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Résumé

Cetravail estunecontribution a la valorisation d’uneplante médicinale, cultivée dans
larégionde Médéa il s’agit duPélargonium graveolens et ce parl’extractionl'huile essentielle
des parties aériennes de la plante a 1’aide de 1’hydrodistillation en utilisant deux modes de
chauffage : le chauffage classique et le chauffage par induction électromagnétique. Une étude
comparative en termes de rendement, de cinétique d’extraction et de la qualit¢ des HEs
obtenues a été effectuée. Ou elle a montré une variabilité sur la quantité extraite, cette
derni¢re augmente sous ’effet du séchage, car le rendement en HE atteint de PG Frais et PG
Seche ont été extraites avec rendement de I’ordre de 0,35 % et 0,64% par chauffage classique
et induction électromagnétique respectivement. tandis qu’il ne dépasse pas 0,117 % et 0,41%
pour la plante fraiche. Le comportement cinétique est identique avec une vitesse d’extraction
¢levée par I’induction électromagnétique. La détermination des caractéristiques physico-
chimiquesrévele que les HEs de 1’espéce Pélargoniumgraveolens sont conformes aux normes

AFNOR .

L’activité antibactérienne et antifongique d’HE de PG ont ¢été évaluées en

utilisantl’aromatogramme sur les souches bactériennes :(Staphylococcucs



aureus,kleibselapneumoia, Escherichia Coli, Pseudomanasaergenosa, Entérococcusfécaliset
Bacillus subtilis) et lessouches fongiques (candidas albicansetRhizopus isol€). .Alors que,
I’activité anti-oxydant a été testée par DPPHe, Les tests biologiques ont montrée que cette

huile posséde un effetAnti-oxydant, antibactérien et antifongique.

Mots clés : Huile essentielle, Pélargonium graveolons, Hydrodistillation, le chauffage a

induction électromagnétique, Propriétés physico-chimiques, Activité biologique.

Abstract

This Work contributes to the valorization of a medicinal plant grown in the region of Médéa,
the plant in question is the Pélargonium graveolens. The essential oil was extracted by
hydrodistillation of its aerial partsemployingtwo heating modes namely conventional heating
and electromagnetic induction heating. A comparative study in terms of yield, extraction
kinetics and quality of essential oil obtained was investigated. It shows a variability on the
extracted amount, this last increases under the influence of the drying where the yield of the
EO can achieve0,35%  and  0,64%using respectively conventional heating and
electromagnetic induction heating, while it can’t exceed 0,117% and 0,41% for the fresh

plant.

The physico-chemical characterization indicates that the Pélargonium graveolens essential

oils extracted respected AFNOR norm.

Antimicrobial activity of PG EO using aromatogramtechniqueswere estimated on the
bacterial strains :(staphylococcucsaureus, kleibsel apneumoia, Escherichia
Coli ,Pseudomanasaergenosa , Entérococcusfécalisand Bacillus subtilis) andthe fungal strains
(candidasal bicansandRhizopusisol€)and the antioxidant activity was tested by DPPHe.The
biological tests have confirmed that thisoilhas anantioxidant, antibacterial

andantifungaleffects.

Key words: Essential oils, Pé@argonium graveolens, hydrodistillation, electromagnetic
induction heating, Physico-chemical properties, Biological activity.
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Introduction Générale

La région méditerranéenne d’une maniere générale, avec son climat doux et ensoleillé
est particulicrement favorable a la culture des plantes aromatiques et médicinales. [1].Ces
plantes sont prometteuses et constituent une grande source naturelle principale de substances
actives : d’antioxydants, antifongiques et d’antibactériens naturels pour plusieurs domaines
allant de I’agroalimentaire aux industries chimiques et pharmaceutiques. Ces propriétés sont
principalement dues aux huiles essentielles qui sont des substances odorantes contenues dans

les plantes. [2]

Le recours a la phytothérapie et a I’aromathérapie qui se fait généralement par le biais
des huiles essentielles, malgré I’ancienneté de sa naissance, a été toujours d’un briilant intérét
qui ne cesse jamais d’occuper la une des actualités du développement exponentiel des
biotechnologies végétales. Les nouveaux progres de la science contribuent massivement a la
naissance de nouveaux principes actifs et de nouvelles propriétés pharmacologiques qui
permettent de transformer les plantes aromatiques et médicinales (PAM) en authentiques

médicaments. [3]

Les huiles essentielles présentent une trés grande richesse de molécules, tant en
nombre qu’en variété. Leur criblage permettrait de découvrir de nouveaux antibactériens, qui
pourraient constituer une alternative a 1’usage des antibiotiques conventionnels devenus
inefficaces [4]. Beaucoup d’efforts et de recherches s’orientent aussi vers les agents
antioxydants naturels pour leurs effets sur le stress oxydatif li¢ a certaines maladies [5] et leur

éventuelle utilisation comme alternative pour la protection des aliments contre 1’oxydation
[6].

Le pélargonium Graveolens est une plante aromatique appartenant a la famille des
Geraniaceae, cette plante a été introduite en Algérie au 19 siécle ou elle a acquis des

proportions gigantesques durant la période coloniale, elle appartient a la catégorie des plantes

vivaces a feuillage odorant qui motive son utilisation intense en parfumerie et en cosmétique.




Bien que I’huile essentielle de ce pélargonium posséde des propriétés anti-infecticuses, anti-
inflammatoires, spasmolytiques, hémostatiques et cicatrisantes [7]. Peu de travaux lui ont été

consacrés en Algérie

Cette biomasse végétale est une source trés prometteuse pour 1’avenir ayant un potentiel

thérapeutique qui lui confere de belles perspectives sur le créneau du bien-étre. C’est dans ce

contexte que notre ¢tude s’est motivée, on a jugé fortement utile d’approfondir les
connaissances autour des huiles essentielles de cette plante médicinale. En outre de leur
extraction par plusieurs modes d’extraction, on s’est aussi préoccupé par 1’évaluation des
pouvoirs antibactériens, antifongiques et antioxydants de ces huiles essentielles au cours des
différentes étapes de la croissance du Pélargonium graveolens. On s’est aussi intéressé dans
ce travail aux cinétiques d’extraction pour dévoiler la variabilité de ’ampleur de 1’activité

antibactérienne et antifongique au cours du temps d’extraction.

Pour ce faire, nous avons subdivisé notre travail en deux grandes parties :

- La premicre partie propose une mise au point bibliographique sur I’espéce étudiée le
Pélargonium graveolens, en présentant leur description botanique, anatomique et
phytochimique. Nous présenterons aussi une rubrique bibliographique sur les huiles
essentielles, comptant leur localisation dans la plante, propriété, composition

chimique, utilisation, conservation, et les techniques d’extractions

- Le seconde partie représente I’étude expérimentale dont laquelle, une partie matériel et
méthodes fait le bilan précis des outils, concepts et équipement utilisés ou cours de ce
travail. Elle englobe aussi tous les résultats du travail expérimental entrepris dans cette
¢tude ainsi que leurs interprétations. Cette partie se termine par une conclusion

générale
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A.1 Présentation de la matiére végétale :

Le Pélargonium vient du mot grec « pélarges » littéralement cigogne car son fruit ressemble a
un bec de cigogne. Le Pélargonium graveolens est une plante originaire d’Afrique facile a
cultiver comme I’a été toujours depuis des siccles vue son feuillage aromatique qui dégage

une odeur de rose tres agréable.

Le Péargonium.graveolens (famille Géraniacées), appartient a la catégorie des plantes
vivaces a feuillage odorant [8]. Le genre pélargonium compte plus de 200 espéces dont
plusieurs dizaines sont odorantes, [9]. On regroupe sous le nom générique de « Géranium
rosat », le Pélargonium graveolens, le P. roseum, le P.odoratisssmum, le P. capitatumet le P.
radula, cultivés au Congo, a la Réunion, a Madagascar, en Egypte, et dans les régions

méditerranéennes [10].

Le Pélargonium graveolensest une plante aromatique médicinale ayant d’intéressantes
propriétés thérapeutiques .Aussi, la nature chimique de ses essences les confére des grandes

perspectives d’application [11].

A.1.1. Description botanique :

La description botanique du Pélargonium graveolens se résume comme suit. C'est une plante
vivace, elle est un arbrisseau érigé, assez rameux, allant jusqu'a 1,30 m de haut et s'étalant
sur 1 m de large, plein de suc (herbacés) en début de végétation, puis ligneux en vieillissant, a
écorce brun clair [12]. Figure (A.1-a). Le pélargonium graveolens a des feuilles persistantes,
rondes a marges festonnées. Ses fleurs roses, a cinq pétales sont souvent veinées d'une

coloration plus foncée.

Le tableau (A.1) regroupe quelques détails botaniques décrivant le Pélargonium graveolens
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Tableau A.1 : Description botanique de PG [13].

Nom du plant Pelargonium Graveolens
Origine Afrique australe

Période de floraison Mai a septembre

Couleur des fleurs Rose

Type de plante Plante aromatique et médicinale
Type de végétation Vivace

Type de feuillage Caduc

Hauteur 60 a 100 cm

e Appareil végétatif :

a-Systéme racinaire :

Il est pivotant étendu et superficiel, pénétrant rarement a plus de 30 cm

b-Tige :

Tendre, gris vert, velue, devenant plus sombre et ligneuse avec 1’age. Elles sont couvertes de
poils glanduleux microscopiques qui dégagent un parfum au toucher ou sous I’effet de la
chaleur [14].

c-Les feuilles :

Molles, d'environ 4 x 6 cm sont profondément lobées (5 a 7 lobes) figure (A.1-b). Elles sont
douces et veloutées au toucher, en raison de la présence de nombreux poils glanduleux [15]. .
Elles sont cordiformes dégageant une odeur de rose au toucher ou a la chaleur.

d-Les inflorescences :

Elles sont des pseudo-ombelles, portant des 10 a 15 fleurs roses figure (A.1.c). Les 2 pétales
supérieurs sont veinés de rouge grenat, a apex arrondi, échancré, et plus larges que les 3
pétales inférieurs. Les fleurs sont irréguli¢res, de couleur rose violet, formant une pseudo-
ombelle compacte. Les deux pétales postérieurs sont plus larges que les 3 antérieurs. Le
géranium de parfumerie (genre Pélargonium) est différent du géranium ornemental (genre
Géranium) [15, 16, 17]

Les fleurs rose pale ont une symétrie  bilatérale caractéristique du genre
Pélargonium figure (A.1.e) alors que les espéces du genre Géranium ont des fleurs a

symétrie radiée suivant 5 rayons [14] figure (A.1.1).
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e-L’odeur :

Pour Harvey ’odeur est balsamique. [18] Pour Demarne et al, elles dégagent une odeur de

menthe [19]

Mais comme le fait remarquer Maria Lis-Balchin, 1'odeur change fortement au cours de la

floraison : des notes de rose se développent au moment de la floraison alors que le reste du

temps 1'odeur de menthe domine. [11]

Figure A.1-b. Feuilles Pélargonium

graveolens

Figure A.1-c. Fleures Pélargonium

graveolens

Figure A.1-d.Fruits mirs de Pélargonium

graveolens

Figure A.1-e.Genre Pélargonium

Figure A.1-f. Genre Géranium
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A.1.2 Nom de la plante :

Le complexe d'hybrides de Pélargonium asperum, P. odoratissium, P. capitatum et P. radens

[21]. P. asperum Ehrh. Ex Wilde (syn. Pélargonium graveolens), est désigné par les termes

génériques de « géraniumrosat » ou « Pélargonium groupe rosat ». [22] Seulement ces
quatre types qui sont importantes pour la production des huiles essentielles. Les
pélargoniums cultivés pour 1’huile essentielle étaient souvent appelés Pélargonium
graveolens, Pélargonium roseum ou Pélargonium asperum dans la littérature botanique,
avec peu d’attention pour la précision botanique, Le nom Pelargonium roseum a été attribué
par différents auteurs a 3 combinaisons hybrides différentes. [20]

Pelargonium xasperum fut proposé par H.E.Moore comme le nom correct pour I’hybride de

Pelargonium graveolens et Pelargonium radens. [21]

Tableau A.2 : Noms de la plante Pélargonium graveolens. [21, 22, 20]

Dénomination latin internationale

Pélargonium x asperum

Pélargonium graveolens

Pélargonium odorantissimum,

Pélargonium roseum

Francais Géraniumrosat, Géranium odorant

English sweet- scented Géranuim, scented
Pélargonium, rose Géranuim

Allemand rosengeranie rosenstorchschnabel

Italien Geranio

Arabe Al ylae-clull Hlae A0l N ol 3l

Persan Jiriban

Synonymes - Géranuim radula Cav,

- Péargoniumradula (Cav) L' Hér,
- Péargoniumreseum willd
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A.1.3 Classification de la plante Pélargonium graveolens: [20] [23]
La position taxonomique du Péargonium graveolens est comme suit :

Tableau A.3 : Taxonomie de la plante Pélargonium graveolens

Embranchement Spermaphytes

Sous embranchement Angiospermes
Régne Plantae

Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida

Sous classe Dialypetales

Ordre Geraniales

Famille Geraniaceae

Genre Pélargonium

Espeéce Graveolens

Nombre de chromosomes 2n = 77 (heptaploide)
Nom binominal Péargonium Graveolens

A.1.4 Origine et son développement dans le monde :

Pélargonium graveolens est originaire d’Afrique australe (le Cap). C’est une plante
largement répandue et cultivée en Espagne, en Italie, au Maroc, a I’lle de la Réunion, en
Egypte et en Chine (ces deux derniers pays étant les plus gros producteurs). Elle est cultivée
dans de nombreuses régions méditerranéennes et subtropicales ou elle est distillée pour son

HE [16, 24].figure (A.2).

I a ét¢ importé en Europe deés le XVIleme siecle, acclimaté dans divers
jardins botaniques, propagé et hybridé. En Algérie, cette plante est annuelle et spontanée

est largement répondue. [25]
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f' .ﬁ Chine

Importation en Europe Maroc gypte

au XVII eme siecle

Inde

le de
LA REUNION

AFRIQUE DU SUD
Pelargoniums & I'état sauvage

LEGENDE

En vert, Forigine des pelargoniums rosats

En rose leur développement au XIXéme siecle

En jaune la répartition de la production actuelle dans le monde (Huile essentielle)

Figure A.2 : Synthése des origines de Pélargonium

A.1.5 Ecophysiologie :

A.1.5.1 Facteurs climatiques :
Les conditions climatiques ont une forte influence sur le développement du Pélargonium
graveolens, qui demande un climat chaud, sec, sans vent nuisible. Le Pélargonium
graveolens reste une espéce subtropicale, elle supporte des gelées courtes et 1égeres si le sol
est sec. Le froid n’est pas son domaine de prédilection.
L’exposition, I’altitude et la lumiére ont une action marquée sur la qualité de 1’huile
essentielle et de son rendement. La température doit rester supérieure ou égale a 35°C. Le
Besoin en eau est important en période de végétation et réduit I'hiver.

Les précipitations moyennes de 1’ordre de 1000 & 1500 mm sont recommandées.

A.1.5.2 Facteurs topographiques :

Le Pélargonium graveolens trouve son bonheur dans les Hauts entre 600 et 1400 m.
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A.1.5.3 Facteurs édaphiques :
Cette plante s’adapte aux types de sols friables, perméables et correctement drainés.
Les terres les plus favorables sont les sols 1égers, un peu acides, humiféres, perméables et

sains, ferralitiques. [26,27,28]

A.1.6 Période de la culture :
La culture spéciale des pélargoniums en trois sections, Ces sections comprennent le
traitement des géraniums en hiver, leur traitement en été, enfin leur multiplication, soit par

semis ou par marcotte ou par greffes ...etc [29]

A.1.7 Période de la récolte :
La premiére récolte peut avoir lieu 6 mois aprés la plantation. Ensuite les récoltes se
succedent tous les 2 mois environ. « En effet ['huile essentielle est tres tot élaborée dans la
jeune feuille.
La récolte d'été étant plus importante que celle d'hiver puisqu'elle représente les 4/5 de la

quantité totale distillée dans I'année. [27]

A.1.8 Coupe de feuillage :
Certaines ¢études scientifiques, en rapport avec des notions de chronobiologie, ont permis de
définir le moment optimal de la récolte, afin de garantir la qualité de la matiére premicre.

Ainsi, on préfere récolter :

e Les racines durant le repos végétatif (automne, hiver) :

e Les parties aériennes, le plus souvent au moment de la floraison ;

e Les feuilles, juste avant la floraison ;

e Les fleurs a leur plein épanouissement, voire en bouton ;

e Les graines, lorsqu'elles ont perdu la majeure partie de leur humidité naturelle.

En Algérie, on pratique ordinairement la premiére coupe en mois de Juin. [29]

A.1.9 Utilisation et importance :

En outre de son utilisation dans la parfumerie, le Pélargonium graveolens a été utilisé dans la

médecine traditionnelle, elle a prouvé aussi un potentiel actif puissant Tableau (A.4).
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Tableau A.4 : Importance pharmacologique et utilisation traditionnelle du Pélargonium

graveolens [27, 29]

Nom de la Partie Usage Activité
plante récoltée Traditionnel Pharmacologique
(famille)
Pélargonium | Aérienne Acné, brilure, eczéma, plaie, Antibactérienne efficace
graveolens saignement de nez. Fongicide puissante

Mycoses cutanées,
gynécologiques.
Rhumatismes, arthrites,
tendinites.

Epistaxis, coupures
sanguinolentes.
Hémorroides, couperose,
phlébite.

Stress, asthénie profonde,

anxiéteé.

Hémostatique remarquable
Antalgique
Anti-inflammatoire

Tonique astringente cutanée.
Antihémorragique
Analgésique, antiseptique

Antidiabétique

A.1.10 Aspects phytochimique du Pélargonium graveolens:

Une tonne de plante de Pélargonium graveolens donne 1,5 Kg d’huile essentielle ce qui rend

cette huile trés onéreuse. Le profil chromatographique de cette huile fait apparaitre la

présence de certains composants caractéristiques : Citronellol, formiate de citronellyl,

isomenthone, géraniol, linalool, formate de géranyl et Oxyde de rose dont la synergie

confére une fragrance aromatique unique, rappelant celle de la rose. [30]

L’HE de Péargonium graveolens se compose majoritairement de 2 alcools : le géraniol et le

citronellol qui existent pour 2/3 a 1’état libre et pour 1/3 a I’état combiné sous forme d’esters

[11,31]. Frédéric Emmanuel DEMARNE, classe 1’huile de pélargonium en trois types :
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e Le type Chinois, provenant de Chine, ou le citronellol est généralement élevé (30-
40%).

e Le type Africain, provenant d'Algérie, du Maroc et d'Egypte, elle contient du
10epieudesmol y ( 4-5%) mais pas de guaia-6,9-diene.

e Le type Bourbon, pour celle provenant de La Réunion. Elle contient une grande

quantité (57%) de guaia-6, 9-diéne mais pas de 10epiyeudesmol.

Le géraniol et le linalol sont généralement élevés. La variabilité de la composition des huiles
de géranium est liée au climat, aux températures maximales et minimales, a la durée

d'ensoleillement, a la pluviométrie, a la nature du sol.

Une étude comparative a été faite pour I’huile essentielle de Pélargonium graveolens
provenant de différentes régions d’Afrique. Des fluctuations et des variations de
concentration ont ¢été notées pour les composants majoritaires et les composants

caractéristiques [30] Tableau (A.5).

Tableau A-5 : Comparaison de la composition chimique de I’huile essentielle de Géranium

rosat provenant de plusieurs régions. [30]

Composés Bourbon | Organic | Egypte | Chine | Rwanda | Gasabo | Zambia | Reunion | Algérie
Linalool 10,3 11,6 6,0 30 18,1 28 5,9 7,8 3,26
Isomenthone 6,1 6,5 5,2 5,1 8,4 6,0 8,2 5,4 5,44
Citronellol 22,6 25,7 29,2 38,2 12,7 31,2 22,7 21,7 28,68
Geraniol 18,9 16,5 19,3 8,7 34,8 5,6 11,4 17,5 5,55
Formate de 7,5 4,8 5,8 10,0 0,4 14,8 7.4 8,2 9,76
citronellyl
Guaia-6,9-diene 5,5 0,2 0,2 6,0 5,3 7,6 8,9 5,8 0,45
10 epi-y-eudesmol | - 5,8 5,8 0,2 1,7 - - - -
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A.1.11 Aspect anatomique :

Des résultats d’observations microscopiques effectuées ont permis de distinguer la présence
des poils sécréteurs chez le PG. De I’extérieur a I’intérieur il y a présence d’une couche
épidermique (Une seule assise de cellules) qui émette les poils sécréteurs et protecteurs, suivi
d’un parenchyme chlorophyllien (plusieurs assises de cellules rondes), sclérenchyme, des
faisceaux cribro-vasculaires (phloéme et xyléme) et enfin par un parenchyme médullaire.

figure (A-3).

Couche épidermique
Parenchyme chlorophyllie
Sclérenchyme

Parenchyme médullaire

Poil protecteur
poil sécréteur

Figure A-3 : Coupe transversale au niveau de la tige (Gx400) [31]

L’¢étude microscopique au niveau des tiges de PG (Figure (A-4) ) montre 1’existence de 2
types de poils : protecteur et sécréteur.[32] rapporte que les poils de protection sont

constitués de cellules mortes et, de ce fait, ils ne contiennent que de l'air.

Leur masse soyeuse réfléchit en grande partie les rayons solaires et leur enchevétrement dense
réussit a retenir, a l'abri de I'épiderme, une couche d'air qui se sature lentement d'humidité au
lieu d'étre rapidement renouvelée. Les sites sécréteurs sont de type superficiel en I’occurrence

des poils glandulaires dans leur étude [33].
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Figure A-4 : Observation microscopique d’un poil sécréteur (1)

et d’un poil protecteur (2) [34]

A-2- Huiles essentielles :
A-2-1-Définition :

Une huile essentielle est définie comme les métabolites secondaires odorantes ou huiles
volatils obtenu d’une plante ou certaines parties de celle-ci (fleurs, tiges, racines, feuilles,
herbes, bois, graines, bourgeons, fruits, écorce) par expression, fermentation, extraction. La
méthode de I’entrainement a la vapeur d’eau est la plus utilisée pour la production
commerciale. Ce sont des liquides huileux aromatiques, caractérisés par une forte odeur, leur
couleur s’arrange dans la gamme de couleur s’étalant le plus souvent de 1’incolore au jaune
et possible jusqu’a le jaune verdatre. Néanmoins la présence de certains composés
spécifiques affecte la couleur de ces dernieres comme par exemple le cham azuléne donne

du bleu pour I’huile essentielle de la camomille romaine. [36]

Ils peuvent étre synthétisés par tout organe végétal et stockés dans des cellules sécrétoires,

des cavités, des canaux, des cellules épidermiques ou des trichomes glandulaires. [35]

On estime 3000 HEs qui sont connues, parmi lesquelles 300 sont commercialement

importantes dans le marché des fragrances. [37]
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A-2-2 Propriétés physicochimiques :

En ce qui concerne les propriétés physico-chimiques, les huiles essentielles forment un
groupe tres homogene [38]. Ou selon Desmares et al., [39] liquides a température ambiante
et possédent une température d’ébullition variant de 160°C a 240°C ce qui les différencie

des huiles fixes. Elles n’ont pas le toucher gras et onctueux des huiles fixes.

Les huiles essentielles ont généralement une densité inférieure a celle de 1'eau. La densité
nous renseigne selon [40] sur la composition chimique : ainsi une densité inférieure a 0,9
indique la présence, de composés terpénique et aliphatique a des taux élevés, alors qu’une
densité supérieure a 1 indique une composition trés variée en composés terpéniques
polycycliques. Leur indice de réfraction est élevé car elles dévient la lumiére polarisée. Bien
qu’entrainable par la vapeur d’eau, elles sont trés peu solubles dans 1’eau, mais elles
communiquent leurs odeurs a 1’eau, cette eau est dite "eau distillée florale" ou aromatique.

Elles sont liposolubles et aussi trés miscibles dans les solvants organiques. [39]

Les huiles essentielles s’oxydent facilement a la lumiére et se résinifient en absorbant de
I’oxygene et ont tendance a se polymériser donnant lieu a la formation de produits résineux,
en méme temps, leurs odeurs se modifient, leurs points d’¢ébullition augmentent et leurs
solubilités diminuent. Elles sont douées d’un pouvoir rotatoire puisqu’elles sont formées

principalement de composés asymétriques ; [38]

A.2.3 Propriétés physiques et organoleptiques des HE du Pélargonium graveolens :

Une bonne huile essentielle de Pélargonium graveolens doit avoir les caractéristiques

physiques et organoleptique suivantes :

e Densité a 20°C : 0,883 4 0,905 (leur densité est en général inférieure a celle de 1’eau)
o Indice de réfraction a 20°C : 1,461 a 1,477

e Pouvoir rotatoire a 20 °C : -18° a -8°

e Point éclair : +64°C

e Aspect : liquide limpide

e Couleur : de jaune a brun verdatre

e Odeur : douce sucrée, rosée et fruitée caractéristique du géranium. [42]
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A. 2.4 Les plantes productrices des huiles essentielles :

Parmi les familles végétales les plus productrices d'huiles essentielles, on distingue :

e Les labiées (famille du thym, de la lavande, de la menthe, du basilic)
o Les myrtacées (eucalyptus, melaleuca, myrte, girofle),

o Les rutacées (les citrus, les agrumes, la bergamote).

Beaucoup de végétaux contiennent des huiles essentielles ou des substances voisines mais

en pratique peu d'especes sont utilisées [41]

A.2.4 Composition chimique d’huile essentielle

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes contenant plusieurs composés
singuliers qui sont des dérivés terpéniques et leurs composés oxygénés. Il s’agit alors de

deux groupes caractérisé€s par des origines biogénétiques distinctes :

o Composés terpéniques.

e Composés aromatiques dérivés du phenylpropane.

Les huiles essentielles peuvent également renfermer divers produits issus de processus de
dégradation mettant en jeu des constituants non volatils. Bien qu’elles ne représentent qu'une
petite fraction de la composition de la plante néanmoins, elles conférent les caractéristiques
par lesquelles les plantes aromatiques sont utilisées dans I'alimentation, le domaine de la

cosmétologie et les industries pharmaceutiques. [42]

A.2.4 .1 Terpénes

La nomenclature utilisé est basé sur une unité terpénique en Cio: les différents terpénoides
sont obtenu par 1’addition d’une molécule appelée 1’isoprene (C sH 3)

Le tableau (A.6) résume les nomenclatures adoptées pour les différentes classes terpénoides.
Dans les huiles essentielles seules seront rencontrés les terpenes les plus volatils, ceux dont la
masse moléculaire est moins élevée qui sont caractérisés par leur volatilité et par leur odeur

piquante intense. [43]
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Tableau (A.6) : Nomenclature des différentes classes des terpeénes [44]

Nom

Précurseur

Localisation

Ci0: monoterpénoides

Pyrophosphate de géranyle

HE -Pétales

Cis: sesquiterpénoides

Pyrophosphate de farmésole

HE-résines -pétales

Czo: diterpénoides

Pyrophosphate de géranylgéranil

HE-résines

Css: sesterterpénoides

Pyrophosphate de géranylfarmésyl

HE-résines

Cso: triterpénoides

Squaléne

Résines -cires des feuilles

Cao: tetraterpénoides

Phytoene

Tissues vert -racines -pétales

Ca: polyterpénoides

N=9 a 10°

Pyrophosphate de géranylgéranyl

Latex cire de feuille

a- Monoterpénes :

On les rencontre comme constituants odorants des essences végétales. La plupart de ces

composés possédent des centres asymétriques et sont donc optiquement actifs. Dans la

nature, on ne retrouve fréquemment qu’un seul des stéréoisomeres.

Les monoterpénes s’associent pour former des diterpénes (C20H32), triterpénes (CioHas),

tétraterpenes (CsoHse) et les polyterpenes (CioHie) n..., de structures chimiques variées, ils

peuvent étre acyclique (linéaire), monocyclique, bicyclique ou méme tricyclique [43,44].

b- Diterpénes :

Ce sont des composés en Cz0 moins volatils (quatre molécules isopréniques), ils sont

cycliques ou acyclique. [43]

c-Triterpénes :

Ce sont des composés en C3o (six molécules isopréniques) aliphatique ou polycycliques. On

les utilise dans l'industrie des parfums. Il y’a aussi les tétraterpénes et polyterpénes qui sont

des composés importants du point de vue biochimique. Ils contiennent des chalnes a

plusieurs doubles liaisons conjuguées, responsables de leurs couleurs. La coloration de ces
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hydrocarbures tétra et polyterpénes est facilement explicable par le nombre important de

doubles liaisons conjuguées. [45]

d- Sesquiterpenes :

Ce sont des composés moins volatils de formule moléculaire CisH22, CisH24, CisH26 (Trois

molécules isopréniques disposées). On trouve quelques exemples de sesquiterpenes

caractéristiques des HE: Carbures mono- ou polycyclique (B-bisabolene), Alcools

(farnésol), Cétones (nootkatone), Aldéhydes (sinensals) et Esters (acétate de cédryle) [45].

Le tableau (A-7) donne les formules développées de quelques composés terpéniques

rencontrés dans les huiles essentielles).

Tableau (A.7) : Les Composés terpéniques.
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A.2.4 2 Les composés aromatiques

Les dérivées du phénylpropane (Cs - C3) sont beaucoup moins fréquentes, qui eux aussi
existent sous différentes formes moléculaires fonctionnalisées. Ce sont trés souvent des
alkyles propénylphénols, parfois aldéhydes caractéristiques de certaine huile essentielles.

On peut également rencontrer dans les huiles essentielles des composée en Cos-C1 Comme la
vanilline (assez fréquente) ou I’anthranilate de méthyle .Les lactones dérives des acides
cinnamiques (c-a-d. les coumarines) étant, au moins pour les plus simple d’entre elle,
entrainables aussi par la vapeur d’eau, elles seront également présentes dans certaines huiles

essentielles. [44]

[ @ f
oo aaibe 9

HiCO T NH, H;C0
OH COH H;

0
s
.

\
/

{

Eu génol Anthramlate de méthyle Warillme E- anethole

Figure A.5 : Structure de quelques composés aromatiques

A.2.4 .3 Composés d’origines diverses :
Il s’agit 1a de produits résultant de la transformation de molécules non volatiles .Ces
composés contribuent souvent aux ardomes de fruit compte de leur mode de préparation, les
concretes et les absolues peuvent en refermer .11 en est de méme pour les HE lorsqu’ils sont

entrainables par la vapeur d’eau [3].

A.2.5 Propriétés et utilisation des huiles essentielles :

L’intérét des HE ou essences est trés important, ces produits naturels sont considérés comme

des produits a tres haute valeur ajoutée destinés a différents secteurs industriels :

e [’industrie agro-alimentaire : elles donnent leur saveur aux condiments, aux

aromatisants.




Partie A Apercu bibliographique

e [’industrie de parfums et des produits cosmétiques est le principal consommateur des
plantes a huiles essentielles.

e En pharmacie, l'utilisation des HE, en tant que telles, reste limitée a quelques
applications

e comme des antiseptiques externes ou aromatisants pour certaines formes
médicamenteuses

e destinées a la voie orale.

e L’industrie chimique : certains constituants des HE sont utilisés comme matieres
premicres

e pour la biotransformation ou I’hémi-synthese de divers principes actifs
médicamenteux,

e odorants, etc.

Certains HE et/ou leurs composants présentent un large spectre d’activité contre les insectes
nuisibles, les champignons pathogenes et les nématodes et des pesticides synthétiques [46,

47].

A.2.6 Conservation des huiles essentielles :

L’instabilité relative de molécules constituent des huiles essentielles rend leur conservation

délicate. Trois facteurs interviennent dans 1’altération des huiles essentielles.

o La température : stockage doit se faire a basse température (entre 8° et 25°C).
e La lumicre : il faut stocker dans 1’obscurité et dans un récipient opaque, brun de
préférence.

o L’oxygene : les flacons doivent étre enticrement remplis et fermés de fagon étanche.

La durée de conservation admise est de 2 a 5 ans [45].

A.3 Méthodes d’extraction des huiles essentielles :

La diversité et la complexit¢ d’HE rendant le choix des processus d’obtention délicat. La
méthode choisie ne doit pas conduire a la discrimination entre les composés polaires et
apolaires, ni induire de réactions biochimiques, de dégradations thermiques d’oxydation, de
réduction, d’hydrolyse, de changement de pH ou entrainer une perte de composés volatils.
Pour cela, différents parametres et propriétés sont a prendre en compte.

[48].
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A.3.1 Principaux parametres d’extraction :

Les principaux parametres a prendre en compte dans les opérations fondamentales

d’extraction de maticres premiéres naturelles aromatiques sont :

+ La volatilité
+ La solubilité

+ La taille et la forme des molécules constitutives

+ L’adsorption.

Le tableau (A-8) résume selon le paramétre de séparation mis en jeu les techniques les plus

couramment utilisées et quelques types des produits fabriqués. Ces techniques d’extraction

mettent en ceuvre, plusieurs types d’opérations fondamentales. [49].

Tableau A-8 Les techniques les plus couramment utilisées et quelques types des produits

fabriqués. [49].

Techniques Propriétés | Produits fabriqués
Evaporation
Déshydratation - Séchage Résinoides, concretes
Concentration de miscella (Sous pression. atmosphérique ou réduite) Oléorésines
Concentration de jus de fruits
Distillation Isolats, déterpénés
Rectification (Sous pression. atmosphérique ou réduite) Huile empyreumatique
Distillation séche Volatilité
Co-distillation
Avec | cau (Sgus pression. Atmosphérique en surpression) Huiles essentielles
Hydrodistillation .
. . , Eaux aromatisées
Entrainement a la vapeur d’eau
Avec un autre fluide (Sous pression. atmosphérique ou réduite) Alcoolats
Alcools, .. , )
Distillats moléculaire

Polyols
Extraction liquide / solide : avec Pommade
solvant conservé : Corps gras, Alcool Infusion — Teinture
Solvant éliminé : Fluide liquéfié (ou supercritique) Concrete, résinoide
Extraction liquide / liquide Solubilité . (s

. . . Essences déterpénées
Discontinue ou Continue
Cristallisation aprés concentration partielle et refroidissement. Menthol — Anéthol
Broyage — tamisage
Expression — Filtration Formeset | oo essenticlles
Glagage — Filtration taille des d’agrumes

. . particules
Séparation au moyen de membranes

. : : , . Huil tiell
Séparation chromatographique et uiles essentielles

Décoloration

Absolues
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Il existe actuellement plusieurs procédés technologiques innovants qui viennent compléter

celles conventionnelles comme nous le citons principalement sur le tableau (A.9).

Tableau A.9 : Les différentes méthodes d’extraction [49 a 61]

Méthodes conventionnelles

Méthodes innovantes

L’hydro-distillation.
Entrainement a la vapeur d’eau.
Distillation a la vapeur directe.
Distillation séche
L’hydro-diffusion.
L’expression a froid.

Huiles essentielles produites par

pyrogénation du bois.
Extraction a 1’eau surchauffée.

Distillation par extraction simultanée

(SDE).
Extraction par solvants.
L’enfleurage.

Macération.

Extraction  par  ultra-sons ou

sonication .
Extraction assistée par micro-ondes.
Extraction au fluide supercritique.

Extraction par Induction magnétique.

A.3.2 Avantages et inconvénients des procédés d’extraction :

A la diversité de ces méthodes, ils en découlent des différents avantages et inconvénients pour

chacune de ces méthodes :
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Tableau A-10

: Avantages et inconvénients des différents procédés d’extraction [62]

Procédés d’extraction

Avantages

Inconvénients

Rendement en huile essentielle trés élevé.
Essence de bonne qualité, trés concentrée.

Contacte directe entre maticre végétale et

Altération de certaines substances
a la température d’ébullition de

I’eau.

Hydrodistillation cau Pert d’une partie d’essence par
évaporation, oxydation,
dissolution et cyclisation.

Procédé violent.
- Réglage de chaleur a diffuser de manicre L’orsque mauvaises
précise, manipulation,  d’autre  objet
- La chaleur transforme plus rapidement le PRI G Ve et
longe de .I’objet qu'une chaleur par chauffés ; ca nécessite un soin
convection traditionnelle. dCheet Lo e mamprliion.

Induction , . o

. G s o : Des couts d’acquisition ¢levés

, re - Une économie d’espace que l’installation

électromagnétique

pour chaleur par convection dans la mesure
ou la chaleur est présente elle -méme dans

la matiere, la radiation est alors trés rapide.

Meilleures conditions de travail sans saleté

ni fumer.

pour les fortes puissances.

Des champs électromagnétiques
peuvent apparaitre ce qui peut

alors nuire 1’environnement.

Entrainement a la

vapeur d’eau

Réduire ’altération des constituants d’huile

essentielle.
Economie énergie, de temps d’extraction.

Efficacité d’extraction.

Agglutination de la charge
végétale sous I’effet de la vapeur

d’eau.
Mauvaise qualité de I’huile.

Réaction secondaire hydrolyse et

formation d’artéfacts.

Expression a froid

Essence de trés bonne qualité, non trop

altérable.

Procédé non généralisé

Rendement tres faible en essence.

F




Partie A Apercu bibliographique
Obtention d’aboules ou concentré de pommade | - Cout trés élevé.
Enfleurage qui garde tout la finesse et I’odeur de la fleur | Diffusion lente et processus
epuisée. délicat.
- Rapidité. Toutes les fleurs ne peuvent étre
- Réduction  considérable temps FEiSes (gL G PO, o Pl

Digestion (macération

a chaud)

d’extraction, du rendement.

peut diminuer le rendement en huile

essentielles.

- D’optimisation des conditions de
I’extraction.
- Rapidité. - Détérioration des constituants
- Réduction  considérable temps odorants par le micro ondes qui
dextraction, du rendement. posseédent une grande énergie.
Micro-onde
- D’optimisation des conditions de

I’extraction.

- Amélioration du rendement.

solvant organique

- Universalité.

- Procédé doux, non violente.

- Principe actifs olfactivement.

- Proche du végétal lui-méme

- Danger sur I’homme et sur
enivrement en cas de manque de

prévention.

- Impossible de controle les
parametres de pression et de

température.
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Introduction :

Différents ordres de préoccupations se rencontrent dans cette étude et lui confere sa

substance. Dans I’une on a entrepris 1’extraction des huiles essentielles a partir des parties

aériennes du Pélargonium graveolens en utilisant des méthodes d’extractions utilisant

différents modes de chauffage. La caractérisation des huiles essentielles obtenues ainsi que

I’évaluation de leurs pouvoirs antimicrobiens, antifongiques et antioxydants a pris sa part

dans une deuxiéme préoccupation. Une étude cinétique de I’extraction par hydrodistillation

ainsi que I’évaluation de 1’activité biologique des fractions des huiles obtenues a fait quant a

elle I’objet de notre troisiéme objectif de ce travail.

B.1 Matériel et Méthodes :

Ce travail a nécessité I’ensemble du matériel et d’appareillage décrit ci-dessous tableau (B-1).

Tableau B-1 : Appareillage, matériel et produits utilisées

Appareillages et matériel Produits Verrerie
Dispositif d’hydrodistillation Nom pureté | Ballon
Balance analytique Di-¢éthyle éther 99,8% | Ampoule a décanter
Etuve d’incubation Ethanol 99,8% | Réfrigérant a serpentin

Chauffe ballon de puissance 1 L

Hydroxyde de potassium 85%

Flacons en verre stériles

Bec bunsen

Solution phénolphtaléine

Tubes a essai stériles

Agitateur magnétique

Chlorure de sodium 99,5%

béchers

Autoclave pour la stérilisation Eau physiologique Pipettes pasteurs
Bain marie Eau distillée Eprouvette graduées
pH metre Fioles a jauger
Polarimeétre Erlen Meyer
Réfractomeétre

Plaque d’induction magnétique

Microscope optique

Cocotte-minute

Boites pétries en plastique

Milieu de culture Gélose Muller

Hinton

Disque vide en papier

Milieu de culture Gélose

Nutritif

Ecouvillons stériles
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Pour la réalisation de notre travail expérimental on a jugé utile d’adopter 1’organigramme du

travail expérimental représent¢ sur la figure (B-1).

Partie aérienne de la plante

e Hydrodistillation utilisant le
chauffage ¢électrique

e Hydrodistillation utilisant le
chauffage par induction
magnétique

Huile essentielle Hydrolat

¢ Rendement
¢ Cinétique d’extraction

Evaluation de la bioactivité des

fractions d’huiles au cours du

Analyses physico- chimiques ) )
Evaluation du potentiel

Propriétés organoleptiques bioactif
temps
e Activité antibactérienne. e La teneur en eau e Activité antioxydant.
e Activité antifongique e Ladensité e Activité
antimicrobienne
° pH

o Pindice d’ester o Activité antifongique

e [’indice d’acide
¢ [D’indice de saponification
e [’indice de réfraction

e miscibilité a 1’éthanol

Figure B-1. Le schéma général du travail expérimental

|
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B.1.1 Matiére végétale :

Le matériel végétal utilis€¢ dans cette étude renferme les parties aériennes précisément les

feuilles de la plante médicinale Péargonium graveolens.
B.1.1.1 L’identification :

L’identité et la systématique de I’espéce Pélargonium graveolens a été confirmée par
Monsieur Dahmani chef service au niveau de la Direction de la conservation des foréts de

Médéa.

B.1.1.2 Provenance et période de la récolte de la plante :

Le matériel végétal est constitué des parties aériennes (feuilles, fleurs et tiges) de P.G
récoltées durant la période allant du mois de février jusqu’au mois de mai 2018 dans la région
de BENI ATTALI de la wilaya de Médéa (Algérie). Les caractéristiques géographiques et

bioclimatiques de la région de Médéa sont résumées dans le tableau (B-2)

Tableau B-2 : Coordonnés géographique et bioclimatique de Médéa [63]

Latitude
Station | Etage bioclimatique | Altitude (m) q Longitude est | Pluviométrie (mm/an)
nor
800 mm (au nord et 200
M¢édéa Semi —aride 920 36°16° 3> 2°45° 07
(au sud)

B.1.1.3 Préparation de la matiére végétale :

Les plantes fraichement récoltées, sont lavées et divisées en deux parties I’une extraite fraiche
et I’autre laissée sécher a I’ombre dans un endroit sec et aéré pendant une semaine. Notant
qu’avant le lavage, une certaine quantité est récupérée pour la mesure du taux d’humidité ; les

feuilles sont les parties concernées.

B.1.2 Détermination de la teneur en eau :

Le taux d’humidité est la quantité d’eau contenue dans la mati¢re végétale. Le contenu en
humidité des feuilles de Pélargonium graveolens, a été déterminé par le procédé de séchage a

I’étuve a 60°C + 5°C jusqu’au I’obtention d’un poids constant (La différence entre deux
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pesées consécutives n’est pas significative) [64] .Ou la masse du matériel végétal est pesée
avant et apres séchage. Le taux d’humidité est exprimé en pourcentage et calculé par la

formule suivante :

H(%) = ‘%B x 100 (B-1)

Avec :

A : Poids de la plante fraiche.

B : Poids de la plante seche.

H (%) : Taux d’humidité exprimé en pourcentage.

B.1.3 Calcul du rendement en HE :

Le rendement est calculé a partir du poids de 1’huile essentielle par rapport au poids sec de la

masse végétale utilisée, soit :

R = (Mue/Mvg) x 100 (B-2)
R : Rendement en HE (en%).
Myg : Masse de I’huile essentielle.
Myvg : Masse végétale seche.
B.1.3 Procédés d’extraction :

B.1.3.1 Extraction par Hydrodistillation classique :

L’hydrodistillation est 1’un des procédés les plus simples et le plus ancien. Il repose sur le fait

que la plupart des matieres odorantes peuvent étre entrainées a la vapeur d’eau.

Le matériel végétal constitué de la parie aérienne de Pélargonium graveolens a été soumis a
I’hydrodistillation classique dans laquelle le végétal est en contact direct avec I’eau bouillante,
en utilisant le montage de la figure (B-2) dans le but d’entrainer avec la vapeur d’eau les

constituants volatils des produits bruts.
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Figure B-2: Montage de I’hydrodistillation classique.

Les étapes suivies dans le protocole expérimental pour la réalisation de 1’hydrodistillation

classique sont résumées sur la figure (B-3).

Notons qu’on a effectu¢ des prélévements apres des intervalles de temps bien définis

comptant de I’apparition de la premiére goutte.
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Introduire une masse en (gr) de
matiere végétale (fraiche et séche)

dans un ballon(1L) en verre, on'y
—>

ajoute une quantité suffisante d’eau

distillée sans pour autant remplir le

ballon pour éviter les débordements
de I’¢bullition.

Le mélange est porté a ébullition a

I’aide d’un chauffe ballon.

Les vapeurs saturé en molécules

dans un tube coudé¢ avant d’étre
condensées dans un réfrigérant.

aromatiques sont ensuite entrainées
q >

Le distillat recueillis subit un relargage par
I’ajout de quelques cristaux de chlorure de
sodium ayant plus d’affinité a ’eau qu’a
I’huile essentielle et incite celle-ci a
flotter.Les gouttelettes ainsi produites
s’accumulent a la surface de I’hydrolat
récupérée dans une ampoule a décanter.

v

L’huile essentielle de faible densité
par rapport a I’hydrolat, surnage a la
surface de cette derniere, on ajoute le
diethyle ether pour bien séparer les
deux phases par décantation .figure
(B-4).

L’huile ainsi obtenue est récupérée,
puis conservée a I'abri de la lumiére
dans des tubes en verre a température
basse (4-5°C) hermétiquement clos
pour éviter toute dégradation.

Figure B-3 : L’organigramme récapitulatif des étapes suivies dans le protocole

expérimental.
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Figure B-4 : Séparation liquide-liquide par le di-éthyle éther

B.1.3.2 Conditions opératoires :

Les conditions opératoires d’extraction par HD sont présentées dans le tableau suivant :

Tableau B-3 : Conditions opératoires d’extraction par hydrodistillation

classique

PG fraiche PG séche
Masse végétale(g) 120 60
Volume d’eau distillée (ml) 650 650
Pression (atm) 1 1
Durée d’extraction (h) 3 3
Température 100°C 100°C
Taux d’humidité 82 % 17 %

B.1.3.3 Extraction par Hydrodistillation assistée par induction électromagnétique :

Le chauffage par induction est une technique électrothermique permettant de chauffer des

matériaux convecteurs d’électricité, sans contact du matériel avec une source €lectrique. [65]

On trouve, a partir du réseau ¢€lectrique (50 Hz), un convertisseur permettant de créer les
courants électriques a la fréquence souhaitée, un adaptateur nécessaire a 1’ajustement des

tensions, un inducteur générant le champ électromagnétique dans lequel est placée la charge a

chauffer.

Les ¢léments de base constituant le montage d’extraction par induction magnétique sont

représentés dans la figure (B-5).

E
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Figure B-5 : Montage de I’hydrodistillation assistée par induction électromagnétique.

Le schéma de la figure (B-6) : résume les étapes suivies dans le protocole expérimental pour

la réalisation 1’hydrodistillation assistée par induction électromagnétique.
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/ Un récipient en acier inoxydable \
magnétique compatible avec le type de

/Régler la puissance de la plaque chauffante a \
induction magnétique pour créer 1’induction
servant a chauffer les solutions a I’intérieur de

chauffage, dans lequel sont placées la maticre
végétale a traiter et I’eau.

- /

I’hydrodistillateur.

- J

/ Les vapeurs saturées en molécules \

aromatiques sont ensuite entrainées dans un

tube coudé pour les acheminer vers une

ﬁe systeme de réfrigération est composé d’un \

réfrigérant afin d’assurer une condensation et un
refroidissement maximal du fluide

condensation dans un réfrigérant.

N /

hydrodiffusé saturé en molécules
aromatiques et d’obtenir un liquide le moins
chaud possible pour éviter une dégradation
thermique éventuelle des molécules

\aromatiques. /

/ Une ampoule a décanter placée a la \

sortie du réfrigérant permettant de récupérer
le distillat obtenu et la séparation entre les

6n ajoute le di-éthyle éther pour bien \

séparer les deux phases aqueuse et
organique par décantation.

deux phases par la différence de densité.

Le distillat recueilli subit un relargage par
I’ajout de quelques cristaux de chlorure de
sodium qui ayant plus d’affinité a I’eau qu’a

I’huile essentielle incite celle-ci a surnager.

L’huile essentielle ainsi récupérée et
conservée a basse température (4-5°C), a
’abri de la lumiére dans des tubes en
verre, hermétiquement clos pour éviter
toute dégradation.

/

Figure B-6 : Le protocole expérimental pour la réalisation I’hydrodistillation assistée par

induction électromagnétique.
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B.1.4 Analyse et caractérisation physicochimique des HEs extraites :

Les méthodes utilisées pour déterminer les indices physico-chimiques sont celles indiquées

par le recueil de normes de I’ Association Frangaise de Normalisation AFNOR [66]
a. Test organoleptique :

Chaque extrait est caractérisé€ par ces propriétés organoleptiques telles que I’odeur, 1’aspect et
la couleur. L’odorat est un sens chimique trés sensible et 1’habilité des parfumeurs a le classer
et a le caractériser. La coloration d’une huile essentielle dépend des produits qui le

constituent. L’aspect d’un extrait dépend des produits qui le constituent. [67]

La couleur des huiles essentielles extraites a été identifiée par observation visuelle.
b. Mesure de la densité relative : [66]

La densité relative de I’HE est définie comme étant le rapport de la masse d’un certain
volume d’huile a 20°C et la masse de volume d’eau distillée a 20°C. Cette grandeur est sans
dimension et son symbole est d20. La densité¢ est mesurée a 1’aide d’un pycnomeétre. On

effectue la correction a 20°C par la formule suivante ;
d?® 20=( mi-m) (m2-m) (B-3)
d 20: Densité a 20°C.
m;: poids du pycnométre avec I’'HE
m; : poids du pycnometre avec I’HD
m : poids du pycnométre vide.
¢. Mesure de ’indice de réfraction : [66]

On Place I’HE a I’aide d’une pipette dans la cellule de mesure jusqu’au trait de signale ; le
couvercle est refermé pendant 15 seconde (temps nécessaire pour que 1’appareil soit stabilisé
a 20°C) et on régle avec les deux boutons jusqu’a la location du trait signale au centre de la

cellule.
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L’indice de réfraction d’une HE est le rapport le sinus de 1’angle d’incidence et le sinus de
I’angle de réfraction d’un rayon lumineux de longueur d’onde déterminée, passant de 1’aire
dans ’HE maintenue a température constante .Cette grandeur est sans dimension et son
symbole est np' . L’indice de réfraction est mesuré a 1’aide d’un réfractométre, est

également donnée par la formule suivante :
np' =np! +0,0004 (T°-T) (B-4)
np! : ’indice de réfraction
np’": I'indice a la température ambiante ou de mesure
T’ : Température a I’expérience 25°C

T : Température 20°C.

Figure B.7 : Le réfractomeétre

d. Mesure de I’indice d’acide : [66]

L’indice d’acide, (I.), correspond au nombre de milligramme d’hydroxyde de potassium
nécessaire pour neutraliser les acides gras libres présentes dans un gramme de corps gras.
L’échantillon d'un gramme d’huile est dissout dans 1’alcool neutralis¢ avec KOH 0,1M en
présence de phénophtaléine. Une coloration violette au point d’équivalence doit subsister

quelques instants,
L’indice d’acidité exprimé en pourcentage d’acide libre est calculé comme suit :

L= (56 ,11X V x C) /m (B-5)
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I.: L’indice d’acide exprimé en %

V : Volume en ml de la solution de KOH utilisée pour le titrage.
C : Concentration de KOH.

m : Masse en grammes de I'huile essentielle

e. Mesure de I’indice de saponification : [66]

L’indice de saponification Is est le nombre qui exprime en milligramme la quantité
d’hydroxyde de potassium nécessaire a la neutralisation des acides libres et a la
saponification des esters présents dans 1g de substance. Pour le mesurer on proceéde comme

suit :

» Dans une fiole de 250ml de verre borosilicaté munie d’un réfrigérant a reflux, on
introduit la prise d’essai (m=1g) d’HE.

» On ajoute 25ml de d’hydroxyde de potassium alcoolique de 0,5M et quelque bille de
verre.

» On adapte le réfrigérant et on chauffe pendant 30min.

» On ajoute Iml de solution de phénophtaléine et on titre immédiatement par 1’acide
chlorhydrique 0,5M (n1 ml d’acide chlorhydrique 0,5 M)

» On effectue un essai a blanc dans les mémes conditions (n2 ml d’acide chlorhydrique

0,5M).
Cet indice est calculé par la relation suivante :
Is= 28,05 x(n2—ni1)/ m (B-6)

Is: L’indice de saponification
ng : volume de HCL en ml nécessaire a la neutralisation 1’échantillon
n; : volume de HCL en ml nécessaire a la neutralisation le blanc.

m : la masse d’échantillon en g.

*
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Figure B.8 : Montage pour la détermination d’indice de saponification

f. Mesure de I’indice d’ester : [66]

L’indice d’ester Ik est le nombre qui exprime en milligramme la quantité de d’hydroxyde de

potassium nécessaire a la saponification des ester présents dans 1g de substance.

Il est calculé a partir I’indice de saponification et 1’indice d’acide selon la relation suivante ;

IE=IS 'Ia ( B‘7)

Ig : indice d’ester %

Is: L’indice de saponification %

L. : L’indice d’acide exprimé en %

g. Le potentiel d’hydrogéne "PH" :

Le pH (potentiel d’hydrogéne) mesure ’activité chimique des ions H' en solution .11 traduit

ainsi la balance entre acide et base sur une échelle de 0 a 14.

Cette mesure a été effectué¢e a 1’aide d’un pH-meétre Hanna, préalablement étalonné par deux

solutions tampons (pH = 4 et pH=7).

E
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h. Miscibilité a I’éthanol : [66]

Une huile est dite soluble dans n volumes ou plus d’alcool d’un titre donné, si la solution
limpide dans n volumes demeure limpide comparée a 1’huile essentielle non diluée, aprés 1
addition progressive de nouvelles quantités d’alcool de méme titre jusqu’a concurrence de 20

volumes d’alcool, avec une température de 20 + 0,2°C.
B.1.5 Evaluation de I’activité antibactérienne des huiles essentielles :

L’évaluation de I’activité antimicrobienne consiste a estimer 1’inhibition de la croissance des
micro-organismes soumis aux HE de Péargonium Graveolens issues de 1’hydrodistillation
classique et celle utilisant le chauffage par induction magnétique. On s’est penché aussi dans
cette partie sur I’estimation de cette activité pour les fractions d’huiles essentielles obtenues
aux différents intervalles du temps de I’hydrodistillation classique. Pour cela, une méthode

qualitative dite aromatogramme a été utilisée.
B.1.5.1 Préparation des extraits :

Dans notre étude, nous avons testé ’activité antimicrobienne de I’HE en imprégnant par 03

dose décroissantes de I’HE de Pélargonium graveolens séparément tel que :

- La 1°°dose d’huile brute,
- La 2% (2 ul d’HE dilué dans 5 ml d’éthanol 99,8 % soit ( 3400 pug/ml))
- La3°™ (2 ul d’HE dilué dans 10 ml d’éthanol 99,8 % soit (1700 pg/ml))

Et ce pour apprécier 1’action (dose-dépendante) de I’HE sur la croissance des germes.
B.1.5. 2 Aromatogramme :

L’aromatogramme c’est une méthode de mesure in vitro du pouvoir antibactérien des huiles
essentielles. Cette méthode est basé¢ sur une technique utilisée en bactériologie médicale
appelée antibiogramme (la méthode des disques ou la méthode par diffusion en milieu
gélosé), tel que les antibiotiques sont remplacés par des huiles essentielles ou des extraits

aromatique. [68]

L’aromatogramme est basée sur la technique d’antibiogramme ou méthode par diffusion en

milieu gélosé ou encore méthode des disques. La technique consiste a déposer des disques de
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papier imprégnés de différentes huiles essentielles a tester sur une surface d’une gélose

uniformément ensemencée avec une suspension de la bactérie a étudier (Figure B-9). Chaque

huile diffuse a partir du disque au sein de la gélose et y détermine un gradient de

concentration. Les bactéries se développent sur toute la surface de la gélose sauf la ou elles

rencontrent une concentration d’antibiotique suffisante pour altérer leur croissance. On

observe ainsi autour des disques une zone circulaire indemne de colonies, appelée zone

d’inhibition. Plus le diamétre de cette zone est grand, plus la souche est sensible a 1’huile

essentielle. Plus il est petit, plus la bactérie est résistante [69]

Disque de papier . ]
imbibé d'hule Tapis bacténien
essentielle g \(\
’ / O — o )
. Ly~ '\ /)
FIOCKNON ==\ gl‘?})daz:: Tl l?eflres( \
bacténen \\_’/{/
‘e o
Boite de Pétn Discaltia
S dinhibition
nutrinve

Figure B -9 : Illustration de la méthode des aromatogrammes sur boite de Pétri

B.1.5.3 Mode opératoire :

e Sur des boites contenant entre 10 — 15 ml de gélose MH pour les bactéries, ensemencé en

surface par écouvillonnage 108 UFC/ml de culture bactérienne de la souche concernée.

L’ensemencement est effectué par étalement, a partir de 1I’inoculum fraichement préparé,

pour obtenir une distribution égale de I’inoculum.

e On frotte I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en stries

serrées. L’opération est répétée quatre fois, en tournant la boite de pétri de 45° a chaque

fois, sans oublier de faire pivoter 1’écouvillon sur lui-méme. On Finit 1’ensemencement

en passant 1I’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

e Laisser les boites se dessécher pendant quelques moments.
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e A I’aide d’une pince en acier, on dépose a la surface de la gélose des disques stériles (de

diametre 08 mm) imprégnés de déférentes dilutions d’HE, les disques doivent étre

appliqués a des distances déterminés (03 a 04 disques/boite).

e Les boites sont incubées dans un incubateur a 37°C pendant 24 heures pour les bactéries,

et a 25°C pendant (48 -72 h) pour les fongiques.

o Les tests sont répétés trois fois pour avoir des résultats fiables. [69]

B.1.5.4 Lecture des résultats :

La lecture et I’interprétation se feront par mesure des diametres d’inhibition autour

chaque disque a I’aide d’une régle en millimétre.

Le diamétre de ces zones d’inhibition est proportionnel a ’activité bactériologique de

I’HE sur le germe testé. Les résultats sont exprimés en quatre niveaux d’activité sont

représentés sur le Tableau (B.4) . [70]

On peut exprimer cette activité soit en indiquant directement le diameétre de la zone

d’inhibition en millimétre, et en traduisant en croix le degré d’activité. [71]

Tableau B.4 : Classification de la sensibilité des microorganismes aux huiles essentielles,

Diamétre (@) de la zone d’inhibition

La sensibilité a huile essentielle

) <8 mm

Non sensible (-)

9mm <0 <14 mm

Sensible (+)

15mm<0 <19 mm

Trés sensible (++)

20mm <@

Extrémement sensible (+++)

-
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B.1.5.5 Détermination de la CMI par macro-dilution en milieu liquide :

Cette technique consiste a inoculer, par une suspension bactérienne, une gamme de
concentration décroissante. Apres incubation, [’observation de la gamme permet de
déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI), qui correspond a la plus faible
concentration en extrait capable d’inhiber la croissance bactérienne. [72] On procéde comme

suit :

e 0,2 ml de 'HE est placé dans un tube stérile contenant le bouillon Mueller Hinton
supplémenté en tween 80 (0,01 %, v/v).

e Une dilution en cascade est effectuée dans le milieu bouillon Mueller Hinton - tween 80
(0,01 %, v/v), de manicre a obtenir une gamme de concentration comprise entre 40 pl/ml
et 1,25 ul/ml. [73]. (Figure B.10)

e Déposer 0,5 ml d’une suspension bactérienne (10¥ CFC/ml) dans chacun des tubes de la
série (Figure B.10), lesquels sont incubés apres agitation en vortex, a 37° pendant 24h
pour Staphylococcus aureus, Echerichia coli, Pseudomenas aeroginosa, Bacillus subtilis,
Entérococcus fécalis, Kleibseila pneumonia et a 25° pendant 48h pour Condidas albicans
. (voir Figure B.10)

e Un témoin de la croissance bactérienne, pour lequel 0,5 ml de la suspension bactérienne
ont été¢ déposés dans du milieu MHB — tween 80 (0,01 % v/v) est également réalisé.

e Apres qu’on les observe macroscopiquement, le premier tube dans lequel il n’y a plus de
culture visible indique la concentration minimale inhibitrice.

e Les tubes sont centrifugés ensuite a 6000 T/mn, pendant 05 minutes pour confirmer la

présence ou nom de précipité bactérienne. [72]

&



Partie B Etude expérimentale

0.5ml
Eliminer le
0,2 ml dernier volume
2,5 mi /
25mi
II- ': :‘ Jl II- g I: I: I- I\ ! \ W
v ¥ = ey . A 5-;!.-““ = T

Suspension HE 40pLiml  BHyLiml H : 125pml  1,25L/mi emoain
bactérienne

4.8 ml (MH + tween 25ml (MH + tween

B0(0,0% wiv) $0{0,01% viv) = 0,5ml suspension

bactérienne

Figure B.10 : Méthode de détermination de la CMI en milieu liquide

B.1.6 Evaluation de I’activité antifongique des huiles essentielles :

La méthode de mesure in vitro du pouvoir antifongique des huiles essentielles se base sur la
méme technique utilisée en bactériologie médicale appelée antibiogramme (la méthode des
disques ou la méthode par diffusion en milieu gélosé), tel que les souches bactériennes sont

remplacées par les souches fongiques.

Dans des boites pétries contenant de la gélose PDA ensemencée par les souches fongiques
concernées on dépose des disques stériles de diamétres 9mm imprégnés de différentes

dilutions d’huiles essentielles, puis on procéde a leur incubation a 25°C pendant 48-72h.
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B.1.7 Micro-organismes étudiés

L'activité antibactérienne et antifongique a été évaluée sur différents microorganismes sont :

a. Les fongiques :

Les souches fongiques sont choisies pour leur fréquence élevée a contaminer les
denrées alimentaires et leur pathogenicite, la souche fongique Candida albicans
(ATCC (American Type Culture Collection)), a été fourni par labo de recherche
d’université Ahmed Bougarra de Boumerdes et la souche fongique Rhisopus isolé a
été fourni par le laboratoite de microbiologie des centree hospitaler de Médea. Elles
sont cultivées sur le milieu nutritif PDA (Potato Dextrose Agar) pendant sept jours, a
25 °C et a I’obscurité. Ces souches sont représentées sur le tableau (B.4).

b. Les bactéries : Les souches bactériennes choisies au cours de cette étude sont
I’origine de plusieurs infections (urinaire, intestinales, respiratoires...) ; ces souches
bactériennes (ATCC (American Type Culture Collection)), a été fourni par le
laboratoire de recherche d’universit¢é Ahmed Bougarra de Boumerdes. Elles ont été
entretenues par repiquage sur gélose nutritive favorable a leur croissance pendant 24

heures, a I’obscurité et a 37 °C. Ces bactéries sont représentées sur le tableau ( B.5).
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Tableau B.4 : Présentation des souches fongiques testées [144, 148]

Milieux Caractéristiques
Les souches Morphologie
d’isolement biochimiques
Formant des colonies blanches e Levure non capsulée,
crémeuses. Cette levure peut » Non pigmentée,
mesurer de 3 a 15 pum, elle est e Aérobie,
Candidas albicans | caractérisée par un polymorphisme e Diploide, dont le matériel
ATCC 10231 que I’on peut retrouver in vitro et in rhA génétique se répartit en huit
vivo et qui lui permet de se chromosomes,
soustraire aux défenses liés a e Pathogene opportuniste,
I’immunité cellulaire. e Température optimal 30°C.
La morphologie de 'anamorphe se Le protoplasme renferme de
caractérise par une hyphe siphonnée nombreuses vacuoles qui
(sans cloison), multi-nucléé, a repoussent le cytoplasme et
Rhizopus noyaux haploides, et a croissance PDA les noyaux a la périphérie.

apicale, possédant une paroi

de chitine et de glucanes..

Les réserves de nourriture
sont stockées sous forme

de glycogene et de lipides.

=
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Tableau B.5 : Présentation des souches bactériennes testées [144, 145,146, 147, 148]

Les souches

Morphologie

Milieux d’isolement

Caractéristiques biochimiques

Klebsiella
pneumoniae

Kleibseila pneumonia des colonies d’aspect
muqueux, bacille immobile, de 0,3 4 1,0 pm de
diamétre sur 0,6 a 6,0 pm de longeur, se présentant de
manigére isolée, ou en groupés par deux ou groupés en
courtes chaines.

¢ Gélose nutritive (ou
gélose ordinaire)

¢ Gélose BCP
(bromocrésolpourpre
+ lactose)

o Aéro-anaérobie

e Gram négatif

¢ Oxydase et indole négatif

e Nitrate réductase positif

¢ Fermentation des sucres : glucose+
e Réduction des nitrates en nitrites

® ONPG et Urease +

¢ Ornithine décarboxylase négatif

o H,S et TDA négatifs

e VP+ (réaction de Voges-
Proskauer)

Escherichia coli est un bacille radio résistant de la

e Gélose nutritive

e Gram négatif,

¢ Production d'indole a partir

o | famille des Enterobacteriaceae. Sa taille varie en e Gélose BCP e Aéribies facultatifs du tryptophane.
Escherichiacoli | fonction des conditions de croissance (entre 0,5 e Fermentation du glucose (Création | ® Ne produit pas d'H2S.
ATCC 25922 a3 pm), pesant de 0,5 a 5 picogrammes de gaz dans un tube Durham). o Citrate et Uréase négatifs
o Ne possédant pas d’oxydase e Indole positif
¢ Pseudomenas aeroginosa est un bacille fin sous forme | Milieu sélectif : e Gram négatif o Positif pour les caracteres :
de batonnet de 2 a 4 um de longeur et 0,5 a 1 pm de gélose au sang e Aéribies stricts gélatinasse, Nitrate réductase,
Pseudomonas largeur, trés mobile grace a un cil polaire e Oxydase positif ADH
aerogenosa o Les colonés présentent un reflet métallique o Négatif pour les caractéres : Indole, | ® Non fermenter
caractéristique observable sur gélose ordinaire (BCP) Urée, TDA, H2S, OPNG, LDC, epH 4,5
et sur milieu sélectif (gélose au sang). ODC, Lactose e Odeur de fleur de seringa
e Les staphylocoques sont des coques arrondis, en amas | Milieu sélectif : e Gram positif e Faisant fermenter les glucides
Staphvi réguliers (grappesderaisin) ou par deux, de 0,7 a 1 ¢ Gélose Chapman e Immobile ¢ Arginine dihydrolase +
a aﬁ ro e(;osc cus Hr.n.de digmcjitre. Donnan‘E un trouble uniforme en e Gélose Baird Parker | e Catalase + * Température optimal 37°C et
ATCC 29213 npheux llqul’des et, sur gélose, QGS colon}es rondes, e Absence d’une oxydase e pH optimale 7,2 4 7.4
11§sesj bombées et opaques, atteignant 2 a 3 mm de e Fermentation du glucose sans e Aérobies facultatifs
diametre. production de gaz
e Les entérococcus faecalis sont des coccis de e Gélose Au Sang, e Gram positif, o Se présentant de maniére isolée,
Entérococcus dimensions inégales, en diplocoques ou courtes e Bile-esculine e Anaérobies facultatifs, en paires ou en courtes chaines.
fécalis chainettes. Ils sont immobiles et sans capsule. e Catalase-négatifs, e La température optimale de
ATCC 29212 Ils présentent un trouble en bouillon. croissance est de 35 °C

Sur gélose au sang, les colonies peuvent étre non
hémolytiques ou alpha-hémolytiques.

Bacillus subtilis
ATCC 26231

Est une bactérie translucide, de couleur blanc créme ou
jaune, ¢élévation bossue, surface brillante, marge
dentelée, consistance gluante, sa longueur varie de 2 a
4 um et sa largeur de 0,5 a 2 um.

e Gélose nutritive
e Gélose BCP

e Gram positif,
e Mobile et aérobie stricte,

e Sa température optimale est de
40 C.

e Temps de génération ( 26 mn).

¢ Les conditions de croissance a pH
(‘entre 5,5 et 8,5, et a une
température de 10 C a 50 C.
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B.1.8 Pouvoir antioxydant :

Le pouvoir antioxydant de ces huiles est développé comme substitut dans la
conservation alimentaire. Ce sont surtout les phénols et les polyphénols qui sont responsables
de ce pouvoir [74]. Lorsque I’on parle de pouvoir antioxydant, on distingue deux sortes selon
le niveau de leur action : une activité primaire et une activité¢ préventive (indirecte). Les
composés qui ont une activité primaire sont interrompus dans la chalne auto-catalytique de
I’oxydation [75]. En revanche, les composés qui ont une activité préventive sont capables de
retarder 1’oxydation par des mécanismes indirects tels que la complexation des ions

métalliques ou la réduction d’oxygene... etc. [76]

La détermination du pouvoir antioxydant des huiles essentielles est basée sur le
principe de la réduction du radical libre, le 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyle (DPPH) selon
Leitdo et al. [77] et Chen et al [78].

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle est un radical libre de couleur
violacée qui absorbe dans I’UV-visible a la longueur d’onde de 517nm [79]. 1l fut I’un des
premiers radicaux libres utilisé¢ pour étudier la relation structure-Activité Anti-oxydants des
composés phénoliques [80]. Il posséde un électron non apparié sur un atome du pont d’azote
(Figure B.11). Du fait de cette délocalisation, les molécules du radical ne forment pas des
diméres. Le radical DPPH reste dans sa forme monomeére relativement stable a température

ordinaire [81]

NO,

MO,

Figure B.11 : Structure chimique du radical libre DPPH [81]
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La réduction du radical libre DPPH par un antioxydant peut é&tre suivie par
spectrophotométrie UV-visible, en mesurant la diminution de I’absorbance a 517 nm

provoquée par la présence des extraits [82]

Le DPPH est initialement violé, se décolore lorsque 1’¢lectron célibataire s’apparie. Dans ce
test, le substrat est un radical stable qui, en réagissant avec une molécule anti-oxydants, se
transforme en DPPH-H (2,2-diphényl-1-picrylhydrazine) avec perte de son absorbance
caractéristique a 517 nm. Les réactions ont lieu a température ambiante et en milieu
alcoolique, qui permet une bonne solubilisation de la plupart des anti-oxydants. Ce test est

trés utilisé, car il est rapide et facile. [82]

N,

: Axdiocy dant
02N N— —— Oy N—N
H
Oy Ny

Figure B-12 : Réduction du radical DPPH - [83]

B.1.8.1 Mode opératoire :

Une solution de DPPH a été préparée par solubilisation de 0,004 g de DPPH dans 100
ml de méthanol, différentes concentrations de solutions d'échantillons et de contréle sont
ajoutées a Iml de la solution de DPPH. Apres incubation de 30 min a I’obscurité et a

température ambiante, les absorbances sont mesurés a 517 nm.

B.1.8.2 Calcul du pourcentage d'inhibition 1% et la concentration inhibitrice

minimale(ICso)

I (%)= %“l‘f“") 100 (B.8)

Ou:
A p: Absorbance de la solution DPPH sans 1’échantillon (contrdle négatif)

A ¢h : Absorbance de la solution DPPH en présence de 1’échantillon
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La concentration d'inhibition minimale (ICso) est estimée par l'extrapolation a [=50% en

tracant la courbe I % = f (concentrations)

Les valeurs mesurées permettent de tracer la variation du pourcentage d’inhibition du radical
DDPH en fonction de la concentration de I’huile essentielle testée. On détermine
graphiquement la concentration correspondante a 50% d’inhibition (EC50, autrement appelée
IC50), qui constitue I’activité anti-radicalaire de I’huile essentielle de Péargonium
graveolens testée. La valeur EC50 trouvée pour I’huile est définie comme étant la
concentration du substrat qui cause la perte de 50% par inhibition de P’activité du radical

DPPH.

)
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B.2 Résultats et discussions

B.2.1. Aspect quantitatif de I’huile essentielle des parties aériennes de Péargonium

graveolens:

Afin de contribuer a une éventuelle valorisation de 1’espéce végétale Pélargonium
graveolens, nous avons opté dans une partiec de notre travail pour 1’étude de 1’extraction par
deux différentes techniques extractives des substrats végétaux. Au cours de ce balayage nous
évaluerons la variation du rendement des huiles essentielles obtenus en fonction des divers

parametres a savoir : teneur en eau, mode de chauffage.

L’HE a été extrait de la mati¢re végétale seéche et fraiche, I’extraction que nous avons
effectuée a été faite a partir parties aériennes de Pélargonium graveolens récoltée en période
de début de floraison de cette plante, du mois d’Avril au mois de Mai. Les résultats obtenus

sont récapitulés dans le tableau (B-6).

Tableau B-6 : Rendement en huile essentielle de PG de la région de Médéa récoltée

en début de floraison.

PG frais PG séché

Masse végétale (g) 120 60

Quantité d’eau (ml) 650 650

Taux d’humidité (%) 82 17

M (g) 0,14 0,21

HD assistée par chauffage classique
R (%) 0,117 0,350
M (g) 0,498 1,536
HD assistée par induction électromagnétique

R (%) 0,41 0,64
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Notre étude donne un rendement satisfaisant de 0,117 % pour la plante fraiche de PG.

Ce rendement est en accord avec celui recommandé par les normes AFNOR. En comparaison

avec la méme espéce d’autres régions, le rendement est remarquablement élevé pour le PG

séché provenant du Maroc récoltées en Mars 2013, il atteint 0,8%. [81] qui est méme

largement supérieur a notre rendement en huiles essentielles pour la plante seche (0,35 %).

Tableau (B-7).

Tableau B-7 : Le rendement d’huile essentielle de PG pour différentes régions

Afrique Médéa
Réunion Inde AFNOR
Région desud | Blida [34] | Maroc [04] | Ourgla [87] | Notre
[84] [85] [66]
[86] étude
Année 1989 2006 | 2006 | 2010 2014 2015 2018
0.08- 0.22() |02 |020H 08(s) | 0,14 (D SO ol-
Rendement (%) , ) ) ,0 (8 >
0,16(f) 0,35(s) | 0,15(f)

(f) : fraiches, (s) séches

Les fluctuations et les variations constatées dans le rendement peuvent étre attribuées a

l'imbrication d'une multitude de facteurs. Les plus importants sont :

>

Le choix de la période de récolte car elle est primordiale en termes de rendement
et qualité de I’HE,

Les pratiques culturales (les écartements entre plants : [81], le désherbage [86],
les amendements minéraux [89]),

L’origine de la plante Rodolfo J., et al [90] ont montré que le rendement
d’extraction est fonction de 1’origine de la plante : France (0,15%), Portugal
(0,2%), USA (0,18%).

Le matériel employ¢ et la méthode d’extraction de I’'HE , [91, 92]

Le temps de séchage influe sur le rendement : Cette tendance est mentionnée par
le travail de Gomes PB., [91] ou il rapporte dans une étude comparative que I’HE

distillée des plantes seches et feuillage jaune est la meilleure qualitativement et

quantitativement ;
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» Le climat, la température, I’humidité relative, la durée totale d’insolation et le
régime des vents exercent une influence directe, surtout chez les especes qui
possédent des structures histologiques de stockage superficielles comme la plante
PG. [10],

» L’age de la plantation. Il est maximum pour les plantations de 3 ans, 30 a 35
kg/ha. [93]

» l’organe de la plante utilisé, etc.
B.2.1.1 Influence du mode de chauffage :

L’examen des résultats expérimentaux de 1’extraction des parties aériennes de Pélargonium
graveolens provenant de Médéa par 1’hydrodistillation assistée par deux modes de

chauffage : classique et par induction magnétique montre des écarts dans les rendements
obtenus. L’importance de I’effet du mode de chauffage choisi sur la quantité d’huile peut étre
nettement objectivée a travers les histogrammes de la figure (B-13) qui représente le suivi du
rendement de I’extraction de Pélargonium graveolens frais et séché par les modes de

chauffage utilisés conventionnels et innovants.

0.7
06
05
04
03
0.2
01 [

Rendement (%)

HD classique HD par IM
B PG frais 0,117 041
B PG séché 0,35 0,64

Figure B-13 : L’¢évolution de rendement des HEs de PG séché et frais obtenu par HD assistée
par chauffage classique et par HD assistée par induction électromagnétique.
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En effet, I’hydrodistillation assistée par induction électromagnétique est nettement plus
performante que I’HD classique car il est possible d’augmenter le rendement en HE pour le
PG frais et séché respectivement jusqu’a 0,41 % et 0,64 %, contre 0,117 % et 0,35 % par HD

classique.

En revanche, le chauffage par induction magnétique permet ’homogénéité et la rapidité de
chauffage, grace a son principe de produire la chaleur au sein méme du matériau a chauffer, il
parait qu’il aura une influence sur le déroulement de 1’hydrodistillation et par conséquent sur

le rendement en huile essentielle et la durée de I’extraction.

B.2.1.2 Influence du taux d’humidité :
a- Variation du taux d’humidité :

Le taux d’humidité dans les parties aériennes de Pélargonium graveolens, représente la masse
de I’eau contenue dans cet échantillon par rapport a sa masse seéche. Les résultats de la
détermination de la teneur en eau de la matiére végétale a I’état fraiche et séche sont

regroupés sur la figure (B-14)

A m fau %) B m Eau %)
B Matiére végétale(%) B Matiére végétale(%)

Figure B-14 : Taux d’humidité de PG (Période de récoltes : début de floraison)
(A) PG séché(B). PG frais

La plante fraichement récoltée a un taux d’humidité plus élevé que celle de la plante seche,

cette déférence traduit 1’effet de séchage de la plante a ’air libre. La plante, en tant qu’étre

51

N
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vivant, va peu a peu perdre de ses propriété apres la récolte, elle perd une quantité de 1’eau au
cours de temps.

Cette teneur en eau dépend de la période de récolte et aussi de la région. Le taux d’humidité
de Pélargonium graveolens frais, récoltéde Fés (Maroc) durant la période de Mars 2013,
atteint 77,5 % est 1égerement faible par rapport a celui de notre plante [04]. Par contre pour la
plante provenant de la région de Médéa durant la période de Mai,des taux d’humidités plus
faibles de I'ordre de 38% et 12 % respectivement pour la plante fraiche et seche de PG ont

¢té apercus par Bensouna A. et Boubaa S. [62]

b- Rendement en HE :

I apparait également que le séchage a manifesté son effet sur le rendement en HE. Ce qui se
traduit par une faible masse huileuse extraite a partir de PG frais par rapport a celle extraite a
partir de la plante seche. Ceci est valable pour les deux modes de chauffage utilisés figure
(B.13). Pour I’hydrodistillation utilisant le chauffage classique, le rendement en HE peut
atteindre une augmentation de 3 fois plus par le séchage (de 0,117% a 0,35%), du fait que le
séchage ¢limine de 1’eau présente dans les feuilles qui est responsable de trainer la libération

des HEs.

D’autre part, cette amélioration de la quantité d’HE extraite par le séchage est 2 fois plus
supérieure que celle manifestée dans le cas ou le chauffage par induction magnétique est
utilisé. Cela peut étre expliqué par la différence du contenu en eau résiduelle. Une
augmentation de ce contenu favorise le chauffage par induction magnétique et par la suite
I’extraction car le chauffage trés rapide de 1’eau résiduelle présente dans la matiére végétale «
chauffage au coeur » entraine une augmentation aussi rapide de la pression a I’intérieur des
cellules de la matiere figure (B-15). Dans bien des cas, la pression interne s’¢éléve de fagon
suffisamment élevée pour faire exploser la paroi de la cellule, ce qui entraine I’expulsion du

contenu qui sera dissout dans le milieu aqueux environnant. [94].
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(a) Extraction par chauffage classique (b) Extraction par chauffage par induction

magnétique

Figure B-15 : Différence entre chauffage classique et chauffage par induction magnétique [102]

Extraction par le mode de chauffage classique : ce procédé est contrdlé par diffusion donc, la

force motrice de la séparation est la différence de concentrations.

Extraction assisté par induction électromagnétique : I’inversion du gradient de température

mene au transfert de la masse sous ’effet de la pression.

B.2.2 Cinétique d’extraction :
B.2.2.1Cinétique d’extraction par HD classique :

L’évolution de la cinétique d’extraction des huiles essentielles des parties aériennes de PG par

I’hydrodistillation assistée par le chauffage classique a été suivie et rapportée sur

la figure (B-16).

5
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Figure B-16 : Evaluation de rendement en HE extraite par HD assistée par le chauffage
classique pour le PG frais et séché de (période de récolte : début de floraison).

Les allures des courbes cinétiques représentant les cinétiques d’extraction par HD pour les
parties aériennes fraiches et séches de PG sont identiques pour les deux cas indiquant qu’elles

suivent les mémes étapes d’extraction :

v' La premiére étape correspond au début de la distillation de I’HE proprement dite. Au cours de
cette étape un accroissement rapide de rendement de fagon significative jusqu’a ce qu’il
atteint son maximum.

v’ Enfin, la deuxiéme étape indique un ralentissement de 1’augmentation du rendement avec

apparition d’un pseudo palier. En conséquence, la durée de I’hydrodistillation est de 180 min.

Les deux vitesses d’extraction pour les deux étapes pour la plante fraiche sont bien inférieures
que celles rencontrées pour celle séchée .En effet, I’eau présente dans les parties aériennes
fraiches fait tarder la libération des huiles essentielles dans les deux étapes caractérisant les
cinétiques. Ce qui est traduit par une faible masse huileuse extraite a partir de PG frais de

0,14 g par rapport a celle extraite a partir de PG séché qui atteint 0,210 g.

Les divergences du comportement cinétique apparaissent sur [’ensemble des périodes
d’extraction et il devient plus net en dépassant 50 mn d’extraction ou la vitesse d’extraction
change. Selon Bencheikh S. et al [95] montre que pour un meilleur rendement d'extraction

des huiles essentielles , l'extraction doit étre effectuée aprés séchage de la plante avant

=
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I’hydrodistillation. Cette régle a été confirmée pour 1’eucalyptus [96,97], pour la verveine

[98,99], pour le romarin [100, 101]

La cinétique d’extraction peut dépendre de la nature du substrat végétal, la qualité de I’'HE, la

nature des sites producteurs des HE et leurs localisations.

Dans le cas de Pélargonium graveolens, les structures sécrétrices sont superficielles, la
membrane externe ou la cuticule qui constitue la seule barriére a la libération de I’HE, est
vite rompue a ébullition. Les composés volatils sont aussitot évaporés d’ou la courte durée

pour atteindre le pic cumulatif lors de I’extraction. [86].
B.2.2.2 Cinétique d’extraction par HD assistée par induction électromagnétique :

Le suivi de la cinétique d’extraction des huiles essentielles des parties aériennes seches de
Pélargonium graveolens par hydrodistillation assistée par induction électromagnétique est

représenté par la figure (B-17).
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[
o
o
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rendement (%)
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Figure B-17: Evaluation de rendement en HE extraite par HD assisté par induction
¢lectromagnétique et HD classique pour le PG séché (période de récolte : début de floraison)

La cinétique d’extraction par hydrodistillation assistée par induction €lectromagnétique pour
le Pélargonium graveolens séché suit les mémes étapes d’extraction citées pour la méthode

d’extraction HD classique seulement avec une vitesse d’extraction plus importante.

D’apres les courbes représentées sur la figure (B-17), il est clair que la méthode d’extraction
assistée par induction électromagnétique a montré une réduction de temps d’extraction, il

baisse jusqu’a 60 minutes pour avoir le méme rendement de I’HD classique a 180min, ce
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résultat concorde avec le travail de [102] qui a trouvé que la durée de HD classique est plus

longue qu’avec chauffage par induction électromagnétique 195mn et 150 mn respectivement.

Les divergences du comportement des cinétiques d’extraction par HD classique et celle
assistée par induction magnétique ne débute clairement qu’apres 20 minutes. Il est possible
que ce soit le temps nécessaire pour la récupération de I’huile superficielle qui ne dépend pas

de mode de chauffage.

L’accélération de la vitesse d’HD par IM est garantie par la présence du champ magnétique,
permettant 1’homogénéité et la rapidit¢ de chauffage grace a son principe de produire la

chaleur au sein méme du matériau a chauffer. [94]

L’eau traitée avec des radiations électromagnétiques produit des agrégats de molécules de
taille réduite, ce qui améliore I’hydrodiffusion favorisant une plus grande vitesse
d’hydrodistilation. La réduction de la taille des agrégats de molécules intervient sur

I’hydrodiffusion et les échanges liquide-solide. [103]

La saturation en eau du substrat induit 1’établissement de diverses pressions hydrauliques

[104,105].

Celles-ci peuvent avoir une influence sur les mécanismes d’hydrodiffusion. En effet, elles
sont liées a des forces physiques s’exergant sur les particules végétales (immergées dans la

phase aqueuse).

Par rapport au systeme de chauffage conventionnel, la méthode d’hydrodistillation assisté par

induction ¢électromagnétique a montré des meilleur résultats en terme de :

v" Amélioration du rendement en HE.

v Réduction de temps d’extraction.

B.2.3 Aspect organoleptique de I’huile essentielle de Pélargonium graveolens :

A D’issue des distillations réalisées, I’HE obtenue est de couleur jaune verdatre figure (B-18)
avec une odeur prononcée de rose citronnée. Les paramétres organoleptiques de notre HE

sont en accord avec ceux répertoriés dans les normes AFNOR tableau (B-8). L’huile
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essentielle de Pélargonium graveolens est principalement appréciée pour son odeur de rose

en parfumerie.

Tableau B-8 : Propriétés organoleptiques de la partie aérienne de PG

Tests Norme AFNOR Résultats
Aspect Liquide mobile, limpide Liquide mobile
Couleur Jaune ambré a jaune verdatre | Jaune verdatre claire
Odeur Rosée, = menthée Légerement citronnée, rosé

\

Figure B-18. Huile essentielle de PG

B.2.4.Aspect physico-chimique des huiles essentielles de Pélargonium graveolens:

Les propriétés physico-chimiques des HEs de Pélargonium graveolens extraites le long de
notre étude sont rassemblées sur le tableau (B-9) ou elles sont comparées par celles des HEs

de la méme plante trouvées par d’autre études et celles répertoriées par la norme Afnor.

)
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Tableau B-9 : Propriétés physico-chimiques d’HE extraite par HD classique de PG séché

Parameétres physico-chimique La norme | La norme France | Boukhatem Notre étude
AFNOR | ppvARNEFE. | M 2010
[66] 1985 [10] [34]
Densité (leur densité est en général 0,884 0,905 0,890 0,850
inférieure a celle de I’eau)
Indice d’acide 10 4-10 5,2 10,02
Indice de réfraction 1,461- 1,447 1,465 1,468
1,470
Indice de saponification / / / 75,35
Indice d’ester 53-176 46 - 66 69 65,33
Miscibilité a 1’éthanol (v/v) 3-5 2-3 3 3
PH / / / 6

A partir de ces valeurs, il en ressort que les propriétés physico-chimiques de nos HEs sont en

accord avec ceux mentionnés par les normes AFNOR. L’aspect physico-chimique étant

influencé par la composition chimique qui est elle-méme tributaire des conditions édaphiques

et climatiques ainsi que les conditions de cultures des plantes ; cependant il est bien clair que

leurs valeurs différent d’une région a I’autre.

v Le pH obtenu indique que notre HE est tres 1égérement acide.

4 La densité de notre HE est moins dense que la norme France mais trés proche a celle

indiquée par la norme AFNOR.

v L'indice d'acide donne une idée sur le taux d'acides gras libres. Dans notre étude, cet

indice, proche a celui de la norme AFNOR. Un produit avec un indice d’acidité faible

est un produit de bonne qualité. En effet, une huile fraiche ne contient que trés peu

-
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d’acides libres (hydrolyse des esters). Un la inférieur a 2 est une preuve de bonne
conservation de ’HE (faible quantité d'acides libres) comme dans le cas des résultats
trouvés par [34]

v L’indice de réfraction est une grandeur qui nous permet d’identifier I’'HE, aussi de
controler sa pureté. L’indice de réfraction de notre huile est plus élevé que celui trouvé
pour I’huile de France [10] et celle de la région de Chiffa [34]. Il parait que notre huile
contient légérement plus de monoterpénes par rapport aux deux autres car cet indice
variant essentiellement avec la teneur en monoterpénes et en dérivés oxygénés. Une
forte teneur en monoterpénes donnera un indice €levé. Pour certains auteurs, le faible
indice de réfraction de I'HE indique sa faible réfraction de la lumiere ce qui pourrait
favoriser son utilisation dans les produits cosmétiques. [106]

v L’indice de saponification : Plus la valeur de cet indice est élevée plus le poids
moléculaire est faible.

4 L’indice d’ester : La valeur (Ig) de notre HE est faible en comparant a celui observé
par Boukhatem M, [34], néanmoins elle est tolérable par rapport aux normes

AFNOR.
B.2.5 Evaluation de P’activité biologique :

L’activité antimicrobienne et I’activité antifongique ont été évaluées in vitro en observant
I’inhibition de la croissance des bactérieset des moisissures a tester en contact avec ’huile
essentielle de Pélargonium graveolens a différentes concentrations. Les résultats de cette
¢tude donnant les diamétres d’inhibitions et la sensibilité des souches sont rassemblés dans le

tableau (B-10).

D'apres les résultats obtenus, on observe que les disques imbibés d'HEs de Péargonium
graveolensissus de I’hydrodistillation classique pourront étre entourés des zones d'inhibitions
dans certain cas d’HEs utilisés, ce qui traduit une absence de croissance microbienne et
fongique figure (B-19). Alors que la grandeur de cette activité d’inhibition ne pourra étre

déduite qu’apres la mesure des diamétres de ces zones d’inhibition.
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PG frais (début de floraison)

e

PG frais (avant floraison)

PG séché (avant floraison)

Figure B-19 : Résultats des aromatogrammes de ’HE de PG extraite par HD classique
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Tableau B-10 : Diametres des zones d'inhibition des souches bactériennes et celles fongiques

pour les HEs extraites par I’HD classique de PG séché et frais

Diamétre de zone d’inhibition (mm) et degré de sensibilité des germes

Les souches bactériennes

Souches fongiques

Gram - Gram +
Klebsiella A . . )
. Escherichia | Pseudomonas | Staphylococcus | Entérococcus | Bacillus | Candidas .
pneumonia . . o . . Rhizopus
e coli aerogenosa aureus fécalis subtilis | albicans
HE de PG 11 13 12 14 - - / /
seché
-+ -+ -+ A - - / /
HE de PG 10 12 11 12 - - / /
frais
. + + + - - / /
HE de PG
séchét - 12 11 13 - - / /
0.00034g/ml - - -
Période de HE d gPG hi ha ha ! !
récolte : ¢
. - 11 10 11 - - / /
avant frais
floraison | 0-00034 g/ml - N N N - - ; ;
HE de PG
séché - 12 10 13 - - / /
0.00017g/ml
. + 4+ + - - / /
HE de PG
frais - 10 - 11 - - / /
0.00017g/ml
. + + + - - / /
HE de PG 19 23 22 23 - - 14 15
séché ++ o -+ 4+ 2 = + +
HE de PG 18 20 21 22 - - 14 -
frais ++ +++ +++ et - - + -
HE de PG
séché 11 21 16 18 - - 12 -
Période de 0.00034g/ml + +++ ++ ++ - - + i
récolte : HE de PG
début frais 15 18 16 18 - - 12 -
floraison 0.00034g/ml - ++ - - _ _ + _
HE de PG
séché - 15 - 12 - - - -
0.00017g/ml
- ++ = + - - - -
HE de PG ] 17 - - - - 11 -
frais
0.00017g/ml - ++ - - - - + -
Ethanol Diamétre d’inhibition de I’éthanol avoisine 8§ mm

(-) : Pas de zone d’inhibition
Pour la période de récolte (avant floraison) les souches fongiques n’ont pas été testées.

61
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B.2.5.1 Evaluation de I’activité antibactérienne :

A partir d’une lecture du tableau (B-10) on peut observer qu’il existe des divergences de
I’activité antimicrobienne qui peuvent étre dues a la différence des souches testées et des
différences de compositions chimiques d’huile extraite a partir de la plante sécheet celles
extraites de la plante fraiche ainsi qu’a la différence des périodes de récolte.Sachant qu’il a
été¢ déja montré que 1’activité d’une huile essentielle est directement liée a sa composition

chimique [107].

I1 est clair que le potentiel antibactérien de cette huile est remarquable et il est significatif
envers plusieurs souches testées, comme détaillé dans la rubrique ci-dessous dans laquelle on
a essayé de comparer nos résultats avec les résultats des travaux antérieurs concernant

I’évaluation du pouvoir inhibiteur de I’HE de PG des souches suivantes :

o Staphylococcus aureus :

Nos résultats confirment que I’huile essenticlle de Pélargonium graveolens issues de
I’hydodistillation classique, a un effet inhibiteur important sur le Staphylococcus aureus. Ce
qui vient rejoindre les résultats trouvés antérieurement Ben Hsouna A. et Hamdi N., [108],
Ghannadi A.et al. [109], Ouissam N. [04], Silva N.,et Fernandes A [113]. et Boutarfaia A.
[87] qui ont mis en évidence 1’effet inhibiteur trés important de cette huile essentielle contre
cette souche.

Selon, Said O. et al[110] , Kalebra J., et al[111] , et Kabera J. [112] le Staphylococcus

aureus est résistante a ’huile essentielle de Pélargonium graveolens.

o Pseudomonas aeruginosa :

Comme trouvé dans I’étude de Ouissam N. [04] nos résultats montrent que ’huile essentielle
de PG a un effet inhibiteur important sur la souche Pseudomonas aeruginosa. Cette activité
est moins importante selon Ghannadi A.et al. [109] Par contre Selon Boutarfaia A. [87]
Kabera J. [112]et Kalebra J., et al [111] Pseudomonas aeroginosa est résistante a 1’huile
essentielle de PG.

o Klebsiella pneumoniae :

L’étude de I’effet de I’huile essentielle de Pélargonium graveolens sur la croissance de

Klebsiella pneumoniae, montre qu’elle inhibe la croissance de cette souche.

<
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Selon Ouissam N. [04] et Ben Hsouna A. et Hamdi N., [108] cette huile essentielle a un effet
inhibiteur moins important contre Klebsiella pneumoniae. En revanche notre huile essentielle

de PG a un effet inhibiteur important surcette souche.
. Escherichia coli :

L’huile essentielle de PG extraite dans cette étude a un effet inhibiteur important sur
Escherichia coli.Ce résultat concorde avec les travaux de Kabera J. [112]. Notre huile a
montré une supériorité en terme de pouvoir inhibant de I’Escherichia colipar rapport a celui
évalué dans les travaux de Ghannadi A.et al. [109] et Ouissam N. [04]. Cette souche est

considérée résistante a 1’huile essentielle de PG [110] .
o Entérococus fécalis:

La souche Entérococus fécalistestée dans notre étude peut résister I’huile de PG, par contre

Ben Hsouna A. et Hamdi N., [108] ont montré que son inhibition est possible par cette huile.
. Bacillus subtilis:

Selon Said O. et al [110], Ben Hsouna A. et Hamdi N., [108] et Silva N. , Fernandes A. [113]
Bacillus subtilis a montré une sensibilité pour I’huile essentielle de PG. Par contre notre

¢échantillon d’HE de PG n’a aucun effet inhibiteur sur la croissance de cette souche.

Le degré de sensibilité des bactéries testées vis-a-vis d’une méme HE est suppos¢ varier selon
le Gram. [115]. Dans ces travaux on a mis en évidence la grande sensibilit¢ des bactéries
Gram (-) par rapport aux bactéries Gram (+). D’autres résultats sont confirmés par de
nombreuses expériences [116, 117, 118, 119] ayant montré que les bactéries Gram (-) sont
plus résistantes aux HE que les bactéries Gram (+). Ces affirmation n’ont cependant pas été
confirmées par d’autres travaux, la susceptibilité des bactéries est en effet indépendante du

Gram [120, 121, 116]. Nos résultats corroborent cette dernic¢re affirmation.

L’examen des diametres d’inhibition pour les souches testés figures (B-20) et (B-21) révele
que les deux souches Staphylocoque aureus, et Escherichia coli hautement pathogénes
présentent une sensibilité trés élevée vis-a-vis de 'HE extraite de PG séché. Ce qui confirme

une conclusion citée par Qussalah M. et al. [71], indiquant que chaque espéce microbienne

<
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réagit de facon particuliere aux différents huiles essentielles, et certaines huiles ont des effets
inhibiteurs spécifiques d’une bactérie. [71]

Pour les deux périodes de récolte, On remarque que I’HE de PG séché est plus active que
I’HE de PG fraichement récoltée sur toutes les espéces testées. Il est possible que le contenu
en agents responsable de 1’inhibition de ces souches est plus important dans 1’huile extraite de
PG sécheé.

Cependant, une analyse qualitative de la composition chimique de ces huiles peut apporter
plus d’exactitude a cette conclusion.

Concernant l'effet du séchage sur la qualit¢ chimique des huiles essentielles, [97] ont
remarqué que le séchage a l'air libre et au soleil n'affecte pas d'une maniere significative la
composition chimique des huiles essentielles. Par ailleurs, Silou T. et al. [122] et Roger H. et
al. [123], travaillant respectivement sur les feuilles d'Eucalyptus citriodora et les feuilles
d'Ocimum basilicum, ont rapport¢ que le séchage a nettement influencé la composition

chimique des huiles essentielles de ces espéces surtout les composés majoritaires.
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Figure B-20: Comparaison du diamétre d’inhibition des souches bactérienne étudiées

par HE de PG séché et frais (période de récolte : avant floraison)
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Figure B-21 : Comparaison du diamétre d’inhibition des souches bactérienne étudiées

par HE de PG séché et frais (période de récolte : début de floraison)

L’examen de ces deux figures (B-20 et B-21) méne a remarquer 1’activité antibactérienne est

plus importante pour I’huile extraite de la plante en début de floraison. Ce qui peut étre traduit

par la maturation de la plante qui favorise la richesse en agents responsables du pouvoir

antibactérien des huiles essentielles du Pélargonium graveolens.

Selon Rossi P. et al., [124], une huile essentielle est considérée comme active contre un

microorganisme, si elle fournit des diameétres d’inhibition supérieurs ou égaux a 15 mm Donc,

d’aprés nos résultats le Pélargonium graveolensne peut produire une huile essentielle

d’activité significative qu’a partir de la phase de croissance de début de floraison.

B.2.5.2 activité antifongique :

En outre de I’activité antibactérienne, I’huile essentielle de Pélargonium graveolens a prouvé

son pouvoir antifongique contre deux types de souches testés : figure B-22 et tableau (B-10)
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Figure B-22 : Comparaison du diamétre d’inhibition des souches fongiques étudiées

par HE de PG séché et frais (période de récolte : début de floraison)

. Candidas albicans:

Notre huile essentielle de Pélargonium graveolens montre une faible inhibition de la
croissance de Candidas albicans. Selon [125], cette huile essentielle a un effet inhibiteur plus
important contre cette moisissure. Par contre les travaux de Kabera J. [112] ont montré que le

Candidas albicans résiste I’HE de PG.

o Rhizopus:

La croissance de Rhizopus peut étre inhibée par notre huile essentielle de Péargonium
graveolens. Cette inhibition est considérée faible, contrairement a Ben Hsouna A. et Hamdi
N., [108] qui ont montré que ce type de moisissure est fortement sensible a ce type d’huile

essentielle.
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B.2.5.3 Effet de la dilution de ’HE de PG sur le potentiel bioactif :

Des mesures des diamétres des zones d’inhibitions des HEs issues de I’hydrodistillation de
PG frais et séché récoltés avant et en début defloraison a différentes dilutions dans 1’éthanol
ont ¢été effectuées pour toutes les souches déja testées avec I’extrait pur.

Il enressort de ces mesures que la zone d’inhibition diminue en augmentant la dilution de
I’huile essentielle pour les souches Escherichia coli, Pseudomonas aerogénosa,
Saphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae et candidas albicans.

Les dilutions de I’HE issue de la plante récoltée avant la floraison ne peuvent manifester
aucune activité antibactérienne contre la souche Klebsiella pneumoniae. Les trois souches
Escherichia coli, Pseudomonas aerogénosa, Saphylococcus aureus restent sensibles méme a
des dilutions qui arrivent a 1700 pg/ml. Figures (B-23), (B-24)

Pour la période de début de floraison pendant laquelle la maturation est avancée, I’HE de PG
frais et celle de PG séché demeure active pour une dilution de 3400ug/ml contre les souches

Escherichia coli, Pseudomonas aerogénosa et Saphylococcus aureus. Figures (B-25), (B-26)

I1 est nécessaire a partir des résultats obtenus d’accentuer 1’effet de séchage de la plante sur le
pouvoir antibactérien et antifongique de cette huile essentielle. En effet, le séchage du
Pélargonium graveolens en période de début de floraison est favorable pour apporter une
richesse en quantit¢ d’agents responsables de [’activité inhibitrice des souches testées
Escherichia coli, Pseudomonas aerogénosa, Saphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
candidas albicans et le rhizopus isolé. Néanmoins le contenu de 1’huile essentielle en agents
capables d’altérer la croissance des trois souches Escherichia coli, Klebsella
pneumoniaeetcandidas albicans peut étre plus riche pour le Péargonium graveolens
fraichement récolté que celui de la plante seéche. Cela se traduit par :
¢ la souche fongique candidas albicans reste sensible a I’HE de PG frais diluée a 1700
png/ml, tandis qu’il ne peut I’étre que pour une dilution de 3400 pg/ml si la plante est
séchée.
e La souche Klebsiella pneumoniaeest sensible a I’'HE diluée a 3400ug/ml extraite de

PG séché mais trés sensible a la méme concentration si le PG est fraichement récoltée.

<
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e Les deux huiles extraites de la plante seéche et celle fraiche peuvent étre encore actives
contre 1I’Escherichia coli méme a une dilution de 1700ug/ml avec une meilleure

activité octroyée par la plante fraiche.

On juge fortement utile d’entreprendre une identification comparative de la composition
chimique de I’HE issue de la plante seéche et celle fraiche pour pouvoir confirmer la

corrélation entre 1’activité biologique et le taux d’humidité de la plante.

Diamétee de zone dinhibition (mm)

B HEdePGf W 3700 pgd/ml W 1700 pg/mi

Figure B-23: Comparaison du diamétre d’inhibition des souches bactérienne ¢tudiées
par HE de PG frais pour différentes concentration de HE (période de récoltes: avant

floraison)

Diamétre de zone dinhibition (mm)

B HE de PG = m 3700 pg/ml H 1700 poimi

Figure B-24: Comparaison du diamétre d’inhibition des souches bactérienne étudiées
par HE de PG séché pour différentes concentration de HE (période de récoltes: avant

floraison)
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Figure B-25 : Comparaison du diamétre d’inhibition des souches bactérienne et
fongiques étudiées par HE de PG frais pour différentes concentration d’HE (période

de récolte : début de floraison).

Diamétre d2 zone dinhibition (mm)

B HEdePGs W 3700 pgiml B 1700 pgdml

Figure B-26 : Comparaison du diamétre d’inhibition des souches bactérienne et
fongiques étudiées par HE de PG séché pour différentes concentration d’HE (période

de récolte : début de floraison).
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B.2.5.4. Détermination de concentration minimale inhibitrice (CMI) :

Les résultats sur le tableau (B-11) indiquent les valeurs des CMI des HE de PG séché extraites
par la méthode HD classique et HD assisté par induction magnétique vis-a-vis des souches
bactériennes et fongiques testées.

Les analyses des résultats montrent que notre HE présente une activité antibactérienne
remarquable figure (B-27). En effet, pour les 6 souches étudiées, la gamme des CMI varie de
8,5 ug/ml a 34 pg/ml qui vaut 10pul/ml a 40ul/ml pour les bactéries et supérieure a 34 pg/ml
(40 pl/ml) pour les fongiques.

Tableau B-11 : Concentration minimale inhibitrice (CMI) de I’'HE de PG séche extraites par
HD classique et HD par IM en milieu liquide

Concentration minimale inhibitrice (CMI) pl/ml
Les souches bactériennes
Souches fongiques
Gram - Gram +
Klebsiella Escherichia | Pseudomonas | Staphylococcus | Candidas _
_ . ) _ Rhizopus
pneumoniae coli aerogéenosa aureus albicans
HE de
PG
40 20 40 20 > 40 > 40
Période de séché
récolte (HD ©)
(début de HE de
floraison) PG
20 10 20 10 > 40 > 40
séché
(HD IM)

Selon les résultats présentés dans le tableau (B-9) et la figure (B-27), il est clair qu’aucune
CMI n’a été observée vis-a-vis de Candidas albicans et Rhizopus isolé (CMI >40 ul/ml), ces
fongiques possédent un potentiel de résistance ¢levé contre 1’action antifongique d’HE de PG
séche.

L’HE extraite par induction magnétique a montré une meilleure performance antimicrobienne
par rapport au HE extraite par HD classique, avec des CMI de "ordre de 10 pL/ml, et 20
uL/ml HD IM et HD C respectivement vis-a-vis Escherichia coli et Staphylococcus aureus,
et des CMI de I’ordre de 20 pL/ml, et 40 uL/ml HD IM et HD C respectivement vis-a-vis
Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas aerogénosa.

@
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Ce résultat concorde avec les travaux de Ouahbib b. et Saci F. [126] sur les agrumes qui ont
prouvé que I’HE extraite par IM a une meilleur activité que celle de I’'HE extraite par HD
classique. Ce qui signifie que les activités antimicrobiennes et antifongiques d’une HE
peuvent changer par le changement de la méthode d’extraction, On peut expliquer ces

résultats par la différence de composition entre les deux HE. [127]

(40-20-10-=5-"25—1,25)prml

Klebsiella p. / HD E.coli/ HD Pseudomonas A. / HD

Candidas A./HD C Rhizopus / HD C

Staphylococcus A. /HD C

Klebsiella p. / HD IM E.coli/HD IM Pseudomonas A./ HD IM

Staphylococcus A. /HD IM Candidas A. / HD IM Rhizopus / HD IM
Figure B-27 : Evaluation des CMI des HEs de PG séché extraites par HD C et HD IM vis-a-

vis différentes souches bactériennes et fongiques.
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B.2.5.5 Evaluation de P’activité antibactérienne et antifongique des différentes fractions

d’HE :

Les fractions d’HE obtenues au cours des différents temps de 1’hydrodistillation classique de
Pélargonium graveolens séché ont été utilisées pour des tests d’évaluation de 1’activité
antibactérienne et antifongique des souches Escherichia coli, Saphylococcus
aureusKlebsiella pneumoniae, Pseudomonas aerogénosa, Candidas albicans et Rhizopus.

Pour quelques souches on a opté a la dilution des fractions d’HE vu leur faibles quantités. Les
résultats de D’activité antibactérienne et antifongique des différentes fractions d’huile

essentielle sont rassemblés dans le tableau (B-12) selon les résultats de la figure (B.28).

Tableau B-12 : Evaluation de I’activité antimicrobienne et antifongique des fractions d’HE
de PG seche obtenues par HD classique.

Diameétre de zone d’inhibition (mm)
Les souches Temps (mn) 10 15 30 45 60 75 90
. : . - - - 15 18 12 -
Escherichiacoli | PG séche brute ) B 3 T Tt T i
Staphylococcus \ - - 11 15 18 - -
AUTEUs PG seche brute - - n " o - -
Klebsiella 3400 pg/ml - - - - - - -
pneumoniae
1700 pg/ml - - - - - - -
Pseudomonas | 5400 pg/ml B B B B B B B
aerogénosa
1700 pg/ml - - - - - - -
- - - 11 13 12 -
Candidas 3400 pg/ml
albicans - - - - - + -
1700 pg/ml - - - - - - -
- - - - - 13 -
3400 pg/ml
Rhizopus - - - - - 4k -
1700 pg/ml - - - - - - -

(- ) Pas de zone d’inhibition

Diameétre d’inhibition de 1’éthanol est voisin de 9 mm.

<
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Escherichia coli (HE de séché brute)

Staphylococcus aureus (HE de PG séché brute)

ULEAR Buun

—y

Klebsiella pneumoniae

Pseudomonas aerogénosa

Candidas albicans

Rhizopus

Figure B.28 : Effet d’HE scche brute et dilué sur les différentes souches bactériennes
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Figure B-29 : Histogramme des diamétres d’inhibition en fonction du temps
d’hydrodistillation classique. (HE brute pour E.coli et Saphylococcus.A. HE dilué pour
Candidas albicans et Rhizopus ).

Les résultats présentés dans le tableau (B-12) et la figure (B-29) montrent que I’huile
essentielle extraite par HD de PG séché a des activités antibactériennes et antifongiques

variables avec le temps d’extraction.

Les fractions d’HE extraite dans I’intervalle du temps [45-75min] sont les seules qui peuvent
inhiber la souche E.coli. Cet effet inhibiteur devient plus important a un temps d’extraction
de 60 minutes. Ce qui laisse déduire que la libération croissante des composés responsables

d’inhiber I’E.coli débute aprés 45 minutes puis s’affaiblit & 75 minutes.

Les résultats montrent que la souche staphylococcus aureus est sensible a 1’huile essentielle
de PG extraite dans le temps d’extraction allant de 30mn a 60mn avec des diametres des
zones d’inhibitions croissant dans cet intervalle de temps. Il est possible que les agents qui
inhibent la croissance du staphylococcus aureusne pourront étre libérer qu’a partir de 30 mn
d’hydrodistillation classique. Ce composant qui joue le role d’un agent antimicrobien est
contenu a libéré jusqu’a 60 mn.

Les 02 souches bactériennes Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas aerogénosa sont
résistantes a notre huile diluée a 3400 et 1700 pg/ml . Cela peut étre di a une faiblesse de
quantité des inhibiteurs de ces deux souches dans les fractions choisies, ou bien 1’absence de

I’effet synergique des composés responsables de cette inhibition par le fait de séparer les
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fractions. [71], ont rapporté que la différence dans les activités antibactériennes des HE peut
étre liée a la concentration, a la nature et le contenu, aux groupements fonctionnels, a la
configuration des composés et, leur interaction synergique possible.

La souche fongique Candidas albicansest sensible a la fraction d’HE diluée a 3400 pg/ml et
extraite a partir de 45 minutes jusqu’a 70 minutes d’hydrodistillation. Alors que il n’est
possible qu’a partir de 75 min d’extraction de libérer les agents responsable a I’inhibition de
la souche Rhizopus.

On peut déduire qu’il est possible de garantir la bioactivit¢ de I’huile essentielle du
Pélargonium graveolens envers les souches Escherichia coli, Saphylococcus aureus,
Candidas albicans et Rhizopus, seulement il faut dépasser les 75min d’hydrodistillation

classique.

Plusieurs études ont montré qu’en raison de la complexité chimique des huiles essentielles
une activité antimicrobienne et antifongique beaucoup plus prononcée que celle prévisible
pour les composé€s majoritaires (alcools, phénols, composés terpéniques et cétoniques) peut
étre due a la présence d’interactions synergiques entre les composants [128, 129, 130, 131, 35,
132, 110]. Ainsi, la nature des structures chimiques qui la constituent, mais aussi leurs
proportions jouent un role déterminant. Il est cependant probable que les composants

minoritaires agissent de maniére synergique [133].

Les activités antibactériennes et antifongiques de 1’huile de PG peuvent étre attribuées
principalement aux alcools terpéniques (citronellol, géraniol, linalol) qui représentent en
général environ 50 % des constituants de I’HE de PG. En effet, les terpénes oxygénés sont des

agents antimicrobiens tres actifs [130, 134, 135, 136, 137, 138].
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B.5.5.6 L’activité antioxydante :

Les valeurs du pourcentage d’inhibition des radicaux libres par ’'HE de PG, aux différentes

concentrations testées, sont représentées dans le tableau (B-13).

Tableau B-13 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH par différentes concentrations

d’HE de Pélargonium graveolens

Concentration de ’HE (mg/ml) Inhibition (%)
0,0068 52,71
0,0059 48,71
0,0051 45,18
0,0042 41,50
0,0034 37,74
0,0025 36,07
0,0017 28,54
0,0008 22,24

Les résultats des mesures des pourcentages d’inhibition du radical DPPH (DO) obtenus lors

du test antioxydant par la méthode de DPPH et de I’'HE ont permis de tracer le courbe de la

figure ( B-31) d’acide gallique qui représente la variation du pourcentage d’inhibition du

radical DDPH en fonction de la concentration de 1’huile essentielle testée.

Il semble que le pourcentage d’inhibition du radicale libre augmente avec 1’augmentation de

la concentration pour le cas d’acide gallique figure (B-31) ou pour le cas de I’huile essentielle

de PG figure (B-30).
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Figure B-30 : Pouvoir antioxydant de I’huile essentielle PG
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Figure B-31 : Pouvoir antioxydant de I’acide gallique

Les valeurs de I’activité antioxydant (ICso) de 1’acide gallique et de ’HE sont résumées dans

le tableau (B-14).

Tableau B-14 : Parameétres de calcul de I’activité antioxydant ICso mg/ml

Témoin positif et échantillon ICs0 (ng /ml)

Acide gallique 6,5

Notre HE de PG 6,4
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Lalli et al. [139], en étudiant 1’effet antioxydant de 1’huile de Pelargonium asperum d’ Afrique
du Sud, ont trouvé une valeur d’ICso de 14,49 png/ml. Le pouvoir anti-radicalaire de I’huile
essentielle des Comores a donné une valeur de 1’'ICso de 6,675 pg/ml Said Omar S. [110]
concorde avec ICso de notre HE. La valeur d’ICso trouvée par Sayed & Fayed [140] pour
I’huile essentielle de cette méme espéce en provenance d’Egypte était de 66,5 pg/ml, ce qui
montre que son pouvoir antioxydant est beaucoup plus faible par rapport a celui de notre
huile. Donc, notre huile a révélée beaucoup plus antioxydante que celles de 1’Egypte et

I’ Afrique du Sud.

Les études de Somova et al. [141], Li & Liu [142], Seyed & Fayed [140] et Zhuang et al.
[143] ont montré que I’activité anti-radicalaire des huiles essentielles du géranium est liée

surtout aux composés terpéniques tels que le citronellol et le géraniol.




Conclusion générale

L’objectif principal de notre étude consistait en une valorisation d’espéce de biomasse
végétale Algériennes cultivée dans la région de Médéa le pélargonium graveolens; en effet

sous cet aspect la réalisation de ce travail résidait en plusieurs intéréts :

e Une étude comparative portant tant sur le rendement des extraits obtenus par deux
techniques extractives conventionnelles HD assisté par le chauffage classique et
innovantes HD assisté par induction électromagnétique .

e Une étude de la cinétique de I’extraction des huiles essentielles du Péargonium
graveolens.

e Dévoiler pour les huiles essentielles extraites les caractéristiques physico-chimiques, le
potentiel antioxydant, antibactérien et antifongique.

e Suivi de la variation de I’activité antibactérienne, antifongique des fractions des huiles
essentielles obtenues au cours du temps d’hydrodistillation assistée par le chauffage

classique.

De notre recherche bibliographique on souléve I’'importance d’espéce choisie dans cette
é¢tude sur le plan médicinale de par leurs propriétés antimicrobienne, antifongique,
antioxydante, etc. Cette partie nous a permis également de discerner la variabilité de la
qualité chimique d’huile essentielle issue de cette plante avec les conditions climatiques et

environnementales, le mode d’extraction.

Aprés avoir évalué les résultats de nos expériences, nous avons abouti aux conclusions

suivantes :

e La partie aérienne du Pélargonium graveolens de la région de Médéa d’une nature du
climat et d’altitude favorable pouvant engendrer une richesse en huiles essentielles.

e [’¢tude comparative sur ’aspect quantitatif a prouvé que 1’hydrodistillation assistée par
induction électromagnétique est nettement plus performante que ’HD classique car il est

possible d’augmenter le rendement en HE pour le PG frais et séché jusqu’a 0,41 % et




0,64 %, respectivement contre 0,117 % et 0,35 % par HD classique. Cette différence est
certainement liée au mode de chauffage, surtout que le chauffage par induction permet
I’homogénéité et la rapidité de chauffage, grace a son principe de produire la chaleur au
sein méme du matériau de chauffage. Ceci favorise la libération des huiles essentielles.

I1 apparait également que le séchage a manifesté son effet sur le rendement en HE. Ce qui
se traduit par une faible masse huileuse extraite a partir de PG frais par rapport a celle
extraite a partir de la plante séche

Le séchage améliore mieux la quantité d’huile essentielle extraite par 1’hdrodistillation
classique. Cette amélioration est 2 fois plus supérieure que celle manifestée dans le cas ou
le chauffage par induction magnétique est utilisé.

L’¢étude cinétique a prouvé que I’HD assistée par induction magnétique a montré des
meilleurs résultats en terme de réduction de temps d’extraction de la substance huileuse
des parties aériennes du PG.

Les propriétés physico-chimiques de nos HE sont en accord avec ceux mentionnés par les
normes AFNOR.

I’activité antibactérienne est plus importante pour 1’huile extraite de la plante seéche en
début de floraison. La maturité de la plante ainsi que la richesse en terme de quantité et en
qualité de I’huile en certains agents bioactifs favorise 1’inhibition de certaines bactéries.
Notre HE a un effet inhibiteur important sur |"Escherichia coli, staphylococcus aureus,
Pseudomanas aergenosa, et kleibsela pneumoniae. Les souches bactériennes Entérococcus
fécalis et Bacillus subtilis ont montré une sensibilit¢ pour I’huile essenticlle de PG. Par
contre cette huile essentielle a un faible effet inhibiteur contre les souches fongiques
(candidas albicans et Rhizopusisolé).

L’HE extraite par induction magnétique a montré une meilleure performance
antimicrobienne par rapport aux HEs extraites par HD classique, avec des CMI de 1’ordre
de 10 puL/ml, et 20 uL/ml pour ’HD assistée par induction magnétique et HD classique
respectivement vis-a-vis Escherichia coli et Staphylococcus aureus, et des CMI de ’ordre
de 20 pL/ml, et 40 pL/ml I’HD assistée par induction magnétique et HD classique
respectivement vis-a-vis Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas aer ogénosa.

Notre HE a des concentrations inférieur a 40 uL/ml ne présente aucun effet inhibiteur pour
Candidas albicans et Rhizopus.

La bioactivité de I’'HE de PG séche de la région de Médéa envers I’ensemble des souches

Escherichia coli, Staphyl ococcus aureus, Candidas albicans et Rhizopus est garantie si le

-



temps d’extraction dépasse les 75 min d’hydrodistillation classique. Cela méne a conclure
aussi que la composition chimique des fractions d’HE est différente et variable avec le
temps d’extraction.

e Cette HE est dotée d’un grand pouvoir antioxydant 0,0065 mg/ml vis-a-vis des radicaux
libres en comparaison a d’autres HEs issues de PG d’autres provenances. Notre HE peut
agir a tres faible dose pour altérer le développement des radicaux libres.

e [’huile essentielle de PG peut constituer une source importante d’antioxydants naturels.
Cette huile constitue donc un trés bon agent conservateur dans le domaine de
I’agroalimentaire, de la pharmacologie, de la cosmétique et de la parfumerie. Avec ses
propriétés antibactériennes, antifongiques et antioxydantes, elle pourrait avoir des
applications industrielles importantes.

e Les résultats de cette étude peuvent contribuer a la valorisation de Pelargonium gravelons
et promouvoir la diversification des huiles essentielles afin d’apporter une valeur ajoutée
aux plantes aromatiques et médicinales.

e Au terme de ce travail sur I’huile de PG de la région de Médéa, nous avons contribué a
apporter des arguments scientifiques quant a I’utilisation de cette plante dans le domaine

pharmaceutique, agroalimentaire et d’autres.

Ce travail pourrait étre poursuivi sur un certain nombre de pistes d’investigations qui méritent

d’étre étudiées :

e Etendre le nombre d’especes étudiées par famille de plantes pour pouvoir généraliser nos
constatations.

e Corréler la cinétique d’extraction avec la composition chimique et 1’activité biologiques.

o La valorisation des extraits obtenus par des tests sur d’autres activités pharmacologiques en
vue de passer a I'utilisation pratique de ces extraits.

e Optimisation des conditions opératoires de 1’extraction des huiles essentielles du
pélargonium graveolens par I’hydrodistillation utilisant le chauffage par induction

¢lectromagnétique.
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