc selon l’effet est antagoniste Ce résultat est en corrélation avec 

la figure 16.  

ont démontré que certaines composés ( telle que l’HE de Tymus  numidicus et la vitamine E, 

Extrait de romarin au méthanol et BHT) peuvent agir en synergie sur l’inhibition des radicaux 

libres.  

         Notre résultat est peut être du à une composition chimique de l’HE de Citrus aurantium 

qui ne permet pas une action synergique avec la vitamine E.
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Conclusion  et perspectives  

 

            Dans  cette étude nous nous sommes intéresses d’étuder  l’effet de séchage sur le 

rendement en huile essentielle de l’oranger amère et pour   évaluer  l’activité antioxydant de 

l’huile essentielle des feuilles fraiches de cette plante et de celle de la vitamine E, et 

rechercher  un effet synergique entre ces deux déniées.  

          Le rendement des feuilles fraiche est plus important que celle des feuilles séché donc, 

on conclut que   le séchage baisse le rendement en huile essentielle parce qu’il causé la mort 

des cellules suite à une forte déshydratation et à cause de l’évaporation de l’HE. 

         L’huile essentielle de l’oranger amère à montré une  activité antioxydante très élevée en   

réduisant le DPPH d’une manière comparable à la vitamine E.   

       La combinaison n’a pas  montré  l’effet recherché (synergie), c’est pour ça il est 

nécessaire d’étudier d’autres combinaisons en associant notre huile essentielle avec d’autres 

antioxydants synthétiques telle que BHA et BHT pour obtenir l’effet synergique. Il est 

également possible d’obtenir un effet synergique entre la vitamine E et d’autre HE, il est donc 

intéressant de restrer d’autre HE. 

      L’activité antioxydante de Citrus aurantium peut être évaluée à l’aide  d’autres techniques 

telles que l’inhibition du blanchissement de beta-carotène afin de confirmer son potentiel 

antioxydant. 

     Il est également possible d’évaluer d’autres activités de cette HE telle que l’activité anti-

inflammatoire, antimicrobienne, anticancéreuses. 

     Il serait aussi intéressant de tester d’autres extraits de Citrus aurantium autres qu’HE.  
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Annexe I : Etude statistique (khi deux)  

       I-1 Test de l’hypothèse de la vitamine E et l’huile essentielle   

 

         Conclusion  

      Selon le  tableau la valeur de signification est ‘égale 1 donc  la valeur de p ou 

Signification est supérieure à 0,05 donc on accepte  l'hypothèse nulle (H0) et on conclut  qu'il 

n'y a pas de différence significative entre la vitamine E et l’huile essentielle  

     I-2 Test khi deux  de la vitamine E et l’huile essentielle (Probabilité critique ou P-

valeur).  

 ORG_A Vit E 

Chi-Square .000a .000a 

df 2 2 

Asymp. Sig. 1.000 1.000 

 

      Conclusion   

   Selon le tableau P = 1 donc pas de signification c’est ‘adire les donnes  sont séparer  cela 

veut dire que la vitamine E  et l’huile essentielle ont presque  la même activité antioxydante  

 

 



 
 

 
 

 

 

 

 

 

Annexe II : Détermination des IC50 avec le logiciel Origine  

      II-1 Echantillon seule  

         II-1-1 l’orange amère (essai 1,2 et 3)  
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Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))

Adj. R-Square 0,83792
Value Standard Error

inhibition A1 24,52536 34,35106
inhibition A2 96,17221 12,00982
inhibition x0 0,29378 0,14723
inhibition dx 0,11362 0,1255

 

      

IC50 = 226.14 ug/ml 
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Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))

Adj. R-Square 0,78008
Value Standard Error

inhibition A1 -24,88379 245,78781
inhibition A2 98,56788 17,57503
inhibition x0 0,14567 0,65222
inhibition dx 0,15853 0,26669

 

 

 

 

 

IC50 = 214.31 ug/ml 
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Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))

Adj. R-Squar 0,81958
Value Standard Erro

inhibition A1 34,4328 12,93291
inhibition A2 92,5926 11,9075
inhibition x0 0,33514 0,10914
inhibition dx 0,08574 0,10127

 

IC50 = 248.84 ug/ml 



 
 

 
 

 

II-2 La vitamine E (essais 1, 2 et 3)  
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Adj. R-Squar 0,99688
Value Standard Err

inhibition A1 -6480,6240 974665,476
inhibition A2 72,90033 1,41294
inhibition x0 -1,44866 40,37142
inhibition dx 0,26625 0,11762

 

IC50 = 56.48 ug/ml 
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Adj. R-Square 0,80486
Value Standard Error

inhibition A1 -2740,74965 1,77389E6
inhibition A2 67,77132 17,61801
inhibition x0 -1,48466 211,08739
inhibition dx 0,32064 1,51095
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Adj. R-Square 0,44061
Value Standard Error

inhibition A1 42,65096 54,75342
inhibition A2 67,41363 5,00233
inhibition x0 0,13713 0,37812
inhibition dx 0,07013 0,20583

 

IC50 = 76.83 ug/ml  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II-3  Echantillon en association (la vitamine E et l’orange amère teste 1 et 2)  
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Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))

Adj. R-Square 0,98023
Value Standard Error

inhibition A1 20,19383 3,06871
inhibition A2 79,11131 3,74551
inhibition x0 0,48712 0,02549
inhibition dx 0,05868 0,07059

 

IC 50 = 129 ug/ml (L’orange amère) + 399.6 ug/ml  (vitamine E) 
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Adj. R-Square 0,95653
Value Standard Error

inhibition A1 -1809,19998 620808,6778
inhibition A2 132,94674 1205,7089
inhibition x0 -3,87845 572,46681
inhibition dx 1,40171 40,14986

 

IC50 = 399.6 ug/ml (vitamine E) + 64.32 ug/ml (l’orange amère) 

 

 

 

 

 

      



 
 

 
 

 

 

 

Annexe III : Matériels non biologique  

          III-1 Appareillage  

-   Chauffe ballon  

- Pompe à eau  

- Support élévateur  

- Spectrophotomètre (OPTIZEN 3220UV) 

- Vortex mixer (Nahita).  

           III-2Verrerie  

- Ballon de 1000 ml  

- coude male-male et coude male-femmelle    

- Réfrigérant  

-  Erlenmeyer 

- eau glacée 

- Bassin  

- Becher  

- Ampoule à décanter  

- Flacon  

- Micro pipette réglable   

- Tubes  secs  

- Portoir des tubes  

- Spatule  

- Micro spatule  

- Une cuve   

- eau distillée  

- Ciseaux  

- Graisse à rodage   

-  DPPH  



 
 

 
 

- méthanol  (99.6% Germany)  

    

 

 

Annexe IV : Préparation de solution de DPPH   

- [DPPH] = 0.1 mmol/l  

- La masse molaire de DPPH = 394.32g/mol  

On doit chercher la quantité de DPPH dans un 0.1 mmol  

Cela veut dire qu’on a : 394.32g de DPPH  1 mol ou (1000 mmol)  

                                                     X g1 de DPPH      0.1 mmol  

                                 Xg de DPPH = (0.1 mmol * 394.32)/ 1000mmol = 0.039432g  

Donc pour avoir 0.1mmol/l de DPPH il faut dissoudre 0.039432g dans un litre de méthanol  

A chaque  fois on a préparé 50 ml de DPPH  

Annexe V : Préparation des dilutions de l’huile essentielles de l’orange amère  

                Calcule de la concentration de l’huile essentielle pure en mg/ ml  

        Le poids (g) d’ml de l’HE représente la concentration de cette dernière en g/ml   

       On conclut que la concentration de huile essentielles pure  [HE pure] = 860g/ml 

 A partir de cette huile essentielle une solution mère été prépare sa concertation est ‘égale 

1.075 mg/ml  (dilution 1/800). 

            Cela veut dire que : 1 volume d’HE + 799 volume de  méthanol  

                           Exemple : 5 ul d’HE + 3995 ul de méthanol  

A partir de la solution mère on a préparé une   série  des  dilutions successive  1/2,1/4,1/8,  

1/16,   1/32,  1/64,  1/128 par méthanol.  

Annexe VI : Préparation des dilutions de la vitamine E  



 
 

 
 

    A partir d’une solution de 10 mg/ml de vitamine E, une solution mère qui représente 1/3 de 

cette concertation à été préparé ce qui revient à une solution mère de 3.33 mg/ml   

   

        A partir de la solution mère on prépare une série des dilutions successives 1/2,  1/4, 1/8, 

1/16, 1/32, 1/64, 1/128.   

 

 

 

 

 

 

 

Annexe VII : combinaison de la vitamine E et l’huile essentielle  

      7-1 Première combinaison effectuée   

La vitamine E       L’huile essentielle  

Solution mère  Solution mère  

Dilution 1/2 Dilution ½ 

Dilution 1/4 Dilution ¼ 

Dilution 1/8 Dilution 1/8 

Dilution 1/16 Dilution 1/16 

Dilution 1/32 Dilution 1/32 

Dilution 1/64 Dilution 1/64  

7-2 deuxièmes combinaisons effectuées  

   Dans ce cas on a éliminé la solution mère de l’huile essentielle  



 
 

 
 

 

Vitamine E L’huile essentielle 

Solution mère Dilution 1/2 

Dilution 1/2 Dilution 1/4 

Dilution 1/4 Dilution 1/8 

Dilution 1/8 Dilution 1/16 

Dilution 1/16 Dilution 1/32 

Dilution 1/32 Dilution 1/64 

  

 

 

 

 

 

 

 

                                                             Glossaire  

Aromatique : Caractérise une odeur agréable provenant de certaines espèces végétales. 

Artéfact ou artefact est un effet (lat. factum) artificiel (lat. ars, artis). Le terme désigne à 

l'origine un phénomène créé de toutes pièces par les conditions expérimentales, un effet 

indésirable, un parasite. Le mot désigne aussi de manière générale un produit ayant subi une 

transformation, même minime, par l’homme et qui se distingue ainsi d’un autre provoqué par 

un phénomène naturel. 

Fragrance : Par opposition à l'odeur qui peut être agréable ou désagréable, ce mot français 

d'origine latine traduit l'odeur plaisante d'un produit parfumé 



 
 

 
 

Hydrolyse : (du grec hydro : eau et luein : briser) est une réaction chimique dans laquelle 

une liaison covalente est rompue par action d'une molécule d'eau. 

Isomérisation : il s’agit de Transfer de groupement fonctionnel à l’intérieure d’une molécule 

donnant une forme isomère 

 Médecines douces : sont celles qui n'utilisent pas des médicaments et des molécules 

chimiques  ni de chirurgie il base ses traitement sur l’utilisation des moyennes naturelles.  

Mélange azéotropique : c’est  Un mélange azéotropique est un mélange qui présente, pour 

une composition particulière, une phase vapeur ayant la même composition que la phase 

liquide avec laquelle elle est en équilibre. 

Réarrangement : forment une classe de réactions organiques dans les quelles le 

squelette carboné d'une molécule subit un réarrangement pour donner un isomère de 

constitution. 

 



Résume  

 

 

Résume  

       Le bute de ce travaille était d’étudier l’effet de séchage sur le rendement en huile 

essentielle et  d’évaluer l’activité antioxydante de l’huile obtenue des feuilles fraiche de 

l’oranger amère et la vitamine E seules, et d’étudie l’interaction entre  ces deux dernies. 

L’extraction a été faite à laide de l’hydrodistilation, et l’activité antioxydante a évaluée par la 

capacité de piégeage du radicale libre DPPH. Cette étude à  démontré  que le séchage baisse 

le rendement en huile essentielle. Et pour l’activité antioxydante des échantillons seuls ont 

démontré que  la vitamine E   et l’HE possède une activité comparable. La combinaison entre 

les deux échantillons été antagoniste.  

Mots clés : citrus aurantium, huile essentielle, séchage, vitamine E, DPPH, antioxydant,  

isobologramme, synergie  
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 ملخص

 

الهدف من هذا العمل هو دراسة تأثير التجفيف على مردود الزيوت المستخلصة و لتقييم نشاط مضاد الاكسدة للزيت 

المستخلصة المتحصل عليها من الاوراق الطازجة للبرتقال المر و كذلك الفيتامين ه كل على حدى. و لدراسة التفاعل بين 

هاتين الاخيرتين .الاستخراج تم عن طريق الايدغودستيلاسيو و نشاط الاكسدة قيم عن طريق القدرة على استرجاع الجذر . 

هته الدراسة اظهرت بان التجفيف ينقص من مردود الزيوت المستخلصة  و من اجل نشاط الاكسدة للعينات كل على    

 DPPHحدى اظهرت الدراسة بان الفيتامين         والزيت المستخلصة  لهما نشاط متقاربة . اما الجمع بين العينتين فقد كان

    خصم. 
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Abstract  

      The Object of this work is to study the effect of drying on the yield of oïl essentielle   and 

to evaluate the antioxidant activity of the oïl essentielle obtained from the fresh leaves of 

bitter orange and vitamin E separately. And to study the interaction between the two latter. 

The extraction was done by hydrodistilation, and The antioxidant activity   was determined 

By the capability of trapping the free radical DPPH. This study has shown that drying lowers 

the yield of essential oil. And for the antioxidant activity of the samples alone have 

demonstrated that vitamin E and HE has comparable activity. The combination between the 

two samples was antagonistic. 

Keywords : Citrus aurantium. Oil essentielle, drying, vitamine E, DPPH, antioxydant,  

Isobologramme, synergy 

 

 

 

 

 

 

 

      

 

 

 

 


