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Résumé :

La présente etude visait a évaluer in vitro les activités anti-inflammatoire, anti-hémolytique et
thrombolytique de I'huile essentielle des écorces de Citrus sinensis. Les pelures avaient été
soumises a une hydrodistillation (en utilisant un hydrodistillateur de type Clevenger), le
rendement moyen de I’extraction était de 0,62%. L'activité anti-inflammatoire in vitro a été
évaluée par la méthode de dénaturation de I'albumine. Les résultats ont montré que I'HE de
I’écorce de C. sinensis a une concentration de 100 ul inhibe la dénaturation des protéines
induite par la chaleur avec un taux de 62%. L’activité anti-hémolytique a été testée sur un
modele cellulaire (les érythrocytes) et le pourcentage d'inhibition de I’hémolyse était
d'environ 70%. L'HE de C. sinensis présente une activité thrombolytique moyenne dont le
pourcentage d'inhibition s'est avéré étre d'environ 38% a 100 pl. Les résultats obtenus dans la
présente étude indiquent que I'huile essentielle des pelures de C. sinensis peut étre une source

potentielle d'agents anti-inflammatoires, anti-hémolytiques et méme thrombolytiques.

Mots clés : citrus sinensis, huile essentielle, anti-inflammatoire, anti-hémolytique,

activité thrombolytique.



Abstract :

The present study was aimed to evaluate in vitro the anti-inflammatory, anti-hemolytic and
thrombolytic activities of the essential oil of peel of Citrus sinensis. The oranges peels were
subjected to hydrodistillation (using a Clevenger type hydrodistillator), the average extraction
yield was 0.62%. The anti-inflammatory activity in vitro was evaluated by the albumin
denaturation method. The results showed that the HE of the peel of C. sinensis at a
concentration of 100 pl significantly inhibits the heat-induced denaturation of proteins with a
rate of 62%. Anti-hemolytic activity was tested on a cellular model (erythrocytes) and the
percentage inhibition of hemolysis was approximately 70%. The EO of C. sinensis exhibits a
mean thrombolytic activity; the percentage of inhibition was approximately 38% at 100 pl.
The results obtained in the present study indicate that the essential oil of the skin of C.
sinensis may be a potential source of anti-inflammatory, anti-hemolytic and even

thrombolytic agents.

Key words: citrus sinensis, essential oil, anti-inflammatory, anti-hemolytic, thrombolytic

activity.
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INTRODUCTION



Introduction :

L'homme utilisait les plantes depuis la nuit des temps a des fins médicinales (Ernest et al.,
2005). Les plantes médicinales présentent une source riche de médicaments parce qu’elles
produisent une foule de molécules bioactives (Small et Catling , 2000).

Les différentes parties des plantes telles que les graines, les feuilles, les fleurs, les racines et
les écorce contiennent des composés actifs qui sont obtenus a travers différents processus
d'extraction. Ces composés sont largement classés en alcaloides, saponines, polyphénols,
caroténoides, glycosides, acides gras oméga et flavonoides. Chaque classe est responsable de
ses propres effets pharmacologiques (Nikitha et Rajendra, 2019), produits comme
métabolites secondaires par les plantes, les huiles essentielles interviennent dans plusieurs
domaines, ils ont trouvé leur place en aromathérapie, en pharmacie, en cosmétique. Leur

utilisation est liee a leurs larges spectres d'activités biologiques reconnues (Billerbeck, 2002).

Les agrumes représentent une culture commercialement importante depuis des milliers
d'années. En outre, Les huiles essentielles d'agrumes sont précieuses dans les industries des
parfums, des aliments et des boissons, et sont également utilis¢é comme aromathérapie et

agents médicinaux (Dosoky et Setzer ; 2018).

Par ailleurs, l'activité biologique de nombreux extraits botaniques a été largement étudiée,
mais peu de recherches ont été établies pour évaluer les activités thrombolytiques, anti-
hémolytiques et anti-inflammatoires in vitro de des huiles essentielles extraites de I'écorce de
I’orange malgré [I’utilisation du fruit d’orange en medecine traditionnelle comme
antipyrétique, anti-inflammatoire et sédatif (Vinodhini et al.,, 2017 ; Aria et On loca ;
2005).

A la lumiére de ces données, notre étude a été entreprise pour évaluer les activités anti-
inflammatoires, anti-hémolytiques et thrombolytiques in vitro de I'huile essentielle de 1’écorce

de Citrus sinensis.

Le manuscrit ci-rédigé comporte trois parties :
- Une revue bibliographique synthétisant brievement les informations sur la plante
étudiee et ses différentes propriétés thérapeutiques.
- Une deuxiéme partie «matériel et méthode» décrivant la méthodologie expérimentale
réalisée
- Une troisieme partie «résultats et discussions» décrivant les résultats obtenus et leur

discussion générale.

-
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Synthese bibliographique

1. L’inflammation et la dénaturation protéique:

1.1. Généralités :

L’inflammation était connu par les sumériens et les égyptiens et est définie depuis Celsius par les

signes cardinaux : rougeurs, cedémes, chaleur, douleur (Russo-marie, 1998).

L’inflammation est une réaction immédiate de défense non spécifique de l’organisme a toutes
agression remettant en cause son intégrité physique, c'est-a-dire générant une lésion tissulaire,
qu’elle qu’on soit son origine mécanique (traumatisme articulaire ou musculaire), biologique
(infection) ou immunologique (allergies), une mauvaise alimentation (abus d’aliments raffinés, de
gras hydrogénés) posséde sa part de responsabilité dans la survenue des maladies inflammatoires,
tout comme il est également prouvé que certains aliments possedent des effets anti-inflammatoires
grace a leurs constituants spécifiques (oméga 3, vitamines et oligoeéléments, antioxydants, pro
biotiques, polyphénols tels les anthocyanines ou les flavonoides....) (Gualtier, 2011 ; Bouhassira
et Calvino, 2009)

Le but de la réaction inflammatoire est de détruire ou bien contenir 1’agent responsable du
dommage, d’initier les processus de réparation et de rendre au tissu 1és¢ sa fonction initial. On

distingue arbitrairement I’inflammation aigue et I’inflammation chronique (Stevens et al., 2004).

L’inflammation aigue est une réaction de défense localisée et temporaire, elle previent les dégats

causés par exemple par des agents pathogenes, elle se déroule en trois étapes :

- Vasodilatation avec accumulation régionale du sang ;

- Augmentation de la perméabilité endothéliale d’ou exsudation de liquide et de protéines
plasmatique ;

- Migration de leucocytes grace a la coopeération entre endothéliocytes et leucocytes
(Lallmann-Rauch, 2008).

L’inflammation chronique se fait suite a une inflammation aigue non guérie et se manifeste pendant
plusieurs semaines a plusieurs mois. Les destructions tissulaires sont plus graves et ont des
conséquences fonctionnelles profondes. Elle est a I’origine de plusieurs maladies tels que: psoriasis,
asthme, obésité, diabete, maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI), maladie
ceeliaque, rhumatismes... (Proust-Millon et Lefief-Delcourt, 2018 ; Weill et Batteux, 2003).



https://www.google.dz/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22D.+Bouhassira%22
https://www.google.dz/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22B.+Calvino%22
https://www.google.dz/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Laetitia+Proust-Millon%22
https://www.google.dz/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Alix+Lefief-Delcourt%22

Synthese bibliographique

1.2. L’albumine :

L’albumine est la protéine globulaire la plus abondante dans le plasma. C’est une petite molécule
de 66 kilo Dalton qui  posséde 585 acides aminés avec un groupement thiol au niveau de sa
cystéine 34 sous forme réduite (Mira, 2008) qui joue un rdle dans ’agrégation de 1’albumine sous
I’effet de ’augmentation de température (Barone, 1992).

Cette protéine, synthétisée par le foie est soumise a une régulation par le statut nutritionnel,
l'insuline, le cortisol, le glucagon ou les hormones thyroidiennes. L’albumine est distribuée dans le
sang et les organes comme la peau, le muscle, I’intestin, les tissus sous-cutanés (Evans, 2002). Sa

demi-vie est de 15 a 20 jours. Elle est catabolisée par le systéeme réticulo-endothélial (Mira, 2008).

L’albumine joue plusieurs role dans 1’organisme notamment comme antioxydant dont cette
propriété est liée a certains sites de sa structure :
- la cystéine en position 34 dont I’action antioxydante est liée a la capture des radicaux libres
d’oxygene et de I’azote.
- la portion N terminale composée de quatre acides aminés qui representent un site de liaison pour
les métaux pro-oxydants (cuivre, fer...) (Mira, 2008).
De plus, I’albumine est 1'une des protéines plasmatiques ayant la capacité d’interagir avec une
variété de ligands y compris la fixation et le transport des médicaments, de petites molécules de tout
type comme les metaux. Elle transporte et véhicule également le cholestérol, la bilirubine, le
NO,...etc.
- Elle est responsable du maintien de la pression oncotique.
- Elle a aussi un réle anti thrombotique et anticoagulant qui peut étre d0 a sa capacité a lier le
NO (oxyde nitrique), ce qui permet de prolonger I’effet anti agrégeant du NO sur les
plaquettes (Evans, 2002).




Synthese bibliographique

1.3. La dénaturation protéique :
La dénaturation protéique passe par trois étapes :

1.3.1. L’altération des protéines :

L’albumine subit des changements structuraux avec perte de sa forme tridimensionnelle et
exposition de certains sites hydrophobes (comme le résidu cystéine 34) qui sont inaccessibles dans
le cas physiologique normal (protéine native fonctionnelle). Ces zones hydrophobes peuvent

interagir et former des agrégats qui sont déléteres pour la cellule (Arrigo, 2005).

1.3.2. La réponse au choc thermique :

Dans cette éetape, il y aura I’intervention des protéines de choc thermique (heat shock proteins HSP)
qui vont reconnaitre les régions normalement enfouies dans la molécule (I’albumine) et qui
deviennent accessibles aprés dénaturation ou dégradation. L’interaction HSP-protéines dénaturées
favorise soit leur dégradation, soit leur transport dans les différents organites et leur assemblage et
I’activation des lymphocytes T aprés présentation des antigénes en presence des molécules de
complexe majeur d’histocompatibilit¢é et la differenciation des monocytes en macrophages
(Jacquier-sarlin et Polla, 1994).

1.3.3. La Phase d’élimination :
Elle consiste a éliminer les protéines anormales et empécher la formation d’agrégats ce qui permet

la renaturation des protéines si les possibilités de réparation de la cellule le permettent (Arrigo,
2005).

\



Synthese bibliographique

2. Généralités sur le sang :

Le sang est un liquide qui circule dans un systéme clos, c’est un tissu conjonctif ou circulent dans
un liquide appelé plasma, des cellules sanguines et ou dissoutes des substances tels que les sels
minéraux, les vitamines, les enzymes et les hormones. Les cellules sanguines proviennent
successivement, selon ’ontogénése, du sac vitellin au niveau des ilots de Wolff et Pander, du foie,
de la rate et de la moelle osseuse. A I’dge adulte leur production est exclusivement médullaire
(Thiam, 2017 ; Kierszenbaum, 2006). Le volume sanguin de I’adulte est de 4,5 litres, ce qui
représente environ 7% de la masse corporelle. Les cellules sanguines en occupent presque 45% du
volume sanguin. Le sang est de densité 1,05 et de potenticl d’hydrogéne de 7,4 (Lullmann-
Rauch, 2008 ; Perbet, 2005).

Le sang est constitué d’¢lement cellulaire : comprenant les globules rouges, les globules blancs, les
plaquettes et de phase liquide ou plasma constitué de constitué d’eau, de sels minéraux, de
proteines et de molécules organiques. Aprés coagulation, le plasma dépourvu de fibrinogéne
constitue le sérum.

D’un point de vue biochimique, on distingue deux types de protéines plasmatiques qui: les
albumines et les globulines qui représentent des taux de 55 et 45% respectivement.

Les albuminés sont synthétisées par le foie ; elles peuvent étre une source d’énergie en cas de
déficit nutritionnel chronique et assurent le transport dans le milieu intérieur de différentes
molécules surtout les molécules a caractére hydrophobe. Les globulines dans le sang existe en 3
types; les o globulines dont la protéine qui transportent la thyroxine ou la vitamine A ; les B
globulines dont les protéines de transport du fer, et les y globulines qui représentent principalement
les anticorps. On y trouve aussi un ensemble hétérogéne de molécules organiques et de minéraux
tels : les glucides ; les lipides (triglycéride, cholestérol, acides gras libres) ; les pigments (bilirubine,
biliverdine) ; les vitamines et hormones liposolubles et les marco- éléments (Na, K et CI) et les
oligoéléments (Fer, potassium, calcium, Magnésium, sodium,..... etc). (Thiam, 2017 ; Norbert et
al., 1995).

Les cellules du sang sont de deux types, les érythrocytes et les globules blancs. Au contraire
d’autres cellules, les cellules de sang sont en perpétuel renouvelement par le processus

hématopoiese (Geay, 1995).
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3. Globules rouges :

3.1. Généralités :

Les globules rouges (GR) ou encore appelés érythrocytes ou hématies sont des cellules dépourvues
de noyau et d’organites, rondes de 7 a 8§ um de diametre, sous forme de disque biconcave
d’épaisseur variable du centre a la périphérie. Ils sont constitués d’'une membrane plasmique, de
son cytosquelette sous-jacent et d’enzymes glycolytiques. Leurs cytoplasme contient un pigment
rouge ; I’hémoglobine (Hb) bien coloré par ’éosine. L’Hb représente 95 % du contenu protéique
total de 1’érythrocyte, il permet la fixation et le transport de I’oxygéne de maniére efficace (Thiam,

2017 ; Lallmann-Rauch, 2008 ; Kierszenbaum, 2006; Stellman, 2000).

Les globules rouges représentent les cellules les plus abondantes du corps humain 5,200,000
+300,000 cellules / mm3 de sang chez un homme en bonne santé. Les hématies ont un haut degré
de flexibilité requis pour le passage de ces derniers a travers les capillaires (Hamidi et Tajerzadeh,
2003)

La membrane plasmique des globules rouges humaines contient 52% de protéines, 40% de lipides
et 8% de glucides, ces derniers sont toujours associés soit a des lipides (glycolipides) ou bien a des

proteines (glycoprotéines) (Maillet, 2006).

Les hématies ont une durée de vie limitée de 120 jours et celle vieillis sont identifiées et éliminées
par les macrophages de la moelle osseuse, du foie, de la rate ou détruites par hémolyse dans la
rate et sont remplacées dans la circulation par des réticulocytes, qui achevent leur synthése
d’hémoglobine et leur maturation dans les deux premiers jours suivant la mise en circulation
(Kierszenbaum, 2006)
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Figure 01 : Globules rouges (Medkour, 2008). Figure 02 : membrane plasmique d’une

hématie (Lullmann-Rauch, 2008)
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3.2. Biosynthese des globules rouges :
La biosynthése des GR commence a partir de la 3éme semaine du stade embryonnaire au niveau du
sac vitellin puis elle diminue vers la 5eme semaine est disparait complétement lors de la 9éme
semaine. Au niveau 3éme mois foetal, le relai est pris par le foie, puis par la moelle osseuse
hématopoiétique & partir du 5éme mois de gestation. La moelle osseuse restera le seul site de
synthése des érythrocytes «érythropoieéses » chez 1’adulte. (Kierszenbaum, 2006). Lors de la
différenciation, Les cellules souches de la moelle osseuse au cours de la premiére mitose se
différencient, et vont former les progénitures. Les cellules souches (proérythroblastes) donnent alors
les érythroblastes. Au fur et a mesure des divisions cellulaires, la taille des érythrocytes diminue et
elles se chargent d’hémoglobine, apres elles perdent le noyau et les organites de cellules
(Réticulum endoplasmique rugueux, mitochondrie, appareil de Golgi). Plus les cellules sont
avancées dans la lignée plus leur taille diminue, plus le cytoplasme basophile, riche en Acide
ribonucléique dévient acidophile, riche en hémoglobine et plus le noyau se condense jusqu'a son
expulsion qui transforme 1’érythroblaste acidophile en réticulocyte, apres il y a migration des GR
matures dans le sang (Bezeaud et al., 2001).
3.3. Destinée et destruction des Erythrocytes (GR) :

Chague seconde notre corps produit entre deux et trois Millions de globules rouges, mais 1’absence
de noyau et d’organites pose aux érythrocytes un certains nombre de limites importantes, ils ne
peuvent ni synthétiser de protéine, ni croitre, ni se diviser c’est pourquoi leur durée de vie est
limitée. Leur membrane plasmique devient rigide et se fragilise et devient incapable de se déformer
car elle perd progressivement ses propriétés chimiques, Les érythrocytes sont pris au pieége dans les
petits vaisseaux de la rate, parfois appelée le «cimetiere des globules rouges », ou ils sont
phagocytes et digérés par la macro phagocytes (Marieb et Hoehn, 2013).

Au cours de la destruction des érythrocytes I’héme de I’hémoglobine est séparé de la globine, cette
derniere est dégradée en acide animées, par contre I’héme est libéré dans la circulation, son noyau
de Fer est récupéré puis associée a une protéine comme la ferritine ou I’hémosidérine et
emmagasiné en vue d’une réutilisation ultérieure. Le reste du groupement hemique « proto
porphyrine » est métabolisé en biliverdine puis en bilirubine un pigment jaune libéré dans la
circulation sanguine et transporté par ’albumine vers le foie ou elle subit une Glycéro-conjugaison
qui la transforme en bilirubine conjuguée. Cette derniére passe dans la bile et sera éeliminée
majoritairement dans les selles. Une petite partie est réabsorbée par l'intestin et éliminée par le rein

sous forme d'urobiline (Thiam, 2017).
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Au bout de 120 a 140 jours, le globule rouge meurt par sénescence ; la masse globulaire est détruite,
c¢’est I’hémolyse physiologique ou les hématies sont détruites par les phagocytes mononuclées de la
moelle osseuse, du foie et de la rate (Girot et Wajeman, 1992)

4. L’hémolyse :

3.1.1 Généralités :

L’hémolyse désigne le processus visant la destruction de la membrane érythrocytaire provoquant la
libération d’hémoglobine (Hb) et d’autres composants associes dans le plasma. Dans un milieu
faiblement hypotonique, les hématies tentent de maintenir un équilibre entre la concentration
ionique du milieu extracellulaire et celle du milieu intracellulaire, I’eau pénetre néanmoins dans
I’hématie qui se distend, se gonfle, devient sphérique et subit I’hémolyse, ’hématie se vide de
I’hémoglobine en fabriquant des pores membranaires appelés pores d’hémolyse (Maillet, 2006 ;
Schuller, 2003).

Le comportement de la membrane de I'nématie et en particulier la mesure de sa résistance
osmotique présente un intérét diagnostique pour les cliniciens. De nombreuses pathologies
hémolytiques influencent considérablement cette résistance (maladies hémolytiques auto-immunes
et la sphérocytose héréditaire). La résistance des membranes a I'hémolyse provoquée est mesurée
par un Fragilimetre. La mesure en temps reel de l'intensité de transmission lumineuse traversant une
solution de sang total diluée renseigne sur le phénomene. Les résultats obtenus informent
directement sur la résistance de la membrane qui est considérée optiquement comme une particule
diffusante. La détermination de I'hémolyse initiale, a 50% et totale permet dapprécier les
caractéristiques de I'nemolyse (Didelon, 2001).

L’hémolyse physiologique doit étre différenciée de 1’hémolyse pathologique ou I’hyper hémolyse
lié¢e a la modification les trois facteurs vitaux pour le GR. En l'occurrence, la membrane
érythrocytaire ; le métabolisme énergétique (intégrité des enzymes impliqués) et le contenu
hémoglobinique (Dahmani et al., 2000).

L’hémolyse pathologique a plusieurs signes biochimiques dont on note :

- Une baisse de I’haptoglobine plasmatique

- Une augmentation du taux de bilirubine non conjugué.

- Une élévation du taux du Lactate déshydrogénase plasmatique (Berrebi, 2009).

\
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3.2. L’hémolyse pathologique :

Si la destruction des érythrocytes qui a lieu dans la rate est un phénoméne normal, I'hémolyse
anormale du sang peut avoir différentes causes. Il peut s'agir d'une pathologie qui aboutit a la
destruction des globules rouges dans les vaisseaux sanguins, cas de certaines anémies, des accidents
transfusionnels, du paludisme, etc; des parasites, des infections bactériennes et virales, des agents
chimiques, des plantes toxiques peuvent aussi entrainer une hémolyse. De plus, I'némolyse peut
étre du a des phénoménes auto-immuns (Chapel et al., 2004).

L’hémolyse pathologique peut étre lié¢ a plusieurs causes notamment;

- Une anomalie des globules rouges conduisant a une hémolyse corpusculaires ceci
correspond a Une anomalie constitutionnelle de I'némoglobine comme les anomalies de
structure (hémoglobinopathies), anomalies quantitative de la synthese des chaines de
globine (thalassémies), drépanocytose.

- Une anomalie constitutionnelle de la membrane du GR. C’est le cas des micro-sphérocytose
causés par une augmentation de la perméabilité au Na+ et a I'eau.

- Un deficit enzymatique du GR comme le deficit en pyruvate kinase ou un défaut de
régénération de I'ATP.

- Une agression extrinseque des hématies correspondant a une hémolyse extracorpusculaire
qui est caractérisé par une agression directe de I'hématie par une toxine bactérienne,
animale, chimique ou par un parasite.

- Une rigidité anormale acquise de la membrane du globule rouge cas des anémies
hémolytiques auto-immunes.

- Rupture des hématies normales sur un obstacle tel que les protheses valvulaires (Thouvenin
et Laporte, 2011 ; Maillet, 2006).
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5. Les thromboses :

La thrombose est une masse sanguine solide (thrombus) obstruant la lumiére d’un vaisseau sanguin,
elle résulte d’une hémostase inappropriée (une interaction anormale du sang avec la paroi
vasculaire). Les thromboses sont formées d’agrégats plaquettaires, de fibrilles de fibrines et
d’érythrocytes. Les thromboses sont les maladies vasculaires les plus fréquentes. Les maladies
thromboemboliques affectent le systeme veineux (70% des cas) aussi bien que le systéeme artériel
(30% des cas) (Fischer et al., 2014 ; Varet, 2012 ; Jobin, 1995).

Les thromboses veineuses sont favorisées par la stase ou ’hypercoagubilité sanguine alors que la
lésion pariétale (dysfonction de I’endothélium vasculaire, I’inflammation pariétale, athérosclérose)
est I’¢élément déterminant de la thrombose artérielle. La thrombose veineuse est traditionnellement
caractérisee par un thrombus riche en globules rouges et en fibrine, alors que les thrombi artériels,
le plus souvent ancrés sur des lésions athéroscléreuses ou I’inflammation est treés présente, sont

riches en plaquettes donnant un aspect de thrombus blanc (Aiach et Guillin, 2006).

La formation de caillots sanguins est un grave probleme de circulation sanguine. Le thrombus ou
I'embole entrave la circulation sanguine en bloquant le vaisseau sanguin, privant ainsi les tissus d'un
flux sanguin normal et d'oxygene. Ces conséquences entrainent une nécrose du tissu dans cette zone
(Rajman et al., 2014).

Le traitement et/ ou la prévention secondaire des thromboses artériels repose sur les antiagrégants
plaquettaires puisque les plaquettes jouent un rdle majeur dans la physiopathologie de ces
thromboses, alors que le traitement des thromboses veineuses repose sur les anticoagulants (Fischer
et al., 2014).

Figure 03 :
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6. Les plantes medicinales :

Depuis la nuit des temps, les plantes on été utilisées a des fins médicinales et étaient a I’origine

d’une grande partie de la médecine moderne (Edzard et Pittler, 2005)

Selon 'OMS, dans certains pays en voie de développement d'Asie, d'Afrique et d’Amérique latine,
80% de la population dépend de la médecine traditionnelle surtout en milieu rural du fait de la
proximité et de l'accessibilité de ce type de soins au colt abordable et surtout en raison du manque

d'accés & la médecine moderne (Békro et al., 2010).

Une plante médicinale ou encore drogue végétale est définie par la pharmacopée comme étant une

plante dont au moins une partie posséde des propriétés médicamenteuses (Lorrain, 2013).

Ces plantes contiennent une ou plusieurs substances qui peuvent étre utilisées a des fins
thérapeutiques ou qui sont des précurseurs dans la synthese des drogues utiles (Abayomi |,
2010).Certains d’entre elles ne sont pas exclusivement utilisées dans les soins médicaux humains ;

mais appliquées également dans la medecine vétérinaire (Schmelzer et Gurib-Fakim, 2013).

Les plantes médicinales ne sont pas toujours sans danger, elles paraissent anodines mais peuvent se
révéler toxiques ou mortelles, naturelles ou “bio” ne signifient pas qu’elles soient dénuées de

toxicité (Aghandous et Soulaymani-Bencheikh, 2010).

q
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7. Les huiles essentielles :

7.1. Généralités :

Chaque fois, aprés avoir écrasé un pétale de fleur, une branchette, ou une quelconque partie d'une
plante, un parfum se dégage, cela signifie qu'une huile essentielle (HE) s'est libérée (Padrini et
Lucheroni, 1996).

L’homme utilisait les huiles essentielles depuis plusieurs centaines d’année (Baumman, 2015).

Selon la pharmacopée européenne 2008, une HE est un produit odorant, généralement de
composition complexe, obtenu a partir d’'une matieére premiere végétale botaniquement définie, soit
par entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation seche, soit par un procédé mécanique sans
chauffage. Une huile essentielle est le plus souvent separée de la phase aqueuse par un procéde

physique n’entrainant pas un changement significatif de sa composition.

L’association frangaise de normalisation (Afnor, 2000) a définit les huiles essentielles comme
étant : des produits obtenus soit a partir de matiéres premieres soit par distillation a 1’eau ou a la
vapeur, soit a partir des fruits du genre citrus par des procedés mécaniques et qui sont séparés de la

phase aqueuse par des procedés physiques.

Les HE sont des substances de consistance huileuse, plus ou moins fluide, souvent colorées et plus
légere que I’eau ; elles se distinguent des huiles fixes et des principaux lipides en ce sens qu’elles se
volatilisent sous I’action de I’air et de la chaleur. Les HE sont solubles dans I’alcool, I’éther, le
chloroforme, les huiles, les émulsifiants et dans la plupart des solvants organiques mais insolubles
dans I’eau (Bardeau, 2009).

Elles sont obtenues a partir des fleurs, des feuilles, des fruits, des racines, des écorces, de graines,

de bourgeons, de brindilles, de bois, de racines ou de rhizomes (Burt, 2004).

Ces substances  démontrent plusieurs activités biologiques notamment : antibactérienne ;
antifongique ; antivirale ; antiparasitaire ; spasmolytique ; anti oxydante ; anti inflammatoire ;
analgésique ; antalgique ; sédative ; cicatrisante ; circulatoire ; anti tumorale et anti cancéreuse
(Ficelle, 2019 ; Edris, 2007).

En outre, ces molécules bioactives affectent plusieurs cibles dans la cellule (Carson et Hammer,
2011) et peuvent de ce fait, exercer des effets cytotoxiques sur les cellules eucaryotes en
augmentant la perméabilité des membranes mitochondriales externes et internes ce qui provoque la

mort cellulaire par nécrose et apoptose (Amstrong, 2006).
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La toxicité des HE sur les cellules eucaryotes est responsable de leurs effets indésirables sur

I’hote. Les risques sont variés, on note : I'oxydation, l'irritation, la corrosivité, la sensibilisation des

cellules, la toxicité aigue sur les organes, la cancérogénicité et la tératogénicité ce qui limite

I’utilisation médicinale des huiles essentielles (Vigan, 2010).
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Figure 04 : Exemples d'huiles essentielles issues de différentes parties de plantes

(Deschepper, 2015)
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7.2. Procédés d’extraction des huiles essentielles :
Les huiles essentielles sont obtenues par :
- Hydrodistillation
- Distillation séche
- Procédé mécanique sans chauffage
Il existe cependant d’autres méthodes destinées a des utilisations dans d’autres domaines que la
santé. De ce fait, a partir d’'une méme matiére premicre végétale, une multitude d’extraits différents
peuvent étre réalises, parmi lesquels on retrouve les huiles essentielles (Deschepper, 2015)

7.2.1. La distillation a la vapeur d’eau :

C’est de loin le procédé le plus répandu datant de plus d’un millénaire, il convient a la majorité des
plantes aromatiques et permet de fabriquer les huiles essentielles les plus pures (Riote, 2015).
Le procédé consiste a immerger la matiére premiére dans un bain, lI'ensemble est porté a ébullition a
pression atmosphérique dont la chaleur permet I'éclatement et libération des molécules odorantes
contenus dans les cellules végétales. En passant dans un réfrigérant; I'eau se condense et les deux
phases sont récupérés dans un erlenmmeyer, une aqueuse (hydrolat) et l'autre organique (HE). (\Voir
Figure N°06) (Lucchesi, 2005 ; Bachelot et al., 2006). Le contenu de l'erlenmmeyer est transféré
dans une ampoule a décanter (voir Figure N°07) qui permet d'éliminer l'eau aromatique et il reste
que I'HE (Willem, 2002).

Figure N°05: systeme d’hydrodistillation Figure N°06: Ampoule & décanté
(Brahmi, 2019). (Brahmi, 2019).
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7.2.2. Entrainement a la vapeur d'eau:

Cette méthode est proche de I’hydrodistillation, la différence fondamentale est basée sur l'utilisation
des aérosols de vapeur d'eau et cela représente ’avantage de ne pas mettre en contact I’eau avec des
fleurs sensibles qui peuvent perdre leurs principes actifs (Dumortier, 2006). Une vapeur d’ecau
traverse une cuve (I'alambic) remplie de plantes aromatiques. A la sortie de la cuve et sous pression
contrdlée, la vapeur d’eau enrichie de principes volatils, se condense et traverse un serpentin. L.’eau
et I'HE sont recueillis dans un essencier (vase florentin) dont la différence de densité entre les deux

liquides permet une séparation aisée de I’HE (Zhiri et Baudoux, 2005).
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Figure N°07: Montage d’un systéme d'entrainement a la vapeur (Deschepper, 2015).
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7.2.3. Distillation séche
La distillation séche est une méthode d’extraction des huiles essentielles reconnue par la

pharmacopée européenne mais on ne retrouve dans la pratique que peu de documents s’y
rapportant. Cette technique, trés peu utilisée, consiste en un chauffage doux de la matiere premiere,
sans eau ni solvant organique. Les substances volatiles sont ensuite condensées et récupérees.

La température est ici inférieure a 100°C, ce qui limite une nouvelle fois les phénomenes de
dénaturation liés au chauffage. L’absence d’eau permet également de préserver les substances
volatiles de I’hydrolyse. On obtient par ce procédé une huile essentielle de grande qualité, assez
fidéle a I’essence présente dans la plante, mais avec un rendement tres faible. C’est donc une

meéthode qui convient aux matieres premiére particuliérement fragiles (Deschepper, 2015).

Couvercle retourné rempli d’eaun 3 < -
Assiette remplie de cendres et de braises

Pétales

Cuvette remplie d’eau

Figure 08 : Schéma d'une installation de distillation seche (Deschepper, 2015)

7.2.4. La pression a froid :
L’expression consiste a presser la partie de la plante concernée pour récupéré les essences, ce
procédé est congu pour les agrumes dont les huiles sont proches de I’écorce. Les "zestes" sont
dilacérés et le contenu de poches secrétrices rompues est récupéré par un procédé physique qui
consiste a exercer, sous un courant d'eau, une action abrasive sur la surface de fruit. Apres

élimination des déchets, I'HE est séparé par centrifugation (Riotte, 2015 ; Bruneton, 1999).
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8. Oranger doux (Citrus sinensis) :
8.1. Généralités :

L’oranger (citrus sinensis) est un arbre de croissance rapide de la famille des Rutaceae, du genre
citrus qui comporte des arbres et des arbustes aromatiques (spichiger et al ., 2002 ; donadio,
1999). Il est Originaire de la chine (Bottineau, 2010) et a été introduit par les portugais au 18 éme
siecle (Polese, 2008). Cet arbre est maintenant répandu dans le Pacifique, les pays méditerranéens

et les régions chaudes du monde (Dinawari et al., 2017).

Les orangers sont des arbres de hauteur de 9 a 10 m, a fleurs et a feuillage persistant avec de
grandes épines sur les branches. Les feuilles sont verts foncés alternes, a pétioles étroitement ailés
et émet une forte odeur caractéristique d'agrumes en raison de la présence d'huile abondante, les
fleurs d’un blanc immaculé sont trés parfumes, et porte des oranges, le fruit a une pulpe tres
juteuse divisée en cloisons et en loges, au jus jaune a rouge et a I’écorce jaune tirant sur le rouge
((Dinawari et al., 2017 ; Goldhamer et al., 2012). C.sinensis représente la plus large variété du
genre citrus cultivé autour du monde d’un taux d’environ 70% de la production totale de toute les

especes du genre (Flamini et al., 2003).

L’oranger permis d’obtenir des aromates, des eaux parfumées et des pates de fruits (Allian, 2010).

Figure 09: C.sinensis (a) ; C.sinensis (fruits) (b) ; C.sinensis (fleur) (c) (Polese, 2008)
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D’un point de vue botanique, les oranges sont des fruits charnus de type baie avec un péricarpe

structuré en trois parties bien différenciées : 1’épicarpe appelé flavédo, le mésocarpe appelé albédo

et I’endocarpe (pulpe). L’épicarpe est la surface périphérique du fruit. Il est coloré par des pigments

caroténoides étre présente 8 & 10% du fruit. Il contient de nombreuses glandes sécrétrices

d’essences aromatiques qui sont réparties de fagon irréguliére (Huet, 1991).

Figure 10: Schéma détaillant la structure du péricarpe de I’orange (Huet, 1991).
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8.2. Classification botanique :

Le genre citrus comprend plusieurs espéces, il occupe la premiere place mondiale parmi les fruits et

son importance ne cesse de croitre (Guillaume, 2013).

D’apres (Milind et al,. 2012) , la position taxonomique de C.sinensis se présente comme suit :

Reégne Plantea
Embranchement Magnoliophyta
Classe Dicotyledoneae
Sous-classe Sapindales
Ordre Rosidae
Famille Rutaceae

Sous famille Aurantoideae
Genre Citrus

Espéce Citrus sinensis

2
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8.3. composition chimique du fruit d’orange :

I1'y a des produits chimiques naturels précieux dans les agrumes, c'est un excellente source de
différents éléments et vitamines nécessaires pour le corps humain, y compris les vitamines C, les

vitamines B, le potassium, phosphore et autres éléments (Abobatta, 2019)

Composants Teneur
eau 88,4
Protéines (g) 0,8
Acides gras 0,3
Fibres 0,5
Sucre(g) 9,3
Mineraux (g) 0,7
Calcium (mg) 40
Phosphore 30
Fer (mg) 0,7
Vitamine C 50
Energie (Kcal) 40

Tableau 01 : composition chimique du fruit d’orange (Abobatta, 2019).
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8.4. Composition chimique de ’HE de C.sinensis :
L'HE d'orange douce a une odeur douce, fraiche et acidulée, est de couleur jaune a orange.
L'analyse qualitative et quantitative par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (GC / MS) de l'huile essentielle a identifié 115 composés. L'essence
d'orange douce (Citrus sinensis) se compose principalement de (constituants principaux): limonene
(89,547%), B.-myrcene (4,106%), B.-phellandréne (1,670%), a.-pinéne (1,312%). totalisant environ
98,396% (Boughendjioua et al., 2019)

Composés Temps de rétention (min) Pourcentage
a.-Pinene 11.053 1.312%
B.-Phellandrene 13.797 1.670%
B.-Myrcene 15.299 4.106%
a.-Phellandrene 16.090 0.165%
3-Carene 16.405 0.210%
Limonene 18.405 89.547%
d.-Terpinene 20.329 0.239%
Cyclooctane 21.388 0.159%
1,6-Octadien-3-ol 23.415 0.257%
a.-Terpineol 29.840 0.352%
Decanal 31.178 0.251%
Naphthalene 49.899 0.128%

Total 98.396

Tableau 02 : Composition chimique de I'huile essentielle d'orange douce (Citrus sinensis)
(constituants principaux) (Boughendjioua et al., 2019).
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8.5. Les activités biologiques de ’HE de C.sinensis :

L’huile essentielle de C.sinensis a démontré plusieurs activités biologiques in vitro et in vivo
notamment :

8.5.1. Antimicrobienne :
I’'HE que les extraits de I’épicarpe de ’orange ont démontrés une activité antibactérienne contre
plusieurs souches pathogénes tels que : Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhi, Salmonella paratyphi A, almonella paratyphi B, Shigella flexneri,
Vibrio cholerae, staphylococcus auerus ; Mycobacterium tuberculosis ;Bacillus cereus ,Bacillus
subtilus, Plasmodium berghei (Awoibi et al., 2019 ; Bozkurt et al., 2017 ; Djenanne, 2015 ;
Shalu et al., 2015 ; Obidi et al., 2013 ; Najimu et al., 2013 ; Kirbaslar et al., 2009 ;Rajarajan
et al., 2009; Corona et al., 2008)

8.5.2. Antifongique :
L’huile essentielle de C. sinensis possede une activité antifongique sur les pathogenes fongiques tels
que : Aspergillus niger, Aspergillus flavus , candida albicans, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium
solani, Microsporum canis (Dias et al., 2019 ; Qadir et al., 2018 ; Garibay et al., 2017 ; Shalu
et al., 2015 ; Velazquez-Nufiez et al., 2013 ; Kirbaslar et al., 2009 ; Rajarajan et al., 2009).

8.5.3. Anti-inflammatoire, antiallergique et analgésique :
Cette huile essentielle provoque une atténuation de la réaction inflammatoire (induite in vivo par :
I’administration de 1’acétone, trinitrobenzene sulfonic acid TNBS ou bien I’injection de
carragenine),une suppression de réactions allergique, une réduction de I’cedéme ainsi qu’une baisse
de la production du facteur du nécrose tumorale (Khan et al., 2016 ; Bengag et allam, 2015 ;
Mitoshi et al., 2014) comme elle réduit significativement le taux de la dénaturation de 1’albumine
in vitro (Vinodhini et al., 2017 ), ainsi elle a démontré des propriétés analgésiques ( Malleshappa
etal., 2018).

8.5.4. Antioxydante :
L’huile essentielle des écorces d’oranges présentent une source riche d’antioxydants naturels et a
démontré une capacité importante de piégeage des radicaux libres (Vinodhini et al., 2017 ;Ghulam
et al., 2013 ; Hyang-Sook et al., 2000).

8.5.5. Anti thrombotique :
L’huile essentielle de C.sinensis allonge le temps de coagulation sanguine et de ce fait elle posséde
une action protectrice contre les complications des maladies cardiovasculaire essentiellement les
thromboses (Vinodhini et al., 2017 ; Hsiu —Fang et al., 2012).
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8.5.6. Anticancéreuse :
Le limonene composé de I’HE de C.sinensis exerce un effet cytotoxique in vitro sur les cellules
tumorales en réduisant leurs prolifération dans le colon, la bouche et la peau (Monajemi et al.,
2005 ; Kurowska et al., 2004).

8.5.7. Hypolipidémiantes :
L’administration des extraits éthanoliques des écorces d’oranges chez rats albinos sous régime riche
graisses a réduit significativement le poids corporel, le poids du foie ainsi que le taux du cholestérol
et du triglycérides ( Ezekwesili-Ofili et Gwacham, 2015).

8.5.8. Anti hémolytique :

L’HE des écorces de C. sinensis réduit le taux d’hémolyse provoqué in vitro en stabilisant la
membrane des hématies (Qadir et al., 2018; Vinodhini et al., 2017 ).

8.5.9. Anti acétylcholinestérase :
I’HE de C.sinensis peut étre un médicament candidat employeé comme inhibiteur naturel de I’anti

acetylcholinestérase (Boughendjioua et al., 2019)
8.5.10. Autres activités biologiques :

De nombreux travaux ont révélés d’autres vertus de I'utilisation de 1’huile essentielle de
C.sinensis notamment comme :

Un anxiolytique (Mannucci et al., 2018), un hypoglycémiant ( Mallik et khan , 2014 ), un bio
insecticide ( Akono et al., 2016 ; Akhal et al., 2014), un larvicide (Elakhal et al., 2015).

g
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1. L’objectif :

Notre travail a pour objectif d’évaluer quelques activités biologiques in vitro de I’HE extraite
des épicarpes fraiches de C.sinensis notamment I’activité anti inflammatoire, activité anti
hémolytique et I’activité anti thrombotique.

L’extraction des huiles essentielles a été réalisée au niveau du laboratoire de I'université
tandis que les activités on été testées au laboratoire du polyclinique Nord de I’établissement
publique de santé de proximité a Saida.

2. Matériel végetal :

Les écorces fraiches d'orange ont été obtenues a partir d'oranges fraiches (Citrus sinensis)

achetés sur le marché local de la wilaya de Saida (cité Zitoune).

Les oranges ont été lavées et pelées, puis les pelures ont été coupées en 1 cm Piéces carrées
(Djennane, 2019).

Figure 11: oranges fraiches Figure 12: épicarpes d’orange
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3. Extraction des huiles essentielles :

L’extraction des huiles essenticlles a été réalisée par la méthode de 1’hydrodistillation dont le
protocole consiste a introduire 30 g d’écorce fraiches dans un hydrodistillateur de type
Clevenger avec 500 ml d’eau. L’ensemble est porté a ébullition pendant 3 a 4 heures. La
vapeur émise sera condensée grace a un systeme de refroidissement a eau, puis elle sera
collectée dans un flacon opaque. A la fin de I’expérimentation, on obtient un distillat composé
de deux phases I'une est organique (HE) et I'autre est aqueuse (eau aromatique). Ces

dernieres vont étre séparées par décantation pour obtenir I’HE (Nazlina et al., 2017)

Figure 13 : Hydrodistillation Figure 14 : Ampoule a décanter




Matériels et méthodes

4. La conservation de I’huile essentielle obtenue :
L’huile essenticlle (HE) extraite est conservée a une température voisine de 4°C, dans un
flacon en verre fermé et bien enveloppé par un papier aluminium pour la préserver de l'air et
de la lumiere (Vinodhini et al., 2017).

Figure 15 : huile essentielle de C.sinensis obtenue apres extraction.

5. Détermination du rendement d’extraction :

Le rendement en huile essentielle a ¢ét¢ déterminé par rapport a la matiére séche, c’est le
rapport entre le poids d'huile extraite et celui de la matiere végétale utilisée (Bssaibis et al.,

2009). Il est exprimé par la formule suivante :

R (%) = M x 100/ MO
Dont :
R (%) : Rendement en huile essentielle de la matiere végétale.
M : quantité d’huile récupérée exprimée en g.

MO: quantité de la matiére végétale utilisée pour I’extraction exprimée en g.
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6. Evaluation de I'activité anti-inflammatoire in vitro de I'huile de C.

sinensis :

A fin d’évaluer les propriétés anti-inflammatoire in vitro, de I’huile essentielle de citrus

sinensis, le modele de la dénaturation de I’albumine a été choisi dans cette étude.

Le principe de cette technique est basé sur la capacité de 'HE a réduire la dénaturation

thermique du sérum d’albumine bovine (Bouhlali et al., 2016).
6.1. Mode opératoire :

Le mélange réactionnel était composé d'huile essentielle a différentes concentrations (20-100
ul) et de 1 millilitre (ml) d’une solution aqueuse a 2 % d'albumine bovine. Les échantillons
ont éte incubés a 37 ° C pendant 20 minutes (min) puis chauffés a 57 © C pendant 20 min.
Apreés refroidissement des échantillons, la turbiditée a été mesurée par spectrophotométrie a
660 nm. L'expérience a été réalisée en trois exemplaires (Vinodhini et al., 2017). Les tests

ont été réalisés en triplicata.

. Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation des protéines a été calculé comme suit:

’. ey sy Absc ontrole -Abs échantillon) X 100
Pourcentage d inhibition% = ( )

Abs controle

Abs : absorbance.

]



Matériels et méthodes

7. Evaluation de ’activité anti hémolytique in vitro :

Dans le présent travail, le recours a I'utilisation des globules rouges vise a étudier in vitro
I’effet protecteur probable de I’huile essenticlle d’orange sur la préservation de I’intégrité
cellulaire vis-a-vis I’attaque par le peroxyde d’hydrogéne (H205).

7.1. Mode opératoire :

Les échantillons de sang veineux humain ont été prélevés dans des tubes EDTA d'adultes en
bonne santé et bien nourris (25-30 ans). Les tubes ont été ensuite centrifugés a 1500 tour (tr)
/ min pendant 10 min. En outre, le plasma a été jeté des tubes et les globules rouges décantés
ont été lavés trois fois avec une solution saline (0,9% NaCl). Ensuite, les globules rouges ont
été dilués avec du tampon phosphate salin pour donner une suspension a 4% (v/v). Différentes
concentrations de I'essentiel de C. sinensis (20-100 ul) ont été ajoutées a 2,0 ml de suspension
d’érythrocytes puis le volume a été porté a 5,0 ml avec une solution saline. Ce melange a été
pré-incubé pendant 5 min a température ambiante, puis 0,5 ml de solution de H.02 a été
ajouté pour induire une dégradation oxydative de la membrane lipidique. Les tubes ont été
incubés pendant une heure. Ensuite le mélange reactionnel a été centrifugé a 1500 tr / min
pendant 10 min. finalement, I'étendue de I'hémolyse a été mesurée par spectrophotométrie a

540 nm (Qadir et al., 2018). Les tests on été réalisé en triplicata.

Le pourcentage d'inhibition de I'némolyse a été calculé a I'aide de la formule:

Pourcentage d'inhibition = [ABS controle - ABS échantillon / ABS contréle] x 100.

-
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8. Evaluation de P’activité anti thrombotique :
Dans le présent travail, on a évalué le potentiel probable de I’'HE de C.sinensis a dégrader la
fibrine principal constituant des caillots sanguins.

8.1.  Mode opératoire :

Environ 3 ml de sang frais ont été prélevés sur des volontaires (n = 4) et immédiatement
distribués dans différents tubes de micro centrifugation stériles pré-pesés (0,5 ml / tube). Les
tubes ont €té incubés a 37 ° C pendant 45 min. Aprés la formation du caillot, le sérum a été
complétement éliminé (aspiré sans perturber le caillot formé) et chaque tube ayant un caillot a
été a nouveau pese pour deéterminer le poids du caillot (poids du caillot = poids du caillot
contenant- le poids du tube du tube seul).

Une concentration d'environ 20 a 100 pL d'huile a été ajoutée au tube de caillot, 100 pL
d'eau distillée dans un tube de caillot servent de contrble négatif. Tous les tubes ont eté
incubés a 37 ° C pendant 90 min et observés pour la lyse du caillot. Apres l'incubation, le
liquide liberé a été retiré et les tubes ont a nouveau eté pesés pour observer la différence de
poids apres la rupture du caillot (Shahriar et al., 2018)

Le pourcentage de la lyse a été calculé suivant la formule suivante :

Le pourcentage de lyse du caillot = (Poids du caillot avant lyse - Poids du caillot apres

lyse) / Poids du caillot avant lyse x 100

-
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Résultats et interprétations

1. Le rendement en huiles essentielles:

L’HE a été extraite a partir d’une matiere végétale fraiche (C.sinensis) et le rendement a été
calculé par rapport a la matiére végétale fraiche. Les résultats obtenus en montrent un
rendement de 1’ordre de 0,62% en HE des écorces d’orange doux pour la technique

d’extraction qui est I’hydrodistillation.

2. L’évaluation de la ’activité anti-inflammatoire in vitro :
Les résultats de I'inhibition de la dénaturation du sérum d’albumine bovine par I'HE de

C.sinensis sont représentés dans la figure suivante :
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Figure 16 : Taux d'inhibition de la dénaturation de la BSA par ’'HE de C.sinensis

La capacité de I'huile a inhiber la dénaturation des protéines a été étudiée. On a constaté que
I'huile essentielle de I’écorce de C. sinensis était efficace pour inhiber la dénaturation de
I'albumine induite par la chaleur a différentes concentrations. L’inhibition de la dénaturation
est concentration dépendante. A une concentration de 100 pl, le taux d’inhibition de la
dénaturation protéique était de 62%. On a pu calculer la valeur de la concentration inhibitrice
médiane (IC50) qui a été de 1’ordre de 80 pl.
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3. Evaluation de ’activité anti hémolytique :

A fin d’étudier I’effet de ’'HE de C.sinensis sur les globules rouges, un test de stabilisation
membranaire de globules rouges humains a été réalisé. Ces dernieres sont soumises a des
conditions de stress oxydant provoquer par 1’ajout du H>O les espéces réactives oxygénées
ainsi formés conduisent a des altérations membranaires et par consequent une hémolyse. Les
résultats sont représentés dans la figure 17.
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Figure 17 : Taux d’inhibition de I’hémolyse des globules rouges induit par le H202.

On a remarqué que I’huile essentielle de C.sinensis posséde un effet protecteur significatif
contre I’hémolyse induit par le H202. Cet effet est dose dépendant. A une concentration de
100 ul d’HE le taux d’inhibition de ’hémolyse était de 70%. La valeur IC 50 de L’HE

extraite de ’écorce d’orange est estimée a 71 pl.
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4. Evaluation de Dactivité anti thrombotique :

Les résultats ont montrés que l'augmentation de la concentration de I'HE accentue l'activité
de lyse des caillots. L’activité antithrombotique dépend de la dose. L'huile essentielle de C.
sinensis & une concentration maximale de 100 pl a démontré une lyse du caillot d’environ 38
% (figure 18). En revanche, les caillots traités avec 100 pl d'eau distillée stérile n'ont montré

qu'une lyse négligeable des caillots (10%).
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Figure 18 : Taux de lyse des caillots sanguins par I’HE de C.sinensis
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Discussion

Discussion :

Malgré la disponibilité et I’innovation de la technologie et de la médecine moderne, les
pratiques traditionnelles ont toujours une importance primordiale pour traiter diverses
maladies dans le monde. Les substances bioactives provenant de I’alimentation jouent un role
important dans la santé humaine et dans le traitement de certaines maladies chroniques,

notamment les arthrites, les maladies cardiovasculaires ... etc (Chaudhari et al., 2019).

Les vertus des huiles essentielles sont connues et utilisées depuis longtemps, mais cette
utilisation se basait sur des pratiques traditionnelles et des applications sans bases

scientifiques précises (Brahmi, 2019).

Les composés bioactives des agrumes (genre citrus) présentent des propriéetes
antibactériennes, antivirales, antifongiques, anticarcinogéniques, antithrombotique et anti-
inflammatoires. Ces composés actifs sont des phénols, des caroténoides, des phytoestrogénes
et des sulfures ayant potentiel antioxydant qui sont marqués comme promoteur de la santé en

raison de leur large spectre dans le corps humain (Abobatta, 2019).

Le présent travail s’inscrit dans le but la mise en évidence de quelques activités biologiques
des huiles essentielles de 1’espece la plus répandu du genre citrus le citrus sinensis dont

beaucoup de travaux ont dévoilé ses divers effets thérapeutiques.

- Le rendement en huile essentielle :

L’huile essentielle de citrus sinensis a été obtenue par hydrodistillation avec un rendement
de 0,62%, ceci est en accord avec les travaux de Djenane, 2018 qui a rapporté des valeurs
comprise entre 0,50 a 0,70 % pour une variété algérienne d’oranges et 1’étude faite par Qadir et al.,
2018 qui ont noté un rendement de 0,65%. En revanche les données enregistrés ne concordent
pas avec celles de Ghulam et al., 2013 qui ont mentionnés un rendement de 0,24 % et
celles de obidi et al., 2013 qui ont enregistrés un rendement de 0, 46 % .

En outre, Egharevba et al., 2016 ont rapporté un rendement de 0,78%. Cette différence en
rendement peut étre attribuée a plusieurs facteurs dont essentiellement, 1’origine, 1’espéce, la
période de récolte, la durée de séchage et la technique d’extraction des huiles essentielles
(Karousou et al., 2005).

-
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- L’activité anti-inflammatoire :

L'inflammation est une réponse physiologique a une variété d’agents, y compris
microorganismes infectieux, produits chimiques toxiques composés et blessures physiques. Il
existe de nombreuses maladies qui sont associés au processus d'inflammation telles que
l'arthrite et le diabéte, la maladie d'Alzheimer et le cancer. De nombreux medicaments sont
disponibles pour prévenir ou minimiser la progression de l'inflammation; ils comprennent des
anti-inflammatoires non stéroidiens médicaments et corticostéroides, mais ils ont des effets
secondaires. La médecine traditionnelle offre de nombreuses opportunités en matiere de soins
de santé.les huiles essentielles sont utilisées dans ce contexte pour traiter de nombreuses
maladies (Dragomanova et al., 2019 ; Pérez et al., 2011).

Nos résultats approuve que I'huile essenticlle de C.sinensis est dotée d’un pouvoir anti-
inflammatoire important, ceci affirme les résultats obtenus par Vinodhini et al., 2017 qui ont
rapporté une IC 50 équivalente a 64 ul et jazet Dongmo et al., 2008 dont l'activité anti-
inflammatoire a été testée en utilisant la méthode enzymatique par la lipoxygénase; la CI50
était de 20,3 mg / L.

En outre, plusieurs études realisées in vivo ont démontrés 1’effet anti-inflammatoire marqué
de 'HE et des extraits aqueux ethanoliques et méthanoliques des épicarpes d’orange sur
I'eedéme de la patte induit par la carraghénine chez le rats (Malleshappa et al., 2018 ;
Osarumwense, 2017 ; Bengag et Allam ; 2015 ; Mitoshi et al., 2013). Ainsi il a été prouveé
que le limonene composé majoritaire de 1’huile essentielle de C.sinensis présente une activité
anti migratoires sur les macrophages et cela en inhibant les médiateurs pro-inflammatoires
présents dans l'inflammation exsudative tels que les cytokines chimiotactiques. De plus,
I’HE a régulée la production de cytokines inflammatoires, facteur de nécrose tumorale a,
interleukine 6 et 1B (Kummer et al., 2013 ; Min-Jin et al., 2013).

¢
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- L’activité anti-hémolytique :

L’action anti hémolytique in vitro de notre extrait a été évaluée par I’utilisation des
érythrocytes qui constituent un modele cellulaire trés adéquat pour I’étude du stress oxydant.
En raison de la richesse de leurs membranes en acides gras polyinsaturés et la concentration
cellulaire élevee en oxygéne et en I’hémoglobine, ces cellules sont extrémement susceptibles
aux endommagements oxydatifs (Arbos et al., 2008 ). De plus, les érythrocytes sont facile a
isoler du sang et leurs membrane est similaire a d'autres membranes cellulaire (Shobana et
Vidhya, 2016). Les globules rouges sont un outil précieux pour 1’étude des transports
ioniques transmembranaires via la membrane érythrocytaire (Wajeman et al, 1992).

Si les globules rouges (RBC) sont exposés a des substances nuisibles telles que le milieu
hypotonique alors la rupture de sa membrane se produira, provoquant la libération de
I'hnémoglobine et d'autres composants internes dans le fluide environnant (Rahman et al.,
2015).

La protection de la membrane érythrocytaire du sang humain par I’HE de C.sinensis a été
testée contre la lyse évoquée par une solution hypotonique. D'aprés les résultats, on a constaté
que tous les extraits d'écorces d'agrumes ont montré une protection notable des globules
rouges humains contre l'effet néfaste de la solution hypotonique dans une maniére qui s'est
avére la plus élevée a une concentration de 100 pl.

Les résultats notés sont accord avec ceux acquis par Vinodhini et al., 2017 qui ont obtenus
un taux d’inhibition d’hémolyse de 68% a une dose d’HE de 100 pl.

En outre, Azantsa et al., 2019 ont mentionnés un taux de protection contre I’hémolyse de
87,7% et cela par I’extrait aqueux des pelures d’oranges et Malleshappa et al., 2018 ont

rapporté un taux de 80% par I’extrait éthanolique des écorces d’oranges.

0
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- Activité anti thrombotique :

Les agrumes sont connus par leurs activités biologiques bénéfiques pour le corps humain, ils
sont disponibles toute l'année et représentent  une source riche de flavonoides, de
caroténoides et de composés bioactifs qui sont utilisés dans le traitement de I'nypertension et
des maladies cardiaques (Abobatta, 2019).

Les maladies cardiovasculaires représentent I'une des plus notables problémes de santé de la
civilisation moderne. Arrét vasculaire cérébrale et crise cardiaque conduit souvent a une
issue mortelle; probleme essentiel en dessous se trouve la formation de thrombus. Ainsi,
l'application d'especes vegeétales et plantes médicinales en prévention la formation de
thrombus présente un intérét (Bojic et al., 2019).

La présente étude a été menée pour etudier I'activité thrombolytique d'HE des pelures de C.
sinensis. Les résultats obtenus coincident avec celles de Assefa et al., 2016 qui ont noté un
taux de lyse des caillots sanguins d e 41 %. En outre Najnenn et al., 2018 ont rapporté un
faible pourcentage de lyse du caillot par I’extrait méthanolique de la peau de C.sinensis
équivalent a 26,96%. En revanche, Biswas et al., 2018 ont mentionnés un taux de lyse de
seulement 4,79 % pour une dose d’extrait méthanolique de 100 pmg/ml. On peut expliquer
ces différences par la variation des composes bioactives extraites par difféerentes méthodes

d’extractions (Anagnostopoulou et al., 2006)

-
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Conclusion :

Dans le cadre de notre travail, nous nous sommes intéressés a 1’étude des activités anti-
inflammatoire, anti-hémolytique et thrombolytique de I’huile essentielle extraite des épicarpes
d’oranger doux (C. sinensis).

-Ce travail nous a permis en premier lieu de maitriser les plus simples techniques analytiques
en passant de I’extraction des huiles essentielles a partir de la matiére végétale par
hydrodistillation.

Les résultats obtenus de ce présent travail démontrent que les HE de C.sinensis possede un
effet anti-inflammatoire puissant puisque I’inhibition de la dénaturation thermique de
I’albumine était de 62 %. Quand a la stabilisation de la membrane plasmique cette HE a
prouvé un effet protecteur significatif, I’inhibition de I’hémolyse était de 70 %. L’activité
antithrombotique était la moins marquée avec un taux de 38%.

En conséquence, des recherches plus approfondies peuvent étre nécessaires pour parvenir a
des conclusions concretes sur les résultats de la présente étude. Cependant, I'isolement de
nouveaux composés bioactifs et I'évolution de leur mode d'action et de leur profil de toxicité
chronique pourraient étre les prochaines étapes a suivre pour éventuellement trouver de
nouveaux composes menés. La plante peut &tre soumise a un dépistage supplémentaire contre
diverses maladies afin de découvrir son efficacité inexplorée et peut étre une source
potentielle de médicaments  candidats chimiquement intéressants et biologiquement

importants.

A Cet effet, ces résultats ouvrent de larges perspectives pour d’autres études afin de :

- Déterminer les molécules bioactives responsables des activités testés.
- Evaluer leurs activités in vivo en étudiant la toxicité.
- Déterminer leurs mécanismes et leurs modes d’action.

- Evaluer d’autres activités biologiques : antiumorale, anticancéreuse,...etc
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