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Titre et résumé en francais
Les antioxydants empéchent 1’oxydation et neutralisent les radicaux libres qui sont
responsables des dommages et vieillissement cellulaire, et de nombreuses maladies.
Ce travail s’inscrit dans le cadre de 1’évaluation du pouvoir antioxydant de Pelargonium
graveolens, plante de la famille des Geraniaceae, qui a été récoltée au mois de mai 2021 a la
willaya de Tlemcen, commune d’Ain Fezza par la méthode de FRAP (Ferric reducing
antioxidant power).
Dans ce travail deux extraits ont été préparés: eau-acétonique et eau-éthanolique les
rendements obtenus sont de 1’ordre 2,422% et 2,182% respectivement.
Le test FRAP a montré que les deux extraits ont un pouvoir reducteur de fer mais I’extrait
eau-éthanol (ECso = 0,293 mg/ml) présente une forte capacité réductrice par rapport a 1’extrait
eau-acétone (ECso = 0,33 mg/ml). L’acide ascorbique a la capacité réductrice la plus élevée
(ECs0 = 0,108 mg/ml).
D’aprés les resultats obtenus, nous concluons que la partie aérienne de la plante Pelargonium
graveolens a une activité antioxydante importante, qui peut étre due a la présence de
différentes molécules dans les extraits testés.
Mots clés : Pelargonium graveolens, FRAP, extrait eau-acétone, extrait eau-éthanol, activité
antioxydante.

Titre et résumé en anglais

Antioxidants prevent oxidation and neutralize free radicals that are responsible for cellular
damages and agings, and many diseases.

The aim of this work is the evaluation of antioxidant activity of Pelargonium graveolens,
plant belonging to the Geraniaceae family, collected in May 2021 in the city of Tlemcen,
commune of Ain Fezza by the test of FRAP (Ferric reducing antioxidant power).

In the present work, two extracts were prepared : water-acetone and water-ethanol, the yields
obtained are about 2,422% and 2,182% respectively.

The FRAP test showed that both extracts have an iron reducing capacity but the water-ethanol
extract (EC50 = 0,293 mg/ml) presents a strong reducing capacity compared to the water-
acetone extract (EC50 = 0,33 mg/ml). Ascorbic acid has the highest reducing capacity (EC50
= 0,108 mg/ml).

From the results obtained, we conclude that the aerial part of the plant Pelargonium
graveolens has an important antioxidant activity, which may be related to the presence of
different molecules in the tested extracts.

Key words : Pelargonium graveolens, FRAP, extract water-acetone, extract water-ethanol,
antioxidant activity.
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Introduction

elon I'OMS, plus de 80 % de la population mondiale ont eu recours aux plantes

médicinales pour leurs propriétés thérapeutiques, cosmétiques, chimiques,

diététiques, pharmaceutiques, agro-alimentaires et industrielles ; parmi eux les
grandes civilisations (chinoise, égyptienne, babylonienne, grecque, romaine, etc.). Elles sont
aussi utilisées dans les traitements de 1’appareil digestif, 1’appareil respiratoire et 1’appareil
circulatoire...etc. Les plantes constituent une source d'antioxydants naturels qui bloquent
I'action des radicaux libres et donc défendent contre le stress oxydant (Akinmoladun et al.,
2007; Lahsissene et al., 2009 ; Sompaga & Anupalli et al., 2016).

Ce stress oxydant est un déséquilibre lié, soit a une production accrue des especes
réactives de l'oxygene, soit a une diminution de la capacité de défense antioxydante; qui
favorise le développement des pathologies diverses comme le cancer, des pathologies
oculaires, des maladies neurodégénératives...ect (Favier, 2006 ; Defraigne & pincemail,
2008).

Parmi ces plantes j’ai choisie d’étudier Pelargonium graveolens une plante de la
famille des GERANIACEAE, originaire d’Afrique de Sud et cultivée en Algérie dans la plaine
de la Mitidja (wilaya de Blida), dans les jardins et dans les cimetiéres. Cette espece est utilisée
depuis longtemps pour ses nombreuses propriétés thérapeutiques (Emollient, bactéricide,
fongicide et anti-inflammatoire). Il s'avére utile dans le traitement des problémes de peau
(acné, eczéma, vergetures, couperose), traite les dermatoses, apaise les symptdmes liés a des
affections respiratoires, aide a la cicatrisation des plaies, en massages en cas de grande
fatigue, d'asthénie ou de stress, en cataplasmes et pour traiter les hémorroides (Boukhatem et
al., 2011 ; Cardenas, 2017).

Notre travail s’inscrit dans ce contexte général, et a pour objectif d’évaluer ’activité
antioxydante de Pelargonium graveolens, une plante de la famille des GERANIACEAE. Ce
travail comporte deux parties, la premiéere concerne la préparation des deux extraits eau-
acetonique et eau-éthanolique a partir de la partie aérienne de cette plante. La deuxiéme
consiste en 1’évaluation de l'activité antioxydante des extraits préparés par la méthode de

FRAP (Ferric reducing antioxidant power).

Vue la situation sanitaire mondiale liée au COVID-19, la partie expériementale et

limitée au test de FRAP seulement.

Le présent travail a été réalisé au sein du laboratoire de recherche des substances
naturelles et bioactives (LASNABIO).
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Chapitre 01 : Présentation de la Plante étudiée

1. Généralite
11 plantes médicinales

Les plantes médicinales regroupent toutes les plantes dont I’'un de leurs organes
contient une ou plusieurs substances chimiques qui peuvent étre utilisés a des fins
thérapeutiques. Elles sont utilisées comme matériel potentiel pour maintenir une bonne
santé et de bonnes conditions et non seulement pour le traitement de maladies grace a
leurs constituants chimiques actifs présents dans différentes parties de ces plantes qui

sont appelés « les métabolites secondaires » (Oladeji, 2016 ; Mera et al., 2019).
1.2 plantes aromatiques

Les plantes aromatiques sont utilisées depuis longtemps dans le processus de
stress oxydatif et la lutte contre les maladies infectieuses; elles constituent une grande
source d’antioxydants et d’antibactériens naturels et elles sont caractérisées par la
biosynthese de molécules odorantes qui constituent les huiles essentielles (El
kalamouni, 2010).

2. Présentation de Pelargonium Graveolens

Pelargonium graveolens a des propriétés antibactériennes, antifongiques et
pharmacologiques telles que des effets anti-inflammatoires et hypoglycémiques, elle est utile
pour traiter I'acné et d'autres infections de la peau comme les brdlures, les capillaires brisés,

les coupures, les dermatites, les ulcéres et les plaies infectées (Pradeepa et al., 2016).
2.1 historique

Les especes de pélargonium sont originaires d'Afrique du Sud et ont eté
introduites en Europe au 17éme siécle et ont été hybridées dans le monde entier.
Aujourd'hui, les principales zones de production de géranium se situent en Chine et au
Moyen-Orient, notamment en Egypte et au Maroc. Dans les régions tropicales, elle est

cultivée comme une plante annuelle (Asgarpanah & Ramezanloo, 2015).
2.2 présentation de la famille des Geraniacées (GERANIACEAE)

GERANIACEAE est une famille de plantes dicotylédones avec 5 a 7 genres et
environ 830 espéces, répandue dans les régions tempérées, subtropicales et tropicales.
Les feuilles sont simples ou composées, alternes ou opposées, palmées ou pennées,

pétiolées, avec des stipules. Les fleurs sont généralement bisexuées, actinomorphes,



Chapitre 01 : Présentation de la Plante étudiée

solitaires ou disposées en cymes, et pseudo-emblémes. Les sépales sont au nombre de 4-
5, libres ou légérement coniques, et persistants. Les pétales sont au nombre de 5 et
rarement de 4 ou sont apétueux. Les étamines sont au nombre de cing ou de 2-3 fois
plus nombreuses que les pétales. L'ovaire est supérieur et 3-5-loculé. Les ovules sont au
nombre de 1-2 par locule et axile placenta. Les styles sont isoméres avec les locules de
I'ovaire. Le fruit est une capsule ou un schizocarpe avec 5 méricarpes a une graine et
séparés elastiquement d'un bec central. Les graines sont pendantes, généralement avec

peu d'endosperme ou exalbuminées. L'embryon est plié (Xu & Deng, 2017).
23 données botaniques

Le Pelargonium graveolens est un bel arbuste érigé, ramifié, atteindre une hauteur
de 1,3 metre et une largeur de 1 metre. Les tiges velues sont herbacées lorsqu'elles sont

jeunes et deviennent ligneuses avec I'age (Fig. 1) (Lawrence, 2002).

o appareil végétatif : tiges, racines et feuilles

Cette plante a des feuilles odorantes et persistantes lobées de 5 a 7 lobes et rugueuses,
opposées, couvertes de poils glanduleux microscopiques. Les tiges sont vertes et
deviennent plus foncées avec 1’age. la racine est de type pivotant (Boukhatem et al.,
2011).

o appareil reproducteur : fleurs, graines et fruits

Les fleurs sont irréguliéres, de couleur rose violet, formant une pseudo-ombelle
compacte. Les deux pétales postérieurs sont plus larges que les 3 antérieurs (Ghedira &
Goetz, 2015).

Selon (Boukhatem et al., 2011) Chaque fleur est constituée de :

Cinq sépales égaux. Cingq pétales plus ou moins ondulés dont deux différents, striés de
rouge. Sept étamines portant les nectaires a leur base et cing carpelles réunis en une
colonne centrale surmontée d’un style commun qui se divise en cinq stigmates.

o poils
Le P.graveolens a des poils glanduleux sécréteurs d’essence donnant un aspect
poisseux au toucher, protégent la plante contre les infestations dues aux pucerons et

améliorant la pénétration des abeilles dans la fleur. (Boukhatem et al., 2011).
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Figure 1 : Parties aériennes de Pelargonium graveolens L’Hér (Ghedira & Goetz, 2015).

2.4 nomenclature
Diverses appellations sont attribuées a cette plante aromatique.

o  Francais : géranium rosat, géranium odorant.

o  Anglais : attar of rose, rose-scented geranium, scented Pelargonium, rose
geranium.

o  Arabe : atterchya, atre el ward, shall Ldsia jhaall ¢ 2,5l jlac dud Hlaall

(Boukhatem et al., 2011).

2.5 classification classique
Selon (Ghedira & Goetz, 2015).

Reégne : Plantae Superdivision : Embryophyta
Division : Magnoliophyta

Subdivision : Spermatophytina

Classe : Magnoliopsida

Superordre : Rosanae

Ordre : Geraniales

Famille : Geraniaceae

Genre : Pelargonium L’Hér. Ex Aiton
Espece : Pelargonium graveolens L Hér.
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2.6 culture

La plante peut étre reproduite par bouturage au printemps ou a la fin de I'été, la
coupe se fait a 15-20 cm au-dessus du sol (Ghedira & Goetz, 2015).

2.7 composition chimique de I’extrait de Pelargonium graveolens

Les recherches sur I'espéce Pelargonium graveolens sont basés sur la composition

chimique des huiles essentielles (tableau.1) (Boukhris et al., 2012).

Tableau 1: Les composés détectés a partir d’extraits aqueux et méthanolique de Pelargonium
graveolens par ’'HPLC-SM (Boukhris et al., 2012).

Solvant Méthanol Eau
Composés Myrisetine 3-O-glu-rha Kaempferol 3,7-di-O-glu
Quercetine 3-O-pent-glu Isorhamnetine aglycone

Quercetine 3-O-rha-glu (Rutin)  Quercetine 3-O-glu
Kaempferol 3-O-glu Quercetine 3-O-pent

Kaempferol 3-O-rha-glu

3. Répartition géographique
3.1 dans le monde

L'espéce Pelargonium graveolens est largement répandu et cultivé en Espagne, en
Italie, au Maroc, a I’'Ile de la Réunion, en Egypte et en Chine, et cultivé dans de
nombreuses régions méditerranéennes et subtropicales ou il est distillée pour son huile
essentielle (Ghedira & Goetz, 2015).

3.2 en Algérie

La plante est cultivée principalement a la wilaya de Blida (plaine de Mitidja)(fig.
2A), a des fins industrielles et ornementales. Sa plantation est pratiquée sur de petites
parcelles dans des conditions de production difficiles, et elle est menacée d’abandon
malgré les avantages qu’elle offrait : notoriété de son essence sur le marché mondial,

commercialisation garantie, cycle de production rapide.
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La distillerie locale (Extral Bio), sise a Chiffa (Blida, 50 km au sud ouest d’Alger)
(fig. 2B), exploite quelques hectares de géranium pour I'extraction d'huiles essentielles
(Boukhatem et al., 2011).

Figure 2 : (A) Champs de culture de géranium rosat et (B) situation géographique du champ
(commune de Chiffa, wilaya de Blida, 70Km au sud-ouest d’alger, Algérie) (Boukhatem et
al., 2011).

4. Huile essentielle

Les études sur les especes de P. graveolens se sont concentrées sur la composition
chimique des huiles essentielles car elle est utilisée comme une bonne source
d'antioxydants, et dans les industries de la parfumerie, des cosmétiques et de
I'aromathérapie dans le monde entier, grace a sa potentielle immunitaire, a sa
composition chimique (tableau.2). Elle est de couleur jaune claire avec une odeur
rappelle celui de la rose et de la citronnelle (Janin, 2006 ; Cavar & Maksimovi¢,
2012 ; Asgarpanah & Ramezanloo, 2015 ; Atailia, 2015).



Chapitre 01 : Présentation de la Plante étudiée

Tableau 2: Composition chimique de 1’huile essenticlle de Pelargonium graveolens

Composés (%)

Citronellol : 19,22

(Atailia, 2015).

Butyrate de citronellyle 1,68

a-Caryophylléne 0,3

Géraniol : 14,03

B-Germacréne 1,03

Acétate de citronellyle 0,3

Formiate de citronellyle 10,02

Hexanoate de géranyle 0,97

Tiglate de citronellyle 0,29

10-épi-y-eudesmol 7,15

y-Cubébene 0,92

a-Copaéne 0,27

Acétate de géranyle 6,45

o-Cadinéne 0,9

Cis-p-Ocimene 0,26

Linalol 5,6

B-Cubébene 0,81

Myrcéne 0,23

Butyrate de géranyle 4,65

Cis Oxyde de rose 0,74

Limonéne 0,2

Longifolene 3,25

Isobutyrate de géranyle 0,73

Guaiadiene-6,9 0,18

Isomenthone 3,08

a-Pinéne 0,69

Spathulénol 0,16

B-Bourbonéne 2,75

Alloaromadendrene 0.62

Trans-B-Ocimeéne 0,14

D-Germacréne 2,23

Propionate de citronellyle 0,56

a-Phellandréne 0,06

Formiate de géranyle 2

Menthone 0,39

Cis Oxyde de linalol 0,06

Tiglate de phénylethyle 1,89

Trans Oxyde de rose 0,31

Trans Oxyde de linalol 0,03

B-Caryophyllene 1,71

Total = 96,86%
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1. Le stress oxydant

Le stress oxydant est l'incapacité de I'organisme de se défendre contre l'attaque des
espéces réactives de I'oxygene ; suite a un désequilibre associé a une production accrue de ces
especes ou a une diminution de la capacité de défense antioxydante présentes dans la cellule
comme les vitamine E et C, la bilirubine, 1’acide lipoique, catalase, superoxyde dismutase et
la glutathion peroxydase... Ce désequilibre (fig.3) favorise le développement et le
déclenchement de plusieurs maladies comme le cancer, des pathologies oculaires et des
maladies neurodégénératives... (Favier, 2006 ; Defraigne & Pincemail, 2008 ; Eddhima,
2019).

DEFENSES RADCAUX LIBRES

-enzymabques Leux de production

* nonerxy maliques - mitochondre

(vitamnes ) -endothelum
' oxydases
| J | |
‘% OXYDATION
Q\\ St
ress
oxydatif .
"
REDUCTION ~—

Figure 3: Le déséquilibre entre les systémes oxydants et les capacités antioxydants d’un
organisme, d’une cellule ou d’un compartiment cellulaire (Eddhima, 2019).

1.1 origine de stress oxydant

Ce stress, lourde de conséquence est provoqué par une production importante et
prolongée des EROs. Il peut avoir plusieurs origines : carence en antioxydants apportés
par I’alimentation, anomalies génétiques et stress d’origine exogeéne: agents
environnementaux, intoxication aux métaux lourds, la pollution, I’exposition prolongée
au soleil et a différentes radiations, la prise des médicaments, 1’alcool et le tabagisme...

(Pincemail et al., 1999 ; Migdal & Serres, 2011).
8
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1.2 conséquences cellulaires du stress oxydant

Les consequences du stress oxydant seront extrémement variables selon la dose et
le type cellulaire (fig. 4). Les légers stress augmenteront la prolifération cellulaire et
I’expression de protéines d’adhésion, les stress moyens faciliteront 1’apoptose, les forts

stress provoqueront la nécrose et les stress violents désorganiseront la membrane

entrainant des lyses immédiates (Favier, 2006).

Figure 4 : Conséquences pathogénes du stress oxydant (Favier, 2006).

1.3 maladies humaines liées a un stress oxydant

Le stress oxydant sera la cause de plusieurs maladies comme les maladies
cardiovasculaires, cancers, cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de
détresse pulmonaire aigue, cedéme pulmonaire, I’athérosclérose et vieillissement
accéléré...ect. Car les EROs sont toxiques pour I’organisme et elles peuvent inactiver
des protéines, induire des cassures au sein de I’ADN (altération du message génétique),
dégrader les sucres, oxyder les lipoprotéines .... (Pincemail et al., 1999 ; Favier,
2006).



Chapitre 02 : Stress oxydant

2. Les radicaux libres

L'oxygene est une molécule indispensable a la vie des organismes aérobies, mais elle
peut entrainer des dommages importants a la cellule en formant ce qu'on appelle les radicaux
libres. Qui sont par définition des especes chimiques possédant un électron non apparié sur
leur couche orbitale périphérique, ce qui leur confére un fort degré de réactivité et le rend
instable en cherchant a se stabiliser en captant un électron a partir d’une autre espéce
chimique voisine : un lipide, une protéine ou un élément de I’ADN, c'est pourquoi ils sont

nuisibles.

L’¢électron non apparié est représenté de manicre conventionnelle par un point (Fig. 5).
On peut distinguer les radicaux primaires qui dérivent soit de I'oxygene ou de 1’azote comme
I’anion superoxyde O2", le radical hydroxyle OH', le monoxyde d’azote NO' et les radicaux
secondaires, issus de la réaction des radicaux primaires avec des entités biochimiques
cellulaires lipides, protéines ou glucides... tels que les radicaux peroxydes ROz, les
hydroperoxydes RO2H et les radicaux alkoxyles RO' . Comme il existe d'autres substances
réactives dérivées de lI'oxygene, ne sont pas des radicaux libres, mais elles peuvent étre leurs
précurseurs comme le peroxyde d’hydrogéne H20:, le nitroperoxyde ONOO' et I’oxygeéne
singulet 10,. L’ensemble de ces RLs primaires, secondaires et de leurs précurseurs est souvent
appelé especes réactives de 1’oxygéne (Favier, 2003 ; Chiha et al., 2016 ; Matou, 2019 ;
Eddhima, 2019)

(@)

B—0
®—@

Figure 5 : Electrons de valence de 1’oxygéne moléculaire, un point représente un électron et
un trait un appariement entre deux électrons (Eddhima, 2019).

2.1 sources de RL

Il existe un équilibre naturel entre la production des RLs et les systemes
antioxydants presentes dans la cellule a 1’état physiologique. Dans certains cas, sous
Iinfluence de certains stimuli pathologiques endogenes ou exogeénes (tableau. 3).
(Poisson, 2013).
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Tableau 3: sources de radicaux libres (Poisson, 2013).

ENDOGENE EXOGENE

Chaine respiratoire mitochondriale Irradiation : Rayons X, UV,
radioactivité

Cellule : Macrophage Polluants : Tabac, médicaments
Enzymes : NOS, NADPH oxydase \
2.2 role physiologiques des radicaux libres

Les RL peuvent avoir un réle physiologique ou un effet toxique selon leur
concentration.  Ils  sont impliqués dans des  nombreuses  fonctions

physiologiques (Haleng, 2007 ; Favier, 2003) :

—Le fonctionnement de certaines enzymes.

—La transduction de signaux cellulaires.

—La défense immunitaire.

—La destruction des cellules tumorales par apoptose.
—La différentiation et au cycle cellulaire.

—la régulation de la dilatation capillaire.

—Le fonctionnement de certains neurones.

—La fécondation de I'ovule.

—la régulation des génes.
2.3 role pathologique des radicaux libres

Les radicaux libres déclenchent une réaction en chaine négative dans I'organisme,
qui est responsables des degats cellulaires importants elle peut endommager les
membranes cellulaires, bloquer I'action des principales enzymes, empécher les
processus cellulaires nécessaires au bon fonctionnement de I'organisme, empécher la
division cellulaire normale, déclencher de cassures et de mutations au sein de I’ADN et

bloquer la production d'énergie (Sharifi et al., 2020).
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3. Les espéces réactives de I’oxygene (ERO)

Les organismes aérobies utilisent I'oxygéne pour oxyder des substrats riches en carbone
et en hydrogene. Cependant, lorsque les molécules sont oxygénées, 1’oxygene est réduit et
forme des intermédiaires radicalaires, trés réactifs appelé especes réactives de I'oxygene (des
molécules contenant de l'oxygene mais leur réactivité est supérieure a celle de la molécule

d'oxygene) (Benyamina, 2017).
3.1 les principales especes réactives de ’oxygene (Les dérivés radicalaires)
3.1.1 le radical anion superoxyde (O2")

L'anion superoxyde (O2™) est un radical libre chargé négativement issu de la

réduction monovalente de I'oxygéne moléculaire :
O2+e — 02

Ce radical est un déchet métabolique toxique produit naturellement dans les
cellules respirant le dioxygeéne, en particulier au sein des mitochondries (par le
complexe | et le complexe Ill), et par d’autres enzymes (exemple : la xanthine
oxydase). Il est impliqué dans plusieurs fonctions cellulaires: la signalisation
cellulaire, la réponse immunitaire et la prolifération cellulaire a des concentrations
régulées, comme il joue un réle dans la pathogenése de nombreuses maladies. Sa
production est régulée par des métalloenzymes, les superoxydes dismutases (SOD),
qui catalysent leur dismutation en peroxyde d’hydrogéne, H2O> (Fig. 6) (Muller et
al., 2007 ; Migdal & serres, 2011; Zhang et al., 2019 ).

3.1.2 le radical hydroxyle (OH¢)

D’apres (Migdal & Serres, 2011) le radical hydroxyle est un espéce tres
reactive et toxique qui attaque la plupart des molécules organiques: les acides, les
alcools, les aldéhydes, les aromatiques, les amines, les éthers, les cétones... etc. Il est

formé par :

- la réaction de Fenton : le peroxyde d'hydrogéne oxyde le fer ferreux (Fe?*)

selon la réaction d'oxydoréduction suivante :
Fe?*+ H202 — Fe3*+ OH+ OH°

Le mélange fer ferreux et peroxyde d'hydrogene est un bon oxydant pour de

nombreux composés organiques (réactif de Fenton). L’efficacité de cette réaction est

12
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influencé par : la concentration initiale en ions ferreux, en peroxyde d’hydrogene, la,
pH et température.

— laréaction d’Haber Weiss :

La réaction de Haber-Weiss génere des radicaux hydroxyls

OH- a partir de peroxyde d'hydrogéne H20- et de superoxyde O

02" + H202 — 02 + OH+ OH-

les principales especes réactives de I’oxygene (Les dérivés non radicalaires)
3.2.1 le peroxyde d’hydrogene H20:

Le peroxyde d'hydrogene est un composé chimique de formule H,O2, non
radicalaire et il n’est pas chargg, il diffuse facilement a travers les membranes, Il
existe naturellement chez les étres vivants comme sous-produit de la respiration
cellulaire Les  peroxydases catalysent la dismutationde  H2O2 en H20 et O
(Barouki, 2006).

2H202 -2 H0+ 0O

3.2.2  oxygene singulet (102)

L'oxygene singulet est une molécule a courte durée de vie, instable, dont les
propriétés la rendent tres réactive avec de nombreuses biomolécules : les lipides, les

protéines et les acides nucléiques (Koh & Fluhr, 2016).

13
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Superoxyde Réaction de Fenton Catalase

dismutases (Fe? : Cu*) Glutathion peroxydase
(4]
Oaine Radical Peroxyde Radical Eau
YE superoxyde d’hydrogene hydroxyd
0 > 0 » HO » QH ———— H_0
2 ca 2 +e,,(* 2H') 272 e +e,(’ H.) 2

Réduction tétravalente

5 0,+4e +4H —2H,0
de oxygeéne ‘

0,” Anion superoxyde 1 0,+1e—0,"

Peroxyde

H:0, d’hydrogene

2 0,7+ 0, (+ 2H*) > H,0,+ 0,

3 H,0, + Fe?* — "0OH + Fe® + OH"
‘OH Radical hydroxyle 4 H,0,+H,0, > 2 H,0 + 0,
5 H,0, +2 GSH — 2 H,0 + GSSG

RO, Radical peroxyle 6 R"+0,— RO,
RO,H Hydroperoxyde 7 RO, + RH— RO,H + R’
RO’ Radical alkoxyle 8 RO,H + Fe?* — RO" + Fe** + OH"

Figure 6 : Origine des espéces réactives de I'oxygene. Les quatre étapes de la réduction de
I'oxygeéne et la formation des intermédiaires partiellement réduits (Migdal & Serres, 2011)

3.3 les cibles biologiques des ER

Le stress oxydant provoque 1’oxydation, de maniére non spécifique et irréversible
de molécules biologiques (protéines, lipides, I’ADN), conduisant a une perte de leurs

fonction (Migdal & Serres, 2011).
3.3.1 les protéines

Les acides aminés et les protéines sont les premiéres cibles des EROs
Les types de ces modifications oxydatives :
— Oxydation des chaines latérales des acides aminés conduit a la régulation de la
fonction de nombreuses protéines.
- Oxydation de la chaine polypeptidique suivie d’une fragmentation et/ou de la
formation de liaisons croisées intra ou inter chaines.

- Formation de protéines carbonylées (Migdal & Serres, 2011).
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3.3.2 les lipides

L’oxydation des lipides par les ERO, appelée peroxydation lipidique ; un
phénoméne général qui se produit en présence de I’oxygéne. Tous les lipides
contenant des acides gras insaturés sont concernés quelle que soit leur origine (huiles
veégétales, huiles de poissons, graisses animales, membranes cellulaires,
lipoprotéines). Plusieurs maladies sont associées a cette oxydation comme les
maladies neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson), le diabéte, les cancers et les
maladies inflammatoires... (Cillard & Cillard, 2006).

3.3.3 DPADN

Les RLs peuvent endommager I'ADN en oxydant le désoxyribose, en cassant le
brin, en enlevant des nucléotides, en modifiant les bases et en réticulant I'ADN-
protéine (Sharifi et al., 2020).

4. Antioxydants

Les antioxydants permettent de maintenir la concentration en espéces radicalaires a un
taux basal, de stabiliser la tolérance a I'insuline, d'améliorer I'immunité, et de diminuer la
toxicité des médicaments. Ils sont classés en antioxydants enzymatiques ou non-enzymatiques
(Edhhima, 2019 ; favier, 2003).

4.1 antioxydants enzymatiques

L’organisme dispose de plusieurs mécanismes enzymatiques pour minimiser les
dommages causés par les radicaux et empécher la production excessive des RLs, Ces
enzymes présentent SOD (superoxyde dismutase), CAT (catalase) et GPx (glutathion
peroxydase) (Sharifi et al., 2020).

4.1.1  le superoxyde dismutase (SOD)

Le superoxyde dismutase est un métallo enzyme, oxydoréductase qui catalyse
la dismutation des anions superoxyde O2" en oxygéneO- et peroxyde

d'’hydrogene H20: :

2027 +2H" — 02+ H20:.
Il agit comme un bon agent thérapeutique contre les maladies liees aux EROs.
Il est présent dans le cytoplasme, la matrice mitochondriale et les peroxysomes
(Bratovcic, 2020).
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4.1.2 catalase (CAT)

La catalase est une protéine tétramérique en forme d'haltere avec 4s.u
monomeéres identiques. Elle est presente dans le foie et les globules rouges a des
concentrations élevées et elle joue un role central dans le maintien de I'équilibre du

peroxyde d'hydrogéne cellulaire (Sharma & Ahmad, 2014).
2H 0, — 2H,0 + O
4.1.3  glutathions peroxydases (GPx)

La Glutathion peroxydase GPx est une classe d’enzymes antioxydants ayant la
capacité de piéger les radicaux libres. Ceci aide a son tour a prévenir la peroxydation
lipidique et a maintenir 1’homéostasie intracellulaire ainsi que 1’équilibre redox
(Gupta et al., 2017).

GPx catalyse la réduction de I’H20, en H>O, en utilisent le glutathion reduit
(GSH) comme donneur d’¢lectron (Halliwell & Gutteridge, 1989).

La glutathion est oxydé avec formation d’un point disulfure entre deux
molécules de glutathion : on obtient la forme oxydée du glutathion GS-SG (Borg &
Reeber, 2008).

2GSH + H,02 — GS-SG + 2H,0

antioxydants non enzymatiques

Certaines molécules chimiques de faible poids moléculaire, agissent comme

antioxydants, leur r6le n'est pas la catalyse.

Il en existe deux catégories : les antioxydants non enzymatiques endogénes (si la

cellule eucaryote est capable de les synthétiser) et les antioxydants non enzymatiques

exogenes (par l'alimentation) (Sharifi et al., 2020).

4.2.1antioxydants non enzymatiques endogéenes

Ils fournissent des mécanismes efficaces pour prévenir les dommages causes aux

cellules et aux tissus par les RLs, dont les plus importants sont le gluthathion, la

bilirubine, I'acide urique, le coenzyme Q et la mélatonine ... (Malgorzata et al., 2018).
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4.2.2 antioxydants non enzymatiques exogenes

Les antioxydants exogénes sont présents en quantités importantes dans les fruits,
les 1égumes, les boissons (jus, thé, café), les noix et les produits céréaliers consommés

couramment, ils retardent le processus de vieillissement (Malgorzata et al., 2018).

a) vitamine E
La vitamine E est une vitamine liposoluble qui est synthétisé principalement par
les plantes. Elle s’incorpore facilement dans les membranes cellulaires et les
protége contre la peroxydation lipidique. L’alpha-tocophérol est la forme la plus
active de la vitamine E qui localise dans la membrane cellulaire (poisson, 2013 ;
Bratovcic, 2020).

b) vitamine C
La vitamine C ou acide ascorbique est une vitamine hydrosoluble considérée
comme étant I’antioxydant naturel le plus puissant. Elle a un rdle important dans
la protection de I’organisme contre les RLs (Poisson, 2013).

c) pB-caroténe
Le caroténe est le principal précurseur de la vitamine A chez I'homme, qui est
apporté par 1’alimentation. Il supprime les oxydations médiées par les radicaux
libres et il protége les cellules corporelles contre les EROs et il aide a traiter les
maladies liées a une carence en vitamine A... (Tsuchihashi et al., 1995)

d) polyphénols
Les polyphénols sont des molécules organiques synthétisées par les plantes et
présentent de nombreux avantages pour la santé humaine. Ils offrent une
protection contre les espéces réactives de 1’oxygeéne et l’azote (Haida &
Hakiman, 2019).

5. Composés primaires et Secondaires des végetaux

Les métabolites primaires et secondaires sont des produits phytochimiques, présents
naturellement dans les feuilles, les Iégumes et les racines, qui possédent un mécanisme de

défense et protégent de diverses maladies (Pradeepa et al., 2016).
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5.1 metabolites primaires

Les propriétés médicinales des plantes sont dues a ces composés organiques,
comprennent : les protéines, les acides aminés, les glucides, les polysaccarides, les
chlorophylles, les acides gras et les lipides. Ils sont synthétisés pendant la photosynthese
et jouent un réle important dans le développement et la reproduction de la cellule

végetale (Hanson, 2003 ; Pradeepa et al., 2016).
5.2 métabolites secondaires

Les métabolites secondaires des plantes sont des sources uniques pour les produits
pharmaceutiques, les produits d'additifs alimentaires, d'arébmes et pour les substances
biochimiques importants pour I'industrie. 1ls sont synthétisés par la plante au cours de
son développement a partir de métabolites primaires et ils sont spécifiques du temps,

des tissus et des organes.

Ils jouent un rdle dans la défense des plantes contre les herbivores et les
pathogenes... comprennent : les tannins, les flavonoides, les phénoliques, les alcaloides,

les composés terpéniques, et les composés phénoliques (Akula & Ravishankar, 2011).
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1. Objectif

L’objectif de notre étude est I’évaluation du pouvoir antioxydant des extraits de

Pelargonium graveolens, en utilisant le test de réduction du fer (FRAP).

L’étude a été réalisée au niveau de laboratoire LASNABIO (Laboratoire des Substances
Naturelles et Bioactives) de la faculté des sciences, université de Tlemcen. Elle comporte

deux parties :
e Partie 1 : préparation des extraits eau-acétone et eau-éthanol.

e Partie 2 : évaluation de l'activité antioxydante des extraits obtenus par la méthode de

FRAP (Ferric reducing antioxidant power).
2. Matériel végétal

La matiere végétale utilisée au cour de cette étude est la partie aérienne (feuilles, fleurs
et tiges) de Pelargonium graveolens, qui a été récoltée au mois de mai 2021 a la willaya de

Tlemcen, commune d’Ain Fezza.

Apres la récolte, la plante a été sechée a I’air libre et a I’abri de la lumiére et I’humidité a

température ambiante pendant une semaine (fig. 7).

Figure 7 : Photographie personnelle de la plante aprées séchage (la partie aérienne).
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3. Préparation des extraits
3.1 préparation de I’extrait eau-acétone

e 10g de matiére végeétale seche sont mélangés avec 100ml de solvant eau-
acétone (30ml eau distillée + 70ml acétone) préalablement chauffé. Le
mélange repose pendant 30 min (Extraction par infusion).

e Filtration de la solution.

e Evaporation du filtrat a I’aide d’un rotavapor, pour concentrer 1’extrait.

e Séchage a I’étuve a 50°C pendant 24h.

e Récupération de produit (Fig.8).

Ballon
d'évaporatior

C D

Figure 8 : Photographie personnelle des étapes de préparation des extraits eau-acétone et eau-
éthanol. (A) Rotavapor, (B) Filtration, (C) Extrait aprés évaporation, (D) Le produit récupéré
apres séchage dans 1’étuve.
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3.2 préparation de I’extrait eau-éthanol

Les mémes étapes suivies pour ’extraction eau-acétonique sont refaites pour

préparer I’extrait eau-éthanolique en remplagant I’acétone par 1’éthanol.
4. Calcul du rendement

Apres I’extraction, les extraits séchés sont récupérés et les rendements sont calculés par

la formule suivante :

R=[(M2-M1)/P] x 100
Ou:

— R : rendement en pourcentage %.
— M2 : lamasse de la boite petri aprés séchage (contient I’extrait) en gramme.
— M1 : lamasse de la boite petri vide en gramme.

P : 10g (poids de matériel végétal prise d’essai).
5. Evaluation de P’activité antioxydante des extraits

L’activité antioxydante a été évaluée par la méthode de FRAP (Ferric reducing Antioxidant
power).

5.1 principe

Le pouvoir réducteur d’un extrait est lié a son pouvoir antioxydant. Cette
technique mesure la capacité des extraits a réduire le fer ferrique (Fe 3*) présent dans le
complexe de ferricyanure de potassium en fer ferreux (Fe*). Le fer ferrique est jaune,
se réduit et devient bleu ou vert en présence d’un atome d’électron. Le changement de la
coloration du jaune au bleu ou vert est proportionnel a 1’activité antioxydante (Habibou
etal., 2019).

Fe®* + 1le —» Fe?
5.2 solutions a préparer

e Solution tampon phosphate 0,2M ; pH = 6,6.
e Solution de ferricyanure de potassium KsFe(CN) s a 1%.
e Solution de I’acide trichloracétique TCA a 10%.

e Solution aqueuse de chlorure ferrique FeCls a 0,1%.
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5.3 mode opératoire

1ml de I'extrait a différentes concentrations (0,2 ; 0,4 ; 0 ,6 ; 0,8 et 1Img/ml) est
mélangé avec 2,5ml de la solution tampon phosphate et 2,5ml de ferricyanure de

potassium, ensuite incubé dans 1’étuve a 50°C pendant 20min.

Aprés I’incubation 2,5ml d'acide trichloracétique sont ajoutés et on procéde a une

centrifugation a 3000 tr/min pendant 10 minutes.

2,5ml de surnageant sont mélangés avec 2,5ml d'eau distillée et 0.5ml de Chlorure

ferrique.

La lecture de I'absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm a 1’aide d’un
spectrophotometre UV-VIS avec un blanc préparé semblablement en remplacgant
I’extrait par l'eau distillée. Le protocole est montré dans la figure 09.
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1 ml de ’extrait

!

+ 2,5 ml de tampon phosphate (0,2 M ; pH = 6,6)

=

+ 2,5ml de ferricyanure de potassium a 1%

=

Incubation a 50°C pendant 20min

==

+2,5 ml de trichloracétique a 10 %

=

Centrifugation a 3000 tr/min pendant 10 minutes

==

2,5ml de surnageant + 2,5 ml d’eau distillée

<=

+0,5 ml de chlorure ferrique

|

Lecture spectrométrique a 700 nm

Figure 9 : Protocole d’évaluation du pouvoir réducteur des extraits de Pelargonium
graveolens.
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1. Les caractéristiques et le rendement de chaque extrait

Les deux extraits obtenus a partir de I’extraction possédent des caractéristiques

identiques (couleur et aspect) avec deux rendements variables indiqués dans le tableau (04).

Tableau 4 : Couleurs, aspects et rendement des extraits de Pelargonium graveolens.

Extraits Couleurs Aspects Rendement (%)
Eau-acétone Marron Pateux 2,422
Eau-éthanol Marron Pateux 2,182

Les résultats obtenus montrent que les deux extraits possédent une couleur marron et ils
sont récupérés sous forme de pate avec des rendements variables, 1’extrait eau-acétone
récupéré a donné un rendement appréciable (2,422 %) que I’extrait eau-éthanol (2,182%). Le

rendement d’extraction dépend du solvant utilisé pour 1’extraction.
2. Evaluation de Pactivité antioxydante

L’activité antioxydante des extraits de Pelargonium graveolens a été évaluée par la

methode de réduction de fer FRAP (Ferric reducing antioxidant power).

2.1 effet de I’extrait eau-acétone

Les résultats de la capacité de 1’extrait eau-acétone a réduire le fer ferrique (Fe®")
en fer ferreux (Fe?") en fonction de la concentration sont représentés dans la figure 10.
L’augmentation de I'absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur de

I’extrait testé.
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Figure 10 : Représentation graphique du pouvoir réducteur du fer par 1’extrait cau-acétone,
de la partie aérienne de Pelargonium graveolens.

2.2 effet de I’extrait eau-éthanol

Les résultats obtenus de la capacité de 1’extrait eau-éthanol a réduire le fer en

fonction de la concentration sont représentés dans la figure 11.

1,8 +

y=1,533x+0,0497
R?=0,9957

1,6 -
1,4

1,2

Absorbance

0 ‘ T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Concentration en mg/ml

Figure 11 : Représentation graphique du pouvoir réducteur du fer par 1’extrait eau-éthanol, de
la partie aérienne de Pelargonium graveolens.
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2.3 effet de I’acide ascorbique

Le contrdle positif est représenté par l'acide ascorbique dont l'absorbance a été
mesuré dans les mémes conditions que les deux extraits, eau-acétone et eau-éthanol. Les

résultats obtenus sont représentés dans la figure 12.

0,5 -
y =4,7643x - 0,0185
R?=0,9906
0,4 -
0,3 -
3
c
(5]
2 0,2 -
2
o
<
0,1 -
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0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
-0,1 -
Concentration en mg/ml

Figure 12 : Représentation graphique du pouvoir réducteur du fer par I’acide ascorbique.

D’apres les graphes, on remarque que le pouvoir réducteur du fer des deux extraits et du

standard (acide ascorbique) augmente avec I’augmentation de la concentration.

L’extrait eau-éthanol présente 1’activité la plus élevée pour réduire le fer avec une

absorbance A=1,582 a une concentration de 1mg/ml comparé a I’extrait eau-acétone A=1,446.

Les deux extraits étudiés ont la capacité de réduire le fer, mais ’acide ascorbique
employé dans cette méthode comme un contrdle positif, a montré le pouvoir réducteur le plus
élevé.

Les résultats obtenus sont confirmés par les valeurs d’ECso (la concentration qui
correspond a une absorbance de 0,5 a 700nm). Ces concentrations sont déterminées

graphiquement a partir des équations indiquées dans les graphes.

Les valeurs d’ECso sont montrées dans le tableau 05.
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Tableau 5: Valeur des EC50 en mg/ml des deux extraits de Pelargonium graveolens et de

I’acide ascorbique.

/ Acide ascorbique Eau-éthanol Eau-acétone

ECso 0,108 0,293 0,33

L’ECsp est inversement liée a la capacité antioxydante d’un composé. L’étude de
I’activité réductrice du fer a montré que 1’acide ascorbique a ECso la plus faible (0,108mg/ml),
suivi par I’extrait eau-éthanol (0,293mg/ml), et I’extrait eau-acétone qui a la valeur d’ECsxo la

plus élevée (0,33mg/ml).

Donc, nous pouvons déduire que 1’extrait eau-éthanol montre un pouvoir réducteur

meilleur que 1’extrait cau-acétone.
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Discussion

L’histoire des plantes aromatiques et médicinales est associée a 1’évolution des
civilisations. De nos jours, ces plantes a parfum occupent une place prépondérante dans la
découverte de nouvelles substances thérapeutiques (Boukhatem et al., 2011).

L’objectif de ce travail est porté sur I’évaluation du pouvoir antioxydant des extraits :

eau-acétone et eau-éthanol de la partie aérienne de Pelargonium graveolens.

Afin d’évaluer les effets biologique de Pelargonium graveolens, nous avons commencé
par la préparation des deux extraits, par la méthode d’extraction par infusion, en utilisant deux
solvants polaires (acétone et éthanol) ou nous avons déterminé les rendements de chaque

extrait.

Le rendement le plus élevé a été obtenu dans 1’extrait eau-acétone (2,422%), comparé a
I’extrait eau-éthanol (2,182%), cette variabilité du rendement peut étre due aux solvants
utilisés dans la methode d’extraction. L extraction consiste a séparer les composés chimiques
d’un organisme végétal a 1’aide de solvants sélectifs. Le choix du solvant est basé sur sa
polarité et sa capacité a extraire certaines molécules ; I’extraction d’une molécule se fera
toujours par un solvant de méme polarité. L’acétone et 1'éthanol sont des solvants polaires qui
dissolvent les principes riches en groupements hydrophiles comme les terpenoides, les

phénols, les lactones et les alcaloides (Tahouo, 2016).

La méthode de FRAP a été réalisée pour mettre en évidence l'activité antioxydante des
deux extraits (eau-acétone et eau-éthanol). Les résultats obtenus montrent que le pouvoir
réducteur du fer augmente avec l'augmentation de la concentration des deux extraits de
Pelargonium graveolens et de l'acide ascorbique (employé dans cette méthode comme un
control positif). Cette méthode est basee sur la réaction d’oxydoréduction entre le fer ferrique
Fe3* et les composés présents dans I’extrait. Le fer ferrique Fe3* présent dans de le complexe
de ferricyanure de potassium se réduit en fer ferreux Fe?*, par ces composés (Habibou et al.,
2019).

La détermination des valeurs d’ECsp (concentration de 1’extrait a une absorbance égale a
0,5), permet de classer la capacité a réduire le fer par les deux extraits et ’acide ascorbique.
Les résultats montrent que 1’extrait eau-acétone (ECso =0,33 mg/ml) présente une faible
capacité réductrice par rapport a I’extrait eau-éthanol (ECso =0,293 mg/ml). L’acide

ascorbique a la capacité réductrice la plus élevée (ECso =0,108 mg/ml).
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Asgarpanah & Ramezanloo (2015) ont évalué la capacité antioxydante de I’huile du
Pelargonium graveolens par le test d’activité de piégeage des radicaux DPPH. La valeur IC50
de 1'huile de géranium était de 66,45ug/ml comparé avec celle de 1'acide ascorbique employé
comme standard (IC50 = 38,49ug/ml), ce qui montre que I’huile de cette espece est dotée

d’un pouvoir antioxydant trés intéressant.

Une autre étude réalisée par Cavar & Maksimovié (2012) pour évaluer Dactivité
antioxydante des huiles essentielles et des hydrosols de Pelargonium graveolens (cultivé en
Bosnie et collecté en ao(t 2010) par le test de piégeage des radicaux DPPH confirme le
pouvoir antioxydant de cette espece. Les valeurs de la IC50 variaient de (0,19 + 0,05 mg/ml)
(tiges) a (0,39 = 0,04 mg/ml) (feuilles) pour les hydrolats, et de (63,70 + 1,56 mg/ml)
(feuilles) a (64,88 + 1,12 mg/ml) (tiges) pour les huiles essentielles. Ces valeurs sont
comparables a celles du thymol (IC50 = 1,90 + 0,04 mg/mL) qui a été utilis¢ comme un
témoin. Les résultats globaux sur l'activité antioxydante obtenus pour les hydrosols sont
meilleurs que ceux qui ont obtenus pour les huiles essentielles, et méme dix fois plus élevés
que ceux du thymol. Et I'huile essentielle obtenue a partir des tiges a une activité antioxydante
plus élevée que I'huile essentielle obtenue a partir des feuilles. Ceci est probablement di a la

teneur élevée de composés phénoliques dans cette plante.

Dimitrova et al., (2015) ont préparé des extraits a fin d’évaluer 1’activité antioxydant de
Pelargonium graveolens. Ils ont montré que I’extrait qui a été obtenus par la décoction
contient plus de substances phénoliques 8.23 mg GAE/g FW par rapport a I’extrait de la
fusion 1.65 mg GAE/g FW.

En comparant avec les quatre espéces du genre Thymus (T. capitatus, T. ciliatus, T.
bleicherianus et T. algeriensis). Amarti et al, (2011) ont realises une étude pour évaluer
L’activité antioxydante des huiles essentielles de T. capitatus, T. ciliatus et T. bleicherianus
par le test DPPH par rapport a I’essence de T. algeriensis et a d’autres espéces de thym de la
littérature. Les valeurs de la IC50 obtenus sont 1C50= 0,069 mg/ml, 0,074 mg/ml et 0,077
mg/ml respectivement. Ces valeurs sont comparables a celles de 1'acide ascorbique et 1’a-
tocophérol qui ont été utilisés comme contrbles positifs. Les quatre espéces possédent un

pouvoir antioxydant important peut étre due a leurs profils chimiques riches en phénols.

Finalement, nous concluons que la partie aérienne de la plante Pelargonium graveolens

a une activité antioxydante remarquable et importante, qui peut étre due a la présence de
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différentes molécules dans les extraits testés. Cette plante peut étre considérée comme un
futur candidat prometteur en tant que complément alimentaire, il est donc essentiel d'établir
les bases scientifiques de leurs actions thérapeutiques, qui peuvent servir de source pour le
développement de médicaments efficaces. Ce travail est encore préliminaire et mérite d’étre
reproduit par d’autres techniques antioxydantes.
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Conclusion

Le présent travail a pour objectif d’évaluer I’activité antioxydante de la partie aérienne
de Pelargonium graveolens, plante de la famille des géraniacées. Par la methode de réduction
de fer FRAP.

Ce travail commencé par la préparation des deux extraits : eau-acétone et eau- éthanol

les rendements sont de 1’ordre 2,422% et 2.182% respectivement.

Les résultats de la methode de réduction de fer FRAP, montrent que les deux extraits
ont une capacité a réduire le fer qui augment avec I’augmentation de la concentration. Les
valeurs d’ECso permet de classé cette capacité, 1’extrait eau-éthanol (ECso = 0.293mg/ml) a

une activité antioxydante plus élevée par rapport a ’extrait eau-acétone (EC*° = 0.33mg/ml).
D’aprés les résultats obtenus plusieurs perspectives prouvent étre proposeés.

e Réalisation d’autres méthodes d’extractions, et utilisations des solvants
différents.

e Changement de la région et la période de récolte.

e Réalisation des tests différents pour une meilleure évaluation du pouvoir
antioxydant de la plante étudiée.

e Réalisation d’autres tests pour évaluer [’activité antimicrobienne,
antifongique, antidiabétique, antitumorale et d’autres activités biologiques.

e Faire des études sur la toxicité de la plante.
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