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Introduction

L’obésité probléme majeur de santé publique est un trouble métabolique caractérisé
par une accumulation excessive de graisse corporelle due a un état de dysrégulation des
réserves énergétiques par des facteurs externes (mode de vie, environnement) et/ou
internes (psychologiques ou biologiques en particulier génétiques et neuro-hormonaux)
(Basdevant et Guy-Grand, 2004) et en grande partie due a 1’occidentalisation de
I’alimentation (Francis et al, 2009). Des données expérimentales et épidermologiques
suggerent une corrélation directe entre la ration lipidique et le degré d’obésité (Ailhaud,
2008).

La prévalence du surpoids et d’obésité a considérablement augmenté au cours des
trois dernicres décennies. En 2014, I’OMS a signalé que plus de 1.9 milliard (soit 39%) des
adultes agés de 18 ans et plus étaient en surpoids et plus de 600 millions (soit 13%) d’entre
eux etaient obéses (Stéphanie et al, 2016).

L’ Algérie n’est pas épargnée par ce fléau des temps modernes, selon les statistiques
sanitaires mondiales 2012, 14.3% des femmes Algériennes agées de 20 ans et plus sont
obéses contre 10.4% d’hommes Algériens obéses (OMS, 2003). En 2012 la prévalence de
I’obésité chez les adultes Constantinois est de 30.9%, elle est de 20.8% chez les hommes et
38.3% chez les femmes (Dalichaouch S et al, 2015).

L’obésité doit absolument étre traitée car elle peut favoriser le développement d’autres
pathologies comme le diabéte et les cancers. Malheureusement aucun des axes
thérapeutiques ne s’est révélé efficace en termes de perte de poids et tous révélant une
balance bénéfice/risque défavorable. La recherche de nouveaux traitements anti-
obésogénes a base de plantes médicinales ayant des effets secondaires minimes, est
actuellement un nouveau défi.

Durant ces deux derniéres décennies, la recherche en phytothérapie devient une des
plus grandes préoccupations scientifiques (Nyah Njike et al, 2005). Depuis toujours, les
plantes médicinales ont été utilisées pour prévenir ou traiter diverses maladies, selon des
études ethno pharmacologiques plus de 1200 plantes utilisées a travers le monde, en
médecine traditionnelle, pour leur activités biologiques(Bisht et al, 2010).Dans certaines
sociétés traditionnelles non industrialisées (Chine, certains pays Africains et Latins o-
Américains), la prise en charge médicamenteuse de pathologies dites chroniques est en
grande partie assurée par I’utilisation des plantes médicinales et alimentaires (Zhou et al,
2009).

Les huiles essentielles sont 1’une des plus renommées de ces substances naturelles ainsi
elles commencent a avoir beaucoups d’intérét comme source potentielle de molécules
naturelles bioactives dont les domaines d’application sont trés variés et qui sont trés
utilisés dans I’industrie alimentaire comme additifs, dans les cosmétiques et les industries
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de détergents en volume impressionnant. Elles rentrent surtout dans la composition de
plusieurs médicaments, sous forme de crémes et gélules (Yahiaoui, 2005).

Parmi les plantes médicinales on a I’espéce « Citrus limon » de la famille des rutacées
est le plus important de la famille des agrumes aprés 1’orange et la mandarine (Kelechi et
al, 2017).Le citron est parmi les huiles les plus connus, cultivés aujourd’hui dans toutes les
régions méditerranéennes utilisées pour plusieurs applications (Anton et lobstein, 2005). Il
est populaire par sa richesse en vitamine C, des quantités considérables de composés
phénoliques tels que les flavonoides et de carroténoides sont identifiées (Del Rio et al,
2004). Le citron et la lime renferment différents types de flavonoides et les limonoides
(Suleria et al, 2012), qui pourraient avoir un effet anti-obésogene et hypolipidémiant. Des
¢tudes réalisées chez 1’animal ont démontré que certains d’entre eux abaissent le
cholestérol et les triglycérides sanguin (Boshtam et al, Miceli et al, 2007 ; 2010 ; Kurowsk
et al, 2000 ; Bock et al, 1994 ; Kawaguchi et al, 1991).

C’est dans ce contexte, que notre travail de mémoire s’inscrit, visant a étudier 1’effet
de I’'HE de citron sur la masse pondérale et le profil lipidique d’un modéle animal (rats
recevant un régime hyper lipidique). Ce travail a été structuré comme suit :

v' Un premier chapitre sur une synthese bibliographique comportant une partie
consacrée a la présentation générale de I’espéce étudié, et une partie concernant les
huiles essentielles.

v" Un deuxiéme chapitre comportant la partie pratique, consacré a ’extraction de
I’huile essentielle de ’écorce du citron par hydro distillation et I’estimation du
rendement d’extraction, ensuite on a évalué I’effet de 1’huile essentielle sur le poids
corporel et le profil lipidique, des rats traités pendant 21 jours.

v Un troisieme chapitre présente les résultats ainsi que leur discussion.

v" Une conclusion générale sur I’ensemble de cette étude.
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I.Les agrumes
I.1. Le citronier
I.1.1. L’arbre

Le citronnier membre de la famille des rutacées, est un petit arbre( arbuste) vert et
aromatique dont la taille peut varier de 2 & 10m de haut, sensible aux gelées, d’une durée
de vie d’environ 40 ans (Bousbia, 2011 ; Faucun 2015), porte 5-6 branches charpentiéres
trés fournies en rameaux, les racines superficielles forment un réseau dans les 80 premiers
centimeétres de sol (Golloun et Tonelli, 2013).

Figurel: feuilles, fleurs et fruits de citron(Gerbeaud.com)

1.1.2. Les feuille

Les feuilles de citronnier sont des feuilles grandes trés parfumées et coriaces, vertes,
alternatives et persistantes en raison des multiples poches a essence qu’elles contiennent,
qui sont visible a I’ceil nu (Golloun et Tonelli, 2013) oblongues et lancéolées, a limbe
nettement articulé avec le pétiole habituellement non ailé, il peut vivre entre 50 et 80 ans
(Bahloul J, 1983).

Figure 2: feuilles de citron (forum-agrumes.com)
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Chapitre I Partie Bibliographique

I.Les agrumes
I.1. Le citronier
1.1.1. L’arbre

Le citronnier membre de la famille des rutacées, est un petit arbre( arbuste) vert et
aromatique dont la taille peut varier de 2 a 10m de haut, sensible aux gelées, d’une durée
de vie d’environ 40 ans (Bousbia, 2011 ; Faucun 2015), porte 5-6 branches charpentieres
trés fournies en rameaux, les racines superficielles forment un réseau dans les 80 premiers
centimetres de sol (Golloun et Tonelli, 2013).

Figurel: feuilles, fleurs et fruits de citron(Gerbeaud.com)
1.1.2. Les feuille

Les feuilles de citronnier sont des feuilles grandes tres parfumées et coriaces, vertes,
alternatives et persistantes en raison des multiples poches a essence qu’elles contiennent,
qui sont visible a 1’ceil nu (Golloun et Tonelli, 2013) oblongues et lancéolées, a limbe
nettement articulé avec le pétiole habituellement non ailé, il peut vivre entre 50 et 80 ans
(Bahloul J, 1983).

Figure 2: feuilles de citron (forum-agrumes.com)
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I.1. 3. Les fleurs

Sont groupées en inflorescence, roses en bouton, elles s’ouvrent en découvrant un
intérieur blanc. La floraison est plus ou moins remontante selon les variétés (Jean-Marie

Polese, 2008). Trés agréablement odorantes regroupées a I’aisselle des feuilles
(Bousbia, 2011 ; Faucun, 2015).

Figure3: fleurs de citron (Bousbia, 2011 ; Faucun, 2015)
1.1.4. Les fruits

Sont juteux, acide et trés parfumés (Bousbia N, 2011). C’est une baie cortiqué. Cet
agrume de taille moyenne (5a10cm) est dit « limoniforme », ¢’est-a-dire, ovoide et avec a
I’extrémité stylaire, un mamelon souvent cerné d’une dépression circulaire, sans
persistance d’aucune picce florale (Meflah S, 2015).

W A

—

Figure4: les fruits du citron (Meflah S 2015)




Chapitre I Partie Bibliographique

I.2. Classification botanique

La classification scientifique du citron selon Ecormier (2001), est comme suit :

Reégne : Plantae Ordre : Sapindales

Division : Magnoliophyta Famille : Rutaceae

Class : Magnoliopsida Genre : Citrus

Espece : Citrus limon (L) Burm. F

1.3. Les variétés du citron

Tableau 1: Caractéristiques des variétés du citron

Citron Caractéristiques

e Fruit plut6t allongé de pulpe verte tres
juteuse, sans pépin. La peau de ces fruits
est fine, jaune en zone froide, restant verte
en région chaude

s~ e o Les fruits a petit fruit est plus acide que les

S variétés a grand fruits (Jacgemond et al,

Citron vert(CV) 2009 ; Baches, 2011).

e Fruits mur peuvent rester plusieurs mois

sur les arbres sans perdre leurs
v Qualités
e Sont assez régulier et peu allongés, avec
L— y - une peau lisse, ils sont juteux avec

quelques pépins (Jacemond et al, 2009 ;
Courboule, 2010).

Citron Jaune(CJ)

Les principales variétés du citron sont :_Bears, Sicilienne, Berna Verna, Eureka ; Eureka
pannachée (citron de chair rose); Genova; Interdonato; Lisbonne; Monachello;

Primofiori, Fino; Mesero; Santa Teresa; Citron sans pépins, Villa Franca
(Bousbia N, 2011).
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Tableau 2 : Les plus courantes variétés de citron que nous pouvons trouver sur les marchés
(Golloun et Tonelli, 2013)

Variété Saison Caractére de fruit

Primofiori Octobre a décembre Forme ovale, peau fine,
pulpe tres juteuse

Internado Septembre a octobre Fruit de grand de taille, peau
tres fine, pulpe juteuse et
acide, pas de pépins

Verna Toute I’année Fruit de couleur jaune
intense, peau rugueuse et
épaisse, pas des pépins, peu
acide

Eureka 4 saisons Forme ovoide, un zeste

difficile a prélever, juteuse
tres acide

I.4. Structure du citron:

Tous les fruits des Citrus cultivés ont presque la méme structure, ils sont composés
essentiellement de deux parties morphologiques : le péricarpe et 1’endocarpe (pulpe)

(Terol et al, 2010).

Epicarpe

Endocarpe

Placenta

Pépins
Flavédo

Albedo

Vésicule
De jus

Cellule

Cuticule

Cellules

D’huile

Figure5: Caractéristiques morphologiques d'un citron (Duan et al, 2014)

1.4.1. Le péricarpe

Est nomm¢é aussi 1’écorce, il est composé du Zeste (épicarpe ou flavédo), partie la plus
externe de ce péricarpe, de couleur orangé ou jaune, contenant de nombreuses poches

sécrétrices

de

type

s-chizolysigenes,

(Chavanne, 2011 ; Faucon, 2015).

riche

en huile essentielle
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Le mésocarpe

Ou albédo de couleur blanche, de texture souvent cotonneuse ou Spongieuse, de nature

cellulosique, d’épaisseur variable, est la partie la plus intérieure du péricarpe
(Janati et al, 2012 ; Faucon, 2015).

1.4.2. La pulpe (I’endocarpe)

Est divisé en segments (capable) ou se concentre le jus (avec ou sans pepins selon les
variétés) et ont une enveloppe radiale épaisse (ou endocarpe). Cette partie, riche en sucre
solubles, renferme des quantités significatives de vitamine C, de pectine, de fibres, de
différents acides organiques et de sel de potassium qui donnent au fruit son acidité
caractéristique (Bousbia, 2011).

I. 5.Composition chimique et valeurs nutritionnels

Tableau 3: Composition biochimique moyenne dans 100g (Ciqual, 2013 Gonzalez-Molina et al,
2010 ; Chavanne, 2011 ; Guimaraes et al, 2010 ; Janati et al, 2012)

Constituant Teneur Constituant Teneur
moyenne moyenne
Eau(g) 85.3 Cuivre (mg) 0.0402
Protéines(q) 0.31 Béta-Caroténe (Jg) 37.5
Glucides(g) 11.3 Vitamine E (mg) 0.59
Lipides(g) 0.162 Vitamine K1 (ug) 2.8
Sucres(g) 11.3 Vitamine C (mg) 6.45
Fibres(g) 1.95 Vitamine B1 (mg) 0.0.35
Sodium(g) 2.01 Vitamine(B2) 0.025
Magnésium(g) 6.08 Vitamine(B3) 0.1
Phosphore(g) 10 Vitamine B5 (mg) 0.1
Calcium(g) 512 Vitamine B9 (ug) 3.86
Flavonnores 90% Lignanes (mg) 0.02
Acide citrique(g) 5-6 Poly phénols totaux 36.91

1.6. Production du citron
1.6.1. Production nationale

Une légere diminution de la production est constatée au cours de I’année 2010, puis une
nette croissance par la suite

—
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Figure 6: Evolution de la production nationale de citron (FAO, 2013)

1.6.2. Production mondiale

La production mondiale de citron a connu une grande diminution depuis 1’année 2009 a
2010.
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Figure7: Evolution de la production mondiale de citron (FAO, 2013)

Selon I’organisation pour ’alimentation et 1’agriculture des Notions Unies(FAO) en
2015 : le Mexique, I'union Européenne et 1’ Argentine étaient les plus grands producteurs
au monde des citrons et limes.
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Figure8: Les premiers pays producteurs de citron et
lime au monde selon le (FAO ,2015)

L.7. Utilisation et effets thérapeutiques

Le citron présente une large utilisation grace a sa composition :

Usage culinaire

Le citron pelé ou finement gratté donne sa propre saveur qui est trés prisée en cuisine et

en patisserie, le jus du citron permet de fabriquer des boissons rafraichissantes
(Golloun et Tonelli, 2013).

En cosmétologie

Le citron est utilisé pour resserrer les pores, il passe pour éclaircir la peau, résorber les

comédons et s’utilise en masque antirides ou pour donner de I’éclat aux cheveux. Il entre
aussi dans la composition de nombreux parfums (Bousbia, 2011).

Autres utilisations

Le citron présente plusieurs activités biologiques telles que, 1’activité antidiabétique,
anti carcinogéne, antiproliférative, antioxydante, antibiotique, antifongique, anti-
inflammatoire et antiasthmatique, il est utilisé également comme inhibiteur de
lipoxygénases, d’amylase, d’urease, et pour le traitement rhumatisimal et de la
thrombose(Manish et al, 2013).

De plus, le citron contient des flavonoides en particulier de la flavanorre qui montre
des activités bénéfiques en tant qu’agents protecteurs contre le cancer et les maladies
cardiovasculaires, diabéte, hypertension (Oboh, 2012) , inflammatoires et allergique
(Gil-1z quierdo et al, 2004).

Le citron est utilisé par les femmes pendant la grossesse pour soulager les nausées et
les vomissements (Yavari kia et al, 2014).

Le citron est utilisé contre 1I’insomnie, 1’asthme et pour dissoudre les cristaux rénaux
(Okwu and Emenik, 2006).




Chapitre I Partie Bibliographique

e Stimulation de I’appétit (zestes) (Santos et al, 2011 ; Karimi et al, 2012).

e Abaissement de la pression artérielle, traiter 1’obésité (Ramful et al, 2011).

e Les feuilles de citron sont utilisées conjointement avec d’autre plantes comme le thé,
la menthe et le basilic afin de préparer des infusions pour traiter les troubles
d’estomac et les maladies de la peau (Whisther, 1997).
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II. Les huiles essentielles

IL.1Definition des huiles essentielles

Une huile essentielle est un produit odorant, géneralement de composition complexe,
obtenu a partir d’une matiére premicre végétale botaniquement définit qui peut étre fraiche,
flétrie, seche, entiére, contusée ou pulvérisée a I’exception des fruits du genre Citrus qui
sont toujours traités a I’état frai. (EDQM. Huiles essentielles —Aetherola.Pharmacopée
Européenne (2017) 9éme éd). Dans le cas du genre Citrus dont les fruits sont traités par
expression a froid, I’AFNOR ne parle pas de I’huile essentielle mais d’essence.

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. (EDQM. Huiles
essentielles —Aetherola.Pharmacopée Européenne (2017) 9éme éd). C’est un mélange de
molécules variées, comprenant en particulier des terpénes et des composés 0xygénés
(alcools, aldéhydes et cétone) (Benouli D, 2016).

I1.2. Répartition des huiles essentielles dans la plante

Environ 1% des espéeces végétales élaborent des essences. Certaines familles se
caractérisent par le grand nombre d’espéces a essences en particulier, les labiés (Thym,
Menthe, Lavande, Origan, Sauge, etc.), Les Ombelliferes (Anis, Fenouil, Angélique,
Cumin, Coriandre, Persil, etc.), Les Myrtacées (Myrthe, Eucalyptus), les Lauracées
(Camphrier, Laurier —sauce, Cannelle) (Benayad, 2008). Les huiles essentielles peuvent
étre stockées dans divers organes (Boudjemaa et Ben Guegua, 2010).

Tableau 4 : Exemple d'huile essentielle issues de différentes parties de la plante
(Descheper R, 2017)

Partie de la plante Huile essentielle
Ecorce Cannelle
Bois Ceédre, Santal, Pin
Racines Valériane, Angélique
Gomme et oléorésine Myrrhe, Baume du pérou
Graine Carvi, Coriandre
Fruit Orange, Genévrier, Bigaradier
Rhizome Gingembre
Fleurs Jasmin, Rose, Néroli, Lavandes
Feuilles Menthes, Origan, Lemon-grass
Feuilles et tiges Géranium, Petit grain, Tea tree, Patchouli
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II1. Procédés d’extraction des huiles essentielles
II1.1. Hydro distillation

I1 s’agit de la méthode la plus simple et la plus anciennement employée pour extraire les
huiles essentielles. Le procédé consiste a immerger le matériel vegétal dans un récipient
rempli d’une quantité adéquate d’cau, le tout est ensuite porté a 1’ébullition. La chaleur
permet 1’éclatement des cellules végétales et la libération des molécules odorants qui y
sont contenus. Puis, les vapeurs sont condensées au moyen d’un réfrigérant. Dans un autre
récipient de collecte, I’huile essentielle se sépare de 1’eau par différence de densité. L’HE
étant plus légeére que 1’eau, elle surnage au-dessus de I’hydrolysat. Cependant, 1’hydro
distillation posséde des limites, en effet, un chauffage prolongé et trop puissant engendre la
dégradation de certaines molécules aromatiques (Lucchesi, 2005).

Figure 9 : Schéma du montage d'hydro distillation (J Smadja, 2009)

I11.2. Entrainement a la vapeur d’eau

A la différence de I’hydro distillation, cette technique ne met pas en contact direct 1’eau
et la matiére végétale a traiter. De la vapeur d’eau fournie par une chaudiere traverse la
matiére vegetale située au-dessus d’une grille. Durant le passage de la vapeur a travers le
matériel, les cellules éclatent et libérent 1’huile essentielle qui est vaporisée sous 1’action de
la chaleur pour former un mélange « eau+huile essentielle ». Le mélange est ensuite
véhiculé vers le condenseur et I’essencier avant d’étre séparé en une phase aqueuse et une
phase organique : I’huile essentielle. (Neffati, 2010). L’absence de contact direct entre
I’eau et la matiere végétale, puis entre 1’eau et les molécules aromatiques €vite certains
phénomenes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a la qualité de 1’huile.
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Figurel0.Montage de I'entrainement a la vapeur d’eau (Meflah S, 2015)
II1.3. Hydro diffusion

Dans ce procédé, le végétal est disposé dans un parallélépipede métallique. On soumet
donc le végétal a une pulsion de vapeur d’eau saturée et humide, mais jamais surchauffée
de haut en bas. , La vapeur d’eau emporte avec elle toutes les substances volatiles. L huile
essentielle est recueillie grace a un collecteur qui permet un équilibre avec la pression
atmosphérique. (Wijesekara et al, 1997).

amvée de
vapeur d'cau

maténel
*® végétal *

6 hwle c\\ci\ncllc

Figure 11: Montage de hydro diffusion (Kesbi A, 2011)
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I11.4. L’expression a froid

L’extraction par expression a froid est souvent utilisée pour extraire les huiles
essentielles des agrumes comme le citron, 1’orange, la mandarine, etc. Son principe
consiste a rompre mécaniquement les poches a essences. L’huile essentielle est séparée par
décantation ou centrifugation. D’autres machines rompent les poches par dépression et
recueillent directement 1’huile essentielles ce qui évite les dégradations liées a 1’action de
I’eau (Rhayour K, 2002).

Figure 12 : Expression a froid des agrumes (J Smadja, 2009)

IIL.5. L’extraction par solvant volatils

Le procédé consiste a épuiser le matériel végétal par un solvant a bas point d’ébullition
qui par la suite, sera éliminé par distillation sous pression réduite. L.’évaporation du solvant
donne un mélange odorant de consistance pateuse dont I’huile est extraite par 1’alcool
(Brian, 1995). L’extraction par solvant organique volatil reste la méthode la plus
pratiquée. Les solvants les plus utilisés a I’heure actuelle sont 1’hexane, le cyclohexane,
1’éthanol, le méthanol, le dichlorométhane et I’acétone (Kim, N, S, D, S, Lee, J, Chroma A,
2002, 982,31). L’extraction est réalisée avec un appareil de Soxhlet ou un appareil
Lickens-Nickerson. Ces solvants ont un pouvoir d’extraction plus élevé que 1’eau si bien
que les extraits ne contiennent pas uniquement des composés volatils mais également bon
nombre de composés non volatils tels que les cires des pigments, des acides gras et bien
d’autres substances ( Boutekedjiret C, 1999).
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Hydro distillation-

Appareil de Soxlhet
Extraction Simultanée

Lickens-Nickerson

Figurel3: Montage d'extraction par solvant (Benouali D, 2016)

111.6. Extraction par les corps gras

La méthode d’extraction par les corps gras est utilisée en fleurage dans le traitement
des parties fragiles de plantes telles que les fleurs, qui sont trés sensibles a I’action de la
température. Elle met a profit la liposolubilité des composants odorants des végétaux dans
les corps gras. Le principe consiste a mettre les fleurs en contact d’un corps gras pour le
saturer en essence végétale. Le produit obtenu est une pommade florale qui est ensuite
épuisée par un solvant qu’on élimine sous pression réduite. (Brian, 1995).

II1.7. Extraction assistée par micro-ondes

Dans ce procédé, la matiere végétale est chauffée par micro-onde dans une enceinte
close dans laquelle la pression est réduite de maniére séquentielle. Les composés volatils
sont entrainés par la vapeur d’eau formée a partir de 1’eau propre a la plante. Ils sont
récupérés a I’aide des procédés classiques condensation, refroidissement, et décantations.
Des études démontrent que cette technique posséde plusieurs avantages tels que le gain de
temps d’extraction, I’utilisation de petites quantités de solvant, et un rendement
d’extraction élevé (Hemwimon et al, 2007).

o Réfrigérant
\ /
Température
! (& -
)
- Vide
—-HE

Figurel4: Hydro distillation assisté par micro-ondes (Lucchesi M. E, 2005)
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I11.8. Extraction par fluide supercritique

Le fluide supercritique le plus utilisé est le dioxyde de carbone (Pellerin, 1991). Le CO,
(CO,-SUP) est thermodynamiquement stable, insipide, inodore et incolore, il est
inflammable mais peut étre asphyxiant a haute concentration. Son point critique est de
(Pc=73,6 bar et Tc=31,4°C). Dans cet état, ’extrait devient insoluble dans le CO; et
précipite au fond de I’enceinte. Le gaz carbonique est ensuite liquéfié et peut étre a
nouveau utilisé. L’extrait récupéré ne contient aucune trace de solvant résiduel qui est
facilement éliminé sous forme gazeuse. Le CO, est ensuite recyclé et ramené a 1’état
supercritique (Pellerin, 2001).

Stockage CO, liquide ~ COMPIESSEUT  chaffaga
du CO,
Condensateur Séparateur g
Extracteur .’

B (O, a l'élat supercritique '.
[ CO, a l'élat supercritique + extrait A fos A
W CO, 3 l'élat gazeux L0

B CO, 5 telat liquide Extrait

Figurel5 : Montage d’extraction par CO2 supercritique
(www. Yaha. Fr/co2/procédes-industriels/G2-super-

IV. Les méthodes d’analyse des huiles essentielles
IV.1. La chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La CPG s’applique a des échantillons gazeux susceptibles d’étre vaporisés sans la
décomposition dans I’injecteur. La phase mobile est alors un gaz (hélium, azote, argon ou
hydrogéne), appelé gaz vecteur qui balaie en permanence la colonne. Cette derniére
susceptible d’étre vaporisé par chauffage sans décomposition (Burgot. G et Bergot J,
2011), est un tube de faible section enroulé sur lui-méme et contenant la phase stationnaire.
Un grand choix des détecteurs permet I’analyse sélective et parfois 1’identification de
mélange tres complexe comme dans le cas des huiles essentielles. Si la phase stationnaire
est un liquide non ou peu volatils, possédent des propriétés de solvant vis-a-vis des
composés a separer, on parle de chromatographie de partage. Si la phase stationnaire est un
solide absorbant (silice, alumine,...). On parle de chromatographie gaz-solide ou
chromatographie d’absorption (Audigie et al, 1995).
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Figurel6: Appareillage pour une CPG (Yaacoub R et Tlidjane I, 2018)

IV.2. La chromatographie sur couche mince (CCM)

CCM repose principalement sur des phénoménes d’absorptions. La phase mobile est
un solvant ou un mélange de solvants, qui progresse le long d’une phase stationnaire fixée
sur une plaque de verre ou sur une feuille semi-rigide de matiére plastique ou d’aluminium.
Aprés que I’échantillon ait été déposé sur la phase stationnaire, les substances migrent a
une vitesse qui dépend de leur nature et de celle du solvant (Caude et Jardi, 1996). Apres la
migration, le repérage des molécules s’effectue soit par ultra-violet (UV), soit par un
colorant spécifique ou encore par exposition aux vapeurs d’iode. La distance de migration
des composés est ensuite mesurée et comparée a celle du front de la phase mobile.
Bruneton (1999) précise que la technique du CCM, bien que beaucoup moins performante
que la chromatographie en phase gazeuse peut étre utilisée en routine pour le controle de
qualité des huiles essentielles.
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Figurel7:Chambre de développement a cuve verticale et
plague de CCM (Rouessac, 2005)
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IV.3. La spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse (mass spectrométrie ou SM) est une technique physique
d’analyse permettant de détecter et d’identifier des molécules d’intérét par mesure de leur
masse, et de caractériser leur structure chimique. Son principe réside dans la séparation en
phase gazeuse de molécules chargées (ions) en fonction de leur rapport masse/charge
(m/q). (Yaacoob R et Tlidjane.l, 2018).

IV.4. Analyse par couplage CPG/SM

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse est une
méthode d’analyse qui combine les performances de la chromatographie en phase gazeuse
et de la spectrométric de masse afin d’identifier et/ou de quantifier précisément de
nombreuses substances. La méthode est basée sur la séparation des constituants a 1’aide de
la CPE et leur identification par le biais de la SM. (Yaacoob R et Tlidjane I, 2018).

sample injection
— R W
0
d 2 N »
© § 1 |
oo | (1" | | |
| ¥ ooa | ‘
T on [
7] I .'_’. 2L
50 15 w00 s W
\ ) NGO SMa T e
carrier gas gas chromatograph mass spectrometer TIC chromatogram
{helium) {oven, capillary column) (Elion source, quadrupole

mass filter, ion detector)

Figurel8: Schéma de couplage CPG/SM (Yaacoub R et Tlidjane.l, 2018).

IV.5. La chromatographie liquide & haute performance

La chromatographie liquide a haute performance utilise une phase stationnaire tres fine.
Les particules solides ont un diametre pouvant atteindre jusqu’a 5 um, le garnissage est
tassé dans une colonne fermée. La phase mobile liquide circule sous I’effet d’une haute
pression. L’injection de 1’échantillon a analyser est pratiquée en introduisant un faible
volume de produit (quelques microlitres) dans I’éluant sous pression. Apres leur
séparation, les différents constituants de 1’échantillon sont détectés en sortie de colonne.
Un  calculateur  assure  D’acquisition et le  traitement des  données
(Audigie et al, 1995 in Bencheikh, 2005).

IV.6. La Résonance Magnétique Nucléaire RMN

La RMN est un outil exceptionnel pour déterminer la structure d’une molécule naturelle
ou synthétique, de fournir la possibilité d’identifier les connexions entre atomes des
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diverses entités, squelette, groupes fonctionnels et finalement de permettre de les situer
dans ’espace les uns par rapport aux autres. (Platzer, 2002).

V. Analyse physico-chimique des huiles essentielles

V.1 Parametres organoleptique

Les parametres organoleptiques déterminés sont, la couleur, I’aspect et 1’odeur.
V.2. Les propriétés physico-chimiques

V.2.1. Densité (dyo)

La densité est le rapport de la masse d’un certain volume d’une huile essentielle a
20°C, a la masse d’un volume égal d’eau distillée a 20°C. Mesure simple, permet de
déterminer rapidement la qualité (degré) de I’huile essentielle et de mettre en évidence des
fraudes grossieres. La pharmacopée Européenne précise que la densité (d,p) d’une huile
essentielle doit étre déterminée par un pycnometre. La plupart des huiles essentielles sont
plus légéres que I’eau (densité <1). Cependant, les huiles essentielles contenant des
phénols sont plus dense que I’eau (densité >1). (Deschepeer R, 2017).

Tableau 5: Valeurs de densité de certaines huiles essentielles (Deschepeer R, 2017)

Dénomination de I’HE Densité relative (d,o)
HE Pinus sylvestris 0,8689

HE Cinnamomum zeylanicum 1,01 -1,03

HE Allium copa 1,54 - 1,58

V.2.2. Indice réfraction(1g*°

L’Ir est un parameétre d’identification qualitative et une manicre de vérifier le degré de
pureté des huiles essentielles (Hellal, 2011).L’indice de réfraction d’une huile essentielle
est le rapport entre le sinus de I’angle d’incidence et le sinus de I’angle de réfraction d’un
rayon lumineux de longueur d’onde déterminé, passant de 1’air dans 1’huile essentielle
maintenue a une température constante (Mohamdi, 2005).Cette indice de réfraction permet
de vérifier la qualité de la distillation. En effet, une distillation trop rapide a température
trop élevé ou trop lente abaisse I’indice de réfraction de I’huile essentielle obtenue. Chaque
huile essentielle possede un Ig spécifique. Ainsi, plus I’indice de réfraction d’un produit est
prés de la valeur attendue, plus sa pureté est grande. L’indice de réfraction est
généralement  ¢élevé, et supérieur a celui de Il'eau a 20°c=1.33
(Handa SS. Khanuja S.P.S.Longo G. Rakesh D.D, 2008).

D
ﬁ“
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Tableau 6 : Valeurs d'indice de réfraction de certaines huiles essentielles (Deschepeer R, 2017)

Dénomination de I’HE Ir (mesuré a 20°c)
HE Mentha piperita 1,460 — 1,467
HE Citrus aurantinum var. bergamia 1,464 — 1,469
HE Cinnamomum zeylanicum opécorce 1,520 - 1,570

V.2.3. Indice d’acide(Ia)

L’la c’est le nombre de milligrammes de KOH nécessaire pour la neutralisation des
acides libres contenus dans un 1g d’huile essentielle. La teneur en acide libres des corps
gras augmente avec le temps, I’indice d’acide permet donc de juger de leur état de
détérioration (Mohamdi, 2005). L’indice d’acide indique le comportement et la quantité
des acides libres présents dans les huiles essentielles. Il peut aussi nous renseigner sur la
susceptibilité des huiles a subir des altérations, notamment 1’oxydation. Donc il indique
d’une part le degré de conservation des huiles essentielles et d’autres part leur quantité,
souvent cet indice est de valeur inférieure ou égale a 2. (Yaacoob.R et Tlidjane.l, 2018).

V.2.4. pH

Le pH est ’abréviation du potentiel d’hydrogene qui mesure 1’activité chimique des ions
hydrogénes (H") en solution. Plus couramment, le pH mesure 1’acidité ou la basicité d’une
solution. Acide si son pH est inférieur a 7, neutre s’il est égale a 7 et basique s’il est
supérieur a 7(Mahcene Z et Boukaraa N, 2016). Le pH des huiles essentielles se situe entre
4 et 6. C’est effectivement 1égérement acide, mais nettement moins que du jus de citron
(pH=2) et dans tous les cas, moins que le pH de [Destomac (pH=1)
(http://www.daniele festy.com 2011).

VI. Composition et facteurs de variabilité des huiles essentielles
VI.1.Composition des huiles essentielles

L’étude de la composition chimique révele qu’il s’agit de mélanges complexe et
variable de constituants appartenant exclusivement a deux groupes caractérisés par des
origines biogénétiques distinctes : les terpénoides et les composés aromatiques dérivés
du phénylpropane (Teisseire, 1991).

VI.1.1.Les terpenoides

Le terme terpene rappelle la toute premiére extraction de ce type de composé dans
I’essence de térébenthine. Dans le cas des huiles essentielles, seuls les terpénes les plus
volatils, ¢’est-a-dire, ceux dont la masse moléculaire n’est pas élevée sont observés. Ils
répondent dans la plupart e cas a la formule générale (CsHg) . Suivant les valeurs de n,
on a les hémi terpenes (n=1), les mono terpénes (n=2), les sesquiterpenes, (n=3), les
triterpénes (n=6), les tetratérpénes (n=8) et les poly terpenes. On y trouve en plus de
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terpenes des hydrocarbures, des esters, des lactones, des aldéhydes, des alcools, des
acides, des cétones, des phénols des oxydes et autres (Teisseire, 1991).

VI.1.2.Les composés aromatiques

Contrairement aux dérivés terpéniques, les composés aromatiques sont moins
fréquents dans les huiles essentielles. Trés souvent, il s’agit d’allyle et de
propénylphénol, ces composés aromatiques constituent un ensemble important car ils
sont généralement responsables des caracteres organoleptiques des huiles essentielles.
(Teisseire, 1991).

IV.1.3.Les composés d’origine diverse

Compte tenu de leur mode d’extraction, les huiles essentielles peuvent renfermer
divers composés aliphatiques, généralement de faible masse moléculaire, entrainables
lors de I’hyrodistillation. Ces produits peuvent étre azotés ou soufrés (Teisseire, 1991).

v Alcools : monthol, géraniol, linalol
Aldéhydes : géranial, citronellal
Cétones : Camphre, pipéritone phénol : thymol, Carvacrol
Esters : acetate de géranyle
Acides : acides géramiques, oxydes : 1.8-Cinéole.
Phényl propanoides, eugénol
Terpenes : limonéne, para-cymene
v Autres : éthers composés soufrés, composée azotés, sesquiterpéne.
VI.1.1.Composition chimique De I’huile essentielle du citron

SRR VRN NN

Limonene (66% a 80%)

Beta-pinéne(12%)

Y-terpinéne(9%)

Furocoumarines(3%),

Sabinene, mycene, géranial(1 a2%)

Terpinoléne, néral, linalol(1%)(http://fr.m.wikipedia.org)

AN NN NN

IV.2.facteurs de variabilité des huiles essentielles

Selon Senatot (1996) in Djibo et al. (2004) la présence ou 1’absence de certains
constituants dans la plante dépend de 1’un ou de la combinaison de trois facteurs : le
Patrimoine génétique, 1’age et I’environnement de la plante. En effet ’influence des
facteurs environnementaux comme la température, I’humidité
(Boira et Blanquer, 1998 ; Pala-paul et al, 2001), I’altitude et l‘attitude (Azevedo et al,
2001 ; Oliveira et al, 2005) et la nature du sol (Oliveira et al, 2005 ; Peng et Young, 2005 ;
Zheljazkov et al, 2005) sur la composition chimique et le rendement des huiles essentielles
a ¢té décrite. Certains auteurs se sont préoccupés d’autres facteurs tels que le cycle
vegetatif (Juteau et al, 2002 ;Schwob et al, 2004 ;Yayi et al, 2004 ;Jordan et al, 2006

=
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;Sefidkon et al, 2007), I’age, I’organe végétal (Skoula et al, 1996 ; Silvestre et al, 1997 ;
Mockute et Judzentiene, 2003 ; Laouer, 2004), la periode de récolte (Angelopoulou et al,
2002 ; Cavaleiro et Am, 2003 ;Madeira et al, 2005 ; Randrianalijaona et al, 2005) les
parasites, les virus et les mauvaises herbes (Svoboda et Hampson, 1999 ; Smallfield, 2001)
qui influent sur le rendement et la composition chimique des huiles essentielles.

Le rendement et la composition chimique des huiles essentielles varient également
en fonction de la méthode d’extraction (Khajeh et al, 2004 et 2005 ; Viljoen et al, 2006 ;
Sefidkon et al, 2007). La durée de séchage affecte le rendement ainsi que la composition
(YYayi et al, 2004).

Les conditions principales requises pour une production rentable en huile essentielle
sont : un bon matériel végétal, la variété de la plante, le sol, I’équipement de distillation et

le climat (Smallfield, 2001).
Notion de chémotype

La composition chimique de I’huile essentielle de certaines plantes peut varier a
I’intérieur d’une méme espéce. En effet une méme plante aromatique, botaniquement
définie, synthétise une essence qui sera biochimiquement différente en fonction du biotope
dans lequel elle se développera, ces variétés chimiques sont communément appelées
chémotypes, types biogénétiques, races chimiques ou races biologiques. (Yaacoub R et
Tlidjane 1, 2018). Biochimigquement différent, deux chémotypes présenteront non
seulement des activités thérapeutiques différentes (Lydie, 2002) mais aussi des toxicités
tres variables (Baudour, 1997).

VII. Toxicité des huiles essentielles

Les HE sont des molécules actives. Elles peuvent avoir de graves effets secondaires. Il
est important de respecter la posologie et la durée de la prise. Parmi ces effets, citons :

e Allergie ou hypersensibilité, photosensibilité dus aux furocoumarines.

e Neurotoxicité dus aux cétones

e Néphrotoxicité dus aux terpenes majoritaires dans I’huile essenticlle de
télébenthine et des rameaux de Genévrier.

e Hépatotoxicité dus aux phénols pris pendant des laps de temps trop importants ou a
doses massives.

L’engénol I'un des constituants du thym, est hépatotoxique (chez I’enfant, 10 ml

engénol peut conduire a une insuffisance rénale). Il a été¢ démontré que le linalot, I’'un des

constituants d’une autre espéce de thym est cytotoxique pour les cellules de la peau
humaine (Eisennut, 2007 ; El kolli, 2008).

En regle générale, les huiles essentielles ont une toxicité aigiie par voie orale faible ou
trés faible : La majorité des huiles essentielles qui sont couramment utilisées ont une dose

=
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létale (DLsp) comprise entre 2 et 5 g/kg (Anis, Eucalyptus, Girofle...etc.) ou ce qui est le
plus fréquent, supérieur a 5g/kg (Camomille, Lavande...etc).

Les especes du genre Citrus, le plus souvent incriminées dans les cas de phototoxicité
sont : Le Bigaradier, le Bergamotier, le citronnier et le Limettier. Pour des produits a usage
traditionnel a base d’huile essentielle d’écorce d’orange amére pour son effet censés
favoriser la perte de poids des cas de toxicité ont été rapportés. Il s’agit de troubles
cardiovasculaires (augmentation de la tension artérielle, accélération du rythme cardiaque,
vasoconstriction).

Les huiles essentielles des écorces de citrus, principalement d’orange, citron,
pamplemousse, de bergamote et de citron vert sont irritants (brulures, prurit et autres
réactions cutanées fortes) sur la peau normale aprés un contact d’une heure. Un eczéma
peut apparaitre due la présence des terpenes, limonenes, alpha- et béta- pinenes, géraniol et
citral. Ils sont a I’origine de dermatoses professionnelles chez les boulangers- pétissiers, et
les travailleurs de conserveries. Des dermatites et de paronychites ont été observées chez
des éplucheurs de citrus, dont les ongles sont souvent érodés spécialement a la dose. Ces
réactions irritatives de contact a la pelure de citron sont plus fréquents que celles a la
pelure d’orange (Gérant et al, 2010 ; Gonzalez- Molina et al, 2010).

VIII. Control de qualité

Selon la pharmacopée francaise et européenne, le contréle des huiles essentielles
s’effectue par différents essaie, comme la nuisibilité a 1’éthanol et certaines mesures
physiques : indice de réfraction, pouvoir rotatoire et densité relative. La couleur et ‘I’odeur
sont aussi des parametres importants. La meilleure carte d’identité quantitative qualitative
d’une huile essentielle reste cependant le profil chromatographie en phase gazeuse. Il
permet de connaitre trés exactement la composition chimique et de rechercher
d’éventuelles traces de produits indésirables tels des pesticides ou des produits chimiques
ajoutés (Pibiri, 2006). Une huile essentielle pure et naturelle est caractérisée par sa
composition strictement végétale, contrairement aux essences synthétiques ou (identiques
naturelles) intégralement reconstituées a partir de composés chimiques de syntheése
(Pibiri, 2006).

IX.Utilisation des HEs : L’aromathérapie
IX.1.En Médecine

L’aromathérapie est une branche de la phytothérapie qui utilise les huiles essentielles
pour traiter un certain nombre de maladies. En médecine dentaire, plusieurs huiles
essentielles ont donné des résultats tres satisfaisants dans la désinfection de la pulpe
dentaire, ainsi que dans le traitement et la prévention des caries. La listerne qui est une
solution constituée d’huile essentielle de thymol et d’eucalyptol posséde une grande
activité bactéricide sur les microorganismes de la salive et de la plaque dentaire. Les huiles
essentielles de thym et de romarin sont utilisées pour soulager la fatigue, les maux de téte,
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les douleurs musculaires et quelques problémes respiratoires. L’HE de citron est utilisé
comme un antiseptique, anti-inflammatoire, lipolytique et anti oxydant, pour faciliter la
digestion ou soulager les nausees, anti-virales, anti bactériennes ou anti-fongique
(http://passeportsante.net). Les HE sont utilisés sous forme de préparations galéniques, et
dans les préparations d’infusion (Verveine, thym, menthe, mélisse, fleurs d’orange...etc).
Plus de 40% des medicaments sont a base de composants actifs de plantes. De nhombreuses
huiles essentielles se trouvent dans la formule d’un tres grand nombre de spécialités
pharmaceutiques : sirop, goutte, gélules, pommade...etc. (Yaacoub R et Tlidjane I, 2018).

IX.2.Dans ’industrie agroalimentaire

Les huiles essentielles jouent un rdle capital dans I’aromatisation des aliments, En
effet, elles donnent la flaveur aux condiments (poivre, gingembre) et aux aromatisants
(menthe, anis, oranger, thym, laurier). A faible dose, certaines substances ont un effet
favorable sur la digestion, ce qui explique leur utilisation en liquoristerie (essence d’anis
ou de badiane).L’industrie agroalimentaire utilise les HEs dans la préparation des surgelées
non seulement pour rehausser le gout mais aussi pour empécher les contaminations
alimentaires qui se développent (effet antimicrobien). (Yaacoub R et Tidjane I, 2018).

IX.3. En parfumerie et cosmétique

Les propriétés odoriférantes des huiles essentielles conferent a ces dernieres une
consommation importante en parfumerie et en cosmétique. Elles présentent environ 60%
des matiéres premiéres de I’industrie des parfums synthétiques, des savons et des
cosmétiques, se sont surtout les huiles essentielles de lavande, de citron, de citronnelle, qui
sont utilisées (Bouamer et al, 2004 ; Bouanane et Boussehel, 2005).

IX.4. En agricultures

L’utilisation des huiles essentielles dans le domaine de 1’agriculture est encore
débutante mais est appelée a se développer. En effet, le contexte réglementaire actuel
incite fortement a développer des produits phytosanitaires d’origine naturelle comme
alternative aux moyens de lutte chimique. Les huiles essentielles sont actuellement testées
sur différentes cibles : les insectes, les champignons, les bactéries, les adventices et
également la conservation des semences.

L’utilisation des huiles essentielles en agriculture biologique nécessite leur
inscription sur une liste dite (positive) de produits autorises
(Furet A et Bellenot D, 2013 ; Chavassieux D, 2014).
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X. Les activités biologiques des huiles essentielles
X.1. Activité antimicrobienne

Les huiles essentielles possedent des propriétés antimicrobiennes intéressantes
d’origine bactérienne et fongique (De Biller Beck, 2007). L’activit¢ antifongique des
huiles essentielles peut étre due a la présence des terpenes qui causent la rupture des
membranes fongiques et inhibent le développement des champignons. Les huiles
essentielles permettent également la protection contre les champignons phytopathogénes et
les microorganismes envahissant les denrées alimentaires
(Zambonelli et al, 2004 ; Mangena et Muyima, 1999).

X.2. Activité antioxydante

L’activité antioxydante des huiles essentielles est attribuée a certains alcools,
éthers, cétones et aldéhydes monoterpéniques tels que le linalool, le 1.8 — cinéole, le
germinal, le néral, le citronellal, I’iomenthone, la menthone et quelques monoterpénes
comme le a— terpinene et le a — terpinéne (Edris, 2003).

X.3. Activité antiviral

Les huiles essentielles riches en phénols ont montré une activité antivirale contre
certaines virus notamment 1’Herpes simplex (Girard, 2010).

X.4. Activités neurale

Les huiles essentielles possédent une action sédative et agissent sur le systéeme
sympathique ou par sympathique. Elles permettent ainsi la régulation de systeme nerveux
périphérique (Girard, 2010).
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Materiels utilisés

e Balance
e Chauffe ballon 2000 ml
e Ballon 2000ml
e Reéfrigérant
e Ampoule & décanter
e Thermomeétre
e Entonnoir
e Becher
e Eprouvette 5ml
I. Materiel végétal

Le produit ayant servi a I’extraction des huiles essentielle est la partie écorce (zeste) du
citron (Citrus Limon) que nous avons acheté¢ du marché de Constantine au mois d’Avril
2019. Les fruits ont été soigneusement lavés pour les débarrasser de la poussiére, puis
séchés et rappés a 1’aide d’une rappe pour obtenir 1’écorce et on les a pesés avec une
balance (330g).

Figure 20: Citrus Limon (L) Burm. F (image personnelle)
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I.1. Méthode d’extraction de ’HE du citron
I.1.1. Le protocole d’extraction

L’extraction De I’huile essentielle a été effectuée par un appareil de type Clevenger
(Clevenger, 1978) au niveau de laboratoire de pharmacognosie, faculté de Médecine, USB,
Université Constantine 3. On a introduit (280 g) de zeste frais dans un ballon contenant un
litre d’eau I’ensemble est porté a 1’¢ébullition a 1’aide d’un chauffe ballon, avec un réglage
du chauffage pour permettre une stabilité de I’extraction. Les vapeurs chargées de 1’huile
essentielle passent a travers le tube vertical (colonne de rectification) puis dans la colonne
de refroidissement ou aura lieu la condensation. Le distillat (huile essentielle+eau) est
récupéré dans une ampoule a décanter pour la séparation du melange par différence de
densité. Le temps d’extraction est mesuré a partir de la chute de la premicre goute de
distillat dans I’ampoule. La température d’ébullition est inférieur au solvant le plus volatil,
ici il s’agit de I’eau qui a donc pour température 100°c, donc la température du mélange
sera inférieur a celle-ci.

L’huile ainsi obtenu est récupérée puis traitée par un déshydratant, le sulfate de
sodium,  pour ¢liminer le peu d’eau susceptible d’avoir été retenue dans I’huile. En fin
I’huile obtenue a été stocké dans une bouteille en verre (bien remplies et fermé
hermétiquement. Elle est gardée au frais et a I’abri de la lumiére jusqu’a utilisation (-4°C).

Tableau 9: Conditions opératoires d'hydro distillation

Contions d’hydro distillation
Température <100°C
Temps 1h45min

Figure 22: Montage pour I'hydro distillation (laboratoire de
pharmacognosie Faculté de Médecine USB C3) (image personnelle)
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15 Citrons

Lavage, rapage

Hydro distillation

Prélevement de I'huile @X ot qD

Conditionnement dans un flacon

Huile essentielle de citron

Figure 23 : Diagramme de préparation de I’huile essentielle du citron

Colonne réfrigérant

Ampoule a décanter

Colonne de distillation

Ballon

Chauffe ballon

Figure 24 : Appareil d’hydro distillation de type
Clevenger (photo personnelle)
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Figure 25: Etapes d’obtention de I’HE du citron (Photos personnelles)

I.2. Analyse physico-chimique
1.2.1 Rendement

Le rendement en huile essentielle (RHE), est définie comme étant le rapport entre la
masse de I’huile essentielle obtenue apres extraction (M1) et la masse de la matiere
végétale utilisé (MO) (Carré, 1953 In Bekhchi, 2002). Il est donné par la formule suivante :

R%=(M1/M0)*100

R% : rendement en huile essentielle exprimé en pourcentage
M1 : masse de I’huile essentielle obtenue en gramme

MO : masse en gramme de la matiére végétale séche

1.2.2. pH

On a mis quelques gouttes de I’HE sur un bout de papier pH, apres le changement de la
couleur du papier on la compare avec une gamme de couleurs qui varient selon le pH.

> » 1<
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I1. Matériel animal : Les animaux d’expérimention
I1.1. Préparation des rats

L’expérimentation qui a duré 21jours a porté sur 15 rats blancs (Rattus norvegicus) de
sexe féminin adulte agé de 2 & 3 mois et pesant entre 160g et 230g ont été utilisés pour
I’étude.Les animaux proviennent de I’animalerie du département de Biologie, Faculté des
Sciences de la nature, Université Cne 1, ce sont des mammiféres de 1’ordre des rangeurs,
largement utilisés dans divers domaines de recherche. Ces rats femelles sont soumises a
une période d’adaptation, aux conditions de 1’animalerie : une température de 25 +2c° ;
humidité de 50-55%. Les rats sont placés dans des cages en plastiques qui sont tapissées
d’une litiére constituée de copeaux de bois. Les cages sont nettoyées et la litiere chargee
tous les jours jusqu’a la fin de I’expérimentationes, les rats ont accés libre a 1’eau et
I’aliment.

Figure26 : Rat femelle (Rattus norvegicus)
(image personnelle)

I1.2. Répartition des rats
Les rats sont réparties en trois groupes, chacun composé de 5 animaux (n=>5)

e Groupe 1 (groupe témoin négatif) : regoit 75g/j d’aliment standard de laboratoire

e Groupe2 (groupe control positif) : soumis au régime hyper lipidique (le régime
hyper lipidique est composé de 50% de régime standard et de 50% d’huile de palme
aml/j).

e Groupe3 (groupe control positif) : soumis au régime hyper lipidique (le régime
hyper lipidique est composé de 50% de régime standard et de 50% de I’huile de
palme) et recoit un traitement de I’HEC a une dose de 30ul/kg/j.

III. Régime alimentaire

III.1. Régime standard

Le régime standard se présente sous forme de granulés de Bétails (UAB) d’ouled
Hamla-Oum EI Bouaghi, Dont la composition est la suivante :
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Tableau 10:Composition du régime alimentaire standard en % pondéraux

Composants Pourcentage

Mais 660
Soja 150
Issue de meunerie 60
Calcaire 6
Phosphate 18
Sel 10
Acides aminés 20
Oligo-éléments 40
Vitamines : A, Dzet E 7
Antioxydant : B, H, T 1

II1.2. Régime induction de I’obésité : régime hyper lipidique

Le régime hyper lipidique se compose de 50% de régime standard et de 50% de
I’huile de palme administré directement dans 1’estomac par un gavage intra gastrique.

Tableau 27: Administration de I’huile de palme par un gavage
intra gastrique chez le rat (image personnelle)
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Figure 28 : Lots des rats témoins normaux
(image personnelle)
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Figure 29 : Lot des rats recevant (régime hyper
lipidique)(lImage personnelle)
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Lot des rats recevant (régime hyperlipidiques+HE
du citron (Image professionnelle)
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IV.Administration de ’HE du citron

L’administration de 1’huile essentielle du citron se fait a partir du jo une fois par jours
jusqu’aux derniers jours de I’expérimentation par une injection intra péritonéale a une dose
de 30ul/kg par jours pour chaque rat.

Tableau 31 : Administration de I'huile essentielle
du citron chez le rat (Image personnelle)

V.Paramétres mesurés pendant I’expérimentation
V.1. Suivi du poids corporel des rats

La prise du poids corporel des rats femelles est effectuée a 1’aide d’une balance en
gramme(g). Le poids a été suivi pendant la semaine que précéde le traitement, puis
chaque deux jour durant la période d’injection de I’huile essentielle du citron. Les
variations du poids corporel des rats (Tableau 14) des 3 lots: témoin, régime hyper
lipidique et huile essentielle sont notés dans le tableau, chaque valeur correspond
(la moyenne+/-ESM) et le taux de croissance des rats par apport au premier jour est
exprimé en % et calculé selon la formule suivante :

Taux de croissance(%)= (PJ»1-PJo)*100/PJ, PJo: poids du premier jour

Figure 30 Mesure du poids corporel chez le rat (image personnelle)
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V.2. Suivi de la circonférence abdominale

La circonférence abdominale de chaque rat a été mesurée au début (avant le traitement
par HEC) et pendant le traitement par HEC (chaque deux jour).On a placé le métre ruban
autour du tour de taille (entre la derniere des cotes et le dessus).

Les variations de la circonférence abdominale de chaque rat des trois lots : témoin, régime
hyper gras et (régime hyperlipidique+HE) sont représentés dans (le tableau 17).

Tableau 33: Mesure de la circonférence
abdominale chez le rat (Image personnelle)

IV.3. Techniques d’analyse des parametres sanguins
IV.3.1 Prelevement sanguin

Le prélevement du sang est effectué par des tubes capillaires a travers le sinus rétro-
orbital au niveau de I’ceil avant et a la fin des 3 semaines. Les rats ont été anesthésiés par
le chloroforme Pendant 2 a 3 minutes. Le sang total récupéré dans des tubes héparines est
ensuite centrifugé a 3000 tr/min pendant 15minutes, les tubes contennant du plasma sont
immédiatement transportés dans une glaciere au laboratoire d’analyse (Labo d’or Dr
Charao. S, Constantine) en vue de ’analyse des paramétres biochimiques (Cholestérol -
total, triglycérides, HDL- Cholestérol).

Figure34 : Prélevement du sang au niveau de sinus retro-orbital
(images personnelle)
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Le taux du cholestérol total et des triglycérides sériques est déterminé par une technique
enzymatique colorimétrique a 1’aide d’un spectrophotométre par un Kit de (SPINREACT)
specifique pour chaque parametre.

IV.3.2.Dosage de la cholestérolémie
IV.3.2.1 Dosage du Cholestérol-Total

Le cholestérol est déterminé par la méthode enzymatique colorimétrique dans le
plasma dans une série de réactions couplées au hydrolysent les esters de cholestérol et
oxydent le groupe 3- OH du cholestérol (Kit Roch Diagnostic Gmbh). L’un des sous-
produits de réaction, H,O, est catalysé par la peroxydase qui produit une couleur.
L’absorbance est mesuré a 500nm. L’intensit¢ de la couleur est proportionnelle a la
concentration de cholestérol :

Cholesterol ester + H,O0 — Cholesterol libre + Acides gras
Cholesterol libre + 0, — Cholestene — 4 — one3 + H,0,
2H,0, + Phénol + amino — 4 — antypinine — Quinone + 4H, O
Réactifl : tampon, PH 6.9 Réactif2 : enzymes (CHE, CHOD et POD)
Réactif3 : Etalon de cholestérol (2g/1)

Solution du dosage :

Blanc Etalon Dosage
Solution du travail 1 1 1
(ml)
Etalon (Réactif3) 10
Sérum (ul) 10

Attendre 5min a 37°C ou 10 min 20 a 25°C. Puis lire la densité optique de dosage a 50
nm (DOD) contre la densité optique de I’étalon (DOE).

Calcul : Taux de cholestérol= (DOD/DOE)*2 g/I

Les teneurs en cholestérol sont exprimeées en g/l
1V.3.2.2 Dosage du cholestérol-HDL

Le cholestérol-HDL est une lipoprotéine qui est considérée comme étant du bon
cholestérol, il est véhiculé vers le foie pour étre métabolisé et excréter sous forme de sels
biliaires, il n’est pas athérogéne par opposition au reste du cholestérol li¢ a la fraction
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VLDL-LDL. En présence d’ions magnésium, le sulfate de d’estran forme de maniere
sélective des complexes hydrosolubles avec les LDL, les VLDL et les chylomicrons ; ces
complexes sont résistants vis-a-vis d’enzymes modifiées par le polyéthyléne glycol.

La concentration en cholestérol des HDL, est déterminée par voie enzymatique a
I’aide de cholestérol- estérase et de cholestérol-oxydase modifiées par du polyéthylene
glycol (40%). Des groupes aminés de ces enzymes sont couplés a du polyéthyléne glycol
sous I’action de la cholestérol- estérase, les esters du cholestérol sont scindés en cholestérol
libre et en acide gras (Kit Roche Diagnostic Gmbh). La méthode utilisée de 1’alpha-cyclo
dextrine sulfate en présence de Mg2+, qui forme des complexes avec des lipoprotéines
contenant de I’ApoB et de la cholesterol-esterase.couplée au polyéthyléne glycol et du
cholestérol oxydase par la mesure du cholestérol HDL.

Les réactions sont les suivantes :

(1)ApoB contenant des lipoprotéines + a — cyclodextrine + Mg?*
+ dextrane SO,_,Complexes solubles non réactifs avec des lipoprotéines contenant de 1'’ApoB

(2)HDL — cholesterol esters - HDL — cholesterol non esterifié + acides gras
(3)Cholesterol non estérifié + 0, — Cholésténone + H,0,

(4)H,0, + 5 — Aminophénazone + N — ethyl — N — (3 méthylphényl ) — N
— succinyl éthyléne diamine + H,0 + H* — quinonimine + H,0

L’intensité¢ de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de HDL présente
dans I’échantillon testé. L.’absorbance est mesurée a 600nm.

1V.3.3. Dosage des triglycérides

Le dosage des triglycérides sériques se fait entierement par voie enzymatique par
I’action d’une lipase selon la méthode colorimétrique enzymatique (Kit Roche Diagnostic
Gmbh). Les triglycérides sont hydrolisés en glycérol et en acides gras grace a des lipases.
Une suite de réactions aboutit a la formation de la peroxydase et d’'une chromogéne donne
un composé coloré, La quinonéimine. La concentration en quinonéimine est
proportionnelle a la concentration totale en triglycérides présent dans I’échantillon.

La concentration en TG est déterminée a une longueur d’onde A=500nm
La séquence de réactions est la suivante :
Triglycérides + 3H, O — Glycérol + acides gras
Glycérol + ATP — Glycérol —3 —p + ADP

Glycérol —3 —p + 0, — dihydroxyacétone —p + H,0,
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2H,0, + 4 — AP + P — chlorop - 4 — (p — benzouinone — monoimimno)

—phénazone + 4H, O + H

L’intensit¢ de la coloration formée est proportionnelle a la quantit¢ de triglycérides
contenue dans 1I’échantillon du sérum

Réactifl : tampon, PH7.5 Réactif2 : enzyme (LPL, GK, GPO, POD, 4-AP et ATP)
Réactif3 : Etalon de triglycéride (2g/l)
Solution de travail :

» Dissoudre le contenu du réactif 2 avec la solution tampon (réactifl)
» Lasolution est stable pendant 14 jours de 20 a 25°C ou 56 jours de 2° a 8°c
Méthode de dosage :

Blanc Etalon Dosage
Solution du travail 1 1 1
(ml)
Etalon (ul) 10
Sérum (ul) 10

Attendre 5 min a 37°C ou 10 min de 20 a 25°C, puis lire la densité optique de dosage a
505nm(DOD) contre la densité optique de 1’étalon(DOE).

Calcul : Taux de triglycérides= (DOD/DOE)*2g/I

Les teneurs en triglycérides sont exprimées en g/l.
IV. Analyse statistique

L’analyse descriptive des résultats est réalisée a I’aide du logiciel Microsoft office Excel,
2010

Les résultats sont représentées sous forme de moyenne plus ou moins [’écart
type(Moy=ET)

Les calculs statistiques sont souvent utiles aux biologistes pour la détermination des
valeurs normales ou plus exactement des valeurs de référence comme pour 1’évaluation de
précision et I’exactitude d’analyse (Schwartz, 1992 ; 1mott, 1971).

La moyenne : I
{ X =;Zx’: ]

L




Chapitre 11 Partie pratique

La variance : [ V, = l/nZ(xi - x)? ]

L’écart-type :
[ 0 x=/Vy ]

L’erreur standard de la moyenne : (Sp)

s o [X(x—x)?
" Vn—1 |nmn-1

L’évaluation statistique est effectuée par le test T de student

v' Test de student
Dans les études biologiques il est important de savoir si deux échantillons d’individus ou
encore deux ou plusieurs séries de résultats d’expériences ou d’observations doivent étre
considérés comme réellement différents. Ce test permet de comparer deux moyennes

» En cas de petits échantillons (n; et/ou n,<30)
» Comme notre cas on a 5 rats dans chaque lot, on applique cette loi ; dans un
premier temps on calcule la variance comme suit :

2 s 5 Xx=m)? +N(x —my)? , _ M0f + 1,03
o°=o0{+o05 = S0t =——Ts
nl+n2-2 ng+n, —2

Dans ces conditions. La variance standard de la fréquence des moyennes est :

11
2 _ 2
[ St=0l -+ ]

Pour comparer les deux moyennes on applique le teste de student a 2 degrés de liberté qui
dépend de la taille de 1’échantillon

v V=d.i.i:n1+n2-2
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Si le t calculé ou expérimentale est plus élevé que de la taille de 1’échantillon, la différence
entre les moyennes des deux échantillons est significative.

La valeur de « t » nous donne le degreé de signification « p » sur la table de student.

La différence entre deux moyennes est :

e peu significative : p<0.05(*) ;

e Significative : p<0.01 (**) ;

e Tres significative : p<0.001(***) ;

e Hautement significative : p<0.0001 (****) ;
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Résultat et discussion

I.Les caractéristiques organoleptiques de I’HE du citron
Les parametres organoleptiques de I’huile essentielle aspect, couleur, odeur sont résumés
dans le tableau suivant :

Tableau 14 : Propriétés organoleptiques de I’huile essentielle de citron

Aspect Couleur Odeur
AFNOR ISO Liquide, Limpide Jaune trés pale Fraiche et épicee
3140 Fluide et mobile a transparent
Notre huile Liquide, Limpide Jaune tres pale Fraiche et épicée
essentielle a transparent

II. Analyse physico-chimiques de ’HE du citron
Les résultats des analyses physico-chimiques de 1’ huile essentielle de citron sont résumés
dans le tableau suivant :

Tableau 15 : Résultats d'analyses physico-chimiques de I’huile essentielle du citron

Notre huile essentielle AFNOR-ISO 3140

Rendement%o 1.09 0.5-2

Acide faible

pH 6.2

ML Etude des effets anti-obésogenes de I’HE du citron

IIL1. Etude des effets de ’HE du citron sur le pois corporels

Tableau 16: Variations des valeurs du poids corporel chez les rats Rt, Rh et Rh HE

Poids corporel (gramme)

Jours Groupel Groupe2 Groupe3

Rt Rh Rh HE
JO 167.89+4.16 204.25+£12.53 220.22+14.15
J3 176.7+4.16 204.05+£12.53 203.09+14.15
J5 178.37+4.16 213.06+£12.53 203.45+£14.15
J7 179.19+4.16 214.33+£12.53 203.41+£14.15
J9 180.6+4.16 222.5+12.53 204.14+14.15
J11 180.73+4.16 228.93+£12.53 198.15+14.15
J13 180.95+4.16 230.9+12.53 193.99+14.15
J15 180.94+4.16 233.33+£12.53 186.61+14.15
J17 182.8+4.16 237.43+£12.53 178.16+14.15
J19 183.8+4.16 240.32+£12.53 168.14+14.15
J21 184.6+16+4.16 243.2+12.53 165.32+14.15

Rt : Rat témoin

Rh : Rat régime hyperlipidiqgue Rh HE : Rat huile essentielle
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Figure 35 : Variation du poids corporel chez les
groupesRt, Rh et Rh HE
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Figure 36: Evolution du poids corporels des groupes
Rt, Rh et Rh HE

Le suivi régulier du poids corporel (PC) pendant 3 semaines, chez les3 groupes des rats,
nous a permis de dresser des courbes représentatives de 1I’évolution du PC durant cette
période de traitement.

Nos résultats montrent que 1’administration RHL induit une augmentation trés hautement
significative du PC des animaux entre le premier et les derniers jours. En effet le PC passe
de 167.89+4.16 a 183.8.£4.16 chez Rt et chez Rh (p<0.0001).

L’administration intra péritonéale de L’HE du citron induit une diminution significative du
PC (p<0.05) de I’ordre de 220.22+14.15 a 168.14+14.15 chez Rh HE par apport a Rh HE
204.25+12.53 a240.32+12.53.
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IM1.2. Etude des effets de I’HE du citron sur la circonférence abdominale

Tableaul? : Variations des valeurs de la circonférence abdominale chez les groupes Rt, Rh, Rh HE

Circonference abdominale (centimeétre)
Circonférence
Abdominale Groupel Groupe2 Groupe3
Rt Rh Rh HE
JO 13+0.64 14.1240.31 14.62+0.31
J3 13.25+0.64 14.12+0.31 14.25+0.31
J5 13.25+0.64 14.25+0.31 14.25+0.31
J7 13.62+0.64 14.56+0.31 14.18+0.31
J9 13.75+0.64 14.62+0.31 14.1240.31
J11 13.75+0.64 14.75+0.31 14.06+0.31
J13 13.75+0.64 14.81+0.31 14+0.31
J15 13.75+0.64 14.87+0.31 13.7540.31
J17 13.75+0.64 15+0.31 13.62+0.31
J19 13.75+0.64 15.02+0.31 13.4840.31
J21 13.78+0.64 15.46+0.31 13.28+.31

Rt : Rat témoin

Rh : Rat régime hyperlipidique Rh HE : Rat huile essentielle

Ci

50
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on | 40

fér W rammm—eee—— Rt
en 20 ’h
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ab 10 Rh HE
do 0 — T T T -

mi J0 13 15 J9 J11)13)15)17)19)21  90Urs
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I~ Figure 37: Les variations des valeurs de la circonférence

abdominale Chez les groupes Rt, Rh et Rh HE
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Figure 38: Evolution de la circonférence abdominale

chez les groupes Rt, Rh et Rh HE
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Le suivi régulier de 1’évolution de la circonférence abdominale(CA) pendant 3 semaines,
chez les3 groupes des rats, nous a permis de dresser des courbes représentative de
I’évolution de la CA absolu durant cette période de traitement.

Nos résultats montrent que 1’administration RHL induit une augmentation de la CA des
animaux entre le premier et les derniers jours (figure37). En effet le CA passe de 13.20.64
a 13.75.£13.64 cm chez les rats témoins et de 14.12+0.31 a15.02+0.31cm chez les rats
recevant le régime hyperlipidique.

L’administration intra péritonéale de I’'HE du citron ramene significativement la CA des
rats recevant un régime lipidique a la normale (p<0.05). En effet la différence entre la
valeur final et la valeur initial, et respectivement de 1’ordre de 14.12+0.31 a15.02+0.31
chez le groupe Rh et de 14.62+0.31 & 13.48+0.31chez le groupe recevant le régime hyper
lipidique supplémenté avec 1’huile essentielle du citron.

IV.Etude des effets de ’HE du citron sur les paramétres biochimiques du sang
IV.1. Etude des effets de ’HE du citron sur le cholestérol-Total

Figure 18 : Concentration plasmatique de cholestérol-Total chez les groupes Rt, Rh et Rh HE

Lot Dose injecté Cholestérol-Total (g/l)
(i.p) Wl/j JO J21
Rt 30 0.47+0.63 0.51+0.34
Rh 30 0.58+0.18 0.68+0.27
Rh HE 30 0.64+0.20 0.34+1.42
C 0,8
ho 0,6
les B Rt
té 0,4 ®Rh
ro 0,2 Rh HE
I
tot 0 ' Jours
J0 J21
al

Figure 39: Concentration plasmatique de cholestérol-
Total chez les groupes Rt, Rh et Rh HE

Nos résultats présentent une augmentation hautement significative (p<0.001) de la
concentration plasmatique de cholestérol chez les rats de groupe Rh par rapport aux rats de
groupe Rt, ces concentrations sont diminuées de facon trés hautement significative chez le
groupe Rh HE (P<0.01) par rapport au groupe Rh.

ST <
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IV.2. Etude des effets de ’HE du citron sur le HDL-cholestérol

Tableau 19 : Concentration plasmatiaue de HDL-cholestérol chez les groupes Rt. Rh et Rh HE

Lot Dose injecté HDL-Cholestérol (g/l)
(i.p) pl/j JO J21
Rt 30 0.33+£0.30 0.34+0.91
Rh 30 0.35+0.32 0.34+0.30
Rh HE 30 0.42+0.14 0.46+0.21
H 0,5 - -
DL 0,4 -
- 03 - [ E Rt
ch 02 - | mRh
ole ’ —
sté 0,1 - Rh HE
rol ° | | Jours
(all J0 121

Figure 40: Concentration plasmatique de HDL-cholestérol
chez les groupes Rh, Rh et Rh HE

La teneur en HDL-cholestérol ne montre aucune variation significative entre le groupe Rh
et le groupe Rt (P<0.05). Cependant le groupe Rh HE présente une augmentation
hautement significative (p<0.01) par rapport au groupe Rh.

IV.3.Etude des effets de ’HE du citron sur les triglycérides

Tableau 20: Concentration plasmatique des triglycérides chez les groupes Rt, Rh et Rh HE

Lot Dose injecté Triglycérides (g/l)
(i.p) ul/j JO J21
Rt 30 0.74£0.55 1.08+0.91
Rh 30 0.48+0.2 0.91+0.97
Rh HE 30 0.98+0.09 0.31+0.13
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Figure 41 : Concentration plasmatique des
triglycérides chez les groupes Rt, Rh et Rh HE

Les résultats obtenus montrent une augmentation hautement significative (p<0.001) de
concentration plasmatique de triglycérides chez le groupe Rh par rapport au groupe Rt
cependant cette concentration diminue de fagcon trés hautement significative (p<0.001)
chez les rats de groupe Rh HE par rapport au groupe RRH.
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DISCUSSION

L’objectifde ce travail est d’évaluer I’effet de I’HE du citron (30ul/kg/j) sur le profil
lipidique et la masse pondéral cher les rats rendus obéses par un régime hyperlipidiques.

Notre huile essentielle a une couleur jaune a transparente avec une odeur fraiche et un
aspect fluide et mobile. Le rendement de notre huile essentielle obtenu par hydro
distillation de 1’écorce de citron est de I’ordre de 1.09%. Il convient de souligner que le
pH joue un rdle déterminant au cours des réactions chimiques et biochimiques et peut
influencer les propriétés stabilisatrices d’une huile essentielle, par conséquent, ce résultat
peut amener & un caractere stabilisateur contre les microorganismes, ce qui permettra a ces
huiles essentielles de jouer le réle de conservateurs dans les produits alimentaires. Ces
résultats ont montrés que notre huile essentielle est conforme avec ceux de la norme
AFNOR ISO 3140. Notre huile essentielle est acide (pH6.2).

Dans notre étude le régime hyper lipidique induit une augmentation du poids corporel
chez les rats soumis a ce régime par rapport aux rats soumis au régime standard. Ces
résultats sont en accord avec I’étude de Laissouf et al, 2014, qui montre qu’un régime
hyper lipidique induit une obésité chez les rats Wister. La composition en acides gras des
graisses alimentaires peut donc jouer un réle important dans la régulation du poids
corporel, surtout chez les obéses. Des études chez I’animal et chez I’homme ont montrés
que les acides gras polyinsaturés (AGPI) sont plus facilement utilisés comme
combustibles, tandis que les acides gras saturés (AGS) sont plus susceptibles d’étre
accumuler dans les tissus adipeux (Hariri et al, 2010).

Les graisses alimentaires n’ont que peu d’effets sur la satiété, et I’exposition périodique a
une alimentation hyper lipidique, notamment en cas de forte sensation de fain, peut suffire
a entrainer chez les rats une surconsommation de calories sous forme de graisses (Golay,
1998)

La cellule adipeuse différentiée se charge en triglycérides (hypertrophie) jusqu’a atteindre
une taille critique au-dela de laquelle elle recrute un nouveau pré-adipocyte. Le nombre
d’adipocytes peut ainsi augmenter proportionnellement a la quantité de lipides a mettre en
réserve, c’est ce qu’en appelle ’hyperplasie du tissu adipeux (Basdevant, 2003).

Nos résultats montrent aussi que le traitement des rats obéses par I’HE du citron induit une
diminution du gain de poids corporel et une diminution de la prise alimentaire chez le
groupe Rh HE par rapport au groupe Rh.

Selon (Kajlmura et al, 2014) par I’augmentation des dépenses énergétiques obligatoires et
la thermogenése adaptative. La plupart des produits anti-obesité naturel (algue et plante
médicinale) régulé le poids corporel grace a une augmentation des dépenses énergétiques
obligatoires. Ils régulent 1I’expression de la thermogénine, protéine clé de la thermogenese
dans le tissu adipeux brune, qui transforme I’énergie issu des aliments en chaleur.
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Nos résultats présentent une augmentation significative de la concentration
plasmatique) de cholestérol et de triglycérides et une diminution non significative de
concentration de HDL- cholestérol chez les rats de groupe Rh par rapport aux rats de
groupes Rt.Dans la présente étude, 1’obésité provoquée par un régime hyperlipidique
conduit a une élévation de teneur plasmatique en cholestérol total, en triglycérides, mais
pas de variation au niveau de la teneur plasmatique en HDL-cholestérol chez les rats
soumis au régime hyper lipidique Rh par rapport aux rats soumis au régime standard Rt.

Ces résultats sont en accord avec ceux de plusieurs auteurs qui ont montré que les teneurs
en triglycérides et en cholestérol chez les rats obeses sont plus élevés que chez les rats
témoins soumis au régime standard (Charles, 2016 ; Fernanez et al, 2011 ; Naima et al,
2014).

L’hyperlipidémie observé chez les rats Rh peut s’expliquer par la forte teneur en lipide
dans D’alimentation. Plusieurs auteurs ont constaté qu’une augmentation en teneur de
lipides des aliments provoque une élévation de la concentration en cholestérol plasmatique,
et modifie la composition des lipoprotéines plasmatiques, en augmentant notamment la
portion d’esters de cholestérol dans les VLDL et LDL. Les modifications de la
composition des lipoprotéines sont liées aux activités élevés de la HNG-CoA Réductase
(enzyme impliquée dans la synthese de cholestérol) et I’ACAT hépatique (Abbas et al,
2014).

Arafa et al, 2005 ont rapportés que I’hyperlipidémie, et en particulier,
I’hypercholestérolémie peut étre induit chez I’animal par un régime enrichi en cholestérol.
Plusieurs travaux ont montré I’effet du cholestérol alimentaire sur la cholestérolémie : La
supplémentation de régime alimentaires avec 0.5% de cholestérol et 0.5% d’acide cholique
(Minhajuddin et al, 2005) ou avec deux doses de cholestérol (0.5% et 4%) avec ou sans
acide cholique (Tanaka et al, 2005) montre une augmentation du cholestérol total (CT)
sérique, d’autres travaux ont indiqué une augmentation de CT sérique et hépatique avec
1% de cholestérol et 0.5% d’acide cholique (Monte etJimenez, 1993 ; Sakuma et al, 1997).

Plusieurs travaux ont mis en évidence I’effet du cholestérol alimentaire sur les
triglycerides. En effet, chez le rat le cholestérol alimentaire induit une hypertriglycéridémie
(Osada et al, 1994). (Othani et al, 1990) ont observe le méme effet sans aucun changement
dans la synthese de 1’apo B. L’augmentation des TG sériques peut étre due a la diminution
de I’activité des récepteurs des lipoprotéines de faible densité (LDL), lorsque le régime est
supplémenté en cholestérol (Calleja et al, 2000). Dans notre étude, la supplémentation du
régime en cholestérol induit une hypertriglycéridémie chez les rats rendus
hypercholestérolémiques.

La diminution observée dans le profil lipidique (cholestérol et triglycérides) étudiées chez
les rats supplémentés avec 1’huile essentielle du citron et en accords avec les travaux de
(Pengzhan et al, 2003 ; Carvallio et al, 2009 de Qi et al, 2015). Cette diminution peut
s’expliquer par les constituants de I’HE de citron.

ST <
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Assini et al, 2013 ont montré que le fait de soumettre des souris a un régime supplémenté
en citroflavonoides, pourrait prévenir et traiter la dyslipidémie et la stéatose hépatique, par
inhibition de la synthése des acides gras hépatiques et augmentation de 1’oxydation des
acides gras. De plus, (Khan et al, 2010) ont montré que le citrus limon pourrait étre
efficace contre ’hyperlipidémie puisque il est riche en vitamine C et renferme également
différents types de flavonoides. En effet le limonene (60 a 70% de sa composition) par ses
effets antioxydants permettrait de réduire la cholestérolémie (Spadaro et al, 2012). De plus,
la présence d’hespéridine et d’ériocitrine, les 2 flavonoides les plus abondants dans le
citron (Costa et al, 2014) expliquerait cet effet et contribuerait & améliorer la vasodilatation

coronarienne a diminuer 1’agrégation de la plaquette sanguine et a prévenir 1’oxydation du
LDL.

Des études antérieures ont démontré que les flavonoides et les limonites du citron abaissent
le cholestérol sanguin chez les rats nourris avec un régime enrichie en cholestérol (Wang et
al, 2011 ; Boshtam et al, 2010 ; Miceli et al, 2007 ; Miyake et al, 2006 ; Choi et al, 2004 ;
Kim et al, 2003 ; Park et al, 2001 ; Kurowska et al, 2000 ; Bock et al, 1999 ; Kawaguchi et
al, 1997)

Ces flavonoides sont de puissants inhibiteurs de ’activité de 1’hydroxy-méthyl-glutaryl-
coenzyme A réductase(HMG-COA réductase) et de ’acylés coenzyme A : cholestérol
acyltransférase(ACAT) in vivo (Choi et al, 2004 ; Kim et al, 2003 ; Park et al, 2001 ; Bok
et al, 1999) et in vitro (Wilcox et al, 2001) La HMG-COA réductase est impliqué dans la
synthese du cholestérol et la sécrétion du cholestérol VLDL et I’ACAT dans ’absorption
intestinale et I’estérification du cholestérol.

De plus, Cirico et Omaye, (2006) ont noté que le jus de citrus limon ainsi que I’HE de son
écorce corrigent I’augmentation du C-LDL, chez I’homme en entrainant une activation des
récepteurs LDL ce qui induit la captation et la dégradation de ces lipoprotéines.

Bochtam et al, 2010 ont confirmé ces résultats chez les lapins males consommant un
régime enrichi en cholestérol (1%) et supplémenté avec 1g de I’extrait aqueux de 1’écorce
de Citrus Limon. De méme, certains auteurs ont montré que les flavanorres du citron
diminuent le C-LDL et augmenter le C-HDL plasmatique (Melli et al, 2007 ;Monforte et
al, 1995), diminuent le cholestérol dans les VLDL et LDL et augmentent le cholestérol
HDL (Akiyama et al, 2010) et corriger ainsi la dyslipidémie.

Une étude a montré que la diminution des LDL était associée a une surexpression du gene
du récepteur LDL et a une diminution de 1’expression et de ’activité de la protéine
microsomale de transfert des triglycérides (MTP) in vitro qui joue un role dans
I’assemblage des lipoprotéines, principalement des triglycérides et des VLDL (Wilcox et
al, 2001).

Il est important de souligner que la consommation du Citrus limon pourrait étre
responsable, en partie de la diminution du taux des TG plasmatiques, En effet, des études
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ont rapporté que la supplémentation en hespéritine et en maringinine chez le rat
consommant un régime enrichi en cholestérol, entraine une diminution des triglycérides
plasmatiques (Miceli et al, 2007 ; Choi et al, 2004 ; Kim et al ; 2003 ; Kawaguchi et al,
1997 ; Monforte et al, 1995) , une amélioration de I’hypertriglycéridémie (Akiyama et al,
2010), ou alors aucun effet (Ohtsuki et al, 2003).

L’effet hypotriglycéridemiant noté pourrait étre di a la répression de la voie de stérol
regulatory élément binding protein-1C (SREBP-1C) dans les tissus adipeux et le foie et par
conséquent a la diminution de la synthése des triglycérides. De plus, cette
hypotriglycéridémie est concomitante avec la réduction des TG-VLDL. En effet, la masse
de VLDL est diminuée reflétant la réduction de leurs différents constituants de surface
(apo et CL) et du centre (TG). Ce résultat est en accord avec ceux d’autres études (Green et
al, 2013 ; Akiyama et al, 2010 ; Trovato et al, 2010 ; Kawaguchi et al, 1997).
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CONCLUSION

La médecine traditionnelle est largement répandue et tient une place majeure dans
le traitement de différentes maladies métaboliques. Le nombre des études en matiére de
recherche de nouvelles molécules capable de prévenir ou méme de retarder I’apparition de
ces maladies, reste tres limitée. Ce travail a été orienté pour évaluer I’influence de la
phytothérapie a base de I’huile essentielle de 1’écorce de citron (Citrus limon) contre
I’obésité et ses complications chez les rats rendus obéses par un régime hyper lipidique.

L’extraction de I’huile essentielle de 1’écorce de citron (Citrus limon) par la méthode
d’hydro distillation a montré un rendement de I’ordre del.09 % de matic¢re végétale fraiche

Les propriétés physicochimiques telles que le pH et les propriétés organoleptiques
sont conforme aux normes AFNOR.

D’aprés notre étude on peut conclure que le régime hyper lipidique conduit a
I’installation de I’obésité, associée a des anomalies métaboliques comme ’hyperlipidémie.

Nos résultats ont montrés ainsi que ’huile essentielle de citron induit une perte de
gains du poids corporel ceci serait due a I’effet bénéfique de cette plante contre 1’obésité et
le surpoids.

De plus, nous avons observés d’aprés notre étude que I’'HE de citron a un effet
hypolipidémique au niveau plasmatique. Ces résultats indiquent 1’influence et 1’efficacité
de I’HE sur les mécanismes cellulaires qui contrdlent le métabolisme des lipides pouvant
réduire le risque cardiovasculaire et la protection contre plusieurs maladies.

A la lumiere de cette étude, nous avons constaté que I’HE de citron (Citrus limon) a
des effets bénéfiques sur les altérations métaboliques chez les rats obéses. Son intégration
dans I’alimentation peut participer a améliorer le profil métabolique et réduire 1’incidence
de I’obésité et ses complications a long terme.

En perspective. Il serait intéressant de :

e Tester et évaluer les différents composés et molécules bioactifs extraites du citron
sur le gain de poids et le profil lipidique chez les sujets obéses.

e Tester et exploiter d’autres espéces du citron et d’agrumes.

e Sensibiliser la population sur le potentielle préventif de 1’utilisation nutritionnelle et
pharmacologique de ces produits et molécules naturelles comme des alicaments.
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