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Introduction générale 

L’homme s’intéresse aux plantes depuis toujours pour but de résoudre leurs 

problèmes de santé. Elles forment la base de la médecine traditionnelle grâce à leur 

richesse en métabolites secondaires utilisées comme composés actifs. Selon 

l’organisation mondiale de la santé, près de 80% des populations dépendent de la 

médecine traditionnellepour des soins de santé primaire [1] [2]. 

Les plantes médicinales, considérées comme ayant des propriétés thérapeutiques, ont 

été utilisés depuis le début de la civilisation humaine pour traiter différentes maladies 

et l’utilisation de cette stratégie efficace pour la promotion de la santé humaine a 

considérablement augmenté au cours des dernières années [3]. 

Parmi ces plantes on a l’espèce citrus limon de la famille des Rutaceaeet troisièmes le 

plus important de la famille des agrumes après l’orange et la[4]. Estl’une des cultures 

les plus largement cultivées dans le monde surtout dans les climatstropicaux el les 

régions tempérés. Elles sont très riches en composés actifs (polyphénols,flavonoïdes, 

tanins, alcaloïdes, les huiles essentielles…etc) [5] [6]. 

Le système antioxydant du corps humain a la capacité d'éliminer les radicaux libres 

tels que les espèces réactives de l'oxygène (ROS) et les espèces réactives de l'azote 

(RNS), telles que l’anion superoxyde (O2-.) et l'oxyde nitrique (NO.), qui 

endommagent l'ADN et conduisent à l'oxydation des graisses et des protéines dans les 

cellules. Cela permet de maintenir l'équilibre entre la production de ROS et les 

capacités antioxydantes de l'organisme [7]. 

La demande d'antioxydantes naturels, en particulier d'origine végétale, est en 

augmentation dans le secteur de la cosmétique alimentaire et pharmaceutique, car ils 

peuvent être utilisés comme alternatives naturelles aux antioxydants synthétiques qui 

provoquent une toxicité [8]. 

Ce travail a pour objectif principal  l’évaluation des activités biologiques et de 

l’espèce citrus limon Ainsi, ce manuscrit est structuré comme suit : 
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Le premier chapitre est consacré à des généralités bibliographiques sur citrus limon et 

leur huiles essentielles ainsi que sur les  techniques d’extraction et des généralités sur 

les activités antioxydant , antidiabétique, et anti-inflammatoire et autres activités 

enzymatiques ,ainsi que des généralité sur les  Vers de farine (Tenebrio molitor) 

Le deuxième chapitre concerne la partie expérimentale comportant la 

description du matériel biologique, les méthodes d’extraction, les méthodes 

d’évaluation in vitro des activités, antioxydantes, antidiabétique, anti-inflammatoire, 

anti-germination, anti-moisissures, cytoxicité, anti-infection urinaire et anti-

insecticide.  

Le troisième chapitre comprend les résultats et discussions des activités mentionné 

dans Le deuxième chapitre 

Enfin, une conclusion générale relative à nos travaux résumant ce manuscrit. 
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I. Généralité sur les agrumes 

I.1. Historique sur les agrumes  

      Les agrumes sont originaires des pays du Sud-Est Asiatique. Leurs cultures 

se confondent avec l’histoire des civilisations chinoise. En effet c’est avec le 

rayonnement de la civilisation chinoise et indoue que la culture des agrumes, s’est 

propagée à l’ensemble des pays du Sud-Est Asiatique, le Sud de Japon et l’archipel de 

Malaisie [9]. 

       En Algérie, les  arabes avaient bien introduit le bigaradier dans l’empire des 

Almohades [10], toutefois, il embellisse déjà, pendant la période Ottomane (du 16ème 

au18èmesiècle), les jardins des Beys [11]. L’oranger y fut sans doute apporté quelques 

siècles après par les maures d’Andalousie [10].Au début de la colonisation en 1850, le 

mandarinier fut introduit en Algérie par M.Harby. Au 19ème siècle, le père Clément de 

l’orphelinat agricole de Misserghin, effectuant un croisement de mandarinier 

(Commun) avec le bigaradier (Granito) découvrit (Clémentine) [11]. 

 

                                            Figure1 : Photo de citron 

I.2. Citron  

I.2.1.Définition 

     Le citrus limon ou citron est le fruit du citronnier, ce dernier peut atteindre entre 

deux et cinq mètres de haut. Cet agrume de la famille des Rutacées (Rutaceae) 

possède une écorce épaisse qui passe du vert au jaune grâce à l'action du froid .Le 

fruit de citronner est une baie cortiquée. 

https://www.futura-sciences.com/maison/dossiers/jardin-creer-verger-nos-conseils-astuces-2395/page/20/
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Selon les espèces, la fleur se transforme en fruit mur, de forme ronde, allongée ou 

ovale (8 à 12 cm de long sur 5 à 6 cm de diamètre), présentant un téton à une 

extrémité et quelquefois à chaque extrémité [12]. Il reste longtemps sur l’arbre sans 

que le goût s’altère. 

On le multiplie par semis au printemps, sur un sol bien drainé et très exposé au soleil. 

Les citronniers ont une résistance au gel assez limitée : entre -3 °C et -5 °C. En dehors 

des régions méditerranéennes, il est recommandé de les protéger en hiver. C'est 

pourquoi ils sont généralement plantés en pot afin d'être déplacés durant les périodes 

de froid. Leur croissance sera moins rapide et importante qu'en pleine terre et leur 

récolte sera moins abondante. Les fruits se récoltent en hiver, quand leur teneur en 

vitamine C est maximale. Pleine terre et leur récolte sera moins abondante.   

I.2.2. Les variétés de citron 

Parmi les innombrables variétés de citron qu’ont peut les trouver sur les 

marchés voici les plus courantes [12] : 

a. Citron eureka 

Variété la plus produite dans le monde. Très parfumée, acide, avec un très gros 

rendement de production. Elle peut produire toute l’année et tenir de faibles gelées à -

5°C.  

b. Citron verna 

Variété très commune, également productive presque toute l’année. Produit peu de 

graines et plus rustique car supporte des gelées à -8°C. 

c. Citron lisbonne 

Proche des deux autres variétés mais avec la peau plus rugueuse et plus parfumée. Il a 

aussi une forme plus ronde avec une petite queue caractéristique avec des pulpes 

juteuses. 

d. Citron de menton 

Variété de Citron Française, très parfumé, écorce riche en huile essentielle, épiderme 

jaune clair intense, des reflets jaunes avec jus presque limpide.  
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e. Citron de pezenas 

Arbre vigoureux probablement issu de la variété Eureka mais plus résistant au froid (-

8°). Beaucoup d’autres caractéristiques communes avec le Citronnier Eureka. 

f. Citron vanille 

Fruit un peu plus petit qu’un citron standard, mais gros avantage de développer une 

pulpe et un jus sans acidité. Certains lui trouvent certaines petites notes de vanille 

d’où son nom. 

I.2.3.Classification botanique 

Selon Nerovique et al. (2011), [13]  la classification de citron est la suivante : 

                

                             Figure2 : Photo de plant de Citrus limon 

Règne  Plantae 

L’ordre  Térébinthales 

Classe  Dicotylédones 

Famille  Rutaceae 

Genre   Citrus 

Espèce  Citrus limon 

                        Tableau 1 : Position systématique de Citrus limon 

I.2.4. Composition chimique 

Comme les autres agrumes, les feuilles et les fruits très juteux de citron sont des 

sources de composés naturels, comportant un taux de 90% d’eau , fortement acide 
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(pH inferieur a 3), dont l’acidité est due essentiellement à l’acide citrique accompagné 

de faibles quantités d’acides malique, caféique et férulique. Le citron est un fruit 

remarquable par sa haute teneur en vitamine C et d’un large éventail de vitamines du 

groupe B avec des quantités considérables de flavonoïdes (Naringosides, 

Hesperidosides) et des polyphénols. 

Les citrons frais sont faibles en calories et en sucre, mais les fibres (cellulose, 

hémicelluloses et pectines) représentent 2,1% du poids total. La teneur en protéines ne 

dépasse pas 1g/100g. Diverses substances minérales ont été identifiées dans le citron, 

il est riche en calcium, magnésium et potassium qui est le minéral le plus abondant. 

Le tableau 2 représente les valeurs des différentes compositions chimiques du citron 

[14] 

Les éléments nutritionnels Les valeurs 

Énergie (kCal) 29 kCal 

Protéines 0,8 g 

Lipides 0,3 g 

Glucides 2,45 g 

Fibres 2 g 

Eau 89,2 g 

 

                 Tableau 2 : Représente les valeurs nutritionnelles pour 100g 

 

Minéraux et oligo-éléments Les valeurs 

Potassium 149 mg 

Phosphore 16 mg 

Calcium 18 mg 

Sodium <3 mg 

Magnésium 8,93 mg 

Fer 0,06 mg 

Zinc 0, 07 mg 

Cuivre 0,037 mg 

Manganèse 0,03 mg 
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Sélénium 0,4µg 

 

              Tableau3 : Représente les valeurs des minéraux et oligo-éléments 

  

Vitamines et assimilés Les valeurs 

Vitamine A et provitamine A 1 µg 

Lutéine et zéaxanthine  11µg 

Thiamine (Vitamine B1) 0, 04 mg 

Riboflavine (Vitamine B2) 0,02 mg 

Vitamine B6 0,08 mg 

Vitamines B12 0 µg 

Vitamine C 53 mg 

Vitamine D 0 µg 

Vitamine D (UI) 0 UI 

Vitamine E (tocophérols) 0,15 mg 

Acide pantothénique (Vitamine B5) 0,19 mg 

 

                   Tableau4 : Représente les valeurs des Vitamines et assimilés 

I.2.5. Utilisation et effets thérapeutiques 

Diverses études expérimentales ont montré l’existence d’une relation importante 

entre les flavonoïdes de citron et la diminution de l’oxydation [15]. Les feuilles de 

citron sont utilisées conjointement avec d’autres plantes comme le thé et la menthe 

afin de stimuler la circulation, apporter tonus et vitalité, lutter contre l’anémie et 

traiter les troubles d’estomac [16], de l’insomnie et de l’asthme [17]. 

Les écorces et les graines sont employées pour renforcer les défenses 

immunitaires indispensables, et traiter les maladies dégénératives telles que 

l'hypertension [18], le cholestérol, le diabète, l’obésité et quelques cancers. Aussi, il 

prévient contre le rhumatisme et la thrombose [19]. Les huiles essentiel de citron est 

employée depuis l’antiquité par les industries de la parfumerie [20]. 
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II. Huiles essentielles 

II.1. Définition  

La pharmacopée française définie une huile essentielle comme un produit 

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

première végétale botaniquement définie, soit par entraînement à la vapeur soit par 

distillation sèche, soit par un procédé mécanique approprié sans chauffage. Une huile 

essentielle est souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé physique 

n’entrainant pas de changement significatif de composition [21]. 

Ces composés aromatiques localisés dans différents organes producteurs des 

végétaux (fleurs, bourgeons, graines, feuilles, brindilles, écorces, herbes, bois, fruits et 

racines) et sont contenues dans des structures spécialisées à savoir : les poils, les 

canaux sécréteurs et les poches à essences [22]. 

Le terme « essence » correspond à la substance aromatique qui est sécrétée de 

façon naturelle par la plante, après distillation cette substance devient une huile 

essentielle. Ce terme ne peut être employé que pour certaines plantes comme celles 

contenants des citrals (orange, citron, mandarine…etc.) [23]. 

II.2. Propriétés physico-chimiques 

D’après Bruneton [24], les principales propriétés physico-chimiques des HE sont : 

 Généralement liquides à température ambiante. 

 Volatiles et très rarement colorées. 

 Leur densité est en générale inférieur à celle de l’eau. 

 Leur indice de réfraction élevé. 

 Sont solubles dans les solvants organiques usuels mais très peu soluble dans l’eau. 

II.3. Composition des huiles essentielles  

D’après Maleckey les huiles essentielles sont des mélanges complexes et variés, 

constitués de composés organiques de structures et de fonctions chimiques très 

diverses. Généralement, on classe ces composés en deux groupes : les hydrocarbures 

terpéniques et les composés oxygénés  
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a. Le groupe des térpenoides : Les terpènes constituent une famille de composés 

largement répandus dans le règne végétal. Leur particularité structurale la plus 

importante est la présence dans leur squelette d'une unité isoprénique à 5 atomes de 

carbone (C5H8) reconnue par Wallach dès 1887.Cet isoprène est à la base du concept 

de la "règle isoprénique" [25]. 

b. Groupe des composés aromatiques : Ce groupe dérive des phénylpropane. Ils 

sont beaucoup moins fréquents que les précédents. Leur voie biosynthétique est 

différente à celle des terpènes [26]. 

II.4. Huiles essentielles de citron 

La composition des huiles de citron est dominée par les hydrocarbures 

monoterpéniques et contient en plus du limonène, β-pinène, une quantité considérable 

de γ- terpinène et une plus petites quantités d'autres monoterpènes : 2-thujène, l’α-

pinène, le camphène, le β- phellandrène, o-cymène, et terpinolène [27]. 

L'aldéhyde-citral est également présente dans le citron, sous la forme de 

stéréoisomèresnéral et gérianique. Le citral et le linalol sont traités comme l'arôme le 

plus puissant des composés dans le limon. L'acide citrique est l'acide organique 

majeur du citron [22] 

Selon l’étude de [28] l'analyse chimique des huiles essentielles du citron a 

identifié les principaux composés représentés dans le tableau I. 
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Composants Huile essentielle de citron (%) 

α-Pinene 03.07 

β-Pinene 17.04 

β-Myrcene 2.37 

γ-imonene 51.40 

γ-Terpinene 13.46 

Nerol 1.50 

Geraniol 2.43 

Nerylacetate 1.05 

Isocaryophyllene 01.23 

 

Tableau 5 : Composition chimique (%) d’huile essentielle de citron acclimatés en 

Algérie à partir de parties de peau fraîche identifiées par analyse GC-MS (Djenane, 

2015). 

II.5. Toxicité des huiles essentielles 

Bien que d’origine naturelle, les huiles essentielles peuvent se révéler dangereuses 

pour la santé présentant une toxicité par voie orale avec des doses létales à 50% 

(DL50) supérieures à 5 g/kg, peut provoquer des effets néphrotoxiques, 

hépatotoxiques, neurotoxiques…etc, et peut entraîner une insuffisance rénale chez 

l’enfant à doses élevées [29]. 

L’usage des huiles essentielles en application locale, en parfumerie ou en cosmétique, 

peut générer des irritations et des allergies. 

Les essences d’agrumes (pamplemousse, citron…etc) sont photo-sensibilisantes par 

des réactions épidermiques après exposition au soleil [29]. 

L’utilisation des huiles essentielles doit s’accompagner de nombreuses 

précautions. La plupart des composés d’une huile essentielle sont lipophiles et sont 

donc rapidement absorbés, quel que soit la voie d’administration. Plusieurs facteurs 

jouent un rôle dans la dangerosité d’une huile essentielle comme la teneur en 

molécules toxiques, la manière d’appliquer l’huile essentielle, le dosage ou encore la 

durée de l’application. 

Il convient donc de tester une huile essentielle avant toute utilisation. De plus, il 

convient de ne jamais appliquer une huile essentielle pure sur les muqueuses (nez, 
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yeux…etc), ce type d’application nécessite une dilution systématique de l’huile 

essentielle. Elle est déconseillée aux femmes enceintes et aux femmes qui allaitent 

[30] [31]. 

II.6. Modes d’extraction 

Les principales méthodes d’extraction couramment utilisées sont : 

II.6.1. Hydrodistillation  

L'hydrodistillation est un procédé très ancien permettant de séparer des substances 

d'une mixture liquide. L’appareil utilisé pour cette méthode est de type Clevenger. Il 

est constitué d’un chauffe ballon, d’une colonne de condensation de la vapeur 

(réfrigérant) et d’un collecteur en verre qui reçoit les extraits de la distillation. 

L’huile essentielle obtenue est conservée au réfrigérateur dans un flacon en 

verre brun fermé hermétiquement et à l’ombre [32]. 

 

 

                          Figure 3 : Schéma d’Hydro-distillation. 

II.6.2. Entrainement à la vapeur d’eau 

Pour ce procédé, la vapeur est appliquée à partir du haut du matériel végétal. Ce 

processus peut également être exploité sousbasse pression ou sous vide et réduit la 

température de la vapeur à moins 100°C [33]. 
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               Figure 4 : Schéma de l’extraction  à entrainement de vapeur. 

II.6.3. Expression ou pressage à froid 

Le procédé est utilisé uniquement pour l’obtention des huiles essentielles contenues 

dans les zestes d’agrumes. 

Il s’agit d’un processus physique dans lequel les glandes à huile essentielle de la peau 

du fruit sont percées, broyées ou concassées mécaniquement afin de libérer l’essence. 

Cette méthode est économiquement plus rentable que l’hydrodistillation et permet 

d’éviter d’éventuelles dégradations thermiques [34]. 

II.6.4. Extraction par les solvants 

Les solvants les plus utilisés sous réserve de législations restrictives particulières sont 

les hydrocarbures aliphatiques (éther de pétrole, hexane, propane), les solvants 

halogénés (dérivés chlorés, et fluorés du méthane et de l’éthane) et l’éthanol. 

L’inconvénient majeur de l’extraction par les solvants est leur manque de sélectivité 

et aussi leur toxicité [35]. 

II.6.5. L’extraction par solvant assistée par micro-ondes 

C’est une technique par solvant assistée par microondes en vue d’une analyse 

chromatographique. Ce procédé consistait à irradier par micro-ondes de la matière, 

végétale ou non, broyée au préalable en présence d’un solvant absorbant fortement les 

microondes (méthanol) pour l’extraction de composés polaires ou bien en présence 

d’un solvant n’absorbant pas les micro-ondes (hexane) pour l’extraction de composés 

apolaires. 
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Cette technique se présentait comme beaucoup plus efficace qu’une méthode 

conventionnelle et permettait de réduire les temps d’extraction et donc les dépenses en 

énergie [36].   

II.6.6. Extraction par le CO2 à l’état supercritique 

Ce procédé est basé sur le fait que le CO2 dans des conditions dites critiques (fortes 

pressions) présente un pouvoir de dissolution accru vis-à-vis de divers composés tels 

que les HE, les arômes et les colorants (Mayer, 1989). L’avantage de cette technique 

est de minimiser les risques de dégradation thermiques [34]. 

III. Ver de farine Tenebrio molitor 

III.1. Définition 

 Les insectes prennent une place très importante dans le règne animal et 

appartiennent à l’embranchement des arthropodes [37]. 

 D’une vision écologique, on peut trouver les insectes dans presque tous les 

écosystèmes excepté les régions polaires et des eaux profondes. 

Les insectes exploitent une grande diversité de ressources alimentaires, ils 

peuvent être des omnivores ou strictement herbivores. … [37]. 

L’intérêt mondial pour les insectes, en tant qu’aliment destiné aux animaux, ne 

cesse d’augmenter, et parmi les insectes les plus prometteuses pour la production 

industrialisée d’aliment d’engraissement sont les larves des Ténébrions meuniers 

couramment appelées ver de farine. Cet intérêt revient particulièrement à leur riche 

teneur en protéines [38]. 

Son nom scientifique est Tenebrio molitor, dit aussi T. meunier est une espèce 

cosmopolite banale, qu’on croise facilement dans les lieux communs domestiques des 

activités humaines, maisons, jardins et surtout les dépôts des céréales. Cet insecte est 

omnivore c’est-à-dire quand son appareil digestif lui permet d'absorber des aliments 

d'origines végétale et animale et selon des publications récentes cette capacité 

digestive exceptionnelle lui revient de sa flore microbienne colonisatrice de son 

propre tube digestif. En addition, ce ver de farine est considéré chez les céréaliers 
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comme une espèce ravageuse vu qu’elle s’attaque à leur stockage de céréales, d’où 

vient son nom Tenebrio meunier [39] [40]. 

III.2. Systématique  

T.molitor appartient à la famille des ténébrionidés, une famille comptant plus de 

20 000 espèces de coléoptères qui représentent 40% de toutes les espèces d’insectes 

[40]. 

III.3. Classification 

Règne  Animalia 

Embranchement  Arthropoda 

Classe Insecta 

Ordre  Coleoptera 

Famille  Tenebrionidae 

Sous-famille  Tenebrioninae 

Genre  Tenebrio 

Espèce  Tenebrio molitor (Linnaeus, 1758). 

 

 

                     Tableau 6: Classification systématique de Tenebrio molitor 

III.4. Morphologie  

 Comme la majorité des insectes, le ver de farine a six pattes et son corps se 

forme de: la tête, le thorax muni par les pattes et l’abdomen. L’adulte est de couleur 

noire, mesure environ 1,5 cm de long et 0,5 cm de large. Il possède deux paires 

d’ailes. La première paire, les élytres, elles ne servent pas à voler, mais plus tôt a un 

rôle de protection.  

Lors du stade larvaire, le ver prend une couleur blanchâtre qui se noircit avec le 

temps en marron jaunâtre. 

Cette larve est un des noyaux de notre projet. Après chaque mues, la larve 

grandit de quelques millimètres jusqu’à elle atteint 2,5 cm en fin de développement 

c’est à juste avant sa transformation en nymphe [41]. 
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III.5. Cycle de vie  

Le cycle de développement passe par plusieurs stades de transformation qu’on 

peut aisément les observer à l’œil nu sauf le stade des œufs. Les adultes pondent des 

œufs qui donnent naissance à des larves. La larve se mue et se débarrasse de sa 

cuticule qui empêche la larve de grandir. Ainsi, son cycle de vie varie en fonction de 

la température et le stade larvaire compte entre 8 et 20 cycles qui durent quatre 

semaines à plusieurs mois, selon l’humidité et la température ambiantes [37]. 

 

                              Figure5: Cycle de vie de ténébrion molitor 

IV. Activité antioxydante 

Les antioxydants sont des composés capables à ralentir ou à empêcher les 

processus d'oxydation qui se produisent sous l'influence de l'oxygène atmosphérique 

ou d’une espèce réactive oxygénée. Ils sont employés pour la stabilisation des 

polymères, des produits pétrochimiques, des produits alimentaires, des produits 

cosmétiques et pharmaceutiques [42]. 

IV.1. Mise en évidence de l’activité antiradicalaire 

Les procédures utilisées pour évaluer l'activité antioxydante ont évolué 

considérablement de ceux utilisées précédemment quand l'efficacité des antioxydants 

a été simplement mesurée en surveillant la formation de l'espèce réactive oxygénée. 

Diverses analyses chimiques extrêmement sensibles et des technologies automatisées 

de détection sont utilisées pour l'évaluation de l'activité antioxydante par des 

mécanismes particuliers, par exemple, la mesure de la capacité des antioxydants à 



Chapitre 1                                                                              Recherche bibliographique 

 
 

 
16 

réduire le radical stable, pouvoir réducteur, réduction du cation radical ABTS•+ etc. 

[43]. 

IV.1.1. Activité antiradicalaire au DPPH : 

Cette méthode a été développée par (Blois, 1958) dont l‘objectif est de déterminer 

l‘activité antioxydante en employant un radical libre stable l‘α,α-diphényl-β 

picrylhydrazyl [44].  

 

L’activité DPPH est simple et l'une des méthodes les plus largement utilisées. 

Il est basé sur la réduction du radical violet DPPH par l'antioxydant via un 

mécanisme de transfert d'atome d'hydrogène pour provoquer un changement de 

couleur en molécules DPPH jaune pâle stable. Le radical violet DPPH restant est 

mesuré par spectrophotomètre UV-Visible à 517nm pour déterminer l'activité 

antioxydante. Ce test fournit des informations utiles sur la capacité antioxydante à 

donner des atomes d'hydrogène, sur la capacité réductrice de la réaction et sur le 

mécanisme entre le radical libre et l'antioxydant. 

 Le test est aussi simple puisqu'il n'est associé qu'au réactif radicalaire DPPH et 

à l'antioxydant [45]. 

 

N

N

NO2O2N

antioxydant-OH

N

NH

NO2O2N

DPPH(violet) DPPH(jaune)

antioxydant-O

 

                    Figure6 : Transformation du radical DPPH• en DPPHH 
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IV.1.2. Activité du piégeage du cation radical ABTS•+ 

La méthode ABTS (2,2- azino-bis (3-ethylbenz-thiazoline-6-sulfonic acide), 

également connue sous le nom de capacité antioxydante équivalente Trolox (TEAC), 

a été développée par Miller en 1993 [46]. 

 Il s'agit d'une méthode spectrophotométrique utilisée pour mesurer la capacité 

antioxydant totale (TAC), elle est basé sur l'oxydation de l'ABTS par le dioxyde de 

manganèse ou persulfate de potassium. Les antioxydants neutralisent le radical stable 

d'ABTS (l'acide 2,20-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS•+), de 

couleur bleue-verte, dont l'absorption maximale est estimée à 743nm . En présence de 

Trolox, une décoloration de la solution et une diminution de l'absorbance sont 

observés à 743 nm. Ce test dépend de l'activité des antioxydants, de leur concentration 

et de la durée de la réaction [47] [48] [49]. 

N

S

N N

N

S SO3

C2H5C2H5

ABTS

O3S

N

S

N N

N

S SO3

C2H5C2H5

ABTS

O3S

N

S

N N

N

O SO3

C2H5C2H5
O

HO

H3C

CH3

COOH

CH3

O

HO

H3C
CH3

COOH

CH3

ou antioxydant & tester donneur de H

O3S

CH3

CH3

K2S2O5

ABTSH  

Figure7: Formation et piégeage du radical ABTS•+ par un antioxydant donneur de H• 
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IV.1.3. Activité du pouvoir réducteur (FRAP)  

 Ce test mesure la capacité de réduction ferrique (FRAP). A faible pH, quand un 

complexe ferrique est réduit à la forme ferreuse (Fe2+), une couleur bleue intense se 

développe avec une absorption maximum à 593nm [50]. 
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                         Figure 8 : Mécanisme réactionnel du test FRAP 

IV.1.4. Activité de réduction par la formation du complexe Fe+2- phénantroline : 

La méthode phénanthroline est basée sur le transfert des électrons d’un 

antioxydant provoquat la réduction des ions Fe3+ en ions Fe2+. Il se forme le Fe2+ qui 

réagit avec l'ortho-phénanthroline qui agit comme un ligand pour donne un complexe 

(le Tris de 1,10-phénanthroline - Fe2+) rouge-orange (Figure 9) [51] .Cette méthode 

est appliquée largement dans la spectrophotométrie classique pour la détermination du 

fer [52]. 
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                           Figure9: Formation du complexe Fe+2-phénantroline 
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IV.1.5. Activité du silver nano particule (SNP)  

C’est une méthode qui suit le principe du transfert des électrons, elle est basée 

sur la réduction de l’Ag+ en Ag0 dans le sphère des nanoparticules par l’antioxydant 

en présence du tri-sodium de citrate produisent un plasmonique de surface très 

intense, avec une bande d’absorption mesurée à 423 nm [53]. 

 

                 Figure 10: Mécanisme de réduction d’Ag en nanoparticule (SNP)                  

(Özyürek et al.,2012) 

V. Activité enzymatique 

Les enzymes sont des catalyseurs biologiques qui jouent un rôle important dans 

les réactions biochimiques nécessaires pour la croissance, la maturation et la 

reproduction des êtres vivants. Leur quantification par mesure de l’activité catalytique 

dans les échantillons biologiques est importante dans divers domaines [54] 

V.1. Evaluation de l’activité antidiabétique 

Parmi les nombreuses enzymes largement utilisées, l'α-amylase est de plus en plus 

demandée en raison de son rôle crucial dans l'hydrolyse de l'amidon et des 

applications de cette action hydrolytique. 

 L'α-amylase est devenue une enzyme d'une importance cruciale dans la 

réduction de la glycémie postprandiale chez les personnes diabétiques de type 2 [55].   

https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/biochemical-reaction
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V.1.1. Inhibition de L'α-amylase 

L'α-amylase (E.C.3.2.1.1) est une enzyme hydrolase qui catalyse l'hydrolyse des 

liaisons α-1, 4-glycosidiques internes dans l'amidon pour donner des produits comme 

le glucose et le maltose. C'est un métallo enzyme calcique qui dépend de la présence 

d'un cofacteur métallique pour son activité. 

 

La composition d'hydrolysat obtenue après hydrolyse de l'amidon est fortement 

dépendante de l'effet de la température, des conditions d'hydrolyse et de l'origine de 

l'enzyme. 

VI. Inflammation et activité anti inflammatoire 

VI.1. Généralités sur l’inflammation 

La réaction inflammatoire est la réponse physiologique des tissus vivants, 

vascularisés, à une agression d’origine physique, chimique ou biologique [56].   

Son but est de mobiliser le système immunitaire afin d'éliminer l'agent pathogène et 

de réparer les lésions tissulaires. Parfois l'inflammation peut être néfaste du fait de 

l'agressivité de l'agent pathogène, de sa persistance, du siège de l'inflammation, ou 

encore de régulations anormales du processus inflammatoire [57] [58]. 

L'inflammation se caractérise par des manifestations clé: la rougeur, la chaleur, 

l'enflure et la douleur. Elle est maintenant reconnue comme un type de réponse 

immunitaire non spécifique [59]. 

VI.2. Les anti-inflammatoires  

Un anti-inflammatoire est un médicament qui agit sur les conséquences 

physiopathologiques de la réaction inflammatoire quelle qu’en soit l’origine [60]. On 

en distingue deux grands groupes les anti inflammatoires non stéroïdiens (AINS) et 

les anti-inflammatoires stéroïdiens (AIS), dont les cibles pharmacodynamiques sont 

différents [61]. 

a. Les anti-inflammatoires stéroïdiennes  

Les anti-inflammatoires stéroïdiens (AIS) ou glucocorticoïdes sont des 

molécules synthétiques dérivées des hormones naturelles (cortisone et cortisol) ou 

hémisynthétisés à partir d’extraits animaux ou végétaux. [62]. Ils représentent le 
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traitement le plus efficace utilisé pour les maladies inflammatoires chroniques tel que 

l’asthme, l’arthrite rhumatoïde, les maladies inflammatoires de l’intestin et les 

maladies auto immune [63].Comme pour les AINS, l'utilisation de glucocorticoïdes 

est associée à une variété d'effets secondaires. Le risque d'apparition de ces effets 

indésirables s’accroît avec le prolongement de la durée du traitement et augmentation 

de la posologie. Divers troubles peuvent être observés. Ces troubles peuvent être aigus 

tels que l'hypertension artérielle, la dérégulation de la synthèse naturelle des 

glucocorticoïdes sous traitement, l'euphorie accompagnée d'insomnie conduisant à la 

psychose et apparition d'ulcères gastroduodénaux. Les troubles chroniques peuvent 

également se manifester par des cataractes et une prise de poids [64]. 

b. Les anti-inflammatoire non stéroïdiens : 

 Les anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS) ont été utilisés avec succès 

pour le soulagement de la douleur, la fièvre et l’inflammation depuis plus de 3000 ans 

et ils sont toujours utilisés quotidiennement par des millions de patients à travers le 

monde [65]. 

Ce sont des médicaments aux propriétés, anti-inflammatoires, antipyrétiques et 

analgésiques .qui regroupent plusieurs familles chimiques. Ils ont en commun 

inhibition de la synthèse des médiateurs lipidiques responsables d'effets délétères. Les 

AINS ne se distribuent pas uniformément dans l'organisme, mais privilégient leurs 

tissus cibles, foyer inflammatoire et système nerveux central notamment [66]. 

VII. Evaluation d’anti-moisissures  

Les infections provoquées par les champignons Aspergillus ou les levures Candida est 

un réel problème de santé publique comme l’alternariose est l’une des pathologies les 

plus répandues chez les tomates et la pourriture rose de la pomme de terre est causée 

par Phytophthora erythroseptica [67]. 

Elles sont de plus en plus difficiles à les inactiver et leurs fréquences sont en très forte 

progression. Les détériorations des plantes provoquées par les champignons sont 

devenues un réel problème pour l’homme, que ce soit pour sa consommation 

personnelle ou pour son économie. Car effectivement ces altérations peuvent être à 
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L’origine de la perte de plusieurs tonnes de produits destinés à l’alimentation 

[68]. 

Les extraits végétaux représentent une nouvelle alternative pour lutter contre les 

germes pathogènes : ils permettent d’inhiber ceux qui ont développé des résistances et 

agissent en causant moins de nuisance au consommateur humain ou animal [69] [70] 

[71]. 

Récemment, plusieurs travaux ont mis en évidence les différentes activités 

biologiques des plantes médicinales, a bio-conservation des plantes est due aux 

composés phénoliques, alcaloïdes, saponines, tanins, stéroïdes, flavonoïdes, 

terpénoïdes, composés phénoliques et autres composés secondaires qu’elles 

contiennent [72]. 

Ces composés sont en effet des antimicrobiens très puissants, les différents 

extraits de ces plantes ont été utilisés dans le domaine de conservation alimentaire, 

d’industrie des parfums, des cosmétiques, de la pharmacie et de [73]. 

VIII. Evaluation d’anti-germination 

L'utilisation accrue d'un certain nombre d'herbicides chimiques a des effets négatifs 

sur la santé humaine et l'environnement. Cette influence a incité la recherche sur les 

méthodes biologiques de lutte contre les nuisibles sous plusieurs aspects. 

Le phénomène de compétition mauvaises herbes-culture joue également un rôle 

dans les pertes de rendement [74] [75]. 

Certaines plantes adventices sont exotiques et causent de graves problèmes dans 

leur nouvel environnement et sont collectivement désignées comme des espèces 

envahissantes [76].Cette dernière impose des coûts importants à l'agriculture et affecte 

les espèces indigènes et les écosystèmes de manière souvent irréversible [77] 

L'allélopathie (herbicide) est un phénomène intéressant utilisé comme technique de 

lutte biologique prometteuse [78] C'est un ensemble de réactions biochimiques 

directes ou indirectes, positives ou négatives d'une plante à une autre [78] [79] 

L'allélopathie présente des capacités élevées de contrôle des mauvaises herbes dans 

des conditions réelles [80]. 
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IX. Croissance cristalline 

 Les calculs urinaires sont un problème clinique grave qui touche près de 20 % 

de tous les humains, et le niveau de récidive reste à 50 % après le traitement, avec une 

augmentation de la fréquence chez les personnes vivant dans les pays industrialisés 

[81]. Les calculs urinaires se forment pathologiquement par une combinaison de 

processus physiques et chimiques. Ils sont composés d'une matrice organique qui 

comprend principalement les phases cristallines de diverses substances, avec 

différents types de pierres apparaissant en fonction de différents facteurs et matériaux 

[82] [83]. Le phosphate de magnésium et d'ammonium hexahydraté 

(MgNH4PO4⋅6H2O), également connu sous le nom de « struvite », est composé de 

magnésium, d'ammonium et de phosphate dans un rapport équimolaire. 10 à 30 % de 

tous les calculs urinaires contiennent de la struvite comme composant inorganique 

principal. Ces calculs de struvite sont également appelés « calculs d'infection » qui 

résultent de l'activité de micro-organismes produisant de l'uréase [84] [85] [86]. Ces 

micro-organismes provoquent une infection principalement à partir des espèces de 

Proteus . 

 

                              Figure11 : Les différentes tailles des cristaux.  

 L'uréase, une enzyme bactérienne, catalyse l'hydrolyse de l'urée pour former de 

l'ammoniac, qui augmente ensuite le pH de l'urine et élève les concentrations d'ions 

ammonium (NH4+), carbonate (CO32–) et phosphate (PO43-), qui se combinent avec 

le magnésium (Mg2+) des ions dans l'urine et la cristallisation de la struvite de plomb 

[87]. 
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Une des causes des calculs rénaux est la qualité de l’urine : une urine trop 

chargée en sels minéraux favorisera en effet la formation de calculs rénaux ou calculs 

urinaires [88] [89]. 
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I.  Matériel biologique 

I.1. Matériel végétal 

Le matériel végétal choisi dans la présente étude est représenté par l’arbre de Citrus 

limon appelés localement citronnier. 

Les feuilles pour extraction de l’extrait ethanolique et les zestes pour l’extraction d’huile 

essentielle. 

 

                                              Figure12 : Photo de la plante citrus 

I.2. Méthodes d’extraction  

2.1. Préparation des extraits  

a. Première extrait  

Après un séchage à l’air libre des feuilles de Citrus limon broyées à l’aide d’un 

broyeur électrique jusqu’à obtention d’un poudre fine, nous avons fait une 

extraction (liquide/solide) à partir de 100 g de poudre de feuille de citron que 

nous faisons infuser dans 400ml d’éthanol. Ce mélange est agité par un agitateur 

magnétique. Ensuite la solution est filtrée sur du coton hydrophile et sur papier 

Wattman (3 mm) 3fois .Puis à l'aide d'une rota-vapeur (séparation liquide/solide) 

on a l’extrait utilisé après le séchage. 

b. Deuxième extrait (huiles essentielles) 

1. Hydrodistillation 
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1.1. Protocol expérimental  

560g de matière végétale (les zestes frais de citron) ont été introduites dans un ballon 

contenant 800 ml de l’eau distillée. L’ensemble est porté à l’ébullition pendant 5 heures 

[92]. Le distillat ainsi recueilli est introduit dans une ampoule à décanter afin de séparer 

l’eau d’huile essentielle qui la surnage. Les huiles essentielles sont conservées dans des 

flacons de verre ambré à une température de 4°C [93]. 

1.2. Taux d’extraction  

Après l’hydro-distillation, le rendement en huiles essentielles est le rapport entre le 

poids d’huile essentielle extraite et le poids de la biomasse végétale utilisé. Le rendement est 

exprimé en pourcentage (%) [94]. 

Il est calculé par la formule suivante:  

𝑅(%) =
PHE

Pmv
 

                            Équation1 : Le rendement d’extraction  

R: Le rendement en huiles essentielles (%). 

PHE: Poids d’huile essentielle extraite (g). 

Pmv: Poids de matériel végétal utilisé 

II. Activités biologiques  

Les mesures des absorbances des activités biologiques ont été faites à l’aide d’un 

lecteur de microplaques à 96 puits de marque Perkin Elmer (USA) avec son logiciel EnSpire 

au niveau du laboratoire de Contrôle de qualité au CRBt de Constantine. 

II.1. Activité antioxydant 

L’activité anti-oxydante des extraits de Citrus limon été réalisé par l’utilisation de cinq 

méthodes: Piégeage du radical libre DPPH, pouvoir réducteur (FRAP), piégeage de l’ABTS, 

réduction par la formation du complexe Fe+2-phenanthroline, et l’activité SNP 

II.1.1. Activité anti-radicalaire au DPPH 

L'activité anti-radicalaire au DPPH est déterminée selon la méthode décrite par [95]. 

Le mélange contient 160 μl d‘une solution du DPPH• (Annexe II) et 40 μl de différentes 

concentrations de l‘extrait sur une microplaque a 96 puits. Le contrôle a été préparé de la 
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même manière, sauf que le H2O a été utilisé à la place de l'extrait. Et le blanc utilisé dans le 

cas de l’extrait coloré préparé de la même manière, le trolox et l’acide ascorbique (Annexe 

III) sont utilisés comme standards. 

Le mélange a été incubé à une température ambiante et à l‘obscurité pendant 30 min. 

L‘absorbance a été mesurée à 517 nm. 

Le pourcentage d‘inhibition a été calculé selon la formule suivante : 

Inhibition(% ) = [
Acontrôle − Aextrait

Aextrait
] X 100 

                                   Équation 2 : Pourcentage d’inhibition du DPPH 

II.1.2. Estimation de l’activité ABTS 

L‘activité ABTS est déterminée par la méthode de [96], Sur une microplaque à 96 

puits, 160 μl de la solution d‘ABTS•+ (Annexe II)   a été mélangé avec 40 μl d‘extrait à 

différentes concentrations. 

Les absorbances sont mesurées à 734 nm après une incubation de 10 minutes à 

l‘obscurité et à température ambiante. 

Trolox et l’acide ascorbique ont utilisés comme standards (Annexe III) dont 

l’absorbance a été mesuré dans les mêmes conditions que les échantillons. 

Les résultats exprimés en pourcentage d‘inhibition à l‘aide de la formule suivante : 

Inhibition(% ) = [
Acontrôle − Aextrait

Aextrait
] X 100 

                           Équation 3 : Pourcentage d’inhibition d’ABTS 

II.1.3. Activité de réduction par la formation du complexe Fe+2- 

phénantroline 

L’activité de phénantroline est déterminée par la méthode de [97] .Un volume de 10 μl 

de l’extrait à différentes concentrations est déposé avec, 50 μl de chlorure de fer (0,2%) 

(Annexe II) ,30 μl de phénantroline (0,5%) (Annexe II)  et 110 μl de  éthanol. Le mélange 

obtenu est incubé dans l’étuve à 30°C pendant 20 min et l’absorbance est mesurée à 510 nm. 
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Trolox er l’acide ascorbique sont utilisés comme standards (Annexe III)  dont 

l’absorbance a été mesuré dans les mêmes conditions que les échantillons. Les résultats ont 

été calculés à titre de A0,50 (μg/ml) correspondant à la concentration indiquant 0,50 

d’absorbance. Les résultats ont été calculés à titre de A0,50 (μg/ml)  correspondant à la 

concentration indiquant 0,50 d’absorbance. 

II.1.4. Activité du pouvoir réducteur (FRAP) 

Le pouvoir réducteur des extraits est déterminé par la méthode d’Oyaizu [98] .Un 

volume de 10 μl de l’extrait à différentes concentrations est additionné à 40 μl d’une 

solution tampon phosphate (pH 6,6) et à 50 μl d’une solution de ferrycianide de potassium 

(1%) .L’ensemble est incubé à l’étuve à 50°C pendant 20 min. 

Ensuite, 50 μl d’acide tri-chloroacétique (10%) sont ajoutés pour stopper la réaction. 

Enfin, un volume de 40 μl d’eau distillée et 10 μl d’une solution de chlorure de fer (0,1%) 

sont ajoutés. La lecture de l’absorbance du milieu réactionnel a été à 700 nm. 

L’acide ascorbique et trolox sont utilisés comme standards (Annexe III)  dont 

l’absorbance a été mesuré dans les mêmes conditions que les échantillons. Les résultats ont 

été calculés à titre de A0,50 (μg/ml) correspondant à la concentration indiquant 0,50 

d’absorbance. 

II.1.5. Activité du silver nano particule (SNP) 

L’activité est déterminée selon la méthode de Özyürek [99] basée sur la réduction de 

l’Ag+ en nanoparticules d'argent sphériques Ag0, Un volume de 20 μl extrait différentes 

concentrations est additionné à 130 μL du solution SNP(Annexe II), puis 50 μl H2O ont été 

ajouté. Enfin après une incubation à 25 °C pendant 30 min l’absorbance a été mesurées à 

423 nm. 

Le Trolox et l’acide ascorbique (Annexe III)  est utilisés comme standard dont 

l’absorbance a été mesuré dans les mêmes conditions que les échantillons. Les résultats ont 

été calculés à titre de A0,50 (μg/ml) correspondant à la concentration indiquant 0,50 

d’absorbance . 

Le pourcentage d'inhibition a été calculé selon l’équation suivante: 
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                               Inhibition de SNP (% ) =
𝐀𝐜𝐨𝐧𝐭𝐫ô𝐥𝐞− 𝐀𝐞𝐱𝐭𝐫𝐚𝐢𝐭

 𝐀𝐞𝐱𝐭𝐫𝐚𝐢𝐭
 X 100 

                              Équation 4 : Pourcentage d'inhibition de SNP 

II.2. Activité enzymatique 

II.2.1. Inhibition de l’alpha-amylase 

L'activité inhibitrice de l'alpha amylase a été déterminée par la méthode de [100] avec 

quelques modifications. Sur une microplaque de 96 puits, un volume de 25 μl d’extrait à 

différentes concentrations est mélangé avec 50 μl d’une solution d’α-amylase (1U), puis 

incubé pendant 10 min à 37°C. Ensuite, 50 μl d’amidon (0,1%) sont ajoutés. Le mélange est 

incubé une autre fois pendant 10 minutes à 37°C. Après incubation, 25 μl d’acide 

hypochlorique (1M) HCL et 100 μl d’iodure de potassium iode IKI sont ajoutés. 

le AE  est préparé de la même manière sauf que l‘extrait est remplacé par le méthanol 

et le AC est préparé de la même manière sauf que l‘extrait est remplacé par le méthanol et la 

solution d’α-amylase remplacé par le tampon phosphate (PH 6.9) 

Le blanc est préparé de la même manière sauf que la solution d’α-amylase et l’amidon 

et HCL (125 μl) est remplacé par le tampon phosphate (PH 6.9) 

L’Acarbose (Annexe III)  est utilisés comme standard. La lecture de l’absorbance est 

réalisée à 630 nm. 

Le pourcentage d’inhibition de l’ α-amylase a été calculé par la formule suivante : 

Inhibition(%)  = 1 − [
(𝐀𝐜 − 𝐀𝐞) − (𝐀𝐬 − 𝐀𝐛)

(𝐀𝐜 − 𝐀𝐞)
] 

                                 Équation 5 : Pourcentage d’inhibition de l’ α-amylase 

Ac=Absorbance [Amidon+IKI+HCl+Vol de solvant d’extrait+Vol tampon Enzyme] 

Ae=Absorbance [Enzyme+Amidon+IKI+HCL+ Vol de solvant d’extrait] 

As=Absorbance [Enzyme+Extrait+Amidon+IKI+HCl] 

Ab=Absorbance [Extrait+IKI+125 µl de tampon] 

II.3. Activité anti inflammatoire in-vitro 

L’activité anti-inflammatoire in-vitro est déterminée par la méthode de Kandikattu K, 

(2013) [101] 
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Le principe consiste à l’inhibition de dénaturation d’ovalbumine provoquée par la chaleur 

(65°C) par les extraits. 

Le protocole consiste à mélanger un volume de 350 μl d‘extrait à différentes concentrations 

avec 350 μl d’une solution a 5% d’ovalbumine fondu dans l’eau. Le mélange est incubé 

deux fois respectivement, la première a 37°C pendant 15min et la deuxième à  65°C pendant 

5min. Après un volume de 200μl du mélange est ajouté dans une microplaque à 96 puits et 

l’absorbance est mesuré à 660 nm. L’acide salysilique et le dichlofenac sont utilisés comme 

standards. 

II.4. Activité anti-germination 

L’activité a été évaluée aux stades germinatif. Cette étude a été effectuée par la 

méthode de contact direct (Tworkoski 2002). Dans des boites de pétri, 30 graines d’orge 

sont mises à germer dans du papier filtre en présence de 10 ml de solution d’huile essentielle 

diluée dans l’eau contenant 30 μl de tween 20 (0.1). Trois répétitions ont été effectuées pour 

chaque essai, le témoin contient uniquement 10ml d'eau distillée. 

Après sept jours d’incubation à 25 °C dans une enceinte de germination, les mesures 

des longueurs de la partie aérienne (LPA) ont été prises. Le pourcentage de germination des 

graines pour chaque extrait dans les boites de pétri est déterminé selon la formule suivante 

[102] et [103] : 

                                          𝑰% =
(𝐭é𝐦𝐨𝐢𝐧−𝐞𝐱𝐭𝐫𝐚𝐢𝐭)

𝒕é𝒎𝒐𝒊𝒏
  x100 

 

                                Équation 6 : Pourcentage de germination des graines 

II. 5. Evaluation de l’activité d’anti-moisissures 

La bio-conservation alimentaire est l’utilisation des composés d’origines organique 

provenant de sources naturelles, pour la protection de la qualité des produits alimentaires et 

la santé des consommateurs. Actuellement les huiles essentielles et leurs composants 

représentent un outil très intéressent pour augmenter la durée de conservation des produits 

alimentaires. 
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➢ Evaluation d’anti-moisissures de la sauce tomate 

L’objectif de cette étude était de trouver un moyen de la bio-conservation de la sauce 

de tomate contre les moisissures qui pouvaient les altérer, les tests de la bio-conservation 

sont réalisés dans une microplaque à 160 μl d’une solution de sauce de tomate (10g dans 30 

ml d'eau distillée) est mise dans chaque puits, après un volume de 40μl de chaque extraits est 

ajoutés. Le sulfate de cuivre (CuSO4), l’huile végétale et le méthanol sont utilisés comme 

contrôle positif et négatif respectivement. L’expérimental a été mis à +4 °C et observée 

durant dix jours. 

Le pourcentage de dégradation de la sauce tomate pour chaque extrait dans la 

microplaque est déterminé selon la formule suivante :  

 

PI% = (nombre des sauce tomate dégradés / nombre des sauce tomate Totale) × 100 

 

                          Équation 7 : Pourcentage de dégradation de la sauce tomate. 

III. Evaluation de l’effet toxicité  

Le test de toxicité a été déterminée selon la méthode développée par (vanderValk& 

van der Meijden, 2014). Les vers de farine ont été sélectionnés pour cette expérience car 

elles sont facilement disponibles, robustes et relativement petites. 

L’expérimental a été réalisé par l’injection au niveau abdominal d’un volume de 3μl 

d’extraits a différentes concentrations dans 3 répétitions contenir 5 larves à l'aide d'une 

seringue Hamilton. 

 Les injections ont été faites caudalement dans la face ventrale des larves, latéralement à la 

médiane car cela évite les systèmes d'organes les plus essentiels. 

Les larves sont ensuite incubées à température ambiante avec une bonne aération de 5à7 

jours. La mortalité a été évaluée par la décoloration des larves. (3 répétition dans chaque 

essai) .Après 7j les larves mortes ont été comptées dans chaque essai. 
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                                  Figure13: Anatomie de Tenebrio Molitor [104]  

La mortalité est le premier critère de jugement de l’efficacité d’un traitement chimique 

ou biologique. Le pourcentage de la mortalité et des larves observée chez les adultes témoins 

et traités par les extraits de citron est estimé en appliquant la formule 

suivante [105].  

                             Mortalité (% ) =
Nombre de morts

Nombre total des individus
𝑋100  

                Équation 8 : Pourcentage de mortalité de la toxicité 

IV.   Test de l’infection urinaire 

IV.1. Préparation des urines 

Nous avons utilisé  0.48g Na2SO4 ;0.18g MgSO4- ;0.48g NH4cl ;0.94g Kcl ;1.23g 

Nacl ;0.89g  NaH2PO4 ;0.18g Na3C6H5O7 .Ensuit, nous mettons chaque bloc dans 10ml 

d’eau distillée ,nous mélanger tous et complet  le volume jusqu'à 200ml  par l’eau distillée. 

Et dans 4tube à essai avec un coton-tige (écouvillon) et dans une zone stérile, nous 

mettons 10 ml urine+10mg extrait dans le 1er tube, 10 ml urine +10 mg huile essentielle dans 

le 2éme tube, 10ml urine+10mg acide ascorbique dans le 3éme tube (contrôle positive) et 

10ml urine uniquement dans le 4éme tube (contrôle négative). 
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Au niveau du laboratoire de la microbiologie du CRBT de Constantine, nous mettons une 

bactérie Pseudomonas aeruginosa dans les 4 tubes, l’incubation à 37c° pendant 10jour. 

V. Insecticide  

   Dans cette expérience, nous avons utilisé 3 milieux, dans chaque milieu 5 insectes 

(Tenebrio molitor ) où nous avons pulvérisé une solution contenant : la 1ère milieu contenait 

0,02 g d’huile dissoute dans 5 ml d’eau, la 2ème milieu contenait 0,02 g d’extrait dissous 

dans 5 ml d’eau et la 3ème milieu contenait 5 ml d’eau uniquement Après  nous avons 

laissés pendant une heure. 

VI. Evaluation de l’évolution de cycle de vie des tenebrio molitor  

   Dans cette expérience, nous avons utilisé 3 milieux : 

 Dans le 1ère milieu contenait 50 g de farine et 50g de poudre de feuille de citron et 25g de 

Tenebrio molitor, le 2ème milieu contenait 50 g de farine et 50 g de zeste de citron et 25g de 

Tenebrio molitor et le 3ème milieu contenait que 50g de farine et 25g de Tenebrio molitor. 

Après nous les avons laissés et enregistrons des notes chaque jours pendant une semaine. 
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I. Activités biologiques  

L’activité biologique de Citrus limon a été réalisée par l’évaluation in vitro des 

activités antioxydantes. Antidiabétique, anti-inflammatoire, anti-germination, anti-

moisissures, cytoxicité, anti-infection urinaire et anti-insecticide. 

I.1. Activités antioxydantes  

L’évaluation de l’activité antioxydante de l’extrait ethanolique et d’huile 

essentielle a été réalisée par l’utilisation de cinq méthodes.  

I.1.1.   Activité anti-radicalaire au DPPH  

Dans cette étude, l’activité anti-radicalaire de l’extrait ethanolique et de huile 

essentielles de citrus limon été évalué par la mesure de la capacité d’un échantillon à 

réduire le radical DPPH ; par rapport à deux antioxydants de références, le Trolox et 

l’acide ascorbique. Les résultats sont présentés au- dessous : 

 

Figure 14 : La plaque de dosage de l’activité anti-radicalaire (DPPH) de l’extrait 

ethanolique et de l’huile essentielle  
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Tableau 7 : Inhibition du radical DPPH par l’extrait éthanolique et l’huile essentielle  

  12.5 µg 25 µg 50 µg 100 µg 200 µg 400 µg 800µg IC50 (µ/ml) 

EECL NA NA NA NA NA NA 21,94±4,36 >800 

HECL NA NA NA NA 3,18±1,05 9,65±1,70 26,14±1,94 >800 

  0.7812 µg 1.5625 µg 3.125 µg 6.25 µg 12.5 µg 25 µg 50 µg IC50 (µ/ml) 

Trolox 6.42±0.91 13.33±2.14 30.19±0.67 61.48±2.98 87.16±0.28 88.46±0.11 87.72±0.47 5.12±0.21 

Acide 

ascorbique 
0.31±1.02 12.90±0.28 29.69±0.39 76.67±0.37 84.94±0.84 87.78±0.49 86.36±0.21 4.39±0.01 

 

EECL : extrait éthanolique de citrus limon. 

HECL : huile essentielle de citrus limon. 

             

Figure 15: Les pourcentages d’inhibitions du test DPPH de l’extrait ethanolique et de 

l’huile essentielle  

D’après les résultats obtenus l’extrait éthanolique et l’huile essentielle ont 

présenté une faible  activité (>800 μg/ml) (Tableau 7, Figure 19). 

Par comparaison avec les travaux de Ben hsouna et al., (2017) [104]  , l’HE de 

citron tunisienne étudiée a montré une forte activité antioxydant avec un taux de 

piégeage équivalent à 90% à la concentration 100 μg/ml. 

D’après Hojjati et Barzegar (2017) [105], l'activité antioxydante des huiles 

essentielles d'écorces de citron dépend essentiellement de la composition chimique de 

l’huile. En plus, Saidani et Merzouk (2002) [106], ont rapporté que le potentiel 
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antioxydant de l’huile essentielle de l’écorce de citron est directement lié à la teneur 

en limonène. 

Dans l’étude de Hamdan et al. (2013) [107], l’huile essentielle tester a présenté 

une activité modéré avec une IC50 = 26,66 ±2,07 mg/ml, une autre étude de 

Golmakani et Moayyedi. (2015) [108], a montré une faible activité (IC50= 44,06 

mg/ml) comparable à nos résultats.  

D’autre part, ces résultats sont complètement différents des résultats de Loizzo 

et al. (2016) [109] de l’huile essentielle de la même espèce citrus limon où ils ont 

trouvé une activité modéré (IC50 de 1,17 mg/ml.) 

 

I.1.2. Activité du piégeage du cation radical ABTS•+  

Dans ce test, l’antioxydant réagit avec l’ABTS•+ de couleur bleu/vert par 

transfert d’électrons pour donner l’ABTSH•+ incolore. Cette transformation est suivie 

par la mesure de l’absorbance et la détermination de la concentration inhibitrice des 

différents extraits en comparaison avec le trolox et l’acide ascorbique.  Les résultats 

obtenus sont illustrés ci-dessous : 

 

Figure 16 : La plaque de dosage de l’activité du piégeage du cation                 

radical ABTS•+ par l’extrait ethanolique et l’huile essentielle.  

Tableau 8 : Inhibition du radical ABTS par l’extrait ethanolique et l’huile 

essentielle  
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  12.5 25 50 100 200 400 800 IC50 (µg/ml) 

EECL 29.80±1.19 48.87±0,37 77.11±2.10 90.57±0,66 Sat Sat Sat 27,62±0,23 

HECL NA NA NA NA NA NA NA NA 

  0.78125 1.5625 3.125 6.25 12.5 25 50 IC50 (µg/ml) 

Trolox 14.74±0.37 26.15±0.65 51.70±1.51 89.72±0.67 92.89±0.19 92.89±0.19 91.84±1.19 3.21±0.06 

Acide 

ascorbique 
13.43±0.82 28.76±0.67 52.94±0.94 93.21±0.11 93.08±0.19 92.40±0.88 92.96±0.11 3.04±0.05 

 

EECL : extrait éthanolique de citrus limon. 

HECL : huile essentielle de citrus limon. 

           

Figure 17 : Les pourcentages d’inhibitions de l’extrait ethanolique et de l’huile 

essentielle  

Dans ce test, la capacité de piégeage des radicaux libres présentée par l’extrait 

ethanolique (CI50= 27.62±0,23 μg/ml) est huit fois plus faible que le standard trolox 

(CI50= 3.21±0,06 μg/ml) et neuf fois plus faible que le standard l’acide ascorbique 

(CI50= 3.04±0,05 μg/ml) tandis que l’huile essentielle est avéré not actif (Tableau8,   

Figure21) 

Ramful (2011) [110] qui ont travaillés sur le fruit du Citrus, ont obtenus une faible 

activité antioxydante  (2.92 à 5.63 μmol équivalent trolox/g matières sèche). 
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I.1.3. Activité de réduction par la formation du complexe Fe+2-

phénantroline 

Le suivi de cette activité est basé sur l’aptitude des extraits testés à réduire le fer 

ferrique (Fe+3) en fer ferreux (Fe+2) qui se complexe avec la phenanthroline de couleur 

rouge, les résultats sont comparés avec les deux standards le trolox et l’acide 

ascorbique.  

 

Figure 18 : La plaque de dosage de l’activité de réduction par la formation du 

complexe Fe+2 –phénantroline par l’extrait ethanolique et l’huile essentielle  

Tableau 9 : Absorbance du complexe Fe+2- phénantroline des par l’extrait 

ethanolique et l’huile essentielle de citrus limon 

  3.125 6.25 12.5 25 50 100 200 A0,5 (µg/ml) 

EECL 0,20±0,00 0,20±0,01 0,20±0,00 0,22±0,01 0,23±0,23 0,29±0,03 0,36±0,04 >200 

HECL NA NA NA 0,17±0,01 0,17±0,00 0,17±0,00 0,17±0,00 >200 

  0.0976 0.195 0.390  0.781  1.562  3.125  6.25  A0,5 (µg/ml) 

Trolox 0.25±0.01 0.24±0.01 0.26±0.01 0.26±0.00 0.32±0.01 0.38±0.01 0.56±0.02 5.21±0.27 

acide 

Ascorbique  
0.26±0.01 0.29±0.00 0.29±0.02 0.31±0.01 0.37±0.01 0.50±0.00 0.80±0.00 3.08±0.02 

 

EECL : extrait éthanolique de citrus limon. 

HECL : huile essentielle de citrus limon. 
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Figure 19 : Les valeurs d’absorbances de l’extrait ethanolique et de l’huile essentielle 

D’après les résultats obtenus l’extrait ethanolique et de l’huile essentielle ont 

présenté une faible activité de réduction avec une (A0,50 >200 μg/ml)  (Tableau 9 , 

Figure 23 ).  

 

I.1.4. Activité du pouvoir réducteur (FRAP)  

Le ferricyanide de potassium est réduit en présence d’un antioxydant pour 

former le ferrocyanide de potassium qui va réagir ensuite avec le chlorure ferrique 

pour former un complexe fer ferreux de couleur bleu-vert, qui a un maximum 

d’absorbance à 700 nm. les résultats sont comparés avec les deux standards le Trolox 

et l’acide ascorbique.  
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Figure 20 : La plaque de dosage de l’activité de pouvoir réducteur (FRAP) des 

l’extrait ethanolique et l’huile essentielle 

Tableau 10 : Absorbance du pouvoir réducteur par l’extrait ethanolique et l’huile 

essentielle  

  3.125 6.25 12.5 25 50 100 200 A0,5 (µg/ml) 

EECL 0,06±0,02 0,09±0,01 0,09±0,00 0,14±0,02 0,23±0,05 0,41±0,01 0,43±0,09 >200 

HECL 0,09±0,01 0,08±0,01 0,08±0,01 0,09±0,02 0,10±0,00 0,10±0,02 0,20±0,02 >200 

  0.0976 0.195 0.390  0.781  1.562 3.125  6.25  A0,5 (µg/ml) 

Trolox 0.07±0.00 0.08±0.00 0.09±0.01 0.13±0.00 0.19±0.02 0.28±0.05 0.60±0.04 5.25±0.20 

Acide 

ascorbique 
0.07±0.00 0.09±0.01 0.12±0.01 0.17±0.01 0.25±0.02 0.47±0.03 0.79±0.09 3.62±0.29 

 

EECL : extrait éthanolique de citrus limon. 

HECL : huile essentielle de citrus limon. 

 

           

Figure 21 : Les valeurs d’absorbances de l’extrait ethanolique et de l’huile essentielle 

L’extrait ethanolique et l’huile essentielle ont présenté une plus faible activité 

antioxydante avec une (A0,50 >200 μg/ml)  (Tableau10 , Figure 25).  
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Dans l’étude de Wu et al. (2013) [111]   effectuée sur une autre espèce de la même 

famille de citron, Citrus medica L.var. sarcodactylis, ils ont trouvé un pouvoir 

réducteur de 0,65 et 0,5 à une concentration de 15µg/ml pour le fruit avant maturation 

et au stade de maturité respectivement.  

Ce résultat n’est pas en accord avec le travail effectué sur l’écorce de citron. 

Ceci peut être expliqué par la différence de l’espèce étudié ainsi que l’étude à 

différents stades de maturation. (étude à différents stades de maturation). 

D’autre part, le pouvoir réducteur de l’huile essentielle d’une autre plante de 

Citrus paradisi a été mesuré en pourcentage, a montré un pourcentage de 78% pour la 

concentration de 1 mg/ml Ou et al. (2015) [112]. 

I.1.5. Activité du Silver nanoparticules (SNP) 

Le suivi de cette activité est basé sur l’aptitude des extraits testés à réduire le 

nanoparticule d’argent (Ag+) de couleur marron clair en nanoparticule d’argent 

sphérique Ag0 en couleur marron foncé. Les résultats sont exprimés en termes d’A0.5 

 

 

Figure 22 : La plaque de dosage de l’activité de pouvoir réducteur (SNP) de l’extrait 

ethanolique et l’huile essentielle  

Tableau 11 : Absorbance du silver nanoparticules par l’extrait ethanolique et l’huile 

essentielle.  
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  6.25 12.5 25 50 100 200 400 A0,5 (µg/ml) 

EECL 0.10±0.00 0.12±0.00 0.15±0.01 0.22±0.00 0.32±0.02 0.56±0.00 1.03±0.04 173,04±1,88 

HECL 0.09±0.00 0.10±0.00 0.10±0.00 0.11±0.00 0.15±0.01 0.32±0.03 0,46±0.02 >400 

  1.5625 3.125 6.25 12.5 25 50 100 A0,5 (µg/ml) 

Acide 

ascorbique 
0.24±0.00 0.32±0.01 0.45±0.01 0.75±0.01 1.22±0.02 1.90±0.03 2.35±0.01 7.14±0.05 

trolox 0.17±0.00 0.20±0.01 0.23±0.00 0.30±0.01 0.43±0.01 0.64±0.03 1.04±0.01 34.17±1.23 

 

EECL : extrait éthanolique de citrus limon. 

HECL : huile essentielle de citrus limon. 

 

           

Figure 23 : Les valeurs des A0,50 du test Silver nanoparticules pour l’extrait 

ethanolique et l’huile essentielle  

Le résultat de cette activité montre que l’extrait ethanolique et l’huile essentielle 

ont une faible activité de réduction de la nanoparticule d’argent (Ag+) en 

nanoparticule d’argent sphérique Ag0 avec une (A0.5= 173.04.±1.88) pour l’extrait 

éthanolique et (A0,50 >400 μg/ml) pour l’huile essentielle. Le résultat est loin d’être 

comparé aux deux standards utilisés.  
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I.2. Activité enzymatique  

L’évaluation de l’activité enzymatique de l’extrait ethanolique et l’huile 

essentielle a été réalisé contre l’inhibition de l’enzyme l’alpha-amylase responsable de 

la dégradation des sucres complexes et donc entrant dans la diminution des effets du 

diabète de type 2.    

I.2.1. Evaluation de l’activité antidiabétique 

L’activité enzymatique de l’extrait ethanolique et l’huile essentielle de citrus 

limon a été évaluée en mesurant leurs capacités à inhiber l’enzyme alpha-amylase 

      -Inhibition de l’alpha amylase 

Dans cette étude, l’activité inhibitrice de l’enzyme alpha-amylase a été évaluée 

par la détermination des concentrations inhibitrices par rapport au standard l’acarbose 

en se basant sur la capacité d’une substance à inhiber cette enzyme. Les résultats sont 

présentés au dessous : 

 

Figure 24 : Plaque de dosage de l’activité inhibitrice d’alpha-amylase de l’extrait 

ethanolique et l’huile essentielle de citrus limon 
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Tableau 12 : Inhibition de l’α-amylase par l’extrait ethanolique et l’huile essentielle 

de citrus limon 

 

EECL : extrait éthanolique de citrus limon. 

HECL : huile essentielle de citrus limon. 

 

             

 

   Figure 25 : Pourcentage d’inhibition de l’α-amylase par l’extrait ethanolique et 

l’huile essentielle 
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  % d’inhibition  

Extraits 6.25 µg 12.5 µg 25 µg 50 µg 100 µg 200 µg 400 µg IC50 (µg/ml) 

EECL NA NA 4.02±0,15 4.20±0,28 7.13±2,29 12.24±1.41 19.24±3.09 >400 

HECL NA NA NA NA 4.81±0.00 5.27±0.32 18.72±2.88 >400 

  62,5 µg 125 µg 250 µg 500 µg 1000 µg 2000 µg 4000 µg IC50 (µg/ml) 

Acarbose 7,76±0,17 8,08±0,30 9,46±0,11 10,70±0,96 31,81±2,89 37,21±3,54 53,05±1,59 3650,93±10,70 
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  A la concentration 400 µg/ml, l’extrait ethanolique et l’huile essentielle ont 

manifestés respectivement une bonne activité anti-alpha-amylase avec les 

pourcentages 19.24±3.09 et 18.72±2.88, ce résultat est considéré meilleure comparé 

au standard l’acarbose (10,70±0,96 µg/ml) et cela est presque  a la même 

concentration (500 µg/ml) (Tableau12 , Figure29 ). 

Ces résultats sont inférieurs à ceux trouvés par Sarker et al. (2014) où l’extrait 

méthanolique à inhiber à 28,71% l’α- amylase a la concentration 0,5 mg/mL et avec 

une IC50 égale à 3,638 ± 0,190 mg /mL 

I.3. Evaluation de l’activité anti inflammatoire  

Dans cette étude, l’activité anti-inflammatoire de l’extrait ethanolique et l’huile 

essentielle de citrus limon ont été évalués par la mesure des concentrations 

inhibitrices à 50 % (IC50) ; en se basant sur l’inhibition de la dénaturation de 

l’ovalbumine par rapport au standard le diclofénac et l’acide salicylique. Les résultats  

sont présentés au- dessous : 

 

Figure 26 : La plaque de dosage de l’activité anti-inflammatoire de l’extrait 

ethanolique et l’huile essentielle de citrus limon 
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Tableau 13 : l’inhibition de la dénaturation de l’ovalbumine par de l’extrait 

ethanolique et l’huile essentielle de citrus limon 

 

EECL : extrait éthanolique de citrus limon. 

HECL : huile essentielle de citrus limon. 

 

         

Figure 27 : Les pourcentages d’inhibitions du test anti-inflammatoire de l’extrait 

ethanolique et l’huile essentielle de citrus limon. 

D’après les résultats obtenus, l’extrait ethanolique a manifesté une bonne 

activité avec un pourcentage d’inhibition égale à 78.94 % à la concentration 8000 

μg/ml, le résultat est proche à celui du standard le dichlofenac avec un pourcentage 

d’inhibition de 91.41 % à la même concentration. Tandis que l’huile essentielle a 

présenté une activité moyenne (Tableau13, Figure31 ). 
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% d’inhibition 

Extraits 125 250 500 1000 2000 4000 8000 IC50 (µg/ml) 

EECL NA NA NA 3.51±3.32 13.98±2,85 30.72±2.62 78.94±1,75 5579,34±65,59 

EECL NA NA NA NA 11.83±0.80 55.78±2.12 Sat 3691,82±14,83 

Diclofénac NA NA NA 41.51±0.56 73.59±1.11 79.60±0.68 91.41±0.00 1263,83±8,24 

Acide 

Salicylique 
NA NA 3.80±2.16 12.48±2.18 39.16±4.40 65.42±1.96 Sat 2654,22±62,76 
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Nos résultats sont en accord avec le travail de (ouali ,sadouni , 2017) [113] ,  

où l’huile essentielle de C.limon a donné un pourcentage d’inhibition important 

réalisé par la dénaturation de l’albumine et la stabilisation membranaire d’un model 

érythrocytaire.     

I.4. Evaluation d’anti-germination 

Afin d’évaluer l’effet de l’extrait ethanolique et l’huile essentielle de citrus 

limon sur la germination, les graines d’orge ont était sélectionnées vue leur temps 

rapide de germination.  

Les résultats de cette expérimentation sont présentés ci-dessous : 

 

Figure 28 : Effet d’huile essentielle de citrus limon sur les grains d’orge 

 

Figure 29 : Effet d’extrait ethanolique de citrus limon sur les grains d’orge 
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Tableau14 : Le pourcentage d’inhibition de germination des graines pour chaque 

dose de l’huile essentielle de citrus limon 

          4mg         2mg         1mg        0.5mg 

100  92.8 85.71 82.14 

100 100 90 73.33 

100 100 79.31 75.86 

 

Tableau15 : Le pourcentage d’inhibition de germination des graines pour chaque 

dose de l’extrait éthanolique de citrus limon 

          4mg         2mg         1mg        0.5mg 

67.85 39.28 14.28 35.71 

33.33 43.33 43.33 26.66 

24.13 41.37 27.58 24.13 

 

 

Figure 30 : Le pourcentage d’inhibition de germination des graines pour chaque dose 

de l’huile essentielle de citrus limon 
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Figure 31 : Le pourcentage d’inhibition de germination des graines pour chaque dose 

de l’extrait éthanolique de citrus limon 

L’huile essentielle de citrus limon à inhiber la germination des grains d’orge 

presque à 100% et cela allant de la concentration de 0.5 mg avec 82.14% et 4 mg avec 

100% d’inhibition. Aussi l’extrait éthanolique à inhiber la germination a un niveau 

presque égal à l’huile essetielle, allant de 35.71 % à 67.85 % pour les concentrations 

0.5 et 4 mg respectivement. 

I.5. Evaluation d’anti-moisissures  

L’effet de la bio-conservation de l’extrait ethanolique et l’huile essentielle de 

citrus limon a été évalué contre le développement des moisissures sur la sauce tomate. 

Les résultats de cette expérimentation sont présentés ci-dessous : 

      

Figure 32 : Effet de l’extrait ethanolique et de l’huile essentielle de citrus limon sur la 

bio-conservation de la sauce tomate.      
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Après 20 jours d’incubation, le résultat obtenu du pourcentage de dégradation de la 

sauce tomate sont présenté au Tableau 16 suivant : 

Tableau 16 : Les valeurs de pourcentage de dégradation de la sauce tomate de 

l’extrait ethanolique et de l’huile essentielle de citrus limon. 

Les extraits et les standards 

 

                            

PI (%) 

Huile essentielle 42.85 % 

Extrait ethanolique 90.47 % 

Huile végétal 21.42 % 

Sulfate de cuivre (CuSO4) 7.14 % 

             

               L’huile essentielle de citrus limon à inhiber la croissance des moisissures à 

57,15 %  proche à celle du premier produit de référence utilisé l’huile végétal avec 

78,58% d’inhibition et loin d’etre comparé avec le deuxieme produit de référence le 

sulfate de cuivre avec 92,86 % d’inhibition. Tandis que l’extrait éthanolique a 

modérément inhibé la croissance des moisissures avec 9,53 % d’inhibition.   

II.   Evaluation de la toxicité  

La toxicité de l’extrait ethanolique et de l’huile essentielle de citrus limon a été 

évaluée sur les vers de farine, les résultats sont présentés ci-dessous : 
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Figure 33 : Image de tenebrio molitor après traitement par l’extrait ethanolique et 

l’huile essentielle de citrus limon 

 

          Tableau 17 : les valeurs de pourcentage de mortalité des vers de farine à 

concentrations différents des extraits de citrus limon. 

 

 

Concentrations  

(mg/ml)  

Huile  Essentielle     PM(%) 

 

Extrait  Ethanolique PM(%) 

5 0 0 0 0 20 0 

10 20 20 0 0 0 0 

20 0 20 0 40 0 0 

40 40 20 40 20 40 40 

Huile essentielle 
Extrait ethanolique 
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      Figure 34 : les valeurs de pourcentage de mortalité des vers de farine nourrit par 

l’extrait ethanolique et de l’huile essentielle   

D’après les résultats illustrés dans la Figure40 qui représente l’évolution durant 

sept jours du taux de mortalité, des ver de farine après l’injection des solutions a 

différentes concentrations de l’extrait ethanolique et de l’huile essentielle.   

Le méthanol, le contenu vide de la seringue et l’acide ascorbique ont été utilisés 

comme des contrôles négatif et positif respectivement. Les résultats de ce test est 

comme suit : 

Les contrôles négatifs et positifs : le méthanol, le contenu vide de la seringue et 

l’acide ascorbique, ont présentés un taux de 0 % de mortalité. 

L’extrait ethanolique et de l’huile essentielle ont présentés un faible taux de mortalité 

allant de 20% à 40% (Tableau18, Figure40) 

III.   Evaluation in-vitro de l’anti-infection urinaire  

L’effet de l’anti-infection urinaire de l’extrait ethanolique et de l’huile 

essentielle a été évalué sur le développement de la bactérie pseudomonas aeruginosa 

sur les urines artificiel provoquant la production de cristaux solide. Les résultats de 

cette expérimentation sont présentés ci-dessous : 
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          Figure  35 : Les résultats des urines avant et après incubation. 

L’observation ce fait selon le trouble et la croissance bactérienne dans les quatre 

milieux : Milieu 1 (contrôle négative) : présence de trouble et la croissance 

bactérienne. 

Milieu 2(contrôle positive) : absence de trouble et la croissance bactérienne. 

Milieu 3(extrait éthanolique) : présence de peu de trouble et la croissance bactérienne. 

Milieu 4(Huile essentielle) : absence de trouble et la croissance bactérienne. 

VI.       Anti-insecticide  

Dans cette étude, l’activité insecticide de l’extrait ethanolique et de l’huile 

essentielle de citrus limon a été évaluée par pulvérisation des insectes et le résultat est 

exprimé en pourcentage de mortalité. L’eau distillée est utilisé comme témoin négatif.  

Les résultats sont présentés au- dessous : 

 

Avant 
Après 
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                                Figure 36 : Test insecticide par pulvérisation 

 

 

                              Figure 37 : Taux de mortalité en pourcentages   

 

D’après les résultats obtenus (Figure 43), l’extrait ethanolique et l’huile 

essentielle non pas présenté une activité insecticide  

V.   Evaluation d’un nouveau milieu nutritif pour les vers de 

farine  

 

 

          Figure 38 : Les trois différents milieux nutritifs pour les vers de farine  
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       Jours 

Milieux 

1ére  2éme  3éme J 4éme  7éme  8éme  9éme  

zeste de citron 

+la farine (1) 

0 3 7 8 14 14 18 

Poudre de feuille 

de citron +la 

farine(2) 

0 4 9 15 24 28 35 

Farine sec  

(3) 

0 2 4 6 10 12 15 

 

Tableau 18 : l’évolution des vers de farine dans les trois milieux différente  

D’après les premières observations (tableau 19), le mouvement des vers de 

farine était rapide après leur mise dans les deux milieux, zeste et feuille de citron. 

Cependant un mouvement ordinaire a était observé dans le contrôle négatif contenant 

seulement la farine. Après deux jours d’observations, les vers de farine étaient 

observés adaptés et leur mouvement était rétabli à l’état normal. Le résultat obtenue 

peut être conduit a utilisé les zeste et les feuille de citron comme milieu nutritif et 

protecteur dans l’élevage des vers de farine. 
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Conclusion 

Les agrumes occupent aujourd’hui une place importante dans les échanges mondiaux 

des produits végétaux, tel que le citron (Citrus limon) qui est riche en différent 

métabolites secondaires.  Les huiles essentielles qui sont des substances aromatiques, 

d’une composition chimique complexe et caractérisés par des propriétés biologiques 

importantes, ce qui leur confère d’être utilisé dans plusieurs domaines : industrie 

pharmaceutique,  le cosmétique et l’industrie alimentaire.. 

La présente étude avait pour objectif l’évaluation de l’activité biologique de  l’huile 

essentielle et de l’extrait éthanolique de citrus limon  par les méthodes  in vitro: 

antioxydantes, antidiabétique, anti-inflammatoire, anti-germination, anti-moisissures, 

cytoxicité, anti-infection urinaire et anti-insecticide.  

Les meilleures résultats obtenus dans cette étude et qui peuvent être considérés 

comme point de départ pour la production d’un produit a impact socioéconomique 

sont les suivants : 

Pour l’anti-germination : L’huile essentielle de citrus limon à inhiber la germination 

des grains d’orge presque à 100% cela peut réfléchir a produit un mélange 

allélopathique ayant l’huile essentielle de citrus limon comme principe actif 

Pour l’anti-inflammatoire : D’après les résultats obtenus, l’extrait ethanolique a 

manifesté une bonne activité avec un pourcentage d’inhibition égale à 78.94 % à la 

concentration 8000 μg/ml, le résultat est proche à celui du dichlofenac  

Pour l’anti-moisissure : L’huile essentielle de citrus limon à inhiber la croissance des 

moisissures à 57,15 % proche à celle l’huile végétal utilisé comme référence avec 

78,58% d’inhibition. 
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Annexes 

Annexe I : matériels et instruments utilisés 

1. Matériel du laboratoire 

Béchers, tubes eppendorf, micropipettes de volumes différents, microplaques, ballons, 

béchers, erlenmeyers, éprouvettes, flacons, spatules, portoirs, verres de 

montre,Mortier ,Fioles,Seringue Hamilton ,Barreaux magnétiques , Entonnoir,Boite 

de pétri , Ecouvillon    

2. Instruments  

-Rotavap (BUCHI). 

- Balance de précision (KERN). 

-Lecteur de microplaque (PerkinElmer).  

-Etuve (Memmert). 

- pH mètre (METTLER TOLEDO). 

-bain d’eau                                                            -centrifugeuse                               

 -Une chambre UV par lampe254 nm -mixeur                                      

  -microscope-Ultrason (fisherscientificFB 15047) 

-PH mètre (METTLER TOLEDO) -Balance de précision (KERN) 

 -Enceint de germinationFT-IR - FTIR-6800 – JASCO Europe) 

 

Annexe II : Réactifs des activités antioxydantes : 

 

Réactifs  Compostions  Quantités 

DPPH•  DPPH  6 mg 

ABTS•+ (7 mM) 

Persulfate de potassium 

ABTS 

K2S2O8 (2.45 mM) 

19,2 mg 

3,3 mg 

FerricchlorideFeCl3 (0.2%) 
FeCl3 (0.2%) 

H2O 

0,02 g 

10 ml 

Phénantroline (0.5%) 

1,10-

Phénantrolinemonohydraté 

Méthanol 

0,05g 

q.s.p10 ml 

SNP  
Ag NO3 

Trisodium citrate 

50 ml 

5 ml 
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réactif basique 

NaOH 

 

NaOCl (liq) 

0,7125 g 

25 ml 

1.175 ml 

25ml 

 

Annexe III : Standards : 

standards  Compostions  Quantités 

Acide ascorbique 
Acide Ascorbique 

Méthanol 

4 mg 

1 ml 

Acarbose 

Acarbose 

Méthanol 

4 mg 

1 ml 

Trolox Trolox 
0,5 mg 

1 ml 

Huile végétale  

 
Huile végétale  40µl 

Cu SO4  

 

Cu SO4  

Eau distillée  

0.025 g  

25 ml  

 

Annexe IV : Solutions chimiques : 

 

Solutions chimiques  Compostions  Quantités 

Tampon phosphate pH 6,6 
NaH2PO4 

Na2HPO4 

62,5 ml 

37,5 ml 

Ferrycianide de potassium 

(1%)  
K3Fe(CN)6 1 g 

Acide trichloracétique 

(10%)  
TCA  1 g 

Chlorure de fer III 

anhydre (0.1%)  
FeCl3  0,1 g 

Chlorure de fer III 

anhydre (0.2%)  
FeCl3  0,02g 

Persulfate de potassium K2S2O8 3,3 mg 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                             Résumé  
 

Résumé  

L’activité biologique de l’huile essentielle et de l’extrait éthanolique de citrus limon 

appartenant à la famille des Rutaceae a été réalisé par les méthodes in vitro : 

antioxydantes, antidiabétique, anti-inflammatoire, anti-germination, anti-moisissures, 

cytoxicité, anti-infection urinaire et anti-insecticide. 

Les meilleurs résultats obtenus sont les suivants : 

Pour l’anti-germination : L’huile essentielle de citrus limon à inhiber la germination 

des grains d’orge presque à 100% cela peut réfléchir a produit un mélange 

allélopathique ayant l’huile essentielle de citrus limon comme principe actif 

Pour l’anti-inflammatoire : D’après les résultats obtenus, l’extrait ethanolique a 

manifesté une bonne activité avec un pourcentage d’inhibition égale à 78.94 % à la 

concentration 8000 μg/ml, le résultat est proche à celui du dichlofenac  

Pour l’anti-moisissure : L’huile essentielle de citrus limon à inhiber la croissance des 

moisissures à 57,15 % proche à celle l’huile végétal utilisé comme référence avec 

78,58% d’inhibition. 

Ce résultat peut être considéré comme point de départ pour la production d’un produit 

à impact socioéconomique 

 

Mot clé : huile essentielle, citrus limon, anti-inflammatoire, anti-germination   
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Abstract 

The biological activity of the essential oil and the ethanolic extract of citrus limon 

belonging to the Rutaceae family was carried out by in vitro methods: antioxidant, 

antidiabetic, anti-inflammatory, anti-germination, anti-mold, cytotoxicity , anti-

urinary infection and anti-insecticide. 

The best results obtained are as follows: 

For anti-germination: Citrus limon essential oil to inhibit the germination of barley 

grains almost 100% this can reflect produced an allelopathic mixture having citrus 

limon essential oil as active ingredient 

For the anti-inflammatory: According to the results obtained, the ethanolic extract 

showed good activity with a percentage of inhibition equal to 78.94% at the 

concentration of 8000 μg/ml, the result is close to that of dichlofenac 

For anti-mold: Citrus limon essential oil inhibits mold growth by 57.15% close to that 

of the vegetable oil used as a reference with 78.58% inhibition. 

This result can be considered as a starting point for the production of a product with 

socio-economic impact. 

 

Key word: essential oil, citrus limon, anti-inflammatory, anti-germination 



 ٍيخص                                                                                                                                 
 

 اىذٛ اىحَضٞاث ىيَُٞ٘ الإٝثاّ٘ىٜ ٗاىَسخخيص اىعطزٛ ىيشٝج اىبٞ٘ى٘خٜ اىْشاط إخزاء حٌ

 ٍضاد ، اىسنز ٍضاداث ، الأمسذة ٍضاداث: ٍخخبزٝت بطزق Rutaceae عائيت إىٚ ْٝخَٜ

 ٗ اىب٘ىٞت اىَساىل عذٗٙ ٍضاد ، اىخي٘ٝت اىسَٞت ، ىيعفِ ٍضاد ، ىلإّباث ٍضاد ، ىلاىخٖاباث

 .ىيحشزاث ٍضاد

 :ٝيٜ مَا ٕٜ عيٖٞا اىحص٘ه حٌ اىخٜ اىْخائح أفضو

 ، حقزٝباً٪ 100 بْسبت اىشعٞز حب٘ب إّباث ىَْع الأساسٜ اىحاٍض اىيَُٞ٘ سٝج: الإّباث ىَقاٍٗت

 ّشظ مَنُ٘ الأساسٜ اىحاٍض اىيَُٞ٘ سٝج عيٚ ٝحخ٘ٛ أىٞي٘باثٞاً ٍشٝدًا ٝعنس أُ َٝنِ ٕٗذا

 فعاىٞت الإٝثاّ٘ىٜ اىَسخخيص أظٖز ، عيٖٞا اىحص٘ه حٌ اىخٜ ىيْخائح ٗفقاً: الاىخٖاب ىَضاد باىْسبت

 ٍِ قزٝبت اىْخٞدت ٗماّج ، ٍو/  ٍٞنزٗخزاً 9000 بخزمٞش٪ 49.87 حساٗٛ حثبٞظ ّسبت ٍع خٞذة

 .دٝني٘فْٞاك ّخٞدت

 ٍِ باىقزب٪ 54.15 بْسبت اىعفِ َّ٘ الأساسٜ اىحَضٜ اىيَُٞ٘ سٝج َْٝع: اىعفِ ىَقاٍٗت

 ٪.49.59 حثبٞظ ٍع مَزخع اىَسخخذً اىْباحٜ اىشٝج

 .ٗاقخصادٛ اخخَاعٜ حأثٞز ىٔ ٍْخح لإّخاج اّطلاق مْقطت اىْخٞدت ٕذٓ اعخبار َٝنِ

 

 ىلإّباث ٍضاد ، ىلاىخٖاباث ٍضاد ، حَضٞاث ىَُٞ٘ ، عطزٛ سٝج: َفخاحٞتاى اىنيَت
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Résumé 

L’activité biologique de l’huile essentielle et de l’extrait éthanolique de citrus limon appartenant à la 

famille des Rutaceae a été réalisé par les méthodes in vitro : antioxydantes, antidiabétique, anti-inflammatoire, 

anti-germination, anti-moisissures, cytoxicité, anti-infection urinaire et anti-insecticide. 

Les meilleurs résultats obtenus sont les suivants : 

Pour l’anti-germination : L’huile essentielle de citrus limon à inhiber la germination des grains d’orge 

presque à 100% cela peut réfléchir a produit un mélange allélopathique ayant l’huile essentielle de citrus limon 

comme principe actif 

Pour l’anti-inflammatoire : D’après les résultats obtenus, l’extrait ethanolique a manifesté une bonne 

activité avec un pourcentage d’inhibition égale à 78.94 % à la concentration 8000 μg/ml, le résultat est proche à 

celui du dichlofenac  

Pour l’anti-moisissure : L’huile essentielle de citrus limon à inhiber la croissance des moisissures à 

57,15% proche à celle l’huile végétal utilisé comme référence avec 78,58% d’inhibition. 

Ce résultat peut être considéré comme point de départ pour la production d’un produit à impact 

socioéconomique. 
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