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Résumé

Dans le but de valoriser les plantes aromatiques et medicinales des fles
Comores, cette étude porte sur la caractérisation chimique et I’étude de I’activité
antifongique de I’huile essentielle de Pelargonium asperum des iles Comores contre
quatre champignons responsables de la pourriture du bois. L’analyse par CG et
CG/SM de I’huile essentielle de Pelargonium asperum obtenue par hydrodistillation
de la partie aérienne (feuilles et fleurs) a donné comme principaux composés, le
citronellol (29,98 %) et le géraniol (14,12 %) L’essence de Pelargonium asperum
testée in vitro sur Gloeophyllum trabeum (Persoon ex Fries) Murril, Coriolus
Versicolor (Linneaeus.) Quélet, Poria placenta (Fries) Cooke sensu J. Eriksson et
Coniophora puteana (Schumarcher ex Fries) a montré une trés forte activité

antifongique contre ces quatre champignons lignivores.
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Mots-clés: Pelargonium asperum, huile essentielle, composition chimique, activité
antifongique, champignons de pourriture du bois.
Abstract

In view of valorizing aromatic and medicinal plants from Comoros islands, this
work focuses on the chemical characterization and the study of the antifungal activity
of essential oil of Pelargonium asperum against four fungi responsible for wood
decay. Analysis by GC and GC/MS of the essential oil of Pelargonium asperum
obtained by hydrodistillation of the aerial part (leaves and flowers) showed as major
compounds, citronnellol (29.98 %) and geraniol (14.12 %). The oil of Pelargonium
asperum tested in vitro against Gloeophyllum trabeum (Persoon ex Fries) Murril,
Coriolus Versicolor (Linneaeus.) Quelet, Poria placenta (Fries) Cooke J. sensu J.
Eriksson and Coniophora puteana (Schumarcher ex Fries) showed a very strong

antifungal activity against those four wood-rotting fungi.

Keywords: Pelargonium asperum, essential oil, chemical composition, antifungal

activity, decay fungi wood.

1. INTRODUCTION

L’utilisation d’agents chimiques contre les espéces fongiques responsables de
la pourriture du bois tels que le benzimidazole, le chromate acide de cuivre (CCA),
I’arseniate de cuivre chromé (ACC) et I’arséniate de cuivre et de zinc (ACZA) pose de
graves problémes a I’environnement en raison de leur grande toxicité [1]. Selon
Deferera et al. [1], un sérieux probleme se pose quant a I’efficacité a long terme de ces
produits qui se manifeste par un développement de la résistance des champignons
pathogenes. Pour cela, la recherche de nouveaux produits contre les agents de la
détérioration du bois ayant pour principes actifs des biomolécules naturellement
présentes dans les plantes aromatiques et médicinales peut s’inscrire comme une
solution écologique a un moindre codt [2]. Ainsi, I"utilisation des biocides naturels
extraits des plantes notamment les huiles essentielles est de plus en plus évoquée [3].

Les huiles essentielles de nombreuses plantes sont devenues populaires ces

derniéres années et leurs principes bioactifs ont conquis recemment plusieurs secteurs
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industriels [4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12]. Cependant, trés peu d’études ont été reéalisées
sur leurs utilisations comme agents biologiques pour la protection du bois.
A notre connaissance, I’huile essentielle de Pelargonium asperum n’a fait I’objet
d’aucune investigation contre les microorganismes responsables des pourritures du
bois. Par ailleurs, I’essence de Pelargonium est utilisée en médecine, en cosmétique,
en phytosanitaire et en alimentation pour leurs effets antibactérien, antifongique,
insecticide, antiseptique, cicatrisant, anti-inflammatoire, hémostatique, antioxydant et
comme agents naturels pour la conservation des aliments [13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23]. Aux Comores, Pelargonium asperum (géranium bourbon) est utilisé
en médecine traditionnelle et en alimentation [24, 25, 26].

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a la caractérisation chimique et a
I’activité antifongique de I’huile de Pelargonium asperum contre les pourritures du
bois dans le cadre général en vue d’une valorisation des plantes aromatiques et

médicinales des Comores.

2. MATERIEL ET METHODES
2.1. Matériel végétal

L’échantillon des feuilles et fleurs de Pelargonium asperum a été récoltés au
mois de mai (2008) en plein floraison a Ndrodroni - Mvouni, village en altitude (1020
m) sur le flanc du volcan Karthala, a I’Ouest de I’fle de la Grande Comore. Les
échantillons ont subi auparavant un seéchage a I’ombre de quinze jours pour faciliter

leur stockage.

2.2. Matériel fongique

Les champignons testés dans ce travail sont Gloeophyllum trabeum (Persoon
ex Fries) Murril, Coriolus Versicolor (Linneaeus.) Quélet, Poria placenta (Fries)
Cooke sensu J. Eriksson et Coniophora puteana (Schumarcher ex Fries) Karsten,
toutes especes fongiques responsables des pourritures brunes et blanches du bois. Ils
ont été choisis pour les dégats considérables qu’ils causent aux bois d’ceuvre et aux
produits dérivés [27, 28]. Ces quatre champignons utilisés dans ces tests, appartiennent

a la collection de la mycothéque du laboratoire de microbiologie et mycologie du
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Centre de Recherche Forestiere Rabat. lls sont cultivés sur le milieu nutritif PDA

(Potato Dextrose Agar) pendant sept jours, a 25°C et a I’obscurité.

2.3. Extraction de I’huile essentielle

L’extraction des huiles essentielles a été effectuée sur la partie aérienne
(feuilles et fleurs) par hydrodistillation dans un appareil de type Clevenger [29]. Pour
chaque échantillon, trois distillations ont été réalisées pendant 1 h 30 a partir de 150 g
de matériel végétal séché avec 1 litre d’eau dans un ballon de 2 litres surmonté d’une

colonne de 60 cm de longueur reliée a un réfrigérant.

2.4. Procedure microbiologique

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des huiles essentielles ont éte
déterminées selon la méthode rapportée par Remmal et al. [30] et Satrani et al. [31].
Du fait de la non miscibilité des huiles essentielles a I’eau et donc au milieu de culture,
une mise en émulsion a été réalisée grace a une solution d’agar a 0,2 %. Elle permet
d’obtenir, dans le milieu une répartition homogéne des huiles essentielles et
d’augmenter au maximum le contact germe/composé. Des dilutions sont préparées au
1/10°, 1/25°, 1/50°, 1/100°, 1/200° 1/300° et 1/500° 1/600° 1/700° 1/800° 1/900° et
1/1000° dans cette solution d’agar. Dans des tubes a essai contenant chacun 13,5 ml du
milieu solide TSA (Tryptic Soja Agar) pour les bactéries et le PDA (Potato Dextrose
Agar) pour les moisissures, stérilisés a I’autoclave pendant 20 minutes a 121 °C et
refroidis a 45°C, on ajoute aseptiquement 1,5 ml de chacune des dilutions de fagon a
obtenir les dilutions finales de 1/100, 1/250, 1/500, 1/1000, 1/2000, 1/3000 et 1/5000,
1/6000 1/7000, 1/8000, 1/9000 et 1/10000 v/v. On agite convenablement les tubes afin
de bien disperser I’huile essentielle dans le milieu de culture avant de les verser dans
les boites de Pétri. Des témoins, contenant le milieu de culture et la solution d’agar a

0,2 % seule, sont également préparés.

L’ensemencement se fait par stries a I’aide d’une anse de platine calibrée afin de
prélever le méme volume d’inoculum. Ce dernier se presente sous forme d’un bouillon
de culture de 24 heures pour les bactéries et sous forme d’une suspension dans I’eau
physiologique de spores provenant d’une culture de sept jours dans le PDA pour les
moisissures. Pour les champignons, I’ensemencement se fait par dépét de fragments de
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1 cm de diamétre, prélevés a partir de la periphérie d’un tapis myceélien et provenant
d’une culture de 7 jours dans I’extrait de malt. L’ incubation se fait & 37 °C pendant 24
heures pour les bactéries et a 25 °C pendant 7 jours pour les champignons. Chaque

essai est répete trois fois.

2.5. Analyse chromatographique

Les analyses chromatographiques ont été effectuées grace a un chromatographe
en phase gazeuse a regulation électronique de pression de type Hewlett Packard (série
HP 6890), équipé d’une colonne capillaire HP-5 (30m x 0,25mm) avec une épaisseur
du film de 0,25 um, d’un détecteur FID réglé a 250 °C et alimenté par un mélange de
gaz H,/Air et un injecteur split — splitless réglé a 250 °C. Le mode d’injection est split
(rapport de fuite : 1/50, débit : 66 ml/min). Le gaz utilisé est I’azote avec un débit de
1,7 ml/min. La température de la colonne est programmée de 50 a 200 °C a raison
d’une montée de 4°C/min. L’ appareil est piloté par un systeme informatique de type
« HP ChemStation », gérant le fonctionnement de I’appareil et permettant de suivre
I’évolution des analyses chromatographiques.

L’identification des constituants a été réalisée en se basant sur leurs indices de

Kovats (IK) et sur la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (GC-MS). Cette derniére est réalisée sur un chromatographe en phase gazeuse
de type Hewlett-Packard (série HP 6890) couplé avec un spectrométre de masse (serie
HP 5973). La fragmentation est effectuée par impact électronique sous un champ de
70eV. La colonne utilisée est une colonne capillaire HP-5MS (30mx0, 25mm),
I’épaisseur du film est de 0,25 um. La température de la colonne est programmée de
50 a 200°C a raison de 4°C/min. Le gaz vecteur est I’hélium dont le debit est fixé a
1,5ml/min. Le mode d’injection est split (rapport de fuite : 1/70 débit 112 ml/min.
L appareil est relié a un systeme informatique gérant une bibliothéeque de spectre de
masse NIST 98.
Pour les analyses chromatographiques, les huiles essentielles ont été diluées dans le
méthanol (1/20 v/v). L’identification des constituants est basée sur la comparaison de
leurs spectres de masse (CPG/SM) respectifs avec les spectres de la bibliothéque
(NIST 98) et sur la base de calcul des indices de Kovats.
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3. RESULTATS ET DISCUSSION

L’huile essentielle extraite par hydrodistillation est analysee par la
chromatographie en phase gazeuse et par la chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectroscopie de masse selon la méthode décrite par Adams [32] et
Arpino [33].

Soixante et un constituants représentant un total d’environ 99,96 % de I’huile
essentielle de Pelargonium asperum ont été identifiés (Tableau I).

L’essence de Pelargonium asperum des Comores est composée principalement
de : citronellol (29,98 %), géraniol (14,12 %), formiate de citronellyle (9,09 %),
isomenthone (7,80 %), linalol (5,97 %), (Z2)- B -farenzene (4,27 %), formiate de
géranyle (4,07 %), davanone (1,95 %), tiglate de citronellyle (1,52 %), acétate de
citronellyle (1,24 %), PB-thujaplicine et 1-nor-épi-bouronanone (1,09 %). Les
concentrations des autres constituants sont inférieures a 1%.

Les résultats indiquent que I’huile essentielle de Pelargonium asperum originaire
des Comores est tres complexe et variée. Ces résultats sont proches de ceux trouvés
pour les huiles essentielles en provenance d’Afrique du Sud et de Madagascar étudiées
respectivement par Cabrera [34] et Mazur [35] dont les principaux composés sont le
citronellol, le géraniol, le formiate de citronellyle, I’isomenthone et le linalol.
Cependant, quantitativement une différence existe pour les constituants majeurs de
notre échantillon par rapport a ceux obtenus par ces auteurs. En effet, I’huile
essentielle de géranium en provenance des Comores est plus riche en citronnellol
(29,98%) que celle d’Afrique du Sud et de Madagascar, dont les concentrations sont
respectivement 20,24 % et 28,51 %. La teneur en géraniol de I’essence Pelargonium
asperum comorienne est de 14,12 % contre 13,18 % pour celle d’origine malgache et
8,87 % pour celle d’origine sud-africaine. La teneur en formiate de citronellyle (9,09
%) pour I’échantillon d’essence étudiée est moins riche qu’a Madagascar (12,54%) ou
en Afrique du Sud (17,61 %) pour I’huile de la méme espéce. Le taux d’isomenthone
est de 7,80 % pour I’essence de géranium des Comores, de 8,15 % pour celle de
Madagascar et de 4,20 % pour celle d’Afrique du Sud. Pour les concentrations en
linalol, elle est de 5,97 % pour I’huile de Pelargonium comorienne, de 3,84 % et de
2,50 % pour celles en provenance respectivement de Madagascar et d’ Afrique du Sud.
L’essence étudiée contient du (Z)-p-farenzene (4,08 %) contrairement a ces deux

autres huiles originaires de I’Afrique du Sud et de Madagascar qui sont dépourvues de
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Tableau I.- Composition chimique de

I’huile essentielle de Pelargonium asperum des

Comores.

N° Composés IK Pourcentage (%) N° Composés IK Pourcentage (%)
1 a-thujene 931 0,50 32 formiate de géranyle 1300 4,07
2 sabinéne 976 0,10 33 acétate d’isomenthyle 1304 0,07
3 B-myrcéne 991 0,42 34 acétate d’o-terpinyle 1349 0,54
4 a-phéllandréne 1005 0,13 35 acétate de citronellyle 1353 1,24
5 o-terpinene 1017 0,14 36 acétate de neryle 1365 0,24
6 p-cymeéne 1025 0,12 37 o-copaene 1383 0,40
7 limonéne 1031 0,21 38 f3- bourbonéne 1384 0,57
8 santolinol 1037 0,11 39 f3-caryophylléne 1419 0,76
9 (2)-B-ocymene 1040 0,14 40 y-elémene 1436 0,43
10 (E)-B-ocymene 1050 0,22 41 (2)-B-farenzéne 1443 4,27
11 y-terpinéne 1060 0,10 42 épi-p-santalene 1448 0,29
12 cis-oxyde de linalol 1074 0,54 43 a-humuléne 1454 0,22
13 fenchone 1087 0,26 44 B-thujaplicine 1474 1,09
14 linalol 1097 5,97 45 y-thujaplicine 1484 0,71
15 cis-oxyde de rose 1111 0,82 46 f3-selinéne 1490 0,24
16 Myrcenol 1123 0,36 47 Germacréne 1510 0,15
17 trans-oxyde de rose 1127 0,36 48 y-cadinéne 1514 0,40
18 terpine-1-ol 1130 0,95 49 A-cadinene 1526 0,51
19 cis-Sabinol 1143 0,59 50 a-cadinene 1538 0,56
20 Citronellal 1152 0,33 51 1-nor-épi-bouronanone 1558 1,09
21 Isomenthone 164 7,80 52 isovalerate de neryle 1585 0,96
22 Santalone 1181 0,25 53 Davanone 1586 1,95
23 a-terpinéol 1189 0,70 54 Longibornéol 1597 0,40
24 Myrtenol 1196 0,41 55 10-épi-y-eudesmol 1619 0,07
25 Citronellol 1228 29,98 56 1-épi-cubenol 1627 0,16
26 Carvone 1240 0,53 57 épi-a-Cadinol 1640 0,14
27 Géraniol 1255 14,12 58 a-eudesmol 1652 0,29
28 acétate de linalol 1257 0,15 59 7-épi-a-eudesmol 1658 0,20
29 Géraniale 1270 0,73 60 tiglate de citronellyle 1697 1,52
30 formiate de 1275 9,09 61 tiglate de géranyle 1709 0,15

citronellyle
31 acétate d’isopulégyle 1278 0,14 Total 99,96

ce constituant qui peut donc étre considéré comme caractéristiqgue de I’huile de

I’espece originaire des Comores. Cette derniére se distingue aussi par sa richesse en

rhodinol commercial (citronnellol + géraniol + linlol) qui est de 50,07 % par rapport a
celle de la méme espece d’Afrique du Sud (39,88 %) et de Madagascar (37,26 %). En

outre, I’huile sur laquelle nous avons travaillé ne contient pas de guaiéne mais plutot

une faible quantité de 10-épi-y—eudemol sous forme de trace (0,0 7 %) [34, 35].

Le géranium n’est pas cultivé aux Comores, il pousse a I’état sauvage. En plus des
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conditions de sol et de climat sur la Grande Comore qui sont différentes par rapport a
celles rencontrées en Afrique du Sud et Madagascar peuvent avoir modifié
sensiblement le profil chimique de cette huile. En effet, la provenance, les conditions
climatiques et édaphiques, la période de récolte et la technique de sechage peuvent,
avec le temps, modifier le profil chimique des huiles essentielles [36, 37]. Ainsi, la
composition chimique dépend de tous ces facteurs qui peuvent orienter la biosynthese
en faveur de certaines molécules terpéniques au dépend d’autres constituants dont la
synthese peut étre arrétée [38, 39, 40, 41, 42].

L activité antifongique contre les champignons responsables de la pourriture du
bois a été évaluée en observant I’inhibition de la croissance des especes fongiques
testées en contact avec notre échantillon d’huile essentielle de Pelargonium asperum a
différentes concentrations.

Les résultats de I’activité antifongique de I’huile essentielle sont regroupés

dans le tableau II.

Tableau I1- Activité antifongique de I’huile essentielle de Pelargonium asperum des
Comores

Champignons

Concentration (v/v)

1/100  1/250 1/500  1/1000 1/2000 1/3000 1/5000 1/6000  1/7000  1/8000  1/9000  1/10000

C.puteana

C.versicolor
P.placenta

G.trabeum

- - - - - - - - - - + +
- - - - - - - - - - + +
- - - - - - - - - + + +
- - - + + + + + + + + +

- o inhibition

+ : croissance

T : témoin

L’huile essentielle de P. asperum a exercé une tres forte activité inhibitrice vis-a-
vis de tous les champignons de pourriture du bois. Surtout, Coriolus versicolor et
Coniophora puteana ont montré une grande sensibilité a cette huile, ils ont été inhibés
a partir d’une trés faible concentration de 1/8.000 v/v. Aussi, la concentration de
1/7.000 v/v a été suffisante pour arréter la croissance de Poria placenta. Seul
Gloeophyllum trabeum a résisté jusqu’a la concentration en huile de 1/500 v/v. L’huile

essentielle de géranium bourbon s’est révélée donc trés efficace contre les quatre
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champignons lignivores testés. L’activité antifongique de cette essence contre les
guatre microorganismes est attribuée principalement a ses composés majoritaires
notamment les alcools terpéniques (citronellol, géraniol, linalol) qui représentent
environ 50 % de sa composition totale. En effet, les terpénols sont connus pour leur
plus grande efficacité et leur plus large spectre d’activité antimicrobienne [43, 44, 45,
46, 47, 48]. En outre, I’essence de Pelargonium asperum en provenance des Comores
contient des thujaplicines (tropolones), en trés faible quantité, mais certaines études
ont montré I’efficacité ces substances naturelles contre des champignons de pourriture
du bois d’ceuvre [49, 50]. Donc ce grand pouvoir fongicide pourrait aussi étre attribuée
a la synergie entre divers constituants de cette huile [51, 52, 53, 54]. Nos
investigations corroborent certains travaux qui ont relaté le pouvoir fongicide puissant

de I’huile essentielle de Pelargonium asperum d’Afrique du Sud [15, 21, 52].

4. CONCLUSION

L’ analyse qualitative et quantitative de I’huile essentielle de Pelargonium asperum
a permis d’identifier 61 constituants. L’huile de P. asperum des Comores est riche en
citronellol (29,80 %), en géraniol (14,12 %) et en formiate de citronellyle (9,09 %).
Pour les quatre champignons testés, I’essence de P. asperum comorienne présente une
tres forte activité fongicide a des concentrations tres faibles. Cette essence pourrait
étre un trés bon produit naturel contre les champignons lignivores. Ces derniers ont un
role tres important dans la détérioration du bois car ils sont trés redoutés par les
industries du bois.

D’autres investigations doivent étre entreprises sur I’utilisation de cette huile
visant I’utilisation de cette huile. Ainsi, des tests in vivo sur des échantillons de bois
pour cette essence de P. asperum d’origine comorienne devront étre réalises pour
affirmer son efficacité contre ces champignons lignivores. De ces travaux de
formulations chimiques a base d’huile essentielle de P. asperum pourraient étre mises
au point et étre préconisées. Les recherches concernant les huiles essentielles pour le
traitement du bois donnerait une autre dimension de valorisation des plantes
aromatiques des Comores et serait a I’origine d’un renforcement et d’un
développement de la recherche dans ce domaine qui prendrait en compte les facteurs

environnementaux et la protection de la santé humaine.
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