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Résumé :
L’Algérie abrite un ensemble d’espeéces importantes et variées et témoigne de ce fait d’une

richesse de la flore incontestable.

Nous nous sommes intéressés dans notre étude au Pelargonium graveolens (L’Hér) appelé
communément Géranium rosat dont I'huile essentielle est trés connue pour ses propriétés
antibactérienne et anti-inflammatoire. Le Géranium rosat provenant des wilayas de Tlemcen et
d’Oran a été extrait par hydrodistillation. Le rendement de I'huile essentielle obtenue par ce

procédé est de l'ordre de 0,25% par rapport a la matiére fraiche.

La détermination de l'activité antioxydante effectuée par les trois tests : FRAP, DPPH
39,22mg/ml et ABTS 10,54mg/ml a montré un faible pouvoir antioxydant. L'effet
antimicrobien a été déterminé par I’aromatogramme pour six (6) souches microbiennes. Les
résultats mettent en évidence que I'huile essentielle a manifesté une bonne activité vis-a-vis des
champignons : Candida albicans et Aspergillus niger. L’activité anti-inflammatoire a montré
un bon pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines de 90%. L’activité
antidiabétique de I’huile essentielle réalisée sur des rats wistar rendus diabétiques par la
streptozotocine a révélé un effet positif sur la tolérance orale au glucose sans améliorer la

glycémie a jedne.

Mots clé : Pelargonium graveolens, activité antioxydante, activité antimicrobienn, activité anti-

inflammatoire, activité antidiabétique.



Abstract:

Algeria is home to a variety of important and varied species and thus testifies to a wealth of

undeniable flora.

We were interested in our study on Pelargonium graveolens (L'Hér) commonly called
Geranium rosat whose essential oil is well known for its anti-bacterial and anti-inflammatory
properties. Geranium rosat from two provinces, Tlemcen and Oran was extracted by
hydrodistillation. The yield of the essential oil obtained by this process is of the order of 0.25%

relative to the fresh material.

The determination of the antioxidant activity performed by the three tests: FRAP, DPPH
39,22mg/ml and ABTS 10,54mg/ml showed a low antioxidant power. The antimicrobial effect
was determined by the aromatogram for six (6) microbial strains. The results show that the
essential oil has shown good activity against fungi: Candida albicans and Aspergillus niger.
Anti-inflammatory activity showed a good percentage inhibition of protein denaturation 90%.
The antidiabetic activity of the essential oil in streptozotocin-diabetic wistar rats revealed a
positive effect on oral glucose tolerance without improving fasting glucose.

Key words: Pelargonium graveolens, antioxidant activity, antimicrobial activity, anti-

inflammatory activity, antidiabetic activity.
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Introduction générale

L’histoire des plantes aromatiques et médicinales est associée a 1’évolution des
civilisations. Dans toutes les régions du monde, 1’histoire des peuples montre que ces plantes
ont toujours occupé une place importante en médecine, dans la composition des parfums et dans
les préparations culinaires. La valorisation de ces ressources naturelles végétales passe
essentiellement par 1’extraction de leurs huiles essentielles (HE). Ces derniéres sont des
produits a forte valeur ajoutée, utilisées dans les industries pharmaceutiques, cosmétiques et
agroalimentaires (Amarti et al., 2011).

Pendant plusieurs années, les produits chimiques synthétiques ont été utilisés pour
contréler diverses maladies des plantes et des animaux. Cependant leur utilisation abusive a
développé la résistance des agents pathogenes a ces produits chimiques et I'accumulation de

résidus indésirables dans I'environnement avec leurs effets secondaires (Kabera et al., 2013)

La résistance des bactéries aux antibiotiques est devenue une véritable préoccupation
(Akoua et al, 2004, Guessennd et al. 2004). Ce phénomene de résistance aux antibiotiques est
général et concerne toutes les espéces bactériennes et ne cesse d’augmenter (Alzoreky et
Nakahava, 2003). Désormais, les chercheurs se retournent vers la valorisation des plantes a

effet thérapeutique afin d’en extraire de nouvelles molécules a activité biologique.

Il est connu que les especes reactives de I'oxygene (ERO) et les espéces réactives d’azote
(ERN) peuvent étre a la fois bénéfiques et nuisibles dans les systémes biologiques. Les effets
bénéfiques d’ERO sont évidents dans leur rdle physiologique dans de nombreuses réponses
cellulaires. En revanche, a des concentrations élevées, les ERO peuvent étre des médiateurs
importants de dommages aux différents constituants cellulaires tels que les lipides, les protéines
et les acides nucléiques (Cardenas-Rodriguez et al, 2013). Par conséquent, ils peuvent étre
impliqués dans le développement de nombreuses maladies comme les maladies
cardiovasculaires et pulmonaires, certains types de cancer, maladies immunitaires,

I’inflammation et les cataractes (Qusti et al, 2010).

Les plantes médicinales sont utilisées depuis longtemps dans le traitement du diabéte et
la lutte contre les maladies infectieuses. En effet, ces plantes sont souvent caractérisées par la

biosyntheése de molécules odorantes qui constituent ce qu’on appelle les huiles essentielles
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connues depuis longtemps pour leurs activités antiseptique et thérapeutique dans la médecine
populaire. Par ailleurs, les plantes médicinales sont prometteuses et constituent, une grande
source d’antibactériens naturels. Pour parvenir a une amélioration de cette médecine
traditionnelle, Les investigations phytochimiques doivent étre faites, afin d’apporter une
justification scientifique quant a [’utilisation traditionnelle des substances naturelles.

(Charbonnel et Cariou, 1997).

Adéquatement, I’Algérie abrite un ensemble d’espéces importantes et variées et
témoigne de ce fait d’une richesse de la flore incontestable. C’est pourquoi, NOUS NOUS SOMMeS
intéressés a I’étude d’une plante médicinale « Pelargonium graveolens » (Géranium rosat), qui

appartient a la famille des Géraniacées, une espéce des plantes vivaces a feuillage odorant.

Ce travail a pour objet de contribuer a 1’évaluation de D’activité antioxydante,
antimicrobienne, anti-inflammatoire et antidiabétique de 1’huile essentielle de Pelargonium
graveolens.

Dans le cadre de cette étude, ce mémoire est composé de deux parties :

La premiére partie propose une mise au point bibliographique qui regroupe:

v Rappel botanique
v Les huiles essentielles
v Les antioxydants
La deuxiéme partie illustre le matériel et les méthodes mis en ceuvre pour 1’extraction
et I’évaluation des activités biologiques (antioxydante, antibactérienne, antidiabétique et anti-

inflammatoire).
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Phytothérapie

1-L’histoire de la phytothérapie

Le premier texte sur la médecine par les plantes a été gravé sur des plaques d’argile par
les Sumériens, environ 3 000 ans avant Jésus-Christ. lls utilisaient des plantes telles le myrte,
le chanvre et le thym. L’histoire de la phytothérapie est liée a celle de I’humanité, car dans
toutes les cultures on a toujours compté sur les valeurs curatives des plantes pour soigner et
guérir les hommes. Certaines cultures, notamment en Chine et en Inde perpétuent depuis des
siécles une longue tradition d’herboristerie, tandis qu’en Europe et Amérique du Nord, sa
popularité fut plus fluctuante face a la médecine conventionnelle. Il est vraisemblable que la
premiére médecine par les plantes, hormis une utilisation presque instinctive des propriétés
thérapeutiques des plantes qui existe depuis la nuit des temps et est toujours pratiquée dans
certaines tribus, soit née en Inde, il y a plus de 4000 ans (Khalil et al, 2007).

Le recours a la phytothérapie s’est répandu partout dans le monde et a gagné en
popularité, non seulement chez les populations des pays en développement mais aussi ceux des
pays ou la biomédecine occupe une grande place dans le systtme de santé. L’organisation
mondiale de la santé (OMS) estime qu’environ 80% de la population mondiale compte toujours
sur I’utilisation des plantes médicinales comme un premier traitement Les substances naturelles
issues de ces plantes ont de multiples propriétés. Parmi ces composés on retrouve dans une
grande mesure les métabolites secondaires qui se sont surtout illustrés en thérapeutique. C’est
pour cela que I’industrie pharmaceutique se tourne vers la nature et a entrepris une vaste étude
pour répertorier les plantes les plus prometteuses.ll est nécessaire aujourd’hui, de valider
I’'usage traditionnel de ces plantes et d’évaluer scientifiquement leurs activités

pharmacologiques (Bahorun, 1997).

2-Définition de la phytothérapie

Le terme « Phytothérapie », provient du grec « phyton », qui signifie « plante », et
« therapein », « soigner ».

La phytothérapie désigne la médecine basée sur les extraits de plantes et les principes
actifs naturels. Certaines plantes contiennent des principes actifs qui peuvent étre extrémement
puissants, d'autres sont toxiques a faible dose. Le fait que I'on n'utilise que des plantes ne

signifie pas que cela est sans danger, la culture libre de certaines plantes est interdite dans
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certains pays, le cas le plus courant étant le pavot dont la culture est réglementée en France et
destinée a la seule industrie pharmaceutique. (Hennabelle et al 2004)

Méme s’il s’agit de remédes naturels, les plantes ne sont pas toujours sans danger. Elles
paraissent anodines mais peuvent se révéler toxiques ou mortelles pour 1’organisme. Elles sont
parfois a éviter en association avec d’autres médicaments et peuvent aussi étre contre indiques
dans certains cas. L’usage de la phytothérapie peut se révéler trés dangereux pour qui n’a pas
les connaissances nécessaires en matiére d’utilisation. De nombreuses plantes paraissant
anodines n’en sont pas moins toxiques et il arrive aussi qu’une partie seulement de la plante

présente un danger (Zenasni, 2014).
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- LES HUILES ESSENTIELLES

1- Définition
Connues aussi sous le nom d’essences ou d’huiles éthérées, les huiles essenticlles
désignent un ensemble de substances volatiles d’odeur tout a fait caractéristique que I’on extrait
de certains végétaux, dits aromatiques, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par

expression (Marouf et Tremblin, 2009).

2- Localisation des huiles essentielles dans la plantes
Les huiles essentielles (HE) peuvent étre extraites des différentes parties de la plante: la
fleur, la feuille, la racine, la graine...etc. Les propriétés de ces différentes huiles sont tres

différentes et elles n’ont pas le méme usage.

L’HE se trouve dans des cellules sécrétrices spécifiques. Ce sont des structures
histologiques spécialisées servant a leur synthése et a leur stockage. Les cellules sécrétrices
sont rarement a 1’état isolées, mais le plus souvent regroupées dans des poches (myrtacées,
rutacées), dans des canaux sécréteurs (Apiacées) ou dans des poils sécréteurs (Lamiacées)
(Bruneton, 2009 ; Marouf et Tremblin, 2009).

Les HEs permettent, entre autre, a la plante de se défendre contre les agressions
extérieures. Elles ont des propriétés répulsives ou attractives vis-a-vis des insectes. La partie de
la plante utilisée pour obtenir I’HE doit étre précisée, soit pour des questions de rendement, soit
parce que la composition chimique de la partie considérée conduira a une application spécifique

trés intéressante (Kaloustian, 2012).

3- Composition chimique

Les huiles essentielles sont composées d’hydrocarbures, sulfurées, a carbures
terpéniques et leurs dérivés oxygénés ou a composés aromatiques. Les composeés terpéniques
constituent la classe la plus grande des composants des huiles essentielles, suivie par les
phénylpropanoides. (Toure, 2015)

Les terpénoides connus comme métabolites secondaires, dérivent du précurseur
isoprénique a cing carbones. Les plus petits terpénoides sont les hémiterpénoides (C5), qui sont
formés d’une seule unité isoprénique. Ainsi, les monoterpénoides (C10) sont constitués de deux

unités isopréniques alors que les sesqui-terpénoides (C15) sont formés par 1’association de trois
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isoprénes. Les mono et les sesquiterpénoides sont les plus représentés dans les huiles
essentielles. (Figure 01) (Kalemba, 2003 ; Toure, 2015).
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1. Terpenes
-Monoterpenes
Carbure monocyclic Carbure bicyclic
Cymene (“y") or p.cymene Sabinenc Alpha-pinene Betapinence
H2C
Alcohol acyclic Phenol
Citronellol Geraniol Carvacrol Thymol

A . im Eér fEL

-Sesquerpitenes

Carbure A‘l(nhol
Famesol Caryophyllene
. A = OH

2. Aromatic compounds

Aldehyde Alcohol Phenol Phenol
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Figure 01: Les classes des principaux constituants des huiles essentielles (Toure D, 2015)
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4- Propriétés physico-chimique
Les HEs sont des liquides a température ordinaire, d’odeur aromatique trés prononcée,
généralement incolores ou jaune péle. La plupart des HEs ont une densité inférieure a celle de

I’eau et sont entrainable a la vapeur d’eau.

Les HEs s’évaporent a température ambiante. Trés peu solubles dans 1’eau a laquelle
elles communiquent leurs odeurs ; cette eau est dite “eau distillee florale™.
Les HEs sont solubles dans les alcools, dans les huiles fixes et dans la plupart des

solvants organiques (Paris et Hurabielle, 1981; Bruneton, 1999).

Les HEs s’oxydent facilement a la lumicre et se résinifient en absorbant de 1’oxygéene,
en méme temps, leurs odeurs se modifient, leurs points d’ébullition augmentent et leurs
solubilités diminuent. Elles absorbent le chlore, le brome et 1’iode en dégageant de la chaleur

(Duraffourd et al, 1990).

5- Facteurs affectant la composition chimique
Les facteurs tels que les conditions de croissance comme la lumiere, la température, la
disponibilité de 1’eau, le stade de développement, la partie de la plante récoltée, la nature du sol
ainsi que le taux d’humidité interviennent dans les variabilités qualitative et quantitative des

huiles essentielles extraites.

L’obtention d’une huile de bonne qualité exige des conditions de climat et de culture

favorables (Marinier F et Mattar D, 2018).

6- Propriétés et utilisations des HES
L’intérét des huiles essentielles ou essences est reconnu depuis 1’antiquité. Ces produits
naturels sont considérés comme des produits a trés haute valeur ajoutée destinés a différents

secteurs industriels (Tableau 1).
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Tableau 1: Domaines d’utilisation les huiles essentielles (adapté de Marouf A et Tremblin
G, 2009)

Utilisation Indication

Agro-alimentaire Aromatisant (boissons ou aliment préparé....)

Rarement utilisé seuls (car irritantes) généralement dilué
Parfumerie /Cosmétique (souvent dans 1’alcool).

Utilisation de I’huile est limité, application comme antiseptique

externe ou aromatisant pour certaine forme médicamenteuse

(voie orale, tisane, pommade).

Agriculture Utilisé comme pesticide naturelle contre les insectes nuisibles
est champignon pathogéne.

Pharmacie

7- Toxicité des HEs

En régle générale, les HEs d’usage commun ont une toxicité par voie orale faible ou trés
faible avec des DL50 supérieures a 5g/kg (Bruneton, 1999). Chez I’homme des intoxications
aigues sont possibles. Les accidents graves, les plus souvent observés chez les petits enfants,
sont provoqués par 1’ingestion en quantité importante d’HEs. (Franchomme et al., 1990;
Mailhebiau, 1994).

8- Mode d’obtention des HEs
Le procédé d’obtention des HEs intervient d’une fagon déterminante leur composition
chimique. Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour 1’extraction des essences végétales,
cette diversité est due a la variabilité des matieres premiéres et a la sensibilité considérable de
certains de leurs constituants (Marouf et Tremblin, 2009).
Les méthodes les plus couramment utilisées actuellement sont :
v L’entrainement a la vapeur d’eau.
v’ L’extraction par I’enfleurage.

v L’hydro-distillation.

8.1 Entrainement a la vapeur d’eau
Le matériel végétal, dans ce cas, n’est pas en contact avec 1’eau, se trouve supporté par

une grille ou une plaque perforée placée a une distance adéquate du fond de 1’alambic, rempli
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d’cau. Sous ’action de la chaleur, I’eau s’évapore et passe a travers 1’échantillon en entrainant
les molécules aromatiques vers un systéme de refroidissement. La vapeur d’eau chargée ainsi
d’essence retourne a est condensée. Le produit de la distillation se sépare donc en deux phases

distinctes : I’huile et I’eau condensée que 1’on appelle eau florale ou hydrolat. (Marouf et

Tremblin, 2009).

8.2 Extraction par ’enfleurage
Technique extrémement ancienne, consiste a déposer des fleurs fraiches sur des chéssis
de verre recouvertes d’une couche de corps gras (enfleurage a chaud ou a froid). L’essence
contenue dans des organes fragiles est alors absorbée par le corps gras qui est ensuite mélangé
a de I’alcool afin de récupérer les huiles essentielles aprés évaporations du solvant. (Marouf et

Tremblin, 2009)

8.3 Hydro-distillation
Le principe consiste & immerger directement la matiere végétale a traiter dans un ballon
rempli d’eau qui est ensuite porté a ébullition, les vapeurs hétérogénes vont se condenser sur

une surface froide et I’HE sera alors séparée par différence de densité (Bruneton, 1999).
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- RAPPEL BOTANIQUE

Le genre Pelargonium appartient a la famille des Geraniaceae. Il compte plus de 200
especes dont plusieurs dizaines sont odorantes. Cousines des géraniums a faibles odeurs de nos
balcons, les plus importantes espéces sont (Nyabyenda, 2007 ; Wilson, 2007) :

- Pelargonium capitatum (L.).

- Pelargonium radula (Cav).

- Pelargonium roseum (Willd).

- Pelargonium odoratissimum (L).

- Pelargonium graveolens (L Hér).

Le nom générique Pelargonium, en latin scientifique, dérive du grec « pelargds »,

désignant la cigogne, en raison de la forme du fruit, allongé en bec de cigogne (Wilson, 2007).

1- Systématique
Selon la classification phylogénétique (Ghedira et Goetz, 2015), Pelargonium
graveolens (L’Hér) appartient au taxa suivants :

Embranchement : Spermaphyta
Sous-embranchement : Angiospermae

Division : Magnoliophyta

Classe : Dicotyledones

Ordre : Geraniales

Famille : Geraniaceae

Genre : Pelargonium

Espéce : Pelargonium graveolens

2- Noms vernaculaires
Arabe : al-atterchya(d:i_k-l), itre el ward (2L ske), hachichat el itre (ks Liuis) et
anciennement appelé itrealchay (sl ske).
Local : al atercha (& ksl
Francais : Fleur de rose, géranium odorant, géranium rose.

Anglais : attar of rose, rose scented geranium.
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3- Description botanique

Le Pelargonium graveolens, est une plante vivace a port érigé d’environ 60 cm et

pouvant atteindre 1 m 30 de hauteur et 60 cm de largeur ( Hassane et al, 2011).

Les tiges sont vertes et tendres et deviennent plus foncées avec 1’age, les feuilles sont
opposées, rondes a marges festonnées odorantes et découpées en cing a sept lobes, sont
persistantes un peu coriaces et couvertes de poils microscopiques parsemés de glandes qui
liberent leur parfum au toucher et ils dégagent selon les especes un parfum soit de rose,
d’orange, de pin, de menthe, de citron, de muscade, ou encore de camphre (Wilson, 2007).

Les fleurs roses, a cing pétales sont souvent veinées d'une coloration plus foncée et sont

la plupart stériles.

Le fruit est un schizocarpe s’écartant de maniere élastique et s’ouvrant fréqguemment en

libérant sa graine (Hassane et al, 2011).

4- Aire de répartition géographique
Découverts au XVIll°siécle, les Pelargonium sont presque tous originaires de
I’ Afrique du sud. Cultivés a Madagascar et a la Réunion ils ont été naturalisés dans la région

de la méditerranée, en Inde, en Chine et en Australie (Benzanger et al., 1975 ; Janin, 2006).

5- Phytochimie et propriété thérapeutique
La composition chimique de P.graveolens varie en fonction (Atailia et Djahoudi,
2015) :
» du climat
» de D’altitude
» de la durée d’ensoleillement

» de la nature du sol et de son pH

Les principaux constituants de 1’huile de géranium sont le citronellol, géraniol, linalol
et le terpinol (Figure 02).
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Figure 02 : Structures des principaux constituants de I’huile essentielle
de Pelargonium graveolens (Ghedira K et Goetz P. 2015)

A : citronellol, B :géraniol, C :linalol

Les propriétés de I’huile de géranium sont : anti-infectieuse, antibactérienne, fongicide
puissant et anti-inflammatoire (Nyabyenda, 2006).
6- Utilisation

Le tableau 2 regroupe de fagon non exhaustive les domaines d’utilisation de

Pelargonium graveolens (L’Hér).

Tableau 2 : Domaines d’utilisation de Pelargonium graveolens

Utilisation Spécialité Indications Références
Dermatologie Acné, brulure, eczéma,
plaie, impétigo,
MYyCOses. Peterson et al., 2005 ;
° Gastro- Ulcére gastrique, Hassane et al., 2011
5 entérologie vésicule biliaire, jaunisse Pichard, 2011
s Gynecologie  Inflammation et de flux
2 et urologie menstruel abondant,
"g stérilité ; calculs urinaire
= Diabétologie  Effet hypoglycémiant
(3]}
c
) Lutter contre le stress,
g combattre 1’anxiété, les

amygdalites

Cosmétologie

Lutter contre la chute de
cheveux, les rides

Industrie agro-
alimentaire

Aromatiser les plats
(sauces, farces...),
Parfumer les boissons

chaudes ou froides.

Wilson, 2007
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IlI-  LES ANTIOXYDANTS
1. Le stress oxydant
Le stress oxydant se définit comme I'incapacité de I'organisme de se défendre contre les
espéces réactives de I'oxygéne (ERO) en raison de la perturbation d'équilibre endogéne entre
ces dernieres et la défense antioxydante. Ce déséquilibre conduit potentiellement a des dégats

structuraux et fonctionnels (Bensakhria, 2018).

Le stress oxydant est communément défini comme un déséquilibre entre les systemes
oxydants et les capacités antioxydantes d’un organisme, d’une cellule ou d’un compartiment
cellulaire, il se produit dans la cellule quand la concentration des espéces réactives excede les
capacités antioxydantes de cette cellule. Ainsi, le stress oxydant est la conséquence d’une
augmentation dans la génération des especes réactives (dans le cas par exemple des
intoxications aux métaux lourds, dans I’irradiation, dans les ischémies/reperfusions, tabagisme,
les maladies inflammatoires, le stress...etc) et /ou d’une défaillance dans les systemes
antioxydants a cause soit d’un déficit nutritionnel en antioxydants comme les vitamines ou aux
anomalies génétiques responsables d’un mauvais codage d’une protéine soit enzymatiquement
antioxydante, soit synthétisant un antioxydant soit régénérant un antioxydant. (Figure 3)
(Favier, 2003).

OFf ONOO- Alimentation Défenseo enzymatique
v Hp vitamines C et E, caroténoides, glutathion poroxydase, catalaso,
OH 2 polyphingis. suporoxydo damutase

RADICAUX LIBRES

e®
e
R 2
- @
y [ apoptose
' @ canw
- _ 25
A, . h alcool -
% v > maladies maladies
vieillissement neurodégénératives  cardiovasculaires

Figure 3: Balance radicaux libres / les antioxydants®

http://www.cloud-clone.com/incrementServices/1S102.html_(Consulter le 20-06-2019)
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2. Les radicaux libres
Un radical libre est une espéce chimique, contenant un électron non apparié.
Extrémement instable, ce composé peut réagir avec les molécules les plus stables pour apparier
son électron. 1l peut soit arracher un électron (se comportant comme un oxydant), soit en céder

un (agissant alors comme un réducteur).

Les radicaux libres qui proviennent de I’oxygene sont appelés les espéces réactives de
I‘oxygeéne (ERO) alors que les radicaux libres qui sont générés par réaction de 1I’oxygene avec
’azote sont considérés comme une sous-classe des radicaux libres appelés les especes réactives
de I’azote (ERN) (Gutteridge et Halliwell, 1992 ; Halliwell et Whiteman, 2004).

Parmi toutes les espéces réactives oxygénées (ERO), on distingue un ensemble restreint
de ces composés qui jouent un role particulier en physiologie et que nous appelons les radicaux
primaires : I’anion superoxyde (O2. "), le radical hydroxyle (‘OH), le monoxyde d'azote (NO),
le radical peroxyde (ROO ) et le radical alkoxyl (RO ).

Les autres radicaux libres, dits radicaux secondaires telles que I’oxygene singulier O,
le peroxyde d’hydrogene (H202) et le nitroperoxyde (ONOOH), se forment par réaction de ces
radicaux primaires sur les composés biochimiques de la cellule (Favier, 2003).

2.1 Les cibles biologiques des ERO

Aux niveaux des cellules, les cibles principales sont I’ADN, des protéines et des lipides.

» Altération de ’ADN : Les ERO constituent la plus importante source endogene
de dommages a I’ADN. Elles peuvent lui induire de nombreuses modifications
covalentes telles que des lésions aux bases nucléotidiques (purines et
pyrimidines), des cassures simples brin ou doubles brin de la chaine
oligonucléotidique, ou des pontages avec des résidus protéiques. Ces
modifications conduisant a des altérations du message génétique impliquées
dans le déclanchement du cancer et le vieillissement (Figure 4) (Daum-
Badouard C, 2006 ; Haleng et al., 2007).
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Figure 4: Lésions de I’ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique des
cellules (Favier, 2003)

» Oxydation des protéines : Les protéines modifiées par oxydation perdent leurs
propriétés biologiqueset deviennent beaucoup plus sensibles a l'action des
protéases et notamment du protéasome. Les protéines oxydées deviennent aussi
trés hydrophobes, soit par suppression de groupements amines ionisables, soit
par extériorisation de zones hydrophobes centrales. Elles vont alors former des
amas anormaux dans ou autour des cellules. Ces amas, associés aux lipides,
forment les dépdts de lipofuschines caractéristiques des tissus des sujets ages.
(Figure 5) (Favier, 2003).
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Figure 5 : Nature de quelques modifications des chaines latérales d’acide aminé des protéines
apreés attaque radicalaire (Favier, 2003)
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» Peroxydation lipidique : Les acides gras polyinsaturés (RH) comme les acides
linoléiques ou arachidonique sont les cibles privilégiées des ERO et plus
particulierement des radicaux libres.Les lipides et principalement leurs acides
gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de l'attaque par le radical hydroxyle
capable d'arracher un hydrogéne sur les carbones situes entre deux doubles
liaisons, pour former un radical diéne conjugué, oxydé en radical pyroxyle. Cette
réaction appelée peroxydation lipidique forme une réaction en chaine car le
radical pyroxylé formé se transforme en peroxyde au contact d'un autre acide
gras qui forme un nouveau radical diéne conjugué (Figure 6) (Pincemail et al,
1999 ; Favier, 2003).
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Figure 6 : Mécanisme en chaine de la peroxydation des acides gras polyinsaturés et nature des
produits terminaux formés (Favier, 2003)
2.2 Les maladies liées au stress oxydant
Le stress oxydant est impliqué dans de tres nombreuses maladies comme facteur
déclenchant ou associe a des complications de I'évolution. La plupart des maladies induites par
le stress oxydant apparaissent avec l'dge car le vieillissement diminue les défenses

antioxydantes et augmente la production mitochondriale de radicaux.
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En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et en sur exprimant certains
geénes, le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies : cancer, cataracte,

sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, cedéme pulmonaire,

vieillissement accéléré.

Le stress oxydant est aussi un des facteurs potentialisant I'apparition de maladies
plurifactorielles tel le diabete, la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies
cardiovasculaires (Figure 7) (Favier, 2003).

Yeux :
cataracte
Maladie de la rétine

Figure 7 : Les maladies liées au stress oxydatif (Nagar et al, 2017)
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3. Les antioxydants
Un antioxydant est défini comme une substance chimique qui présente, a des faibles
concentrations par rapport a un substrat oxydant, la capacité de ralentir ou inhiber 1’oxydation
des lipides ou autres molécules, et le transformer en un composeé plus stable.
Un antioxydant est caractérisé par sa grande affinité pour un radical donnée et peut

prévenir ou réparer les dommages oxydatifs au niveau de la cellule, en réduisant ainsi les risques

des maladies oxydatives chroniques (Gutteridge, 1993).

On distingue deux types d’antioxydants (Tableau 3):

v Antioxydants enzymatiques (endogéne)

v Antioxydants non enzymatiques (exogene)

Tableau 3: Mécanismes d’action et localisations des antioxydants

Gutteridge et al, 1992 ; Haleng et al, 2007 ; Fridovich, 1995 ; Ichai et al 2011)

1. Antioxydants enzymatiques (endogénes)

Types Roles Localisations
C’est une métalloprotéine. Elle est secrétée par les cellules
Superoxydes Elle produit de I’oxygéne et du musculaires lisses.
dismutases peroxyde d’hydrogene.
C’est une enzyme majeur de Présente en particulier dans
Catalase détoxification radicalaire et peroxysomes et dans les
dépendante du Fe. mitochondries du cceur.
C’est une enzyme ubiquitaire, Se trouve essentiellement dans
catalyse I’oxydation du glutathion.  le cytosol et les mitochondries.
Glutathion C’est une défense anti-oxydante la
peroxydases plus importante de 1’organisme.
2. Antioxydants non enzymatiques (exogenes)
Est un antioxydant liposoluble. Localisée entre les chaines
Se fixe aux membranes et peut ainsi  d'acides gras des
Vitamine E enfermer les radicaux libres phospholipides qui constituent
empéchant la propagation des les membranes et les
réactions de peroxydation lipidique. lipoprotéines.
Est une vitamine hydrosoluble Se trouve dans le cytosol.
Considéré comme le plus important
antioxydant dans les fluides
Vitamine C extracellulaires.

C’est un piégeur trés efficace des
02, H202, OH°, 10,
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Capter les radicaux pyroxyles
lipidiques ROO°.

Elle capte I’oxygene singulier sous
faible pression d’oxygéne.

Carotenoides Elle  protéege les  structures
cellulaires  contre  [’agression
oxydante.

4. Quelques tests pour I’évaluation de ’activité antioxydante

4.1. Test de FRAP (FerricReducing antioxydant Power)

Les métaux sont en général les meilleurs initiateurs de réactions en chaine susceptibles
de déséquilibrer la balance du stress oxydatif en faveur de prooxydants. Parmi ces métaux, le
cation ferrique Fe®" est le plus actif et on le retrouve souvent dans les aliments d’origine
végétale ou animale. Le pouvoir réducteur d’un extrait vis-a-vis du cation ferrique peut étre
considéré comme un indicateur de son activité antioxydante. La méthode FRAP peut étre une
bonne méthode pour investiguer le pouvoir antioxydant d’un extrait en évaluant son pouvoir de

réduction du cation ferrique (Figure8) (Fereira et al, 2007).
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Figure 8 : Réaction de réduction du TPTZ au cours du test du FRAP (Proetos et
Komaitis, 2009)

4.2. Test du 2,2-Di-Phényl-1-Picryl-Hydrazyl (DPPH)
Le test du DPPH est le plus ancien des tests pour la détermination de l'activité
antioxydante. Il permet la détermination du potentiel antioxydant des composés phénoliques

individuels et de la nourriture ainsi que des échantillons d’intérét biologique (Roginsky et L.issi,
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2005). Le radical DPPH porte une couleur pourpre foncée est ¢’est I'un des rares radicaux

d'azote organique stable (Figure 9).

NO, NO,
' H
O.;N N—N + A-H O,N N—N +
NO, NO,

Figure 9 : Réaction de réduction de DPPH-H

4.3. Test de activité anti-radicalaire pour le radical ABTS+e

L’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) est un radical libre et
stable tres utilisé pour I’évaluation du pouvoir antioxydant des fluides biologiques, des
mélanges complexes ou bien des composés purs. Ce radical est capable de réagir avec
des antioxydants classiques de type phénols et thiols mais aussi avec tout composé

donneur d’hydrogéne ou d’¢lectron (Figure 10) (Rice-Evans et al 1995).

posseon

C«H-
ABTS *

Antioxidant

pessaTeg

CAH_-
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Figure 10: Réaction de réduction de I’ABTS
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Le tableau 04 regroupe de fagon non exhaustive quelques méthodes d’évaluation de

I’activité antioxydante

Tableau 04 : Les caractéristiques de quelques tests d’évaluation de 1’activité antioxydante

Tests FRAP DPPH ABTS ORAC Blanchiment
de B-caroténe
Principe La réduction | La réduction | est basée sur | Cette méthode | Elle consiste a
de fer ferrique | du radical | la capacite mesure la mesurer la
en fer ferreux | libre DPPH des dégradation de | décoloration du
antioxydants | la fluorescéine | B-caroténe
a neutraliser | induite par la
le radical décomposition
ABTS thermique de
I’AAPH
Avantage -tres faciles a | -tres faciles a | -tres faciles a | -faciles a mettre | -Trées facile a
mettre en mettre en mettre en en ceuvre mettre en ceuvre
acuvre acuvre acuvre - couteux
- peu couteux | -peu couteux | -cinétique de
la réaction
tres rapide
-peu couteux
Inconvénient | -elle n'est pas | -des - produit de | - mécanismes
capable  de | antioxydants | dégradation de génération
détecter les | peuvent rester | antioxydant | des ROO°® non
protéines ou | inertes face -radical physiologique
les composés | au DPPH inexistant in | - interférences
contenant le | relativement | vivo possibles des
groupe stable protéines
sulfuydryle -forte
SH décondense
auPHetau
solvant -
radical
inexistant in
Vivo
Références (Benzie et | (Tolbal, (Awika et al, | (Ouetal ,2001 | Bourkhissetal,
Strain, 1996 ; | 2016 ; 2003 ;Arts et | ; Lopez et al, 2010)
Tloba I, | Brand- al, 2004) 2003)
2016) William et
al, 1995)
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5. Autres activités biologiques

6.3 Activité antimicrobienne

En phytothérapie les huiles essentielles sont utilisées contre les maladies infectieuses
d’origine bactérienne, ou fongique. Elles représentent aussi des propriétés cytotoxiques qui les
approchent donc des antiseptiques et désinfectants en tant qu’agents antimicrobiens (De
billerbeck, 2007).

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles est principalement fonction de leur
composition chimique, en particulier de leurs composés volatils majeurs.

Leur spectre d’action est trés étendu, car elles agissent contre un large éventail de
bactéries, y compris celles qui développent des résistances aux antibiotiques. Cette activité est
par ailleurs variable d’une huile essentielle a 1’autre et d’une souche bactérienne a I’autre
(Kalemba et Kunicka, 2003). Les huiles essentielles agissent aussi bien sur les bactéries Gram
positives que sur les bactéries Gram négatives. Toutefois, les bactéries Gram négatives
paraissent moins sensibles & leur action et ceci est directement lié & la structure de leur paroi
cellulaire (Burt, 2004). 1l existe cependant quelques exceptions. Les bactéries Gram négatives
(Wan et al, 1998) ont été décrites comme particulierement sensibles a 1’action des huiles
essentielles. La bactérie reconnue comme la moins sensible a leurs effets reste néanmoins la

bactérie Gram négative P. aeruginosa (Dorman et Deans, 2000).

De fagon générale, il a été observé une diversité d’actions toxiques des huiles
essentielles sur les bactéries comme la perturbation de la membrane cytoplasmique, la
perturbation de la force motrice de proton, fuite d'électron et la coagulation du contenu
protéique des cellules. Le mode d’action des huiles essentielles dépend en premier lieu du type
et des caractéristiques des composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur
permet de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane de la cellule
bactérienne. Cela peut induire un changement de conformation de la membrane..Elles agissent
en empéchant la multiplication des bactéries, leur sporulation et la synthese de leurs toxines
(Cox et al, 2000 ; Lambert et al, 2000 ; Oussalah et al, 2007).

6.4 Activité anti-inflammatoire
L’inflammation c’est un processus normal et complexe qui se produit en réponse a des

agressions physiques (choc thermique), chimiques ou infectieuses. Elle est accompagnée de
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douleur, rougeur, chaleur, une augmentation de la perméabilité vasculaire, la dénaturation des
protéines et la destruction des membranes cellulaires (Leelaprakash et Mohan Dass, 2011).
Le plus souvent cette réaction est bénéfique pour I’organisme agressé. Cette réaction met en jeu
de nombreux systemes biologiques qui visent a détruire ou & éliminer la substance étrangére.
Cependant, une activation trés prolongée peut entrainer des altérations plus ou moins
importantes (Balkwil, 2009). Une réaction inflammatoire non immune peut conduire a une
inflammation immune apres dénaturation des protéines endogenes devenues auto-antigéniques.
L’exposition d’une cellule au choc thermique provoque: 1’altération des protéines, la réponse
au choc thermique et enfin la récupération ou I’élimination des protéines altérées (Lanneau,
2010)

La dénaturation des protéines est parmi les causes de 1’inflammation (Williams et al,
2008). De nombreuses études ont évalu¢ 1’effet inhibiteur de différents extraits de plantes sur
I’activité anti-inflammatoire in vitro par la méthode de dénaturation des protéines (Bouhlali et
al, 2016).

6.5 Activité antidiabétique

Une trés grande variété de mécanismes est impliquée dans la baisse du niveau de glucose
dans le sang. Ceci est di a la grande variété de classes chimiques des constituants
hypoglycémiants provenant des plantes. Certains de ces composés se révelent veritablement
hypoglycémiants et pourraient avoir un potentiel thérapeutique, alors que d’autres produisent
simplement une hypoglycémie comme effet paralléle de leur toxicité, particulierement
hépatique (Jarald E, 2008)

L’activité antidiabétique des plantes peut dépendre de plusieurs mécanismes :

e Réduction de la résistance a I’insuline ;

e Stimulation de la sécrétion d’insuline a partir des cellules béta ou/et inhibition du
processus de dégradation de 1’insuline ;

e Apport de quelques éléments nécessaires comme le Calcium, le Zinc, le Magnésium,
le Manganese et le Cuivre pour les cellules béta ;

o Effet protecteur de la destruction des cellules béta

Selon I’OMS, le diabéte est une maladie chronique qui apparait lorsque le pancréas ne

produit pas suffisamment d’insuline ou que I’organisme n’utilise pas correctement I’insuline
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qu’il produit. L’insuline est une hormone qui régule la concentration de sucre dans le sang. On
dit qu'une personne est diabétique quand son taux de glucose dans le sang (ou glycémie), a jeun,
est supérieure a 1.26 g/L ou 7 mmol/L. La concentration sanguine élevée de sucre, dite
hyperglycémie, est un effet fréquent du diabete non contrélé qui conduit avec le temps a des
atteintes graves de nombreux systemes organiques (Hamza, 2011)
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l. Matériel et méthode

1-Matériel végétal

Le travail a éte réalisé au sein du laboratoire de recherche des substances naturelles et
bioactives (LASNABIO) et au niveau de I’animalerie de I’'université de Tlemcen.

Les échantillons de la partie aérienne (feuilles, tiges) de Géranium rosat ont été récolté
dans Ouled Mimoun allant du mois de Février au mois d’Avril 2019 situé a 34 km de la wilaya

de Tlemcen.

Photo 1 :Pelargonium graveolens

2-Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles a ét¢ effectuée par hydro distillation dans un appareil
de type clevenger. Plusieurs distillations ont été réalisées par ébullition pendant 5h de 200 g du
matériel végétal frais avec une quantité d’eau suffisante pour recouvrir la matiére végetale ; le
mélange est porté a ébullition a 1’aide d’un chauffe ballon (Photo 2).

Les vapeurs d’huile qui se dégagent passent a travers le réfrigérant en verre ou sera
condensées. L’huile ainsi obtenue est récupérée et conservée dans des flacons opaques a basse
température (4 °C).
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Entrée d’eau

Réfrigérant

Sortie d’eau

Clevenger

Récupération de I'huile

Ballon

Matériel végétal + I'eau

Chauffe ballon

Régulateur

Photo 2 : Dispositif d’hydro distillation.

3. Calculs de rendement
Le rendement des huiles essentielles est définit comme étant le rapport entre la masse

d’huile essentielle obtenue et la masse du matériel végétal a traiter.

mHe

mf

R (%)=[—+] X 100

R : Rendement en HE en g /100g de matiére seche.
mMue : Quantité d’extrait récupérée exprimée en g d’huile essentielle.

ms : Quantité de la matiére végétale séche utilisée pour I’extraction exprimée en g.

1. Détermination de I’activité antioxydante
Trois tests ont été utilisés pour I’évaluation de I’activité antioxydante d’huile essentielle

de P.graveolens.
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Il s’agit du pouvoir réducteur du fer (FRAP), réduction du radical libre DPPH (2,2-
diphényl-1-picryl hydrazyl), et du radical cationique ABTS " (acide 2’2, azino -bis-(3-

éthylebenzothiazoline)-6-sulfonigue.

1. Test de pouvoir réducteur de fer (FRAP)
a. Principe
L'activité réductrice du fer de nos extraits est déterminée selon la méthode décrite par
Oyaizu (1986), basée sur la réaction chimique de réduction du fer ferrique (Fe**) présent dans
le complexe KsFe(CN)s en fer ferreux (Fe?").

Fe(CN)e* +Fe®" + K* »  KsFe[Fe(CN)g]

b. Solutions a préparer
e Solution tampon de phosphate 0.2M ; pH=6,6.
e Solution de ferricyanure de potassium KzFe(CN)s a 1%.
e Solution de I’acide trichloracétique TCA a 10%.

e Solution aqueuse de chlorure ferrique FeClza 0,1%.

c.  Préparation de solution tampon de phosphate (0.2M, pH=6,6) :
On prépare la solution tampon a partir d’une solution (A) monobasique (NaH2POj4)
(M=119,98 g/mole) et la solution (B) dibasique (Na2HPO.) (M=141,96 g/mole).
Ensuite on mélange les deux solutions (A) et (B) pour avoir une concentration de 0,2M
et un pH=6,6.

d. Mode opératoire :

e On prepare la solution mere (Sm) avec 6,5mg d’huile de Géranium et 1 ml
d’éthanol puis on prépare une série de dilution 2.

e Onpréléve 250 pl de chaque tube a différentes concentration au quel on rajoute
625 ul de tampon phosphate et 625 ul de ferricyanure de potassium (1%).

e Onincube pendant 20 min a 50°C.

e Apres on additionne 625 pl de I’acide trichloracétique (10%) TCA.
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e On préléve 1 ml des demi-dilutions obtenues et on ajoute 1 ml d’éthanol
+200ul de FeClz (0,1%).

e La lecture de I’absorbance se fait a 700 nm contre un blanc déja préparé en
remplagant I’extrait par I’éthanol.

e [’acide gallique est utilis¢ comme controle positif.

2. Réduction du radical DPPH :

a. Principe
Le DPPH (2,2 diphenyl-1-picryl hydrazyl) est un radical stable qui posséde un électron
célibataire sur I’atome d’azote, caractérisé par une couleur violette et un pic d’absorbance
spectral maximal a 517 nm. En présence d’antioxydants, 1’¢lectron célibataire devient apparié,
ce qui conduit a la décoloration du DPPH du violet foncé (forme radicalaire DPPH) au jaune
pale (forme réduite DPPH-H) (Sanchez-Moreno et al., 1998).

DPPH: + ArOH » DPPH + ArO + H*

Cette méthode est basée sur la mesure de pouvoir des antioxydants a piéger de radical DPPH.

Le pourcentage de réduction est calculé selon 1’équation suivante :

Al1-A2

% DPPH réduit =| 1% 100

A: : absorbance du contrdle (solution du DPPH sans extrait).

Az: absorbance en présence d’extrait

b. Lasolution du DPPH
Le DPPH a été solubilisé dans I’éthanol pour avoir une solution d’une concentration de
6mg/100ml.
c. Mode opératoire
e Onpeése0,5 g d’huile + 13 ml de méthanol (Sm).
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e Ensuite la solution a été dilué a différente concentration décroissantes (40 ; 30 ;20 ; 10 ;
5 mg/ml).

e Onprend 1 ml des extraits a différente concentration et on ajoute 1 ml de la solution
éthanolique du DPPH, parallelement un contrdle négatif est préparé en mélangeant 1 ml
de I’éthanol avec 1 ml de solution éthanolique de DPPH. Le blanc contient que du
méthanol.

e La lecture de I’absorbance se fait a 517 nm aprés incubation de 30min a 1’obscurité et a
température ambiante.

e Le controle positif est préparé par une solution d’acide ascorbique a différentes
concentrations (0.001 ; 0.0005 ; 0.00025 ; 0.0000125 ; 0.0000625 mg/ml) dont 1’effet
antioxydant est testé sur le DPPH dans les mémes conditions.

e Pour chagque concentration le test a été répété 3 fois et les résultats sont exprimes en

calculant pourcentages d’inhibition.

d. Calcul des pourcentages d’inhibition
Les pourcentages d’inhibition (réduction) de DPPH sont calculés en utilisant la
formule suivante :
Ac—At
Ac

1%= [ ] x 100

Ac : absorbance du contrdle négatif

At : absorbance de I’échantillon
3. Réduction du radical ABTS™*

a. Principe
Elle consiste a la réduction du radical-cation coloré (acide 2’ 2 azobis 3
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) connu sous le nom d’ABTS' * . La décoloration est suivie a

734 nm au cours de sa réaction avec les antioxydants (Fereira et al, 2007).

ABTS* + ArOH —— ABTS + ArO- + H*
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b. Mode opératoire

e La solution stock d’ABTS (ABTS a 7 mM et persulfate de potassium a 2,45 mM) est
incubée a I’abri de la lumiére pendant 16 heures.

e Cette solution stock est ensuite diluée avec 1’éthanol pour obtenir une absorbance finale
de 0,7 £ 0,02 a 734 nm.

e On pese 0,005 g d’huile dilué dans 1 ml d’éthanol, ensuite on fait des dilutions 2

e Les échantillons, a des différentes concentrations (40 pL) sont mélangés avec 1mL de
la solution diluée d’ABTS.

e Le mélange est soumis a une agitation au vortex, puis incubé pendant 15 minutes a
30°C. La lecture est réalisée a I’aide d’un spectrophotométre a 734 nm.

e Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition donné par la formule suivante:

Abs cont—Abs éch
Abs cont

% I =| ] x 100

Absctl : absorbance de contréle.
Abséch: absorbance de 1’échantillon.

% | : pourcentage d’inhibition.

Il. Activité antimicrobienne
Les tests antimicrobiens ont été effectués sur 6 souches de références au niveau du
laboratoire de microbiologie, département de génétique et bioingénierie, Université d’Istanbul
par Dr BOUALI W. ; il s’agit des souches suivantes : Escherichia coli ATCC 10536,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus
subtilisATCC 6633, Candidaalbicans ATCC 10231, Aspergillus nigerATCC 16404.

a. Milieu de culture
Pour I’étude de I’activité antimicrobienne on a utilisé la gélose Mueller Hinton pour les

bactéries et la gélose sabouraud pour les levures.

29



Matériel et méthodes

b. Mode opératoire
D’écrits par ’OMS, 2011

1¢r¢ étape : Préparation de ’inoculum bactérien

-Les bactéries a tester ont été ensemencées sur des boites de Pétri contenant des milieux
sélectifs appropriés, puis incubés a 37°C pendant 24 heures, afin d’obtenir des colonies jeunes
et bien isolées.

-Ensuite on préleve 1 a 2 colonies bactériennes bien isolées et identiques qui sont
émulsionnées dans un tube contenant 5 mL a 10 ml d’eau physiologique.

-Bien homogeénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0,5
MF ou a une D.O de 0,08 a 0.10 lue & 625 nm

2¢me étape : Ensemencement
-Tremper 1’écouvillon dans la suspension bactérienne , 1’étaler dans un mouvement de
zigzag serré afin de couvrir toute la surface de la gélose, répéter 1’opération 2 fois en tournant
la boite de 60° a chaque fois, sans oublier de faire pivoter 1’écouvillon sur lui-méme.

-Finir I’ensemencement en passant I’écouvillon sur la périphérie de la gélose

3¢éme étape : dépot des disques

-Des disques de papiers watman de 6 mm de diamétres imprégnés de 1’huile essentielle
de Geranium (10 pl), et Nystatine comme contr6le positif (10 pl) sont déposés a la surface du
milieu gélosé préalablement ensemencé.

-Ensuite incubation a 37°C pendant 24h.

IV.  L’inhibition de la dénaturation de protéine

a. Mode opératoire
D’écrits par Belaidi et kadri, 2018
- Avec une micropipette je prends 50 pl d’huile de Geranium + 9,95 ul de
méthanol
- Je fais une dilution de %2
En paralléle je prépare le sérum albumine bovine (BSA) (0,1 g de protéine dans 50 ml

d’eau distill¢).
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- Je rajoute dans tous les tubes que j’ai fait la dilution (1ml d’huile + 1 ml de
BSA)
- Je prépare 3 tubes :
1° tube témoin : 1 ml de solvant + 1 ml de protéine.
2™ tube blanc : 1 ml d’extrait (huile) + 1 ml H,O.
3™ tube contréle : 1 ml BSA + 1ml H2O.
- Incubation a 37°C pendant 20min puis a 57° pendant 3 min.
- La lecture est réalisée a I’aide d’un spectrophotométre a 416 nm.
- Ensuite je rajoute dans tous les tubes 2 ml de biuret puis incubation a 37°C
pendant 20min, la lecture de I’absorbance se fait a 540 nm.

- Les résultats sont comparés avec le diclofénac sodium.

b- Calcul des pourcentages d’inhibition

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

Do controle—Do E

%IDP=[ ] x 100

Do controle

IDP : Inhibition Dénaturation de Protéine.
DO : La détermination de la quantité d’anti-inflammatoire nécessaire pour réduire

50% de protéine.

V. Test de toxicité aigue chez les rates
Deux concentrations sont testées 500mg/kg et 250mg/kg. L’huile diluée dans le tween
40 a 20% est administrée aux rats par gavage. Les animaux sont suivis pendant 15 jours ou le
poids est pris en considération.

VI.  Activité antidiabétique

1. Induction du diabéte

La solution de la Streptozotocine est fraichement préparée dans une solution froide de

tampon citrate 0,1M (pH 4,5) a raison de 50mg/kg. Les rats maintenus a je(ne pendant une
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nuit, sont anesthésiés avec du chloral hydraté a une concentration de 400mg/kg de poids
corporel par voie intra péritonéal.

L’injection de la STZ (S-0130 Sigma) a travers la veine de la queue désinfectée par
I’alcool. La STZ est administré (50mg/kg) par voie intraveineuse (Crouch et al, 1978).

2. Répartition des rats

Les rats sont répartis en quatre lots expérimentaux :

Lots Les doses administrées
1 Diabétiques témoins Tween a 20%
2 Diabétiques traités 100 mg/kg de I’'HE
3 Normaux témoins Tween & 20%
4 Normaux traités 100mg/kg de ’'HE

3. Suivie de la glycémie a court terme

Les animaux maintenus a jeun sont traités par 100mg/kg de 1’huile de P. graveolens et

suivis pendant 3 heures pour vérifier I’effet de 1’huile sur la glycémie a jeun.

4. Test de tolérance orale au glucose

Afin de vérifier ’efficacité des extraits administrés sur la glycémie post-prandiale un
test de tolérance orale au glucose a été réaliser, par gavage de 3g/kg de glucose au rats des

différents lots ou la glycémie est suivie pendant 2 heures .
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1. Rendement
L’huile essenticlle extraite des feuilles de Pelargonium graveolens par hydro-
distillation est de couleur jaune avec une odeur caractéristique de citron. Les feuilles de

Pelargonium graveolens, ont fourni un rendement de 0,25% au mois de Janvier

2. Activité antioxydante
2.1 Réduction du Fer (FRAP)

La figure 11 représente le pouvoir réducteur du fer par la technique de FRAP. On peut
constater que 1’huile essentielle (HE) de P. graveolens est nettement moins efficace que 1’acide

ascorbique qui constitue une molécule de référence a fort pouvoir réducteur.

3,5

2,5

1,5

Absorbance a 700nm

0,5

-0,5
Concentration en mg/ml

== HE == A. ascorbique

Figure 11: Réduction du fer (FRAP) par I’huile essentielle de P. graveolens

2.2 Réduction du DPPH

La figure ci-dessous (figure 12) résume la variation des pourcentages de réduction du
DPPH par I’acide ascorbique. On a constaté une variation linéaire qui facilite le calcul d’ICsq.
Ce parametre représente la concentration de 1’antioxydant qui réduit 50% du DPPH. Cette

valeur est calculée graphiguement.
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y =3463,7x + 2,3705
50 R%=0,9828

45
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0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012 0,014

Concentration de l'acide ascorbique (mg/ml)

Pourcentage de réduction du DPPH

¢

Figure 12: Réduction du DPPH par I’acide ascorbique

Pour déterminer le pouvoir réducteur du DPPH par I’HE, les résultats sont représentés
sous forme d’une droite de variation des pourcentages de réduction en fonction des
concentrations de I’HE. A 40mg/ml, I’'HE peut réduire jusqu’a 47% du DPPH. Ce résultat est
schématise sur la figure 13.

y=1,4142x - 0,6621
80 R?=0,9133

70
60
50
40
30
20 °

10

Pourcentage de réduction du DPPH

0 10 20 30 40 50 60
-10
Concentration de I'huile essentielle (mg/ml)

Figure 13: Reduction du DPPH par I’huile essentielle de P. graveolens
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2.3 Réduction de PABTS*

Les figures 14 et 15 résument la variation des pourcentages de réduction de I’ABTS par
les différentes concentrations de 1’acide ascorbique et de I’HE de P. graveolens. L’allure de la
courbe est linéaire ce qui permet de calculer ICso. Ce parametre représente la concentration de

I’antioxydant qui réduit 50% de I’ABTS. Cette valeur est calculée graphiquement.

60 y=2809,2x - 1,2442

/ R2 = 0,9959
50

o o

30 /

0 el

Pourcentage de réduction

10
0 T T T T 1
0,005 0,01 0,015 0,02 0,025
-10
Concentration Trolox (mg/ml)
Figure 14 : Réduction de I’ABTS par le Trolox
35
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Figure 15: Réduction de I’ABTS par I’huile essentielle de P. graveolens
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2.4 Calcul des I1C50

Le tableau 05 résume les valeurs des 1Cso calculées. Ce paramétre est exprimé en mg/mi
donc il représente une concentration qui réduit 50% du radical. D’une maniere générale, plus

la valeur d’ICsp est faible plus I’efficacité antioxydante est meilleure.

Il ressort de ces résultats que I’HE de P. graveolens est plus efficace sur le radical cation
ABTS.

Tableau 05: Les ICsp des tests de réduction de DPPH et de I’ABTS

Réduction du DPPH Réduction de PABTS
HE 39,22 mg/ml 10,54 mg/ml
Acide ascorbique 0,013 mg/ml
Trolox 0,018 mg/ml

3. Activité antimicrobienne

Les normes employées dans 1’expression des résultats qui sont celles utilisées

par l'institut Pasteur de Madagascar (IPM) (Rahim et al 2015), sont présentées dans le
tableau suivant :

Tableau 06 : diamétres d’inhibition des disques imprégnés

Diametres de la zone Transcription Sensibilité du germe
d’inhibition (mm)
<8 - Résistant
9-14 + Sensible
15-19 ais Tres sensible
>20 +++ Extrémement sensible

Au cours de notre travail, ’activité antimicrobienne a été évaluée in vitro en observant
I’inhibition de la croissance des microorganismes a tester en contact avec 1’huile essentielle de
P.graveolene Le diamétre d’inhibition différe d’un microorganisme a un autre. Nous avons

rassemblé les tests antimicrobiens de I'HE dans le (tableau 7) et (la figure 16).
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Tableau 07 : Diametres des zones d'inhibition des souches bactériennes

Bactéries/ Références Diamétres Sensibilité
Champignon d’inhibions
Escherichia coli ATCC 10536 15 mm +
Staphylococcus ATCC 6538 14 mm +
aureus
Pseudomonas ATCC 15442 0 mm -
aeruginosa
Bacillus subtilis ATCC 6633 16 mm +
Candida albicans ATCC 10231 38 mm +++
Aspergilus niger ATCC 16404 18 mm ++

Figure 16: Effet de I’'HE de P.graveolens sur les différentes souches bactériennes

L’activité antimicrobienne de HE de P.graveolens évaluée par la méthode de
diffusion, a permis de révéler :
-une tres forte activité sur la croissance de Candida albicans ATCC 10231 avec un diameétre
d’inhibition 38 mm qui est largement supérieur a celle de la Nystatine
- une activité intéressante sur le champignon testé Aspergillus niger ATCC 16404 avec un

diamétre de 18 mm qui est sensiblement supérieur a celle Nystatine.
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- une moindre activité sur les bactéries pour Basillus subtilis ATCC 6633 avec un diamétre de
16 mm, Escherichia coli ATCC 10536 avec un diameétre de 15 mm, et pour Staphylococus
aureus ATCC 6538 avec un diamétre de 14 mm.

- Tandis que Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 a montré une résistance vis-a-vis de notre
’huile.

4. L’inhibition de la dénaturation de protéine

L’HE de P. graveolens peut inhiber la dénaturation thermique de la sérum albumine

bovine (SAB). A la concentration de 2,5ul/ml, I’HE peut inhiber 1a dénaturation de 90% de
la SAB. (Figure 17)
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Figure 17 : Test de la dénaturation du sérum albumine bovine de I’'HE de

P.graveolens

5. Toxicité

La figure 18 montre I’effet des deux doses testées de I’HE sur le poids des rats.

L’objectif de ce test est de vérifier ’existence d’éventuels effets toxiques de 1’huile étudiée.
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Figure 18: Test de toxicité aigue de 1’huile essentielle de P. graveolens chez le rat wistar,

effet sur le poids corporel

Apres gavage de I’huile, les animaux sont suivis pendant deux semaines en vérifiant

I’évolution du poids corporelle et la mortalite.

Apres la lecture des résultats, on n’a pas constaté une mortalité chez les rats avec une

activité motrice normale. De plus, I’évolution du poids corporel est croissante.
6. Activité antidiabétique
6.1 Effet sur la glycémie a jedn

La recherche d’un effet antidiabétique en suivant 1’évolution de la glycémie a jeln
pendant 120min est représentée sur la figure 19. On constate la méme variation chez les

normaux traités et non traités. Pour les diabétiques traités, I’effet est trés faible.
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Figure 19: Effet de I’huile essentielle de P.

graveolens sur la glycémie a jeline

6.2 Effet sur le test de tolérance orale au glucose

Une surcharge orale au glucose provoque un pic d’hyperglycémie apres 1 heure du

gavage de glucose a 3g/kg. Cela est observé chez les groupes étudiés a I’exception du groupe

des normaux traités ou I’HE a positivement corrigé cet état. On constate que 1’huile étudiée

diminue la glycémie post-prandiale des normaux ; résultat montré sur les figures 20, 21et 22.
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Figure 20: Effet de I’huile essentielle de P. graveolens sur la tolérance orale au glucose chez

les quatre groupes

de rats
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Figure 21 : Effet de I’huile essenticlle de P. graveolens sur la tolérance orale au glucose chez

les deux groupes de rats normaux
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Figure 22 : Effet de I’huile essentielle de P.graveolens la tolérence orale au glucose chez les

deux groupes de rats diabétiques
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Discussions

Les feuilles de P.graveolens, ont fourni un rendement de 0,25%, on comparant avec
d’autres études notre rendement en HE est supérieur par rapport a Ouargla 0,14 (Boutarfai et
Benyahya, 2015).

Par contre le rendement est proche de celui obtenu en 1’Inde (Shawl, 2006), Metidja
(Boukhatem, 2009) et Afrique du Sud (Mosta, 2006) 0,2-0,22.

Par rapport aux d’autres especes de la méme famille notre rendement et considéré
comme faible comparé a celui de P.radens (Reunion) (van der Walt etDemarne, 1988) qui
varie entre 0,8 a 1,2% et .P.capitatum (Afrique du Sud)qui varie entre 0,005 et 0,075% (Lalliet
al, 2007).

On peut en déduire que le rendement en huiles essentielles des feuilles de P.graveolens
est influencé par plusieurs facteurs tels que La nature du sol, La période de la récolte, I’humidité
relative, L’age de la plante, la durée d’ensoleillement et le régime des vents (Marinier et
Mattar, 2018)

Selon les résultats obtenus, 1’effet du pigeage des radicaux libres sur le DPPH augmente
avec I’augmentation des concentrations.

Selon Boukhatem et al, 2010 L’activité anti-oxydante de 1’huile essenticlle extraite est
due a ces composés majeurs qui sont le citronellol 33%, géraniol 5,4 %, suivi de linalol 2,23%
mais aussi due a la présence des autres composés en faibles quantités mais qui agissent par
synergie entre eux.

Par apport a d’autres études la valeur ICso de notre HE est relativement basse en
comparaison a I’huile en Allemagne qui était de 0.80mg/ml (DZami¢ et al, 2014), et on Tunisie
de 0,02 mg/ml (Mnif et al, 2011).

En comparant avec d’autres especes tels : Lavandula officinalis (0,04mg/ml) les auteurs
ont obtenus (Laib et Barkat, 2011), pour Eucalyptus tereticornis 1Cso 0,146 mg/ml) (Kaur et
al, 2011), Thymus zigus IC50 correspond 0,075mg/ml (Amarti et al, 2011). ICso de 1’espece
étudiée paraisse faible.

D'une maniére générale, 1’espéce étudiée P.graveolens possede une activité
antioxydante tres faible en comparaison avec celle de I'acide ascorbique qui est un antioxydant
puissant.

On remarque que le pourcentage d’inhibition du radical libre pour I’huile essentielle est
inférieur a celui de 1’acide ascorbique pour toutes les concentrations utilisées. Plus la valeur

d’ICsp est basse, plus I'activité antioxydante d'un compose est faible.
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Cette différence dans les résultats est probablement due a la diversité dans la
composition chimique et selon des facteurs intrinséques et extrinseques a savoir la région de

culture, la méthode utilisée dans I’extraction et d’évaluation (Said et al, 2011).

Les résultats obtenus par la méthode du FRAP révéle un potentiel antioxydant modéré
de HE P.graveolens, néanmoins elle a montré une faible activité anti-oxydante par rapport a la
vitamine C.

Le pouvoir réducteur est un indicateur trés significatif de 1’activité anti-oxydante. Plus

le pouvoir réducteur est élevé plus il existe une bonne activité antioxydante

L’ABTS est oxydé par les antioxydants a son radical ABTS™", qui a une couleur bleu
turquoise lorsqu’il est piégé par des substances antioxydantes. La neutralisation de ce dernier,
pour I’évaluation de I’activité anti-radicalaire, se traduit par la décoloration de la solution, qui
considérée comme étant la capacité des composés a décoloré rapidement le radical ABTS ™.

Un fort pouvoir anti-radicalaire a été noté pour I’huile essentielle de P.graveolens
comparativement a celles de Teucrium polium qui a une concentration de 10 mg/ml a obtenus
un pourcentage d’inhibition de 38%.

Selon la littérature disponible, ils existent peu de travaux déja réalisé sur ’activité anti-
radicalaire de huile essentielle P.graveolens utilisant le test ABTS™, du moins pour celles

expérimentées dans la présente contribution.

Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation protéique par I’HE de P.graveolens est
comparé a celui du Diclofénac de sodium. Les résultats ont montré que I’HE posséde un effet
inhibiteur important en comparaison avec le Diclofénac qui a donné un pourcentage d’inhibition
de 98%.

Les résultats obtenus avec I’huile essentielle de Lavandula stoechas révélent que
I’inhibition de la dénaturation et de 83.37% a une concentration de 29,37 mg/ml sont
relativement plus faible par rapport a celle obtenue pour notre espéce.

D’apres Lanneau(2010), la dénaturation protéique est un phénomene durant lequel la
protéine perd sa structure tridimensionnelle, suite a son exposition a la chaleur, a un agent
infectieux ou chimique, induisant 1’exposition de certains sites qui vont devenir des auto-

antigenes.
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Le pouvoir antimicrobien de I’HE de P.graveolensa été testé vis-a-vis de 6 souches en
appliquant la méthode de diffusion sur disque (aromatogramme).

Nous avons considéré qu’une HE a une action bactériostatique si son diametre
d’inhibition est supérieur a 15 mm (Rossi, 2003).

L’activité antimicrobienne de I’huile essentielle ainsi que leur mode d’action sont
directement influencés par la nature et la proportion de leurs constituants qui entrent dans leur
composition. Les composés majoritaires sont souvent responsables de 1’activité antibactérienne
observée (Oussalah et al, 2007).

L’huile essentielle de P.graveolens a un pouvoir inhibiteur assez étendu a 1’égard des
microorganismes étudiés.

D’une fagon générale, les activités antibactérienne et antifongique de I’huile de
géranium rosat peuvent étre attribuées principalement aux alcools terpéniques (citronellol,
géraniol, linalol) qui représentent environ 50,07% des constituants de cette huile (Saidet al,
2013).

Grace au citronnellol et au géraniol qu’elle contient, ’HE de Géranium a une activité
bactéricide importante contre les Cocci a Gram positif et Acinetobacter baumanii. Elle posséde
également une action bactériostatique sur les entérobactéries et Pseudomonas aeruginosa.
L’HE de Pelargonium et la gentamicine ont une action synergétique contre de nombreuses
bactéries : Bacillus cereus, B. subtilis, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, P. aeruginosa, Staphylococcus aureus (Kim et al 1995 ; Atailiaet Djahoudi,
2015).

Certaines ¢tudes suggerent qu’une HE peut simplement agir sur ’enveloppe externe de
la cellule et le cytoplasme, vu son caractére hydrophobe spécifique, ce qui va induire une
perturbation des structures bactériennes entrainant une augmentation de la perméabilité due a
une incapacité a séparer les HEs de la membrane bactérienne. Elles peuvent agir sur la
membrane cellulaire perturbant ainsi le maintien du statut énergétique de la cellule. Parfois, les
HEs modifient I’expression des opérons en inhibant les médiateurs des auto-inducteurs
(Bouhdid et al, 2009)

Au regard des résultats de I’évolution de la glycémie, nous avons enregistré une

amélioration non significative de la glycémie a court terme chez les rats diabétiques traités. Ces
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constatations expriment des effets positifs a jeun qui pouraient etre expliquer par des

mécanismes a différents niveaux (Shrayyef et Gerich, 2010).

Les travaux réalises par Kumar et al, (2005) montre que I’HE de P.graveolens
administre chez les rats diabétiques améliore 1’états du diabéte a la dose 100mg/kg.

La dimunition non significative de la glycémie a court terme peut étre du au fait que la

dose de ’HE administrés chez les rats et insuffisante.

Concernant les résultats du test de tolérance au glucose on a constaté que I’HE a la dose
de 100mg/kg ne représente aucun effet positif cotre I’hyperglycémie. Ces résultats peut étre

due au fait que la dose administré est faible.
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Conclusion

Dans le contexte de la valorisation des plantes médicinales et aromatiques s’inscrit la
présente étude. Notre objectif est d’évaluer in vitro des activités antioxydante, antibactérienne,

anti-inflammatoire et antidiabétique de I’huile essentielle de Pelargonium graveolens

L’extraction de I’huile essentielle de Pelargonium graveolensa été réalisée par

hydrodistillation.

Dans ce mémoire, il ressort que la plante étudiée nous a donner un bon rendement en

huile essentielle, de I’ordre de 0,25% par rapport a la matiére fraiche.

Pour I’activité antioxydante, trois méthodes, a savoir le test de réduction de fer (FRAP)
qui a révéler une faible activité antioxydante, la réduction du radical (DPPH) 39,22 mg/ml et le
test de réduction du radical ABTS 10,54mg/ml.

L’activité antimicrobienne de ’huile essentielle a été réalisée sur six souches de
références par la méthode de I’aromatogramme. L’HE a montré une activité plus ou moins

variée.

L’activité anti-inflammatoire a révéelé que notre huile peut inhiber la dénaturation de

90% des protéines.

Enfin, ’activité antidiabétique a montré une faible diminution de la glycémie, et ellen’a

montré aucune toxicité vis-vis des rats.
Au vu de ces résultats, il serait souhaitable de réaliser :
- une étude phytochimique approfondie.

-Développer I’activité antimicrobienne de I’HE de P.graveolens en faisant plus de

recherche sur I’E.coli et C.albicans

-Elaborer des protocoles pour I’activité antidiabétique de I’HE de P.graveolens, afin
d’ouvrir des perspectives sur son possible utilisation chez les diabétiques comme complément

du traitement médicamenteux.
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Résumeé

L’ Algérie abrite un ensemble d’especes importantes et variées et témoigne de ce fait d’une richesse de
la flore incontestable.

Nous nous sommes intéressés dans notre étude au Pelargonium graveolens (L’Hér) appelé
communément Géranium rosat dont I'huile essentielle est trés connue pour ses propriétés anti-
bactérienne et anti-inflammatoire. Le Géranium rosat provenant des wilayas de Tlemcen et d’Oran a été
extrait par hydrodistillation. Le rendement de I'huile essentielle obtenue par ce procédé est de l'ordre de
0,25% par rapport a la matiére fraiche.

La détermination de l'activité antioxydante effectuée par les trois tests : FRAP, DPPH 39,22mg/ml et
ABTS 10,54mg/ml a montré un faible pouvoir antioxydant. L'effet antimicrobien a été déterminé par
I’aromatogramme pour six (6) souches microbiennes. Les résultats mettent en évidence que I'huile
essentielle a manifesté une bonne activité vis-a-vis des champignons : Candida albicans et Aspergillus
niger. L’activité anti-inflammatoire a montré un bon pourcentage d’inhibition de la dénaturation des
protéines. L’activité antidiabétique de I’huile essentielle réalisée sur des rats wistar rendus diabétiques
par la streptozotocine a révélé un effet positif sur la tolérance orale au glucose sans améliorer la glycémie
a jedn.

Mots clé : Pelargonium graveolens, activité antioxydante, activité antimicrobienn, activité anti-
inflammatoire, activité antidiabétique.

Abstract

Algeria is home to a variety of important and varied species and thus testifies to a wealth of undeniable
flora.

We were interested in our study on Pelargonium graveolens (L'Hér) commonly called Geranium rosat
whose essential oil is well known for its anti-bacterial and anti-inflammatory properties. Geranium rosat
from two provinces, Tlemcen and Oran was extracted by hydrodistillation. The yield of the essential oil
obtained by this process is of the order of 0.25% relative to the fresh material.

The determination of the antioxidant activity performed by the three tests: FRAP, DPPH and ABTS
showed a low antioxidant power. The antimicrobial effect was determined by the aromatogram for six
(6) microbial strains. The results show that the essential oil has shown good activity against fungi:
Candida albicans and Aspergillus niger. Anti-inflammatory activity showed a good percentage
inhibition of protein denaturation. The antidiabetic activity of the essential oil in streptozotocin-diabetic
wistar rats revealed a positive effect on oral glucose tolerance without improving fasting glucose.

Key words: Pelargonium graveolens, antioxidant activity, antimicrobial activity, anti-inflammatory
activity, antidiabetic activity.
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