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Résumé

Le but de ce travail consiste a faire I’étude phytochimique de I’huile essentielle et des extraits
phénoliques du Pelargonium graveolens, valoriser les extraits de cette plante en évaluant leur

activité antibactérienne et antioxydante.

L’extraction de I’huile essentielle et des polyphénols de pélargonium graveolens ont éte réalisé
respectivement a 1’aide d’un appareil hydrodistillation de type Clevenger et de 1’appareil de

Soxhlet.

L’étude de la composition chimique de 1’huile essentielle de Pélargonium graveolens par la
méthode de chromatographie phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse, nous a permis
d’identifier 150 constituants de cette huile dont 23 sont majoritaires avec un pourcentage de
72.04%, parmi les composants majeurs sont : le citronellol_(10.38%°), Y-eudesmol (9.64%),
Nerol (5.59%), Acétate de (S)-citronellol (5.55%). La composition chimique de cette huile est

similaire aux étude bibliographiques.

La mise en évidence de ’activité antioxydante de 1’huile essentielle par le test de piégeage des
radicaux DPPH a donné des résultats significatifs, une valeur de 8 pg/mL a été obtenue pour le

IC50, qui représente un effet moins élevé que celui de I'acide ascorbique (1C50 = 5.34ug/ml).

L’analyse qualitative par CCM a montré la présence des composes phénolique et des

flavonoides dans les différents extraits du pélargonium graveolens étudié.

L’étude de la composition de I’extrait éthanolique de Pélargonium graveolens évaluée par la
méthode de chromatographie en phase liquide haute performance (HPLC), nous a permis de
déterminer 82 constituants dont six sont identifiés : a- tocophérol, catéchine, hesperidine,

Quercetine, acide vannilique et 1’acide tannique.

Le pouvoir antibactérien de ces extraits a été évaluée par la méthode de diffusion sur milieu
gélosé. Les résultats ont montré que I’extrait éthanolique et I’extrait butanolique présentent un

pouvoir antibactérien, contre les bactéries testées par rapport a celui des autres extraits.

Mots de clé : pélargonium de graveolens, I’huile essentielle ; polyphénols, activité

biologique, activité antioxydante.
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Abstract

The aim of this work is to carry the phytochemical study of the essential oil and phenolic
extracts of Pelargonium graveolens, enhance the extracts of this plant by evaluating their

antibacterial and antioxidant activity.

The extraction of the essential oil and of the pelargonium graveolens polyphenols were carried
out respectively using a Clevenger type hydrodistillation apparatus and the Soxhlet apparatus.

The study of the chemical composition of the essential oil of Pelargonium graveolens by gas
chromatography method coupled with mass spectrometry, allowed us to identify 150
constituents of this oil, 23 of which are predominant with a percentage of 72.04%, among the
major components are : citronellol (10.38% °), Y-eudesmol (9.64%), Nerol (5.59%), (S) -
citronellol acetate (5.55%). The chemical composition of this oil is similar to literature studies.

The demonstration of the antioxidant activity of the essential oil by the DPPH radical
scavenging test gave significant results, a value of 8 pg / mL was obtained for the IC50, which

represents a lower effect than that ascorbic acid (IC50 = 5.34ug / ml).

Qualitative analysis by CCM showed the presence of phenolic compounds and flavonoids in

the various extracts of pelargonium graveolens studied.

The study of the composition of the ethanolic extract of Pelargonium graveolens evaluated by
the high performance liquid chromatography (HPLC) method, allowed us to determine 82
constituents, six of which are identified: a- tocopherol, catechin, hesperidin, Quercetin, vannilic

acid and tannic acid.

The antibacterial power of these extracts was evaluated by the agar medium diffusion method.
The results showed that the ethanolic extract and the butanolic extract exhibit antibacterial

power, against the bacteria tested compared to that of the other extracts.

Keywords: graveolens pelargonium, essential oil; polyphenols, biological activity, antioxydant activity
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Introduction Générale

Introduction générale

Au cours des derniéres annees, les plantes médicinales et aromatiques sont intensément criblées
et appliquées dans les divers domaines, parmi ces substances naturelles telles que les huiles
essentielles et les composés phénoliques ont fait 1’objet d’une attention particuliére. Cela est
dd, d’une part, a la facilité et I’efficacité d’extraction de leurs principes actifs, la potentialité de
leurs propriétés antioxydantes et antimicrobiennes et d’autre part, aux périls posés par de

nombreuses substances chimiques de synthese [1].

L’ Algérie regorge d’énormes potentialités en matiére de plantes aromatiques et médicinales en
raison de son vaste territoire, de la diversité de son climat et de la nature de ses sols [2].
Cependant, leur exploitation n’a pas été bien entreprise de facon durable jusqu’a présent et
pourtant, I’industrie pharmaceutique est a la recherche de ces composés intéressants, qui

pourraient compléter ou remplacer les produits chimiques déja utilises [3].

Les Géraniacées sont une famille planétaire de plantes a fleurs [4] avec plus de 830 espéces
réparties dans cing genres [5]. Le genre pélargonium comprend environ 283 especes [6], le
Pélargonium graveolens, appelé également géranium rosat, géranium odorant, pélargonium x
asperum Ehrh, est une plante aromatique de la famille Geraniaceae. Cette derniere est cultivée
pour son huile essentielle qui fait partie des vingt meilleures HE au monde en raison de leurs
propriétés pharmacologiques, utilisée dans plusieurs traitements, notamment de la fiévre, la
diarrhée, la toux et d’autres affections respiratoires [7]. Cette plante fut introduite en Algérie et
plus précisément au 19éme siecle pour ses conditions climatiques favorables et sa situation
stratégique (La plaine de Mitidja), Aujourd’hui, sa culture est pratiquée sur de petites parcelles
dans des conditions de production difficiles est menacée d’abandon malgré les immenses
opportunités qu’elle offrait autrefois, a savoir, sa notoriété sur le marché mondial, son cycle de

production rapide [8].

Cette présente étude consiste a améliorer et porter des contributions en complétant les
recherches manquantes, des extraits (huile essentielle et des polyphénols) du pélargonium
graveolens et avec des techniques d’extraction simples et moins colteuses. Etudier la
composition chimique de ces extraits, faire 1’identification de ces derniéres et analyser
I'efficacité de leur activité biologique, notamment leur activité contre les micro-organismes
contaminants et I’activité¢ antioxydante. Les polyphénols de cette plante aromatique, sont des
extraits importants, qui sont particulierement utilisés dans la médecine traditionnelle (en tant
que médicaments naturels), dans I'industrie  du  cosmétique, dans l'industrie  des

agroalimentaires, et dans la lutte contre les insectes nuisibles
1



Introduction Générale

Le présent travail est constitué de trois chapitres :

e Dans le chapitre I de ce travail, nous abordons d’abord la synthese bibliographique,
qui subdivisée en trois sous parties portant sur les caractéristiques botaniques du
pélargonium en général et pélargonium graveolens en particulier, les propriétes
pharmacologiques d’huiles essentielles et des polyphénols de ce dernier.

e Dans le deuxiéme, nous nous intéressons sur les méthodes c¢’est plus rigoureux et les
techniques d’extractions de I’huile essentielle et des polyphénols

e Dans le troisieme chapitre, nous tenterons alors d’interpréter et d’en rendre explicite
les résultats de ces derniers et comparer avec les travaux antérieurs : la composition
chimique des extraits obtenus par analyse chromatographie sur la couche mince
(CCM), chromatographie en phase liquide haute pression (HPLC) et Chromatographie
en Phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de Masse (GC-MS) et évaluations de

leurs activités antioxydantes et antibactériennes.
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Chapitre I : Etude bibliographique

I.1. Apercu historique des plantes médicinales et aromatiques

Les plantes médicinales ayant toujours eu une place importante dans I'arsenal thérapeutique de
I'numanité. Selon I'Organisation mondiale de la Santé (OMS), environ 65- 80% de la population
mondiale dans les pays en voie de développement, en raison de la pauvreté et du mangue d'acces
a la médecine moderne, utilisaient essentiellement des plantes médicinales traditionnelles pour
leurs soins de santé primaire [9].

L'aromathérapie est une science de la phytothérapie, une discipline des médecines naturelles
qui emploie généralement les huiles essentielles seules ou en les associant entre elles sous le
terme a des fins thérapeutiques [10].

L'accent mis sur la recherche sur les plantes, partout dans le monde et un grand nombre
d’échantillons ont été récolté pour montrer 1'immense potentiel des plantes médicinales et
aromatiques utilisées dans divers systemes traditionnels. De telles études scientifiques ont
conduit a l'isolement de substances chimiques ayant des propriétés thérapeutiques et de
nombreux isolats ont trouvé leur utilisation comme médicaments modernes tandis que d'autres
ont servi de substrats pour la synthese de médicaments [11].

Et malgré les remarquables progrés scientifiques (en chimie organique de synthése) du
vingtieme siécle, plus de 25% des remédes prescrits dans les pays développés tirent directement
ou indirectement leurs origines des plantes [12, 13].

Dans ce contexte, et compte tenu de la disparition accélérée des plusieurs foréts tropicales et
d'autres domaines essentiels de la végétation due aux aléas climatiques, en effet il y a lieu de
poursuivre la recherche dans le domaine des plantes et faire des cultivations. Il y a aussi des
plantes qui n’ont pas éte identifié leur composition chimique :

Une attention urgente doit étre faite au plus grand nombre possible des espéces environ 350.000
plantes sur terre, qui n'ont pas encore été étudiées pour déterminer scientifiguement non
seulement leurs propriétés phytochimiques et pharmacologiques potentielles mais aussi evaluer

leurs qualités, leurs innocuités et leurs efficacités [6].
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I.2. Notion de la phytothérapie

La phytochimie a une histoire importante qui est liée avec celle de ’humanité, en effet dans
chacun des cultures passees les gens ont toujours bénéficié sur les valeurs curatives et
préventives des plantes pour soigner et guérir les Hommes [11].

Depuis I’antiquité, Les plantes médicinales et aromatiques ont été utilisées en phytothérapie
comme des substances thérapeutiques contre plusieurs maladies, donc la phytopérapie est une
science traditionnelle basée sur 1’utilisation des propriétés pharmacologiques des molécules
continues dans les plantes et elle est utilisee pour des fins médicales pour soulager certaines
maladies. Donc on peut définir la phytothérapie comme I'utilisation de plantes ou d'herbes
comme meédicament pour traiter ou prévenir les maladies chez I'nomme et les animaux. Un
certain nombre de rapports ont dévoilé les effets positifs des extraits de plantes en tant qu'agent
antiviral utilisé dans I'alimentation animale ou comme prophylaxie et reméde [14].

Vue leur intérét économique et leur large spectre d’action, voir en milliers de composants ayant
des vertus thérapeutiques. A 1’heure actuelle, plusieurs travaux ont envisagé 1’utilisation de
I’huile essentielle et métabolites secondaires comme alternatives aux multiples substances
synthétiques. Car 1’engouement suscité pour les plantes médicinales et aromatiques qui sont

capables d’offrir des soins plus efficaces et moins agressifs pour 1’organisme [26].

1.3. Les métabolites secondaires des plantes

Les métabolites secondaires sont des composés organiques complexes synthétisés par la plante,
ne sont pas impliqués directement aux processus vitaux de la plante, par contre les métabolites
primaires participent directement dans la croissance et la reproduction des cellules végétales.
Ce sont des acides aminés, les glucides et les lipides.

Les métabolites secondaires permettent a la plante de s’adapter a I’environnement, de moyens
de defense contre les herbivores et les pathogénes, ils sont distingués généeralement par de faible
concentration dans les tissus végétaux [16].

Ils constituent une source importante de produits pharmaceutiques. On peut les classer en
plusieurs grands groupes dont les composés phénoliques, les terpénes et stéroides et les

alcaloides [17].
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1.3.1. Polyphénols
Les composés phénoliques sont des substances présentes dans toutes parties de la plante, dans

tous les organes de la plante, ils possédent un noyau aromatique portant un ou plusieurs

groupements hydroxyles [18].

IIs jouent un rdle important dans la structure et la protection des plantes, les polyphénols ont
également une protection contre certaines maladies, les cancers et les maladies
cardiovasculaires [19]. Les composés phénols présentent de nombreux avantages

antioxydante, antiinflammatoires, inhibitrices d’enzymes [22].

Tableau I.1. Principales classes des composés phénoliques [20]

Squelette classe exemple origine
carbone
Cs Phénols simples Catéchol Nombreuses espéces
Ce-C1 Acide hydroxy benzoiques | P-hydroxy benzoique Epices, frais
Cs-C3 Acide hydroxy cinnamiques Acide caféique Pomme de terre,
coumarine Scopolétin citrus
C6-Cy Naphtoquinones Juglone Noix
Cs-C2-Cs Stilbénes Resveératon Vigne
Cs-C3-Cs Flavonoides Quercétine, cyanidine, Fleurs, légumes
daidzéine

1.3.1.2. Flavonoides

Ce sont des substances naturelles, ayant une structure phénolique qui n’est pas stable, présentes
dans les plantes : les fruits, les léegumes, les céréales, 1’écorce, les racines, les tiges et les fleurs.
IIs jouent un réle primordial dans la croissance des plantes, la floraison, la fructification et la

défense contre les maladies et les microorganismes. [22]

Les flavonoides contribuent également un rdle tres important dans la santé humaine, ils sont
efficaces contre l'inflammation chronique, les maladies allergiques et les maladies

coronariennes [23].

La structure de base de flavonoide est le noyau flavane, qui se constitue de 15 atomes de

carbone disposés en trois cycles (C6-C3-C6).
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1.3.1.2. Quelques structures chimiques de Flavonoides
En outre de I’huile essentielle, les feuilles de pélargonium graveolens possédent d’autres
composes chimiques, notamment des flavonoides, certains travaux antérieurs ont montré

qu’elles contiennent majoritairement des composés tels que :
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Figure 1.1. Différents flavonoides extraits de pélargonium [24]

1.3.2. Méthodes extraction des polyphénols
% Par macération : La macération (extraction solide-liquide) est une opération qui
consiste a laisser séjourner la matiére végétale (broyat) dans un solvant aqueux , pour

extraire les principes actifs (composés phénoliques...)

Le procédé d’extraction, consiste a placer un solvant volatil et la matiére végétale a traiter dans
un Soxhlet ou un extracteur, par des lavages successifs, a travers le solvant on obtient unproduit
appelé « concréte ». Cette concréte mélangée avec le solvant est chauffé et refroidir, de cette
maniére que le solvant contenu dans la concréte s’évapore et produit ainsi obtenu, appelé

absolue [33].

+* Les solvants les plus utilisés
L "hexane, 1’éthanol, 1’éther de pétrole ou encore le dichlorométhane, I’acétone ; [34].

1.3.2.1. L’appareil de Soxhlet
L'extracteur Soxhlet est un ingénieux dispositif en verre permettant I'extraction d'une
substance, il est constitué d'un ballon monocol, d'un réfrigérant et d'un extracteur. Ce

dernier présente un systéeme de tube permettant la vidange du réservoir dont le volume
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varie d'un modéle a l'autre. Le systéme doit étre complété a l'aide d'une cartouche en

cellulose, placée dans le réservoir, destinée a recevoir le composé a extraire [35].
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Figure 1.2. Schéma de I’appareil de Soxhlet

1.3.3. Effets pharmacologiques des polyphénols

Les effets sur la santé des composés phénoliques ne dépendent pas seulement de leurs niveaux de
consommation mais aussi de leur biodisponibilité (taux et la mesure dans laquelle un médicament
atteint son site d'action). En effet, peu d’études ont été menées sur la pharmacocinétique de ces
composes chez I’homme, toutefois, d’aprés des expériences menées sur des flavonoides provenant
de I’alimentation, il apparait que seuls les flavonoides sous forme de génines (ou aglycones) sont
susceptibles d’étre absorbés [36].

Les composés possédent une activité antibactérienne trés vaste et variée. 1ls s’attaquenta un grand
nombre de bactéries avec une intensité différente selon le microorganisme et 1’écosystéme dans

lequel ils se trouvent [38].

1.3.4. L’huiles essentielles

L’huile essentielle est un mélange de composés lipophiles, volatils et liquides, synthétisés et
stockés dans certains tissus végétaux spécialises, obtenue par les differentes méthodes
d’extraction. Elle est ensuite séparée de la phase aqueuse par des procédés physiques

n'entrainant pas de changement significatif de sa composition [25].

Les huiles essentielles, communément sont aussi appelées « essence » sont des mélanges de

substances chimiques volatiles extraites a partir des diverses parties de plantes telles que :
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fleurs, feuilles, racines, tiges, écorces ou graines.

Aujourd’hui, de plus en plus sur le marché mondial, les huiles essentielles occupent davantage
de la place. En effet, suite a I’émergence actuelle de I’aromathérapie, les domaines d’utilisation
des huiles essentielles augmentent aussi. On constate une régression de 1’usage des produits

synthétiques au profit des produits naturels [10].

1.3.4.1. Structure chimique des huiles essentielles

Il'y a un grand nombre de molécules pouvant entrer dans la composition des huiles essentielles,

en proportion trés variable. Ces molécules sont classées selon la famille chimiquea laquelle elles

appartiennent. Les huiles essentielles sont issues de deux types de structures chimiques a savoir
Les composés terpéniques (monoterpenes C10, sesquiterpenes C15, diterpenes C20,

triterpenes C30) et les composés aromatiques dérivés du phénylpropane [27].
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Figure 1.3. Quelques structures chimiques des composés continus dans les HE
1.3.5. Méthodes d’extraction de I’huile essentielle
L’extraction de HE de source végétale peut étre effectuée par plusieurs méthodes, basées sur

des techniques anciennes ou nouvelles. On va en citer quelques-unes.

1.3.5.1. Extraction par Hydrodistillation
Elle consiste a plonger la matiere végétale dans un ballon d’eau et ’ensemble est porté a
ébullition. Elle est généralement faite a pression atmosphérique. Certains organes végétaux sont

fragiles et ne supportent pas les traitements par entrainement a la vapeur d’eau [28].
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1.3.5.2. Extraction de I’huile essentielle par alambic
L’ensemble de la plante est utilisé directement aprés la récolte, les tiges, feuilles et fleurs des
plantes sont mises dans 1’alambic rempli d’eau distillée et porté¢ a ébullition. En effet les

vapeurs hétérogenes sont condensées par un systéme de refroidissement et I'huile essentielle

et I’hydrolat sont séparés par différence de densité.
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Figure 1.5. Alambic en cuivre de I’huile essentielle

A
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Elles étaient utilisées également durant les empires gréco-romains et semblent avoir été
oubliées a I'effondrement de ces civilisations. Le renouveau de leurs utilisations commence au
XV éme siecle dans les cours royales européennes, ou poudres et eaux parfumées embaument
visages, perruques et gants. Leur emploi s'est poursuivi jusqu'au X1X eme siécle.

Apreés s'est ouvert I'ére d’industrialisations des produits synthétiques qui les relégua en

arriere-plan devant leur co(t inévitablement plus élevé et moins de produits toxiques [10].

10
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1.3.5.1. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

C’est I'une des techniques plus connues pour 1’obtention de HE. [29] Dans cette extraction, le
matériel végétal est soumis a I’action d’un courant de vapeur sans macération. Il n’y a pas de
contact direct entre 1’eau et la matiére végétale, puis entre 1’eau et les molécules aromatiques
pour éviter de dégradation pouvant nuire a la qualité de 1’huile ou les molécules thermosensibles
[30].
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vapeur d’eau

Figure 1.6. Entrainement a la vapeur d’eau

1.3.5.2. Extraction assistée par micro-ondes

Le matériel végétal est déposé dans un réacteur au sein d’un four micro-ondes sans
additionne d’eau ou de solvant [31]. L’eau contenue dans la maticre végétale permet d’en
dilater ses cellules et mene a la rupture des glandes et des récipients oléiferes. L’HE ainsi

libérée est évaporée avec I’eau de la plante.

1.3.5.3. Hydrodistillation assistée par micro-ondes sous vide

Le procédé d'hydrodistillation par micro-ondes est reposé totalement sur le principe de
I'nydrodistillation habituelle. A Ia différence de I’hydrodistillation classique, le matériel végétal est
donc mis dans un ballon disposé dans I'enceinte du four a micro-ondes en présence d'une

quantité d'eau suffisante [32].

11
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Figure 1.7. Schéma d’extraction assistée par micro-onde sous vide

1.4. Description générale de la plante pélargonium

Le pelargonium vient de La famille des Geraniaceaes, comprend 5-7 genres et 650-800 espéces
: Ce sont des plantes herbacées, des arbrisseaux ou des arbustes, annuelles, bisannuellesou
vivaces et parfois ligneuses a la base ; quelques-unes ont des tubercules, principalement des
régions tempérées a subtropicales.

Le genre pélargonium comprend plusieurs espéces distinctes, dont la plupart se trouvent dans
I'némisphere Nord, principalement dans les climats tempérés [27].

Le Pélargonium est originaire d'Afrique australe, précisément en Afrique du sud ou un grand
nombre a été employé comme les médicaments traditionnels ayant principalement des
propriétés anti dysentériques, cultivée dans de nombreuses régions méditerranéennes et

subtropicales, importée en Algérie en 1847 [27].

1.4.1. La description botanique du pélargonium graveolens

Il'y a environ 200 espéces distinctes de genre Pélargonium dont Le pélargonium graveolens
appartient a la famille des Geraniaceaes. Il porte différents noms dont géranium rosat,
géranium odorant, pélargonium x asperumEghrh [8].

Les fleurs de Pélargonium graveolens sont disposées en une inflorescence ressemblant & une
ombelle : I’inflorescence est la disposition des fleurs sur la tige d’une fleur. Tous ont des poils
pétiolés, généralement glandulaire, feuilles palmées a profondément palmées; les divisions
dentées ou lobées. Les feuilles de la tige sont normalement opposées mais les feuilles

inférieures peuvent étre alternes [27].

12
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Figure 1.7. Fleurs de pélargonium graveolens

1.4.2. Les caractéristiques morphologiques

Le Pélargonium graveolens est un arbrisseau, il peut atteindre jusqu'a 1,30 m de haut

et s'étalant sur 1 m de large, érigé, assez rameux.

- Les feuilles sont odorantes, opposées, persistantes, découpées, cerclées,
d'environ 4 x 6 cm. Elles sont douces et recouvertes de poils qui donnent un
aspect velouté, aromatiques et défensifs contre les insectes, les pucerons par
exemple. Lorsqu’on froisse la feuille, elle dégage un puissant parfum de rose

citronné.

- Ses fleurs roses, a pétales sont souvent d’une coloration trés foncée. En effet,
elles montrent 5 pétales roses, dont certains se chevauchent et parmi lesquels 2
sont lignés de rouge. Elles sont en grappe et groupées par 2 Facile de culture et

résistant a la sécheresse, il fleurit dés avril et pendant toute la belle saison [39].

- Etamines 5 ou 10 et 15, puis en deux verticilles, parfois quelques stériles,
filaments libres ;

- Pétales 5 (4, 2 ou 0), libres, imbriqués ;

- Ovaire a5 lobes ; [26].

13
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Tableau 1.2. Comparaisons entre P. graveolens et autres espéces plus connues de P.

- Il peut atteindre 1,30 m de haut et s'étalant sur 1 m de large ;
- Les feuilles sont cerclées, d'environ 4 x 6 cm ;
Pélargonium - Ses fleurs roses, 5 pétales ; [26].
graveolens
Pélargonium - P. radens est un arbrisseau érigé, dense, pérenne, 1l est un peu long
radens que P. graveolens de 1,50 m de haut ;

- Ses feuilles sont extrémement divisées, pédalées, avec des
segments étroits. Elles sont rugueuses au toucher et assez grandes
de 3 x5 cm jusqu'a 11 x 15 cm, avec repliées vers la face
inférieure ; [33].

= 2 o
Pélargonium - P.zonale est 1 m de haut, mais pouvant aussi ramper sur le sol.
zonale - Les feuilles sont cordiformes, traversées par une bande annulaire
brune, de 2 & 8 cm de diametre ;
Les fleurs ont pétales sont genéralement de couleur rose péle et parfois
blanc ou rouge, Il y a 7 étamines fertiles et 2 trés courtes ; [40].

14
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Pélargonium radens et Pélargonium zonale peu connus en Algérie, le grand public confond
avec le genre géranium néanmoins ils sont connus dans les milieu universitaires ou dans le

domaine de la recherche.

1.4.3. Taxonomie :

P. graveolens est connu avec d'autres noms régionaux dans différentes parties du monde, tels

que :
Algérie : Attarcha

Anglais : rose geranium

Afrique du sud : pelargonium graveolens
France : géranium rosat [17].

Inde et Madagascar : géranium Bourbon

Le tableau suivant représente la classification de Pélargonium graveolens, selon I’agence du

département de l'agriculture des Etats-Unis (United States Department of Agriculture, USDA)

Tableau 1.3.Classification de Pélargonium graveolens

Régne Plante
Division Plantes a fleurs
Classe Dicotylédone

Ordre Géranial

Famille Géraniacée

Genre Pélargonium

Espéce Graveolens
[26]

15
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1.4.4. Cultivation du pélargonium graveolens

L'usage principal des especes de pélargonium est en phytothérapie, tandis que celui de L'huile
de géranium dérivée de pélargonium est utilisée dans plusieurs domaines, en aromathérapie des
produits, en cosmétique et en parfumerie [3].

e Cette plante odoriférante cultive dans les endroits ensoleillés a mi- ombrageés et elle a
besoin d’une bonne terre perméable et riche en humus (la couche supérieure du sol créée
et modifiée par la décomposition organique). Il faut en tout cas éviter I’eau stagnante
qui risque de faire pourrir les racines. Les pelargoniums doivent rester dehors, dans un
endroit protégé, pendant les mois d’été. Le mieux est de le cultiver dans un récipient
afin de pouvoir le rentrer en hiver. L’odeur des feuilles est la plus intense peu avant la
floraison. Une taille modérée a deux reprises pendant les mois d’été favorise une
croissance saine et dense. Comme les plantes ne supportent pas le gel, elles doivent
passer 1I’hiver dans un endroit clair et plut6t frais [41-42].

e Lesespéces de pélargonium sont cultivées depuis longtemps en raison de leurs parfums
attrayantes des couleurs vives. L'huile de ce dernier, qui est dérivee de plusieurs especes
de Pélargonium, est une culture végetale importante. Il n'est donc pas étonnant que
I'étude chimique du pélargonium s'est concentrée sur les huiles essentielles présentes.

Plus de120 constituants volatils ont été détectés [27].

1.4.5. Valorisation du pélargonium graveolens

Plusieurs pays intéressent a I'amélioration variétale de ce dernier, Les travaux réalisés en
France et en Algérie, en URSS, et au Japon ont progressivement I'élaboration de plusieurs
hypothéses de travail et sont caractéristiques des difficultés rencontrées par les sélectionneurs
dans ce domaine. Au début du siécle, I'amélioration variétale des plantes cultivées passait
nécessairement par I'hybridation, seule technique alors connue et opérationnelle pour accroitre
la variabilité au sein d'une population et assurer le brassage et la recombinaison des caracteres,
en effet ceci permis a obtenir plusieurs especes distinctes [43].

Commercialiser sous le nom " Géranium huile " est obtenue a partir des feuilles de cette
derniére, d'un certain nombre de cultivars (variété de plante obtenu en culture) de
Pélargonium cultivés principalement a la Réunion (département frangais), en Chine, en
Egypte et au Maroc. Il existe cependant un grand nombre d’espéces parfumées,hybrides

et cultivars qui sont actuellement inexploités, mais présentent certains potentiels comme

agents odorants pour la parfumerie et I'industrie alimentaire, agents antimicrobiens.[27].
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1.4.6. Utilisation de pélargonium graveolens dans les divers domaines
A. Les propriétés thérapeutiques

Le Pélargonium graveolens a été utilisée en médecine traditionnelle depuis longtemps pour
ses nombreuses propriétés thérapeutiques. Par exemple, pour le traitement des plaies et les
bralures superficielles, en cas de grande fatigue ou de stress et pour le soulagement des
hémorroides, de la dysenterie, de I'inflammation et du cancer.

Elle fait partie des 20 meilleures huiles essentielles au monde, Il est connu pour ses propriétés
pharmacologiques dans le traitement de la bronchite, de la fiévre, Diarrhée, la toux, la gastro -

entérite et les autres affections respiratoires [26].

B. Emploie de I’huile essentielle en médecine traditionnelle et aromathérapie

Le pélargonium graveolens employé traditionnellement contre diabétique, cette plante a été
aussi utilisée pour traiter une variété de symptdémes, notamment : néphrite, plaies, fiévre,
rhumes et maux de gorge, inflammation, au fil du temps il a fait ses preuves pour aider a gérer
ces maladies. II est utilisé en médicine moderne, d’aprés sa composition chimique riche en
alcools terpénique, cela a prouvé que HE de pélargonium graveolens a des propriétés

thérapeutique importantes [44].
Les aromathérapies distinguent par différents modes d'administration des huiles essentielles.

Le conditionnement habituel est sous forme de flacon de verre brun de
5ml, le prix est variable de 5 a 15 euros, le volume de commande est illimité. La disponibilité
du produit est assez importante. On la trouve sur les marchés itinérants, en parapharmacie et

via le commerce électronique ou on note une abondance des sites [11].

Apres la récupération de I’huile essentielle de pélargonium graveolens, Il était utilisé et

continuer d’étre utilisé en aromathérapie par voie interne et externe [19].

C. Dans le domaine Agroalimentaire

La FEMA ( Flavor and extract manufacturers association) La FDA ont approuvé que

I’utilisation de HE de pélargonium gravelons pour 1’usage alimentaire.

Cette huile essentielle est également enregistrée par le conseil de I’Europe dans la liste des

épices [1].
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P. graveolens dans l'industrie alimentaire est employé pour son activité antimicrobienne. L'huile
essentielle a montré a travers de nombreuses études son efficacité dans la lutte contre les
bactéries et les champignons. Cette action antimicrobienne a conduit atester I'nuile contre les
agents pathogénes de détérioration des aliments et a montré des résultats prometteurs. Assez

pour gu'il soit hautement considéré dans I'industrie alimentaire comme agent conservateur [45].

Elle joue le rdle d’antioxydant car ¢’est une des propriétés qui contribue a la popularité dont
jouissent les aromates et les épices. Il est employe de plusieurs manieres dont on peut utiliser
les feuilles et les fleurs généralement delicates de la plante dans la cuisine. Des fleurs pour
décorer une salade mettentnon seulement une note colorée, mais également des accents
golteux. Les feuilles finement hachées peuvent servir pour assaisonner des sauces, des flans
et pour confectionner des confitures et du sirop. Mais les biscuits, gateaux et pains peuvent
également étre aromatisés avec les différentes fragrances des pélargoniums. Les feuilles
odorantes et les fleurs graciles de la plante sont bien sOr aussi parfaites pour décorer une table
festive, et un pot-pourri de fleurs et d’aromes envoltants est un magnifique cadeau tres

personnel.

D. Cosmétique et parfumerie

L’huile essentielle de géranium est I’'une des huiles les plus sollicitées et commercialisées dans
le monde de la parfumerie. En effet elle occupe une place trés importante dans les formulations
en parfumerie par ses composants citronellol et géraniol utilisés pour la syntheseet la
fabrication de nombreux parfums de qualité supérieure [11].

Les propriétés chimiques et cutanées de HE de pélargonium graveolens ainsi son odeur sauve,
a permettre I’introduction de cette derniére dans I’industrie de la parfumerie, cremes et produit
cosmétique, la qualit¢é de HE est influencées par ’origine géographique de la plante Le
Géranium de Grasse posséde une odeur rosee, particulierement fine, tenace, suave et forte,trés
voisine de celle de I’huile essentielle de rose. L’odeur du Géranium de la Réunion est rosée de
feuille, aux accents de menthe poivrée, tandis que celle d’ Afrique est plus 1égere, un peu moins
menthe avec une puissante note de rose. Quelques parfums connus renferment du pélargonium,
on les cite : Brut (Fabergé), Déclaration (Cartier), Miss Dior (Dior), Caleche (Hermes) et Habit

rouge (Guerlain) [46].
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- En plus il est utilisé dans plusieurs domaines, protection contre I'herbivore par les
tétaniques a deux points a déja été démontré dans le cas des dérivés d'acide salicylique.
Une écologie chimique intéressante commence déja se développer dans lecas de ces
plantes et de leurs ennemis naturels.

- Ses feuilles, emballées dans un sachet odorant, peuvent également servir de diffuseur

de parfum.

1.5. Propriétés physico-chimiques de HE de P. graveolens

La détermination des mesures physico-chimiques de I’huile essentielle de Pelargonium

graveolens a été notée selon les normes ISO et AFNOR 2000.

Tableau 1.4. Paramétres physico-chimiques de HE

parameétres Comores [47] | France [31] AFNOR [68]
Densité 0.892 0.905 De 0.884 4 0.892
Indice de réfraction(v/v) 1.466 1.44700 De 1.461a1.470
Miscibilité a I’éthanol 3 2-3 3-5

Selon I’ Association Frangaise de Normalisation : AFNOR 2000

v Densité relative & 20°C

La densité relative a 20°C d’une huile essentielle est définie comme étant le rapport de masse

d’un volume d’huile essentielle a 20°C, a la masse d’un volume égal d’cau distillée a
20°C.
Si la densité est inférieure a 0.9, les essences des plantes végétales sont riches en terpenes.

Dans le cas ou elle est supeérieure a 1, les essences des plantes végétales contiennent des

composés aromatiques, des sulfures et des nitrites.

Enfin si la densité est comprise entre 0.9 et 1, les essences ont une composition encore plus

complexe [48].

- Liquides a tempeérature ambiante
- Unindice de réfraction variant essentiellement avec la teneur en terpénes

(monoterpénes) et en dérivés oxygénés. Une forte teneur en monoterpénes donnera
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un indice ¢élevé, cependant une teneur en exces en dérivés oxygénés produira 1’ effet
inverse ;

Tres altérables, sensibles a 1’oxydation et ont tendance a se polymériser donnant lieu a la

formation de produits résineux, il convient alors de les conserver a 1I’abri dela lumiére et de I’air
[71.
1.5.1. Propriétés organoleptiques de HE de P. graveolens
En genéral, elle est présentée par les caractéristiques organoleptiques par I’aspect, la couleur
et I’odeur de I’huile essentielle de Pélargonium graveolens ont été signalée selon plusieurs

travaux antérieurs.

Ces parameétres organoleptiques de HE de P.de graveolens sont résumés dans le tableau 1.5,
répertoriés dans les normes AFNOR et ISO 4731

Tableau 1.5. Caractéristiques organoleptiques de HE de P. graveolens

Apparence Liquide limpide
couleur Jaune a vert clair
odeur Rosée Citronnée

L'huile essentielle de Pélargonium graveolens est liquide a température atmosphérique et a
pression ambiante.
Sa densité est de 0,85.

Un litre d'huile essentielle pese 850 grammes.

1.5.2. Toxicité de I’huile essentielle P. graveolens

Le Pélargonium graveolens est classé comme plante atoxique. Une sensibilisation évoluant vers
une véritable allergie est possible. Les réactions allergiques a cette plante sont néanmoinsrares.
Une étude danoise effectuée sur 253 jardiniers et travailleurs exposes a la plante n'a retrouvé
que 7 tests cutanés positifs témoignant de phénomeénes allergiques soit moins de 3% sur une
population non représentative de la population générale puisqu'exposés a la plante

régulierement dans le cadre de leurs activités professionnelles [10].



Chapitre | : Etude bibliographigue

Pélargonium graveolens. Aucune étude publiée ne rapporte de cas d'intoxication par ingestion
de ce produit. Les cas répertoriés concernent exclusivement des affections bénignes de nature

dermatologique : Une irritation cutanée, fissuration et assechement.

Néanmoins, deux cas d’empoisonnement ont été répertoriés chez des enfants apres ingestion
d'huile essentielle de citronnelle dont la composition chimique est proche de celle de I'huile
essentielle de Pélargonium graveolens avec la présence de citronellol (10 a 35%) et de
géraniol (18 a 21%) [49-51].
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Chapitre 11 : Matériel et méthodes
I1.1. Matériel végétal

Le pélargonium graveolens a été recueilli dans la commune de Miliana, elle est située au nord
de la wilaya d'Ain Defla. La ville se situe a 114 km au sud-ouest d'Alger (36° 17’ nord, 2° 13’
est ), elle est limitée au Nord par la wilaya de Tipaza, a I’Ouest par la Wilaya de Chlef, au Sud

par la Wilaya de Tissemsilt et a I’Est par les Wilayas de Blida et de Médéa [52].

Les échantillons de pélargonium de graveolens ont été récoltés en pleine floraison durant le
mois d’avril 2021. Seule la partie aérienne (feuilles et fleurs) qui a été collectée en début de

matinée afin que le matériel végétal soit le plus frais possible [7].

11.1.1. L’identification de I’échantillon

La plante a été identifié par le Dr. Benmoussa Kouache, enseignant chercheur au niveau du

département SNV a I’université de Djillali Bounaama Khemis Miliana.

11.2. Préparation et conservation de pélargonium graveolens récolté

Aprés I’identification de 1’échantillon, Les feuilles et les fleurs de pélargonium graveolens
fraichement recueillies, sont sechées a I’ombre dans un endroit sec et aéré (ventilation) pendant
environ trois semaines. Elles sont récupérées dans des sac propres pour servir ultérieurement a

I’extraction de I’huile essentielle et de polyphénols [7].

Figure 11.1. Feuilles P. graveolens séchées
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11.2.1 Produits chimiques et matériels utilises

Choix de paramétres de produits chimiques :

La solubilité de I’espéces a extraire avec le solvant

Leur tempeérature d’ébullition est inférieure a 100 °C

Toxicite peu élevé

Disponibilité de solvants etc.

Les principes parametres de ces produits chimiques sont résumés dans le tableau suivant,
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Tableau 11.1. Produits chimiques utilisés

(CHCI3)

Produits chimiques | Degré de | Température(°C) | Densité a 20°C
utilisés pureté(%o) (g/cm?)
Ethanol 96 78 0.79
(CH3CH20H)

Butanol (C4H100) 98.5 117 0.81
Ether de pétrole imprécis 40 2 60 0.65
(CHs3-(CH2)n-CHs)

Ether

diéthyliqueEther 99.5 35 0.71
diéthylique(CHs-

CH,-O-CH2-CH3) ;

Chloroforme 99 61 1.48
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11.3. Extraction de HE de P. graveolens

L’extraction d’huile essentielle de cette plante a été effectuée au laboratoire de génie des
procédes a I’universit¢é de Dijillali Bounaama Khemis Miliana. L’huile essentielle de
pélargonium graveolens a été obtenue par la technique d’hydrodistillation (Clevenger).

e Mode opératoire
Une masse de (50 g) de notre plante pélargonium graveolens, séche, finement découpées afin
de diminuer la surface de contact vapeur-les feuilles, est introduite dans un ballon en verre de
1000 ml contenant une quantité suffisante d'eau distillée (600ml). Le mélange est porte a
ébullition a l'aide d'un chauffe ballon, au fur et a mesure les vapeurs chargées d'huiles
essentielles et hydrolat passent a travers le tube vertical puis dans le réfrigérant, ou on aura lieu
la condensation. Les gouttelettes ainsi produites s'accumulent dans le tube rempli au préalable
d'eau distillée.
En raison de la différence de densité, I'huile essentielle surnage a la surface de I'eau.
L’hydrodistillation dure 3 heures et demi. Les huiles essentielles obtenues sont réecupérées avec
la seringue et mises dans un flacon a I'abri de la lumiére et stockée a (4-6°C) jusqu'aux tests de
chromatographie en phase gazeuse, tests antioxydantes et tests antimicrobiens.

» Lachaleur permet I’éclatement et la libération des molécules odorantes contenues dans
les cellules végétales. Ces molécules aromatiques forment avec la vapeur d’eau, un
mélange azéotropique.

» La durée d’une hydrodistillation peut considérablement varier, pouvant atteindre
plusieurs heures selon le matériel utilisé et la matiére végétale a traiter. Dans cette étude

la durée est en général a 3h et demi [30].
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Figure 11.2. Montage appareil d’hydrodistillation de type Clevenger.

11.3.1. Conservation de I’huile essentielle de pélargonium graveolens

La conservation des huiles essentielles s’est fait dans les condition prédéfinies (précautions
indispensables):

C'est la raison pour laquelle la conservation de I’huile essentielle exige a une température
voisine de 4 °C, dans un flacon en verre brun fermé hermétiquement pour la préserver de l'air

et de la lumiére.

11.3.2. Détermination du rendement de I’huile essentielle de P. graveolens

Le rendement en huiles essentielles est déterminée, la masse d’huile extraite par rapport a la
masse de matiére seche utilisée a I’extraction. Autrement dit, le volume d’huile recueilli doit
étre quantifié en liaison avec la quantité placée dans le ballon. Il faut savoir que plusieurs

calculs existent et different selon qu’il s’agisse de matiére fraiche ou séche. En conséquence,

la determination du rendement peut s’effectuer en deux temps :
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e Dans cette étude, La formule ci-dessous permet de déterminer le rendement en huile

essentielle de pélargonium de graveolens.
R (%) =Y *100 ...(11.1.)
MS

Avec :
R : rendement de I’huile essentielle en pourcentage (%)
V : volume de I’huile (ml) recueillie

MS : masse de matiere seche (g)
11.3.3. Analyse chromatographique de I’huile essentielle de P. graveolens

La composition de I’huile essentielle du Pelargonium graveolens a été réalisée au laboratoire de

Valorisation des Substances Naturelles a 1I’université de Khemis Miliana.
L analyse chromatographique permet d’identifier des divers constituants d’huiles, par
couplage d’un chromatographe en phase gazeuse a un spectrométre de masse (GC/MS) [53].
L’ordinateur enregistre les données provenant du spectrometre de masse et les convertit en
valeurs des masses et des intensités des pics et en courant ionique total voir | schéma de
GCMS(annexe). Il permet I’examen des données enregistrées et leur manipulation (spectres de
masse, chromatogrammes reconstitués, soustraction d’un spectre par rapport a un autre, calcul
d’une moyenne sur plusieurs spectres, etc.) [34,54-57].

Les conditions opératoires de GC-MS

L’analyse chromatographique a ¢té effectuée sur un chromatogramme en phase gazeuse a
régulation électronique de pression de 57.4 kPa, équipé d’une colonne capillaire en silice 30
m de longueur, 0,25mm de diamétre et 0,25um d’épaisseur de film, d’un détecteur a ionisation
de flamme réglé a 250°C et alimenté par un mélange de gaz injecteur split réglé a 240°C. Le
gaz vecteur est I’argon a 1ml/min. Le mode d’injection est split, la température dela colonne
est programmée de 40°C (V :3 mm/min) a 250, la durée totale d'exécution était de47 min. La
plage de masse de balayage était de 45 a 500 m/z a un taux d'échantillonnage de 1,0 balayage/s.
La température a été programmée pour augmenter de 4°C/min avec une température finale de
240°C.

11.3.4. Evaluation de P’activité antioxydante de I’huile essentielle

Le pouvoir antioxydant de cette huile et ces extraits est développé comme substitut dans la
conservation alimentaire. Il est présent surtout dans les phénols et les polyphénols qui sont

responsables de ce pouvoir. Lorsque 1’on parle d’activité antioxydante, il y a deux sortes,
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selon le niveau de leur action : une activité primaire et une activité préventive(indirecte).

Les composés ayant une activité primaire sont interrompus dans la chaine auto catalytique de
I’oxydation. Par contre, les composés qui ont une activité préventive sont capables de retarder
I’oxydation par des mécanismes indirects tels que la complexation des ions métalliques ou la
réduction d’oxygene... etc.

Des études ont dévoilé que I’incorporation des huiles essentielles directement dans les aliments
(viandes hachées, lIégumes hachés, purées de fruit, yaourts...) ou I’application par vaporisation
en surface de I’aliment (piece de viande, charcuterie, poulet, fruits et 1égumes entiers...)

contribuent a préserver 1’aliment des phénoménes d’oxydation [58, 59].

1. Protocole suivi lors du calcul de ’activité antioxydante : [17]

Cent microlitres (100pul) de 3 différentes dilutions d’huiles essentielles seront mélangés avec
2.9 ml de la solution d’éthanol de DPPHe de 0.004% (p/v) dans des tubes a essai secs.

Apres 30 min d'incubation & une température ambiante et & I’obscurité, I'absorbance a été

mesurée a 517nm.
Le controle négatif est composé de 100pl d’éthanol et de 2.9ml de la solution de DPPH.

Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; I’absorbance de

I’acide ascorbique est mesurée dans les mémes conditions que celle de I’huile essentielle.

2. Préparation des dilutions de I’huile essentielle :

En se basant sur des essais préalables, une gamme de dilutions de concentrations allant de

100pg/ml a 1000pg/ml a été préparée comme suite :

- Peser 100mg de I’huile essentielle de pélargonium graveolens par une balance
analytique (précision de 0.0001g) ;

- Introduire ces 100mg dans un tube a essai contenant 10 ml d’éthanol (solution A) (10
000ug/ml) ;

- Introduire ensuite 1 ml de la solution (A) dans un tube contenant 9ml d’éthanol
(solution B) (1 000pg/ml) ;
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- Introduire 0.8, 0.4, 0.2,et 0.1 ml de la solution (B) dans des tubes contenant 9.2, 9.6, 9.8 et 9.9

ml d’éthanol, respectivement pour avoir les concentrations 800, 600, 400, 200 et 100 pg.mi-1.
Expression des résultats I’activité anti radicalaire :

En appliquant la formule suivante : PR = (AC - AE)/AC.100... (IL2.)

PR : pouvoir de la réduction en % ;

AE : absorbance de la solution de DPPH- en présence de 1’huile essentielle ou de la vitamine C

AC : absorbance de la solution de DPPHe en absence de ’huile essentielle et de la vitamine C.

I1.4. Extraction de polyphénols de P graveolens par I’appareil de Soxhlet.

11.4.1. Mode opératoire
On introduit 10 g de poudre de la plante dans la cartouche filtrante et 200 mL de solvant dans
le ballon. Cette extraction en continu est menée jusqu’a extraction totale des composés

extractibles. La durée d’extraction est environ 3h.

On a effectué des extractions successives par différents solvants, du plus polaires au moins
polaires : 1’éthanol, 1’éther de pétrole, le chloroforme, ’acétate d’éthyle et butanol ont été

réalisées a la température d’ébullition de chaque solvant [2].

L’extrait a I’hexane contient des composés apolaires, tandis que le chloroforme extrait les
composés peu polaires et que 1’acétate d’éthyle permet d’obtenir un extrait riche en composés
moyennement polaires. Le méthanol, solvant le plus polaire, extrait, quant a lui les composeés

les plus polaires.
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Figure 11.3. Procédé d’extraction par Soxhlet

Le montage de I’appareil Soxhlet est constitué d'un corps en verre, dans lequel on place une
cartouche en papier épais (une matiere pénétrable pour le solvant), d'un tube siphon et d'un tube
de distillation. Dans le montage, I'extracteur est placé sur un ballon contenant le solvant

d'extraction. Le ballon est chauffé afin de pouvoir faire bouillir son contenu.

La cartouche contenant le solide & extraire (10g de 1’échantillon) est introduite dans I'extracteur,

au-dessus duquel est placé un réfrigérant servant a liquéfier les vapeurs du solvant.

» Extracteur proprement dit permettant le contact entre le solvant et le solide
dans une cartouche poreuse ;

» Siphon qui permet 1’évacuation de la solution de la matiére solide vers le
ballon ;

> Réfrigérant a eau qui permet la condensation des vapeurs de solvant dans la
cartouche. Le solide est toujours en contact avec le solvant pur grace au
remplissage régulier de la cartouche, ce qui présente les meilleures capacités de

solubilisation des composés a extraire ;

Le ballon est chaufté, le liquide étant amené a 1’¢€bullition, les vapeurs du solvant passent a
travers le tube de distillation et rentrent dans le réfrigérant pour étre liquéfiées. Ensuite, le
condensat retombe dans le corps de I'extracteur sur la cartouche, faisant ainsi macérer le
solide dans le solvant. Le solvant condensé s'accumule dans I'extracteur jusqu'au niveau du
sommet du tube-siphon, suivi par le retour dans le ballon du liquide de 1’extracteur

accompagne de substances extraites qui est 1’échantillon de pélargonium de graveolens.
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Ainsi de suite le solvant dans le ballon s'enrichit progressivement en composants solubles.
L’extraction continue jusqu’a I’épuisement de la matiére solide chargée dans la cartouche.la

séparation de soluté solvant et soluté s’est faite a 1’aide d’un rotavapeur (annexe 2 figure I.1.).

[60].

11.4.2. Dosage des composes phénoliques présents dans le P. graveolens

1. Détermination de Polyphénols dans les extraits de P. graveolens

Une prise de 125 pl de ’extrait dilué 10 fois est mélangée avec 500ul d’eau distillée et 125ul
du réactif de Folin-Ciocalteu. Aprés une agitation vigoureuse du mélange suivie d’un repos de
3min, une prise de 1250 pl de CO3(Na)2a 7 % est additionnée. Enfin le mélange obtenu est
ajusté par de I’eau distillée a 3 ml. Aprés un repos de 90 min a ’obscurité, la lecture de
I’absorbance est effectuée a une longueur d’onde de 760 nm. La gamme étalon est préparée
avec de I’acide gallique a des concentrations variant de 50 a 500 mg.I"t. Les teneurs en
polyphénols sont exprimées en mg d’équivalent acide gallique par gramme de maticre seche

(mg EAG.g* MS).

2. Détermination des Flavonoides
Une prise de 0.25 ml de chaque extrait dilué 5 fois a été additionnée de 0.075 ml de NaNO:
(5%). Le mélange est laissé pendant 6 min avant d'ajouter 0.15 ml de chlorure d’aluminium
(AICI3, 6H20, 10%) fraichement préparé. Une seconde incubation de 5 min a unetempérature
ambiante est effectuée, suivie de l'ajout de 0.5 ml de NaOH (1M). Le mélange estpar la suite
ajusté avec de I’eau distillée a un volume final de 2.5 ml. La lecture de I’absorbancea été faite a
510 nm. La gamme étalon est préparée avec de la catéchine a des concentrations croissantes
allant de 50 a 500 mg.I. Les teneurs en flavonoides sont exprimées en mg d’équivalent

catéchine par gramme de matiére séche (mg EC.g-1 MS).

11.4.3. Séparation de composés phénols par Chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie est une technique de séparation dans un but de purification notamment
I’identification d’espéces chimiques et la mise en évidence des constituants d’un mélange. Le
principe de cette méthode est basé sur la répartition selective des constituants a séparer entre

deux phases, la phase mobile et la phase stationnaire.

- Une phase stationnaire, comprend une couche mince de matériel adsorbant souvent
constitue de gel de silice, de ’oxyde d’aluminium : on a tracé sur la plaque une ligne
horizontale avec le rayon, 1 cm du bas de la plaque (la ligne de dépdt), mettre des
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marques suffisamment espacés sur la ligne de dépdt et on a déposé quelques gouttesde chaque

échantillon ;

- Eluant est une phase mobile : un mélange de trois solvants butanol (40-60%), éther de
pétrole et acide éthylique, cet éluant qui entrainer les échantillons déposés sur la
plaque CCM par un phénomene de capillarité ;

- On verse I’éluant dans la cuve, 10 millitres d’¢luant au font de la cuve et I’a fermée
pour que I’¢luant ne s’évapore pas ;

- Mettre la plaque CCM préparée dans la cuve et fermer la cuve, la ligne de dépdt est
toujours dessus de 1’¢luant, on a laissé cette derniere pendant 3h dans la cuve avant
d’étre retirée, tracer rapidement le front du solvant par 1’¢luant et sécher a 1’aide d’un

séche-cheveux ; [61].

Cuve a
chromatographie

Plaque CCM

Ligne
de dépot

Eluant

Figure 111.4. Cuve de chromatographie CCM

A. Détermination de rapport frontal

Le niveau de migration des espéce chimigues mises en jeu dans un chromatogramme, est
défini par son rapport frontal, noté R défini par la relation suivante

Rf=2......01.3)
H
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B. Révélation de la plaque CCM

La révélation est une étape nécessaire quand les espéces chimiques a analyser sont incolores,

on procede par la maniére suivante :

- Il est possible de révéler les tAches a I’aide d’une lampe a ultraviolets et on entoure la
position des taches au crayon sous la lampe UV.
- Dans notre cas, on a fait la révélation chimique. En effet, consister a révéler les taches

a I’aide de la substance chimique permanganate de potassium.

11.4.4. Evaluation de ’activité antibactérienne

Le but de cette analyse est de montrer I’effet anti-bactérien des extraits de pélargonium
graveolens. En effet elles agissent en empéchant la multiplication des bactéries, leur sporulation
et la synthese de leurs toxines.

L'activité antimicrobienne de tous les extraits a été testée en utilisant la méthode de diffusion sur disque [41].
Les suspensions bactériennes des souches testées, a une turbidité comparable a celle du standard de turbidité
(McFarland 0,5) ont été diluées dans du sérum physiologique pour obtenir un inoculum final de 107 CFU/ml.
( CFU : unité formant colonie est une unité utilisée pour estimer le nombre de bactéries dans un
échantillon)

McFarland 0,5 : en ajoutant 0,5 ml de d’hydrate de chlorure de baryum (BaCL2 2H2 O) a 1,175 % (p/v) a
99,5 ml d’acide sulfurique a 1 %, [70].

Ensuite, les suspensions ont été étalées uniformément sur des plaques de gélose a l'aide
d'écouvillons stériles. L'extrait de pélargonium a été dissous dans du diméthylsulfoxyde (DMSO)
pour obtenirla concentration de 100 umg/ml. Ensuite, un disque filtrant de 6 mm de diamétre a
été placé demaniére aseptique sur les plaques de gélose, 15 min plus tard, une aliquote de 10 |
d'extrait dissous dans le DMSO a été ajoutée sur les disques, agitée et incubée a 37°C pendant
24h.

Détermination des concentrations minimales inhibitrices et bactéricides minimales ; la CMI a
été définie comme la concentration la plus faible de I'extrait a laquelle les micro-organismes
n'ont montré aucune croissance visible. La concentration minimale inhibitrice (CMI) des

extraits a été réalisée en utilisant la méthode de micro-dilution en bouillon [30].

Le MBC a été défini comme la concentration qui ne présentait aucune croissance des colonies
par rapport a la culture de I'inoculum initial, de la méme souche. La concentration inférieure

qui n'a présenté aucune croissance sur TSA a été considérée comme le MBC.
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L'extrait végétal est considéré comme bactéricide si le rapport MBC/MIC est 2, et
sinoncomme bactériostatique. Un rapport, 16, fait allusion a l'inefficacité de

I'extrait.

11.4.4.1. Préparation de Souches bactériennes

L'activité antibactérienne des extraits de P. graveolens a été évaluée contre trois
bactériesGram-négatives et deux bactéries Gram positives sont représentées dans

le Tableau I1.2.

Tableau 11.2. Bactéries Gram-négatives et Gram positives

Bactéries Gram-négatives Bactéries Gram-positives
Escherichia coli ATCC 25922 Staphylococcus aureus ATCC 25923
Salmonella typhimurium ATCC 14028 Listeria monocytogenes ATCC 13932 .

Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442

Ces souches ont été obtenues aupres du Laboratoire d'Analyses Médicales du Dr.
Zibouche a Ain-Defla et du Laboratoire d'Analyses Médicales du Dr. Djendli a
Relizane, et avant de procéder aux expériences, les cultures bactériennes ont été
ensemencées sur Tryptone Soya Agar (TSA) a partir du stock congelé et incubées a
37°C pendant 24 h.

Disque de papier ' -y
imbibé d'huile Tapis bactérien

essentielle /’_\ " \(‘\

Incubation a 37°C i)
. endant 24 heures Nl B/
- s W
bactérien P B
—a
Boite d(", Pém T
RS e Jinhibition

nutritive

Figure 11.5. Méthode de préparation de souches [62]
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111.4.5. L'analyse HPL.C des composés polyphénoliques

La chromatographie en phase liquide a haute performance est une méthode de séparation des
constituants d’un composé complexe. En effet Les composés a séparer (solutés) sont mis en
solution d’abord, puis ils sont introduits dans la phase mobile liquide (éluant). Grace a la
répartition sélective des solutés entre la phase mobile et la phase stationnaire, chaque soluté
est donc soumis a une force de rétention exercee par la phase stationnaire, et une force de
mobilité due a la phase mobile.

L'analyse HPLC des composés polyphénoliques a été réalisé a I’institut de recherche de
Bousmail.

Figure IL.5. L appareil HPLC

Les conditions opératoires de HPLC

L'analyse HPLC des composés polyphénoliques a été réalisée a l'aide d'un systeme Agilent YL
9100 HPLC Séries équipé d'un échantillonneur automatique YL9150 couplé a un détecteur a
barrette de diodes HP 1260 et a une injection automatique d'échantillon. La colonne est une XDB

ECLIPSE C18 agile, 4,6 x 250 mm, 5 um ; boucle de 20 pL ; débit de 1 ml/min ; la phase mobile
a été préparée a partir d'acide acétique ajouté a 1 % d'eau (A) et du méthanol (B) (V/V) a été utilisé
comme sulit :

0 min/95 % (PA), 5 % (PB) ; 55 min/5 % (PA), 95 % (PB); 60 min/95% (PA), 5% (PB);. Le post
time de 10 min a été appliqué pour I'équilibrage de la colonne. Le débit était de 1,0 ml mint. La
température du compartiment de colonne thermostaté a été maintenue a 35°C pendant chaque
séparation chromatographique et le volume d'injection est de 10 pl. Tous les solvants ont été filtrés
sur des filtres de 0,5 um (Sartorius). Les données chromatographiques ont été traitées a l'aide du
logiciel YL-CLARITY, modéle 195 7016 _02. L'acquisition a été fixée a 254 et 280 nm (acquisition

spectrale dans la gamme 200-400 nm).
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Cette analyse HPLC des composés standard absorbés a différents longueurs d'onde de la
catéchine (280 nm),rutine (254 nm), Les composés polyphénoliques dans les extraits de
pélargonium ont été identifiés par la colonne (C18, 280mm/4.6mm), détectés UV visibles, en
comparant les temps de rétention et le spectre avec les composés standard et quantifiés par
I'équation linéaire. La régression (R2) les valeurs de tous les composés sont dans la plage de
0,96.
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I11.1. Déterminations du rendement de I’huile essentielle de P. graveolens
Le rendement de I’huile essentielle obtenue est : 0.11%

Le tableau I11.1. représente le rendement de I’huile essentielle de P. graveolens avec ceux des
huiles essentielles de certains pays.

Tableau I11.1. Rendements de certaines HES avec celui de I’échantillon

Huiles essentielles Rendements de HES(%0)
rendement obtenu 0.11

Maroc [64] 0.10

France [31] 0.15

USA [64] 0.18
Portugal [68] 0.20

L’ile de la Réunion [68] 0.15
Algérie[7] 0.08-0.1

Le rendement de I’échantillon obtenu (0.11%) est similaire celui de Maroc [64] relativement le

méme que ceux des autres auteurs.

I11.2. Identification de I’huile essentielle de P. graveolens par GCMS

L’¢étude de la composition de I’huile essentielle de Pélargonium graveolens par la méthode de
chromatographie phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse, nous a permis d’identifier
les 150 constituants de cette huile (annexe 4 Tableau .1.) dont les 23 sont maj_oritaires avec un
pourcentage de 72.04%. Parmi les composants majeurs sont : le citronellol (10.38%°), Y-
eudesmol (9.64%), Nerol (5.59%), Acétate de (S)-citronellol (5.55%).

Le tableau I11.2.rassemble les données expérimentales a savoir les noms des différents composés

identifiés, le temps de rétention et leurs pourcentages.
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Tableau I11.2. Composition relative de I’huile essentielle de P. graveolens

N° | Nom de composé identifié Temps de rétention(min) | Pourcentages(%o)
1 Linolool, formate 10 1.64
2 DL-Menthone 12.2 1.37
3 Citronellol 145 10.38
4 Nerol 15.3 5.98
5 Acétate de (S)-citronellol 16 5.55
6 Geranyl acetate 17 3.07
7 o-Terpinyl acetate 185 1.53
8 NERYL ACETATE 19.5 0.78
9 caryophyllene 20.9 2.44
10 | Geranyl propionate 22.6 1.14
11 | Germacrene D 22.9 5
12 | 9-Curcumene, a- 23.3 1.96
Sesquiphellandrene
13 | Viridiflorine 23.4 2.31
14 | trans-y-cadinene, trans-y- 24.2 3.69
cadinene
15 | Neryl butyrate 25 3.08
16 | Phénéthyl tiglate 26.1 3.05
17 | Y-eudesmol 27.3 9.64
18 | Agarospirol 27.6 0.81
19 | Guaiacwood 27.9 0.82
20 | RSIFOLIOL 28.1 1.29
21 | a-Cadinol,z-Cadinol, 28.2 2
Pilgerol ,Cadinol
22 | Turmerone 28.5 1.85
23 | Geranyl tiglate 29.5 4.3
Pourcentage total de tous composeés 72.04%

retenus dans ce tableau.
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Discussion

la compositions chimique de I'HE de pélargonium graveolens est essentiellement constituée de

. citronellol(10.38%) , Y-eudesmol(9.64), Nerol (5.98%), Acétate de (S)-citronellol (5.55%),
Germacrene D (5%), trans-y-cadinene, trans-y-cadinene (3.69%), Geranyl tiglate (4.3%)
Geranyl acetate (3.07%).

Le reste des composées représentent un faible pourcentage inférieur a 0.5%, plus de 127
composés (annexe 5 figure 1.3.) n’ont pas été pris en compte vue leur pourcentage est tres faible

considérés comme des traces de composés.

Selon la littérature, le pélargonium graveolens est composé majoritairement de citronellol plus
de 40% la plupart des études réalisées, par contre dans cette analyse chromatographique, on a
trouvé seulement 10.38%. En effet, ce faible pourcentage de citronellol peut aussi étre associée
aux solvants utilisés dans cette étude, en l'occurrence I'hexane (5ml), iso-odane (5ml) et qui
peuvent avoir un effet sur 1’efficacité des principes actifs extraits de la plante ¢’est-a-dire la

composition chimique de I’huile essentielle de P. graveolens.
111.3. Evaluation de I’activité antioxydante

L’évaluation de I’activité anti-oxydante de I’huiles essentielle a été comparé sa concentration
inhibitrice avec celle de l'acide ascorbique, les résultats de 1’activité antioxydante de 1’huile
essentielle de P. graveolens et acide ascorbique sont présentés sur les figures suivantes.

On a tracé les courbes représentatives de pourcentage d'inhibition en fonction de la

concentration.
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Détermination de la concentration inhibitrice I1C 5o
On a déterminé les valeurs des concentrations inhibitrices ICso de ’huile essentielle de P.

graveolens et de 1’acide ascorbique a partir I’équation de la droite de régression obtenue
(figure 1.1 et 111.2)

Y=4.5571X+13.229
(3)

Avec R% = 0.9 (coefficient de corrélation)
Y %=50

La concentration inhibitrice de HE : 8ug/mL

Y=8,3929x + 5,1429
(4)

Y (%)=50 R2=0,9728

La concentration inhibitrice de I’acide ascorbique : 5.34ug/ml

Tableau.111.3. Concentration de HE et de I’acide ascorbique

L’HE de P. graveolens et I’acide ICso(pag /ml) :
Ascorbique

Acide ascorbique 5.34
HE 8
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L'activité antioxydante de P. graveolens I’huile essentielle a ét¢ évalués par le test de piégeage
des radicaux DPPH. L’échantillon (HE) évalué¢ a pu réduire le radical violet DPPH stable au
jaune DPPH-H atteignant 50% de réduction avec une valeur de 8 pg/mL a été déterminé pour
ICs0. En effet, avec ces résultats obtenus, ils sont significatifs et similaires a ceux rapportés
précédemment, (5 a 19 ug/ml), on peut en déduire que I’huile essentielle de pélargonium

graveolens posséde de propriétés antioxydantes puissantes.

L'huile essentielle obtenue a partir de feuilles de P. graveolens a montré une activité

antioxydante moins élevé que celle d'acide ascorbique.
111.3. Rendement des extraits de P. graveolens

Le tableau I11.4 représente les rendements de différents extraits obtenus par I’appareil de
Soxhlet, la masse d’éther de pétrole et éther éthylique est trés faible, donc leurs rendements

négligés.

Tab.111.4. Rendements d’extraits obtenus par extractions par Soxhlet

Extraits Méthode : Soxhlet | masses(g) Pourcentage
d’extraits (%0)

éthanol 10g de P.graveolens | 3.2 32

butanol mis dans la 2.1 21

Ether de pétrole cartouche filtrante | traces Trés faible
Ether éthylique pour chacun Quantité faible faible

111.3.1. Evaluation de P’extrait éthanolique par I’analyse HPLC
Dans cette analyse, il a été montré que 82 composeés phénols annexe 7 (figuren.5.) sont présents

dans cet extrait, six d'entre eux ont été identifiés au moyen de spectres UV (annexe) etune
comparaison des temps de rétention dans les chromatogrammes avec ceux d'échantillons
standards. Les autres composés n'ont pas été identifiés. Leurs spectres UV ont été enregistrés
en mode enligne pendant la chromatographie(annexe). Selon leurs caractéristiques spectrales, les

composésnon identifiés ont été attribues aux flavanones (Amax = 270-280 nm) et aux flavanols

()\amax =254-260 nm).
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L'analyse quantitative des constituants polyphénoliques identifiés a été réalisée sur la base d'une
méthode standard externe. Par la linéarité des courbes d'étalonnage, obtenues 6 composés
polyphénoliques (tableau 2), a été évaluée a l'aide de coefficients de régression (R?) estimés
pour des courbes a cing points construites a partir de solutions de composés de référence

préparées dans du MeOH a des concentrations moyennes de travail allant de 0,12 a 86,2 pg/ml.

Sur la base des courbes d'étalonnage et compte tenu des dilutions effectuées, nous avons établi
6 teneurs en polyphénols pour I'échantillon. Les limites de détection ont été déterminées
conformément aux écarts types aux concentrations minimales et aux valeurs de pente de chaque

composé analysé.

Titre du graphique
100
y=22,297x-29,975
% R2=0,9619 86,2
Name of compenents
60 60,13 o
Tanniic Acid
40
29,59 Linéaire [Na_n‘e of
compenents)
20
- Linaire (Tanniic Acid)
! 5
0 8y 2 3 ¢
il 2 3 4 5

-20

Figure 111.3. Courbes d’étalonnage de polyphénols

Les flavonoides identifiés (a- tocophérol, catéchine, hespéridine, Quercétine) et
polyphénoliques (acide vannilique et I’acide tannique) ont été quantifiés & 254 nm et 280 nm.
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Tableau I11.5. Noms de composés identifiés par I’analyse HPLC

Composés Rt Régression de I’ R? LD LQ | N°

(min) équation (Ho/L) | (ng/L)

L'acide vanillique | 24.58 | y=2.731x - 2.567 0.9546 | 1.21 121
a- tocophérol 11.45 y=2.898x - 4 0.9227 | 0.13 12.09

catéchine 17.82 | y=2.825x -3.183 0.987 0.23 7.99
hesperétine 30.27 | y=23.536x-3.812 | 0.9891 | 0.16 14.57
Tannic Acid 6.60 | y=22.297x-29.975| 0.9619 0.9 86.2
Varinigéne 3243 | y=4.321x-5147 | 0.9796 | 0.12 17.43
Quercetine 35.60 | y=2451x-2471 | 0.9951 | 0.13 10.11

N OO W N

Données de régression linéaire (y= ax+b), coefficient de régression (R?), limites de détection
(LD), limites de quantification (LQ) pour 7 composés polyphénoliques identifiés dans 1’extrait

éthanolique obtenue a partir de feuilles de Pelargonium graveolens

L'identification des pics sur les chromatogrammes a été réalisée en comparant leurs temps de
rétention et spectres UV (collectés dans la gamme de 190 a 400 nm) avec ceux obtenus pour les
composés de référence.

Alors que le pourcentage de chacun de ces 70 composes non identifiés, ne dépasse pas 0,5 % et
ils peuvent étre considérés comme des composés minoritaires ou éléments en trace. Nos
résultats sont en accord avec plusieurs travaux, ou selon Belaiche (1979), le nombre des
molécules chimiquement différentes, leur composition chimique est variable et d’aprés Pibiri
(2006), a cOté des composés majoritaires, on retrouve des composés minoritaires et un certain

nombre de constituants sous forme de traces [7].

I11.4. Evaluation des extraits de P. graveolens par CCM

L’analyse qualitative aprés CCM, révélation chimique, a permis de mettre en évidence de 4
taches dans I’extrait de butanol et deux taches dans le cas de I’hydrolat et I’extrait d’éther de
pétrole et une tache 1’extrait éthanolique (annexe 8 figure 5 et 6).

Ces taches sont colorées en jaune.
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Figure 111.4. Révélation chimique
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1 : Phydrolat, 2 : Pextrait éthanolique, 3 : ’extrait butanolique, 4 : I’extrait d’éther de
pétrole
A. Elucidation d’espéces chimiques présentes dans les extraits analyses

- On observe que Le nombre de taches dans I’échantillon de I’hydrolat, extrait
¢thanolique et I’acide éthylique sont moins important que ceux dans les autres phases,
on peut déduire qu’ils ont une forte interaction moléculaire avec la silice, dans la phase
stationnaire, ce qui fait que les composés polaires trés faibles déplacement [61].

- Dans la phase de I’extrait du butanol, on remarque que le nombre de taches de
I’échantillon est plus ¢élevé, cela peut étre di au fait que, ces échantillons s’adsorbent
sur la phase mobile et ils favorisent le déplacement d’espéces chimiques sur la plaque
CCM;

- On identifie la présence de plusieurs corps sur la ligne verticale de 1’échantillon du
butanol, de ce fait qu’on peut déduire que cet échantillon est un mélange d’au moins
deux substances chimiques, ce qui montre ce dernier n’est pas un COmpose pur ;

- L’hydrolat, extrait éthanolique et acide éthylique, on trouve une tache de la ligne
verticale de ces trois échantillons a peu prés est au méme niveau que le corps unique
dans I’extrait éthanolique ; En déduisant de ce fait, la couleur jaune de CCM et le
nombre de taches indique que la quantité des flavonoides et composes phénoliques

dans chacun de ces échantillons ;
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B. Détermination de rapport frontal

Le rapport frontal dépend de plusieurs parametres comme par exemple la nature du composé,

du matériau de la plaque et du systeme d'éluant et il est compris entre 0 et 1

Tabl.111.6. Rapport frontal et les especes chimiques

distance parcourue d’une espece Distance
Extraits de Espéces chimique entre la ligne de dépot et le entre la ligne
différents chimiques milieu de la tache(cm) de dépot et le
solvants front de

I’éluant (cm)

L’extrait de quatre taches h1(0.26) ; h2(20.5); h3(0.62) ,
butanol h4(0.77)
L’extrait d’éther | deux taches h1(0.67) ; h2(0.87) ;
de pétrole H=17.9cm
hydrolat deux taches h1(0.44) ; h2(0.87) ;
I’acide éthylique | Une tache h(0.8)

En bref, nous pouvons inférer que les résultats de la plaque par CCM confirment la présence
des composés phénolique et des flavonoides dans les différents extraits du pélargonium
graveolens étudié et requinque également ce que nous avons vu dans certaines recherches c’est-

a-dire qu’ils sont en accord avec ceux de certains travaux antérieurs ; [61]

La distance de migration des substances dépend essentiellement de leur polarité :

» Les polyhydroxyflavones ont des valeurs de rapport frontal R (0,00-0,25) surtout dans
I’extrait butanolique ;

> Les oligohydroxy et les oligométhoxyflavones ont des valeurs de Rf comprises entre
(0,3-0,5) dans deux extraits a savoir 1’éther de pétrole et butanol ;

> Les flavanones, les flavonols, méthoxyflavones ont les valeurs les plus élevées par
rapport aux valeurs précédentes de Rf (0,5-0,75) presque dans tous les tous les
extraits ; [67]

47



Chapitre 111 : Résultats et discussions

I11.5. L’évaluation de I’activité antibactérienne des extraits polyphénols

Dans cette étude, notre objectif était d'évaluer I'activité antibactérienne de différents extraits
de feuilles de P. graveolens. L'activité antibactérienne de ces extraits a également été évaluée
et les valeurs de CMI ont éte calculées par la méthode de dilution en bouillon. Bien que les
extraits aient empéché la croissance des bactéries Gram positives et Gram négatives, les
valeurs MIC de l'extrait éthanolique des feuilles étaient plus élevées que celles des
antibiotiques. L'activité antibactérienne des extraits s'est avérée positivement associée a la

teneur totale en phénols et en flavonoides des extraits.

Figure 111.6. Souche bactérienne de E. Coli (bactérie gram -)
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Tableau.l11.7. L'inhibition de la croissance des bactéries par les extraits

Extraits Inhibition zone diameter (mm)
Gram-negative bacteria (-) Gram-positive bacteria (+)
E. coli S. typhimurium | P. aeruginosa | S.aureus | L. monocytogenes
Extrait 99+6.1 142+7.2 145+64 | 13.2+6.2 17.1+6.2
éthanolique
Extrait 71+£6.1 82+6.1 59+6.2 9.0+£6.1 13.2+7.2
butanol
Extrait 3756 1.8+6.1 1.246.1
ether de
pétrole
Extrait de 1.9+6.2
chloroforme

L’extrait éthanolique a des activités antibactériennes modérement inhibitrices pour les bactéries
(S. typhimurium, P. aeruginosa, S. aureus et L. monocytogenes) tant disque 1’extrait butanolique

a seulement ’activité légérement inhibitrice pour la bactérie (L. monocytogenes).

Jusqu'a présent, certaines études antérieures ont rapporté l'activité antimicrobienne d'extraits de
P. graveolens, dans une étude réalisée précédemment en Tunisi, ont montré que les extraits de
feuilles de P. graveolens avaient une grande activité antibactérienne contre Bacillus subtilis et
Staphylococcus aureus [65]. De plus, un autre groupe a étudié l'activité antimicrobienne
d'extraits de P. graveolens préparés a partir de différentes parties en Tunisie avec différents

solvants contre diverses souches de bactéries et de champignons [60].

Tableau 111.8. Diameétre de la zone d'inhibition des extraits sur des souches bactériennes.

Bacteria EEth EBut
CMI CMB CMI CMB
E. coli 1.18 2.6 3.19 7.3
S. typhimurium 0.74 1.50 2.0 4.2
P. aeruginosa 0.53 1.10 4.8 15.8
S. aureus 0.61 1.36 1.2 2.8
L. monocytogenes | 0.49 1.02 0.79 1.7
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Chapitre 111 : Résultats et discussions

Sur la base des diameétres des zones d'inhibition, des valeurs MIC et MBC, L. monocytogenes
et S. aureus étaient plus sensibles aux différents extraits que les autres bactéries Gram positives
avec des valeurs MIC et MBC variant de (0,94-1,18) et (1,91-2,6 ) mg/ml respectivement. Ces
résultats sont en bon accord avec ceux de Ben Hsouna [21]. L'extrait & I'éthanol a présenté une
activité bonne a modérée contre presque toutes les souches testées, tandis que l'extrait
butanolique était inactif (CMI >1,5 mg/mL) a I'exception de L. monocytogenes. On pense que
la présence de groupes hydroxyle (-OH) dans la structure des polyphénols est directement liée
a leur activité antimicrobienne, car ils possedent la capacité d'interagir avec la membrane
cellulaire des bactéries. Certains auteurs ont conclu que d'autres études sont nécessaires pour
évaluer la faisabilité pratique et économique de cet extrait et recommander son utilisation en
pratique clinique.

Les présents résultats confirment le potentiel antimicrobien des feuilles de P. graveolens a un

bon potentiel antimicrobien de P. graveolens contre P. aeruginosa avec CMI de 0,53 mg/mL.

L'échelle d'estimation de l'activité antimicrobienne, il y a 4 classes des zones d'inhibition (D) de la
croissance microbienne : [66]

- Fortement inhibitrice: D > 28mm.

- Modérément inhibitrice: 16 < D <28mm.
- Légérement inhibitrice: 10 < D < 16mm.
- Non inhibitrice : D< 10
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Conclusion __générale

Conclusion générale

L’étude de la composition chimique de 1’huile essentielle de Pélargonium graveolens par la
méthode de chromatographie phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse, nous a permis
d’identifier 150 constituants de cette huile dont les 23 sont majoritairesavec un pourcentage de
72.04%. La composition chimique de cette huile est similaire aux étude bibliographiques.
La mise en évidence de ’activité antioxydante de 1’huile essentielle par le test de piégeage des
radicaux DPPH a donné les résultats significatifs. Le HE a réduit le radical violet DPPH stableau
jaune DPPH-H atteignant 50% de réduction avec une valeur de 8 pg/mL a été déterminé pour
ICs0, @ montré une activité antioxydante moins élevé que celle I'acide ascorbique ( 5.34pg/ml).
L’¢étude de la composition des extraits polyphénols de Pélargonium graveolens évaluée par la
méthode de chromatographie en phase liquide a haute performance, nous a permis de déterminer
82 composés dont six sont identifiés, parmi lesquels : a- tocophérol, catéchine, hespéridine,
Quercetine, acide vannilique et I’acide tannique.

Nous avons aussi mis en évidence les compositions chimiques des différents extraits obtenus

par I’appareil de Soxhlet (extrait de butanol, hydrolat, d’éther de pétrole et acide éthylique) par

chromatographie sur la couche mince. Les résultats de cette analyse confirment la présence des

composes phénolique dans les différents extraits du pélargonium graveolens étudié notamment

des flavonoides.

En fin, on a évalué I’activité antibactérienne des différents extraits obtenus, par la méthode de

diffusion sur disque. Les résultats de cette analyse ont montré que I’extrait éthanolique et

butanolique ont une activité significative vis-a-vis des toutes les bactéries gram négatives et

gram positives.

Afin d’enrichir ce travail, il est important de réaliser les propositions suivantes:

e Evaluer les activités antifongiques de 1’huile essentielle et des autres extraits de P
graveolens.

e Déterminer I’activité antibactérienne et antioxydante de 1’hydrolat de P graveolens.
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Annexe 1

Avantage de I’appareil de Soxhlet

Il permet d'utiliser des petites quantités de solvants ce qui est avantageux. Par ailleurs,
le solvant qui s’évapore, est toujours puret on peut I’utiliser a nouveau. La
solubilisation de la substance est donc favorisée grace a des meilleurs coefficients de
partage

Il a beaucoup de avantages sur la matiére végétale qui entre rapidement en contact
avec une portion fraiche de solvant, ce qui permet a déplacer 1’équilibre de transfert
vers le solvant ;

Cette méthode ne nécessite pas de filtration apres extraction. Généralement elle
nécessite une séparation avec un rotavapeur. Le Soxhlet est indépendant de la matrice
végétale ;

L’extraction par Soxhlet est une méthode non complexe et convenable permettant
d’étudier infiniment le cycle d’extraction avec du solvant choisi jusqu'a I’épuisement
complet de la matiére solide ;

En plus, il sert aussi Le lavage d’un composé solide par un solvant dans lequel il est
totalement insoluble. Les impuretés sont extraites vers le ballon et le solide pur est

récupéré dans la cartouche ; [16]

Inconvénients de I’appareil de Soxhlet
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La taille de la cartouche doit étre limitée ;



- La durée importante d’extraction : il peut étre nécessaire de réaliser plusieurs
extractions successives avec plusieurs cartouches, ce qui peut prendre un temps
considérable ;

L'extraction a chaud peut dégrader certaines substances chimiques. En effet le risque de

thermodestruction de certains composés n’est pas a négliger si la matiére végétale contient
des composés thermolabiles ; [17]
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ANNEXE 2

Vanne de
fermeture

Sortie d’eau Réfrigérant

Entree d’eau

Moteur

Pompe a vide Ballon (1)

Ballon (2) Bain thermostaté

Figure .1. Schéma détaillé de I’évaporateur rotatif [60]

e Mode opératoire du rotavapeur

- On chauffe I'eau distillée du bain-marie en réglant sa température a I'aide du
thermostat ;

- Ne pas oublier de prendre un valet pour bien fermer le ballon (avec son
bouchon rodé) a évaporation prés de I'évaporateur rotatif.

- Ajouter le mélange a séparer dans le ballon principal et fixer ce ballon a I’aide
de clip(agrafe) ;

- Début de I’évaporation Faire circuler I'eau dans le réfrigerant.

- Fermer doucement le robinet de mise sous vide pour mettre I'ensemble de

I'appareil sous pression réduite.
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- Adapter la vitesse de rotation a la vitesse d'évaporation ;

- Arrét de I'évaporation L'extraction signifie que , retirer le ballon du systeme de
chauffage au bain-marie.

- Attendre quelques instants le refroidissement du ballon.

- Couper la rotation ;

- Remettre I'ensemble a la pression atmosphérique en ouvrant doucement le
robinet de mise sous vide ;

- Poser le ballon bouché sur le valet. Fermer la trompe a eau et la circulation

d'eau dans le réfrigéra

ANNEXE 3
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Figure .2. Spectres obtenues aprés I’analyse GCMS de HE de p. graveolens
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ANNEXE

ANNEXE 4
Tableau.1l. Chromatogramme de HE obtenue par analyse GCMS
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46840 46740 46970 0.0¢ 154 u.s-mslqdoh?v"he:l:l-enﬁ‘ o A
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La chromatographie liquide a haute performance (HPLC)
La chromatographie en phase liquide a permis de réaliser des analyses qui n'étaient
auparavant pas possible avec les techniques sur couche mince ou en phase gazeuse

cette technique se faisait sur des colonnes en verre.

Principe de la HPLC :

Les composés a separer (solutés) sont mis en solution d’abord, puis elle sera
introduite dans la phase mobile liquide (éluant).

Gréace a la répartition sélective des solutés entre la phase mobile et la phase
stationnaire, chaque soluté est donc soumis a une force de rétention exercée par la
phase stationnaire, et une force de mobilité due a la phase mobile.

Suivant la nature des molécules, elles interagissent plus ou moins avec la phase
stationnaire dans un tube appelé colonne chromatographique.

La phase mobile, poussée par une pompe sous forte pression, parcourt le systéme
chromatographique.

Le mélange a analyser est injecté puis transporté a travers le systéme
chromatographique. Les composés en solution se répartissent alors suivant leur affinité
entre la phase mobile et la phase stationnaire.

En sortie de colonne, grace a un détecteur approprié, les différents solutés sont
représentés par des pics.

L’ensemble des pics enregistrés appelé chromatogramme [1]. Le mécanisme de la
séparation chromatographique s’explique par les différences de répartition des
molécules des composés d’un mélange entre deux phases non-miscibles : 1’une mobile

et ’autre stationnaire. Ce principe est traduit par le schema suivant :
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Figure .3. Chromatogramme HPLC des polyphénols dans I'extrait éthanolique P.

graveolens.
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Figure.4. Chromatogramme HPLC des polyphénols dans I'extrait de butanol P.

graveolens
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Figure.5. Plague CCM avant la révélation

Figure.6. Plague CCM séchée
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