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INTRODUCTION

INTRODUCTION
Dans ces dernier temps, I’importance clinique des thérapeutiques a base des plantes

(phytothérapie) a recu une attention considérable car ils présentent une riche source de
médicaments par ce qu’ils produisent une foule de molécules bioactifs: Les plantes
médicinales comme les autres remédes thérapeutiques et I’étiologie ont toujours été intégrés
a la culture d’une époque,: I’histoire officielle de la phytothérapie prend ses racines il y a
plusieurs millénaires.(Small et Catling ; 2000)

La phytothérapie est pour but de désigner le soin par les plantes aromatiques. Elle est
considérée comme médecine complémentaire voire alternative pour certains, et elle est souvent pergue
comme moins nocive et iatrogéne que les médicaments issus de I’industrie chimique elle est souvent
utilisé dans I’esthétique. (BELLAMINE, 2017)

Ces différentes plantes aromatiques sont caractérisées par la biosynthese de molécules
odorantes qui constituent ce qu’on appelle les huiles essentielles (HE) connues depuis
longtemps pour leur activité antiseptique et thérapeutique dans la médecine populaire. La
composition chimique des HE est assez complexe, les composés terpéniques et aromatiques

représentant les principaux constituants. (MARCHAND, 2019)

De nos jours, la médecine moderne utilise les vertus thérapeutiques des huiles
essentielles et de leurs constituants. En effet, de nombreux composés volatils sont aujourd'hui
des ingrédients courants des préparations pharmaceutiques. Le thymol, par exemple, est
employé en soins dentaires pour ses propriétés antiseptiques ou encore l'eugénol pour ses
propriétés analgésiques (Pauli, 2001). Pour tenter de trouver de nouveaux remedes aux fléaux
actuels, la communauté scientifique s'est récemment tournée vers les constituants des huiles
essentielles ; Les huiles essentielles constituent donc une source intéressante de nouveaux

composés dans la recherche de molécules bioactives.

Lors du processus d'extraction des huiles essentielles par hydrodistillation, un produit
se forme a partir de I'eau ayant servi a l'entrainement des composés volatils. Cette eau,
appelée hydrolat, contient en faible quantité des molécules odorantes de la plante ainsi que
des composés plus polaires non retrouvés dans I'huile essentielle, et une partie organique qui

constitue essentiellement des molécules odorante.(Catty, 2001; Price et al., 2004).

Notre travail consiste a extraire I’huile essentielle de clou de girofle (Syzygium Aromaticum) a

fin de réaliser des différente analyse physico-chimique et biologique :

o
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Dans la premiére partie, les généralités sur les huiles essentielles et I’aromathérapie sont
développées, afin de mettre en lumiére les différentes caractéristiques des huiles essentielles et
leur usage; Le lien entre la structure biochimique des huiles essentielles et leurs propriétés qui
est important a remarquer.

La deuxieme partie de ce document est consacré a une syntheése bibliographique sur clou de
girofle (Sygysium aromaticum), ainsi qu’un apercu général sur les activités : antibactérienne,
antifungique et antioxydante de I’huile essentielle de notre plante.

La troisieme partie est consacrée a la partie expérimentale, a savoir : Extraction des huiles
essentielles de clou de girofle par la méthode chromatographie & phase gazeuse, puis faire une
analyse chimique et physique de [I’huile essentielle, en fin, évaluer les activités

antibactérienne, antifungique et antioxydante de cette I’huile essentielle.
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CHAPITRE I GENERALITE SUR LES HUILES ESSENTILLES

I. Généralité sur les huiles essentielles
I.1. Historique

Les huiles essentielles (HE) sont connus depuis des millénaires pour leur action
bénéfique sur I’homme. Quatre mille ans avant JC, les égyptiens utilisaient déja les HE
comme parfum dans les momifications des corps. Il faudra attendre le XIV éme siécle pour
voir apparaitre la généralisation de la production et de I’utilisation des HE, grace aux travaux

sur les HE de romarin, de bois de geniévre, de lavande. (Lamaty et al, 1997)

Selon Ntezurubanza (2000), I'histoire de I'aromathérapie, qui est celle des huiles
essentielles, peut se résumer en quatre époques suivantes :

L’époque au cours de laquelle étaient utilisées des plantes aromatiques telles quelles ou
sous forme d'infusion ou de décoctions.

Celle dans laquelle les plantes aromatiques était brilée ou mises a infuser ou a macérer
dans une huile végétale. A cette époque, intervient la notion d'activité liée a la substance
odorante.

La troisieme correspond a la recherche de I'extraction de cette substance odorante. Il
apparait le concept " Huile essentielle " qui aboutit a la creation et au développement de la
distillation.

Enfin, la derniere qui est la période moderne dans laquelle la connaissance des
composants des huiles essentielles intervient et explique les effets physiques, chimiques,
biochimiques, physiologiques, voire électroniques des ardmes végetaux.

La valeur médicinale des plantes est de plus en plus prouvée scientifiguement; c'est ce qui

constitue d'ailleurs un argument de taille pour leur usage en médecine.

1.2. Définition

Selon Durvelle (1930), Les essences ou huiles essentielles, connues également sous le
nom d’huiles volatiles, de parfums, etc., sont des substances odorantes huileuses, volatiles,
peu solubles dans I’eau, plus ou moins solubles dans I’alcool et dans I’éther, incolores ou
jaunatres, inflammables qui s’altérent facilement a I’air en se résinifiant. Elles sont liquides a
température ordinaire, quelques unes sont solides ou en partie cristallisées, elles n’ont pas le
toucher gras et onctueux des huiles fixes dont elles se distinguent par leur volatilité. Leur
odeur plus ou moins forte, suave, piquante ou désagréable. Elles ont la propriété de ne pas

laisser de tache durable sur le papier.
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Les huiles essentielles sont des mélanges naturels complexes de métabolites
secondaires volatiles, isolées des plantes par hydro distillation ou par expression mécanique.
Elles sont obtenues a partir de feuilles, de graines, de bourgeons, de fleurs, de brindilles,
d’herbes, d’écorces, de bois, de racines ou de fruits mais de fruits mais également a partir des
gommes qui s’écoulent du tronc des arbres. (Bousbia,nabil. 2011).

L’hydro distillation reste le moyen le plus employé pour produire les huiles essentielles,
en particulier a des fins commerciales. Les metabolites secondaires sont extraits des plantes
par un entrainement a la vapeur d’eau. Le volume d’huile essentielle récupéré dépend du

rendement de distillation, qui est variable, chez une méme plante, en fonction de la saison.

Les huiles essentielles peuvent aussi étre obtenues par expression a froid, comme pour
les agrumes. De nouvelles techniques, permettant d’augmenter le rendement de production,
ont été développées, comme I’extraction au moyen de dioxyde de carbone liquide a basse
température et sous haute pression ou I’extraction assistée par ultrasons ou micro-ondes.
(Pibiri M.C, 2006).

L’Association Francaise de Normalisation (AFNOR), a défini les huiles essentielles
comme étant : des produits obtenus soit a partir de matieres premiéres naturelles par
distillation a I’eau ou a la vapeur d’eau, soit a partir des fruits de Citrus par des procédés
mécaniques et qui sont séparés de la phase aqueuse par des procédés physiques. (AFNOR,
2000)

1.3. Localisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux, vegétatifs
et reproducteurs, en particulier les sommités fleuries (lavande, menthe, bergamotier,
tubéreuse) mais aussi les feuilles (citronnelle, eucalyptus, laurier) et bien que cela soit moins
habituel, dans les écorces (cannelier), les bois (bois de rose, santal, camphrier), les racines
(vétiver), les rhizomes (curcuma, gingembre), les fruits (tout-épices, anis, badiane), les
graines (muscade) et les boutons floraux (clou de girofle). (Bruneton, 1999)

La composition chimique pouvant varier d’un organe a un autre. Ainsi dans le cas du
citronnier, la fleur et le fruit fournissent des essences de composition chimique différentes.
(Baaliouamer, 1987)
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1.4. Eléments de synthése des huiles essentielles

La synthése des HE est liée a des cellules spécialisées, rarement isolées (feuilles de
Laurier, Gingembre), le plus souvent regroupées en poches (Rutacees, Myrtacées) ou en
canaux secréteurs (Apiacées, Astracées), I’excrétion de I’huile essentielle dans la cavité des
poches ou canaux est réalisée par exocytose (Myrtacées) ou lyse des cellules bordant la
cavité (Rutacées) (Guignard.1996). Les cellules secrétrices sont souvent localisées sur ou a
proximité de la surface de la plante ce qui facilite leur émission. En effet, lorsque la
température est assez élevee, les essences traversent la paroi cellulaire et la cuticule sous
forme de vapeur vers I’extérieur d’ou le dégagement des parfums des fleurs, plusieurs
catégories de tissus producteurs et sécréteurs peuvent coexister simultanément chez une méme
espece, voire dans un méme organe. Chez la plupart des plantes, les huiles essentielles sont
synthétisées dans des trichomes glandulaires spéciaux (poils) a la surface des feuilles. Leur
forme est variable et souvent caractéristique d’une famille. (Brunton, 1999)

I.5. ROle des huiles essentielles

Les huiles essentielles émises par les plantes sous formes de vapeur ont des fonctions
multiples dans la nature. En effets ; expérimentalement il a été établi qu’elles interviennent
dans les interactions ‘vegéetaux animaux’. (Brunton, 1997)

Les plantes possedent des métabolites dits « secondaires » par opposition aux
métabolites primaires que sont les protéines, les glucides et les lipides. Ces composés
different en fonction des espéces et, bien que leurs réles soient encore mal connus, il est
cependant clair qu'ils interviennent dans les relations qu'entretient la plante avec les
organismes vivants qui l'entourent. Ils sont probablement des élements essentiels de la
coévolution des plantes avec les organismes vivants, tels que parasites, pathogenes et
prédateurs, mais aussi pollinisateurs et disséminateurs. Ces différentes relations ont donné lieu
a une extréme diversification des composés secondaires. (Randrianarivelo,R 2010).

Les travaux de Croteau en 1977 puis ceux de Croteau et Hooper en 1978 ont montré
que, bien qu’étant des produits du métabolisme secondaire, les composants volatils auraient
en fait un role mobilisateur d’énergie lumineuse et de régulateur thermique au profit de la
plante.

Certains terpénes jouent un réle important et varié dans la relation des plantes avec leur
environnement (Mahmout, 1992). Pour certains auteurs, les huiles essentielles constitueraient
« les déchets » du métabolisme cellulaire de la plante (Salle, 1991). Pour d’autres, elles

serviraient a attirer les insectes pour permettre la fécondation ou alors a les éloigner de la

o



CHAPITRE I GENERALITE SUR LES HUILES ESSENTILLES

plante. L’attrait des insectes pour les plantes a fleurs en vue de la pollinisation est également
crédité aux huiles essentielles que ces plantes contiennent. Les huiles essentielles
constitueraient enfin un moyen de défense de la plante vis-a-vis des prédateurs tels que les
microorganismes (bactéries et champignons) et les herbivores. Dans la nature, les huiles
essentielles jouent un role important dans la protection des plantes en tant que substances
antibactérienne, antiviral, antifongique, insecticide et aussi contre les herbivores en réduisant
leur appétit pour une telle plante. Elles peuvent attirer aussi des insectes en favorisant la
dispersion de pollens et graines, ou au contraire repousser d’autres indésirables. (Bakkali,
Averbeck, Averbeck & Idaomar, 2008)
1.6. Caracteres physico-chimiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont liquides a température ambiante mais aussi volatiles, ce qui
les différencie des huiles grasses. Elles sont liposolubles et solubles dans les solvants
organiques usuels ainsi que dans I’alcool, entrainables a la vapeur d’eau mais trés peu
solubles dans I’eau. Il faut donc impérativement un tensioactif pour permettre leur mise en
suspension dans I’eau (AFSSAPS, 2008). Elles présentent une densité en général inférieure a
celle de I’eau et un indice de réfraction élevé. Elles sont pour la plupart colorées : ex :
rougeatre pour les huiles de cannelle et une variété de thym, jaune pale pour les huiles de
sauge sclarée et de romarin officinal. Elles sont altérables et sensibles a I’oxydation. Par
conséquent, leur conservation nécessite de I’obscurité et de I’humidité. De ce fait, I’utilisation
de flacons en verre opaque est conseillée. (Lobstein A, 2013).

Elles sont constituées de molécules a squelette carboné, le nombre d’atomes de
carbone étant compris entre 5 et 22 (le plus souvent 10 ou 15). (AFSSAPS, 2008).

1.7. Facteurs de variabilité des huiles essentielles

Les huiles essentielles présentent une tres grande variabilité due a leur composition
généralement complexes et le rondement de la plante d’origine. Cette variabilité peut
s’expliquer par différentes facteurs d’origine intrinséque, spécifiques du bagage génétique de
la plante ou extrinseque, liés aux conditions de croissance et de développement de la plante.
(Benini, 2007)
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1.7.1. Facteurs intrinséques

Une huile essentielle doit avant tout autre chose étre rapportée au matériel botanique
d’ou elle est issue pour éviter toutes dénominations trompeuses du matériel végétal (Bruneton,
1999). L’influence du stade végétatif, I’organe de la plante, I’hybridation, les facteurs de
mutation. La polyploidie. Et le polymorphisme chimique « chimiotypes ou formes
physiologiques » sont les principaux facteurs intrinséques qui influencent sur la composition
et le rendement des huiles essentielles. (Anton et Lobstein, 2005)

1.7.2. Facteurs extrinséques

Les conditions environnementales influencent aussi la composition des huiles
essentielles.

La température, la quantité de lumiére, la pluviométrie et les conditions édaphiques
représentent autant de causes potentielles de variations de la composition chimique d’une
plante aromatique donnée. Il n’y a pas eu mal des travaux ayant mis en évidence I’influence
de Porigine géographique de la matiére premiére (Mohammedi, 2010), les conditions
culturales telles que la date de semis, la date de récolte, les traitements phytosanitaires,
I’emploi d’engrais, ainsi que les techniques d’extraction influencent aussi la composition et le

rendement des huiles essentielles (Aprotosoaie et al. 2010).

1.8. Toxicité des huiles essentielles

Alors que de nombreux ouvrages font référence a la toxicité de nombreux produits sur
le marché, la toxicité des huiles essentielles est moins investiguée (I.Laib, 2011). La plupart
du temps, sous le terme de toxicité sont décrites des données expérimentales accumulées en
vue d’évaluer le risque que représente leur emploi. Les interactions de ces produits avec les
médicaments sont aussi peu mentionnées. (M.C. Pibiri, 2006).

Certains auteurs se basent sur la composition des huiles essentielles et les toxicités
relatives des familles biochimiques auxquelles elles appartiennent. (Maihebiau.P, 1994)

Certaines huiles essentielles se révelent cytotoxiques selon la phase dans laquelle elles
sont mises en contact (la toxicité du thym est augmentée par contact en phase liquide et

réduite en phase gazeuse, alors que c’est I’inverse pour la lavande. (Maihebiau.P, 1994)
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I.  Giroflier (Syzgium aromaticum)
I1.1. Historique

Depuis des décennies, le clou de girofle est utilisé pour ses vertus culinaires et
médicinales, il est beaucoup utilisé en médecine dentaire pour sa propriété d’anesthésique
locale. (Kozam,1977; ohkubo et Shibata, 1997)

Autrefois on soignait les maux de dents en méachant un ou deux clous de girofle.
Aujourd’hui les techniques se sont améliorées: par le mélange d’oxyde de Zinc et d’eugénol
on obtient un ciment utilise en tant que matériau de restauration temporaire permettant a la
fois un excellent scellement et une anesthésie de la pulpe dentaire. Qui plus est, ce ciment est
en générale treés bien toléré par les patients. L’eugénol est aussi utilisé pour soulager la
douleur associée a la pose de prothéses dentaires. (Garibaldi et al, 1995)

11.2. Origine

Le Giroflier est un arbre tropical appartenant a la grande famille des Myrtacées,
originaire d’Indonésie, dans la partie sud des Philippines et les iles de Moluques, d’Afrique et
d’Amérique du sud, principalement dans des pays tropicaux. (Eric Penot et al, 2014)
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Figure 01 : répartition de clou de girofle a Madagascar. ( Danthul, 2014)
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11.3. Culture et récolte

Le moment le plus favorable a la récolte est determiné par la couleur rosé du clou de
girofle. Cueillis trop t6t, les clous n’auront pas la teneur suffisante en essence, et trop tard, les
fleurs seront épanouies (sans pétales). Etant donné que les clous n’arrivent pas, & maturité de
facon simultanée (les branches basses fleurissent plus t6t que les branches hautes), il faut

procéder a plusieurs passages pour un méme arbre. (BOIS D, 1999)

Figure02 : Arbre de giroflier. (et. Dintzer. Tree.fr)

Le giroflier donne des clous a partir de la 5éme année. Autour de la 8éme année, la
récolte est exploitable, mais le giroflier n’atteindra sa pleine production qu’a 20 ans. Un
giroflier peut produire pendant 75 a 80 années, et ces vieux arbres peuvent donner 50kg de
clous frais par an. (RANOARISOA KM, 2012)

Le moment de la récolte est trés important car cueillis trop tét les clous n’auront pas
synthétisé la totalité de leurs composants, et cueillis trop tard ils perdront leurs pétales.

(BARBELET S, 2015)

11.4. Le stockage

Les clous et les griffes doivent étre séchés avant d’étre stockés. Ce stockage permet la
vente de la récolte tout au long de I’année. En ce qui concerne les feuilles, une fois récoltées
elles sont immédiatement distillées. (BARBELET S, 2015)
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11.5. Utilisations des produits du giroflier

Syzygium aromaticum est un anesthésiant local, notamment pour les douleurs dentaires.
Il soulage les douleurs musculaires, les rhumatismes et il a des propriétés anti-inflammatoires,
redonne de I'énergie et permet de lutter contre la fatigue. C'est également un antidépresseur.
Le clou de girofle est connu dans les écrits ayurvediques, ou il est utilisé contre les douleurs,
la sciatique, les problemes rhumatologiques, comme antibactérien et antifongique et

anesthésiant local dans le soin des plaies et dans les odontalgies. (BARBELET S, 2015)

11.6. Clou de girofle
11.6.1. Classification (Sophie B 2015)

Régne plantae

Classe Angiosperme
Sous-classe  Tiporées

Ordre Myrtales

Famille Myrtaceae

Genre Syzgium

Espéce Syzgium aromaticum figure03 : clou de girofle. (www.gestel.li)
11.6.2. Origine

Le clou de girofle provient d’une plante appelée giroflier (Syzgium aromaticum).
Chaque bouton floral de cette plante est un clou de girofle (Sophie Barbelet, 2015)
La principale production de giroflier provient de I’Indonésie, mais les clous de girofle utilisés
pour I’alimentation viennent en majorité de Madagascar, ceux de I’Indonésie étant utilisés

pour faire des cigarettes, appelées «kreteks». (Mathieu Deshaies, 2013).

11.6.3. Description

L'arbre donne en Janvier/Février des boutons floraux, ou clous de girofle, pourpres
cramoisis, groupés en cimes terminales. Ils sont cueillis en Juillet avant I'épanouissement de
la corolle, quand ils commencent a prendre une teinte rosée, puis de nouvelles inflorescences
apparaissent dés le mois d'Ao(t et seront récoltées vers le début de I'année suivante. Les clous

de girofle sont mis ensuite a secher sur des claies au soleil ou a feu doux, pendant trois jours,
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avant de procéder a I'égriffage pour eliminer les pédicelles ou griffes. Au cours du séchage,
clous et griffes perdent entre 67 et 72 % d'eau. (Richard H., Loo A. 1992)

Figure 4 : les feuilles et les fleurs du giroflier et quelques boutons floraux. (Bruneton, 1999).

Comme le nom de clou l'indigue, le bouton floral comporte une partie quadrangulaire,
I'nypanthe, longue de 10 a 12 mm pour un diameétre de 2 a 3 mm et une téte globuleuse d'un
diametre de 4 a 6 mm, entourée par les quatre lobes divergents des sépales et constituée des
47 quatre pétales imbriqués qui enferment de trés nombreuses étamines recourbées (Figure
n°35). La poudre des clous de girofle peut étre caractérisée par des fragments de parenchyme
renfermant de grandes poches sécrétrices, de nombreux grains de pollen triangulaires a 3

pores dans les angles. (Bruneton, 1999).

11.6.4. Propriétés de clou de girofle
11.6.4.1. Activité antibactérienne

Le girofle est composé de plus de 15% d'huile essentielle et de 70 & 90% d'eugénol,
composé antibactérien, antiseptique et antifongique. Il y a, également, entre 9 et 15% d'acétate
d'eugénol, qui possede également des propriétés antibactériennes (Rakotoatimanana B.V. et
al, 1999)

11.6.4.2. Activite antifongique
L’huile essentielle de clou de girofle possédé une puissante activité antifongique contre

les pathogénes fongiques opportunistes, comme le Candidat albicans, le cryptococcus
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néoformés ou I’Aspergillus fumigatus. Elle a été particuliérement efficace sur un modéle

experimental de vaginite murine sur un modele animal. (Goetz et al, 2012)

11.6.4.3. Activité antivirale

L’huile essentielle de S.aromaticum a un effet inhibiteur sur : herps simplex virus, elle
exerce aussi des effets sur les virus plusieurs niveaux : sur la fusion des cellules virales, anti-
HCV protéase dans le traitement de I’hépatite virale, inhibition de la synthése de I’ADN viral.
(Goetz et al, 2012).

11.6.4.4. Activité anti inflammatoire

Cette I’huile provogue une réduction de I’inflammation (induite par injection de
carragénine au niveau de la patte du rat), inhibition des prostaglandines, leucotriéne, du
chimiotactisme des leucocytes ainsi une inhibition de la synthese des radicaux libres par les
leucocytes. (Goetz et al, 2012)

11.6.4.5. Anti cancérigéne
L’huile essentielle de clou de girofle a été étudiée comme un agent potentiel anti
cancérigene. (Zheng et al, 1992).

11.6.4.6. Activité insecticide

Plusieurs travaux ont montré que les huiles essentielles sont efficaces contre les
ravageurs des cultures. Parmi eux, des tests ont mis en évidence I’efficacité par fumigation
des essences du cumin, de I’anicontre, de I’origan et d’Eucalyptus camaldulensis. (Tuni et
Sahinkaya, 1998). (Lee et al, 1997)

11.6.4.7. Soin buccale

L’HE élimine les sarcomes épidemoi des gingivo maxillaires, les métastases intra
maxillaires, les sarcomes, les tumeurs bénignes et les ostéites des maxillaires. (Morin et al,
1983)
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I1l.  Souches bactériennes
I11. 1. La morphologie et la structure
On peut distinguer trois formes caractéristiques : les sphériques, les allongées et les
spiralées (figure 5) La position des bactéries les unes par rapport aux autres est également une
caractéristique distinctive importante. (B. Y. K. Sruthi et al, 2014)

e Les bactéries allongées (bacilles) peuvent varier en longueur et en épaisseur Elles
forment également des chaines.

e Les bactéries spiralées (spirilles) peuvent également varier en longueur et en La taille
des coques varie entre 0,4 et 1,5 mm (1 mm = 0,001 mm).

e Lalongueur des bacilles peut varier entre 1 et 10 mm, méme si quelques espéces sont

plus grandes ou plus petites.

I11.2. Escherichia coli (T Escherichia ; 1885)

Bacille a gram négatif ; elle provoque des infections urinaire ; génitales ;
hépatobiliaires ou digestives méningites chez les nourrissons, infection alimentaires,
manifestation intestinales telles que des diarrhées variables selon la souche en cause :
diarrhées des voyageurs ou turista greve destruction des globules rouge et lésions rénales
Due a la souche secrétant une puissante toxine appelée toxine Véro vomissement. (M.hakki et
all, 2012)
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Figure 5 : les parois des bactéries Gram négatif.
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I11.3. Pseudomonas aeruginosa

Il s'agit d'un petit bacille gram positif ; Cette bactérie préfere les milieux humides et on
la trouve quelquefois au niveau de la peau, de I'appareil respiratoire supérieur, de l'oreille
externe et du tube digestif chez I'individu sain. Ce sont essentiellement les individus qui ont
recu des antibiotiques. (Binachi, 2004)

Les infections sont le plus souvent des infections d'origine nosocomiale. Ce terme
concerne tout ce qui est relatif aux hopitaux. Plus généralement, il est employe pour une

maladie contractée lors d’une hospitalisation. (Davet P, 1997)

I11.4. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus est I’espéce la plus pathogéne au sein du genre Staphylococcus.
Il fait partie des germes les plus fréquemment rencontrés en pathologie humaine. On le
retrouve aussi bien dans les milieux communautaires qu’hospitaliers, il est au deuxieme rang
des infections nosocomiales derriere Escherichia coli et au deuxiéme des intoxications
alimentaires apres les salmonelles. Il intéresse un trés grand nombre de sites infectieux et peut
étre isolé au laboratoire dans tous les types de prélévements. On le retrouve dans des

infections aussi bien locales qu’invasives dont I’issue clinique. (Guillaume VIEU, 2014).

I11.5. Souche fongique
I11.5.1. Candida albicans
Elle provoque des infections fongiques (candidiase ou candidose) essentiellement au
niveau des muqueuse digestive et gynécologique les candidoses sont une cause importante de
morbidité chez les patients immunodéprimés comme les patients atteints du sida les patients

cancéreux sous chimiothérapie ou aprés transplantation de moelle osseuse.

I11.6. Activité antibactérienne des huiles essentielles
L activité antibactérienne s’exerce de 2 maniéres différentes :

e Activité létale bactéricide : elle rend perméable la membrane du micro —organisme,
provoquant une fuite d’ion K+, ce qui impligue la perte de I’osmose de la cellule suivi
de la mort du micro-organisme.

e Activité inhibitrice ou bactériostatique : empéche la croissance du micro-organisme.
(BELOUD A., 2003)
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Figure 6: Mode d’action des antibiotiques.

111.7. Activité antifongique

Le pouvoir antifongique des huiles essentielles des plantes aromatiques ont étés mis en
évidence par de nombreux auteurs, et cela contre les moisissures allergisantes.
Des travaux similaires ont été réalisés et ont démontré que les huiles essentielles du

clou de girofle présentent une activité antifongique « in vitro ». (Danielle.C, 2011)
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Matériels et méthodes

I.1. Objectif

La présente étude vise a :

Réaliser I’extraction de I’huile de : Syzygium aromaticum (clous de girofle) par la
méthode d’hydrodistillation.

Calculer le rendement de 1’huile essentielle de Syzygium aromaticum.

Evalue I’activité antibactérienne de cette huile essentielle a différentes concentrations
sur trois germes pathogénes Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli et
staphylococcus aureus.

Evalue I’activité¢ antifongique de I’huile essentielle du clou de girofle sur I’espéce
Candida albicans.

Evalue I’activité antioxydante du clou de girofle.

1.2. Présentation du lieu de I’étude expérimentale

Notre étude expérimentale a été réalisée au niveau du laboratoire de biochimie et de

microbiologie a I’Université Saad Dahleb BLIDA.

1.3. Matériel et méthode expérimentale

1.3.1. Matériel végétal

Le matériel végétal constitué de clou de girofle Syzygium aromaticum est importé de

I’Indonésie et est disponible dans le marché tout au long de I’année, pour son importance dans

la tradition culinaire algérienne ainsi que son utilisation dans la médecine traditionnelle

r—

Figure 7 : buttons de clou de girofle Syzygium aromaticum (Originale).
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1.3.2. Matériel microbien

Les trois souches bactériennes choisies au cours de cette étude sont a l'origine de
plusieurs infections. Ces souches nous ont été fournies par le laboratoire de microbiologie de
I’hopital Mouhamed Boudiaf de BOUIRA. Ces souches bactériennes cliniques sont
représentées par : Escherichia Coli, Pseudomonas aeruginosa, et Staphylococcus aureus.

Le choix des souches a tester est basé sur le caractere pathogénique, sur les études déja

réalisées et sur leur disponibilité au niveau du laboratoire.

Pour la souche fongique Candida albicans, nous a été fournie par le laboratoire de

parasitologie de I’hdpital CHU Mustapha bacha a Alger.

1.3.3. Milieux de culture

La culture des bactéries a nécessité I’utilisation des milieux suivants : la gélose Mueller

Hinton (MH), milieu hecktoen (HK), les bouillons nutritifs (BN).

La culture de la souche fongique est cependant réalisée sur les deux milieux OGA et

SABOURAUD.

La composition chimique de ces différents milieux de culture se trouve en annexe.
I.4. Méthode expérimentale
1.4.1. Extraction de I’huile essentielle de Syzygium aromaticum par hydrodistillation

Le moyen le plus approprié pour extraire I’huile essentielle est la distillation a la vapeur
d’eau, produite par un générateur, traverse la plante, chargée des précieuses molécules, elle
est ensuite ramenée a 1’état liquide par réfrigération. Le mélange d’eau et 1’huile essentielle

est recueilli dans un Erlenmeyer ou il va subir un relargage, une décantation et un séchage.
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Sehema d'un montage. dhydrodistillation

ponces + eau

Distillat : eau +
huile szzentille

I

Figure 8 : Schéma d’un montage d’hydrodistillation.
1.4.1.1. chauffage

L’opération a consisté a introduire 500 g de masse végétale séchée et broyée dans un
ballon Bicol de 1000mL en verre, a laquelle on a ajouté une quantité suffisante d’eau distillée
environ 500mL sans pour autant remplir le ballon pour éviter les débordements lors de
I’ébullition. On ajoute dans le bouilleur, quelques grains de pierre ponce pour €viter toutes
formation de la mousse. Apres la fermeture du montage et mise en marche de chauffe ballon,
nous réglons la température a 100°C, en s’assurant que cette derniére est maintenue dans la
vapeur condensée en téte de colonne et au fond du bouilleur grace a un thermométre. Cette

opération d’extraction dure trois heures a partir du début d’ébullition.

Il est en général formé de 2 liquides non miscibles encore appelés phase, la phase
aqueuse, la plus abondante, est constituée d'eau dans laquelle sont dissoute trés peu d'especes
odorantes, la phase organique représentée essentiellement par l'huile essentielle qui est

constituée des espéces odorantes.
1.4.1.2. Relargage

La phase organique contient les plus grandes parties des composés odorants et la phase
aqueuse en contient un peu moins. Afin de récupérer les molécules odorantes dissoutes dans

le distillat, on réalise un relargage.

Pour cela, on utilise un sel afin de récupérer cette huile, c’est le chlorure de sodium

NaCl. Par la suite, le mélange est placé sous un agitateur jusqu'a dissolution. La solubilité de
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I’huile essentielle du clou de girofle étant moins importante dans 1’eau salée que dans 1’eau,

I’ajout du chlorure de sodium favorise la séparation des 2 phases.
1.4.1.3. Décantation

Le mélange précédant est laissé reposer, pendant quelque minutes, la phase organique, a
densité faible, surnagera sur la phase aqueuse, cette dernicre est recueillir en premier dans un
bécher, pour pouvoir ensuite récupérer 1’huile dans un autre bécher.
1.4.1.4. Séchage et filtration

Dans le but d’éliminer le peu d’eau susceptible d’avoir été entrainée avec la phase
organique lors de la décantation, on procéde a un séchage au moyen du sulfate de sodium
anhydride Na2SOs. Ensuite, pour séparer 1’huile de ce dernier, on réalise une filtration par
papier filtre. L’huile est ainsi conservée a une température allant de 0 a 6 °c dans un flacon en
verre brun fermé hermétiquement pour éviter toute dégradation aussi, cette huile est a 1’abri

de la lumiere pour éviter toutes volatilisation.

a. Broyage 500g bouton de clou de girofle b. ballon contient 500ml H2Odistillée
e et 500g clou de girofle

Figure 9 : les étapes de ’hydrodistillation (originale).
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1.5. Détermination du taux d’humidité du matériel végétal

Le taux d’humidité est la quantité d’eau contenue dans le végétal frais.

On met 5 g du boutons de CG ans un creuset en porcelaine préalablement séché et pesé
L’ensemble est placé dans une étuve réglée entre 100 et 105°C durant 2 heures. Apres avoir
obtenu un poids constant, on calcule le pourcentage d'eau contenue dans la poudre par la

formule :

H% = [(mo-ml)/mo] X100

H%= [(mo-m1) /mg] % 100.
H(%0) : Taux d'humidité exprimé en pourcentage.
Mo : Masse de I’échantillon prise en g.

M : Masse de ’échantillon aprés séchage en g.

1.6. Calcul du rendement
Le rendement en 1’huile essentielle est le rapport entre le poids de 1’huile extraite et le

poids de la plante a traiter. Le rendement est calculé comme suit :

RHE= (M1/M0) X100

RHE : Rendement en huile essentielle des clous de girofle
M1 : Masse de I’huile essentielle obtenue en gramme

MO : Masse des clous de girofle broyés en gramme.

1.7. Analyse physico-chimique des huiles essentielles
1.7.1. Les propriétés physiques
1.7.1.1. la densité
La densit¢ d’une huile est définie comme étant le rapport de la masse de 1’huile sur

celle de I’eau dans un volume déterminé a une température donnée.

Le principe est basé¢ sur le mesurage de la masse a la température demandée, d’un
volume de corps gras contenu dans un bicher préalablement étalonné a la méme température

par apport a I’eau.
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D= (m2-mo) / (M1-mo)

Mo : la masse, en gramme du bicher vide.
Mz : la masse, en gramme du bicher, remplie de I’eau distillée.
m: : la masse, en gramme du bicher, remplie de I’huile.

D : la valeur de la densité relative selon les normes.

1.7.1.2. Indice de réfraction

C’est le rapport entre le sinus des angles d’incidence et de réfraction d’un rayon
lumineux de longueur d’onde déterminée ; passant de I’aire dans huile essentielle maintenue a
une température constante

L’indice de réfraction n’a pas d’unité car c’est le rapport de deux vitesses ; plus la
lumicre n’est ralentie ; plus la mati¢re a un indice de réfraction élevé.

L’indice de réfraction de L’huile essentielle est généralement élevé, il est supérieur a ceux de
I’eau a 20c® =1.33556 ; et de I'huile d’olive a 20¢c°=1.4684 ceci montre leur richesse en
composants qui devient la lumiere polarisée

L’appareil employ¢ pour mesurer I’indice de réfraction est le réfractometre.

Mode opératoire

e L’instrument est réglé a une température ambiante;
e Verser une goutte d’H.E sur la surface du prisme;
e Fermer le couvercle du prisme, assurer que le film d’H.E ne contient pas de bulles

d’air, puis pointer le réfractometre en direction d’une source lumineuse;

Quand il y a du liquide sur le prisme, le champ est divisé en une partie claire et une partie

sombre. Le point auquel la ligne de démarcation entre ces deux parties traverse

e [’échelle verticale donne la mesure. On peut ajuster la ligne sur 1’échelle verticale a
I’aide de vis située au-dessus ou au-dessous de la boite contenant le prisme;

e Lire avec précision la valeur affichée.
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Figure 10 : Réfractométre.

1.7.2. Propriétés chimiques
1.7.2.1. La mesure de pH

Le pH D’abréviation du potentiel d’hydrogéne mesure l’activité chimique des ions
Hydrogénes (H+) (appelés aussi couramment protons) en solution. Plus couramment, le pH
mesure ’acidité ou la basicité d’une solution.

Il s'agit d'un coefficient Permettant de savoir si une solution est acide, basique ou
neutre: elle est acide si son pH est inférieur a 7, neutre s'il est égal a 7, basique s’il est

supérieur a 7.

La mesure de pH se fait par un papier pH.

Figure 11 : Papier pH.
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1.8. Analyse de la composition chimique d’huile essentielle par CPG

Notre échantillon d’H.E a été analysé par chromatographie en phase gazeuse, cette
technique est trés utilisée dans I’analyse qualitative de I’H.E. L’analyse de la composition

chimique d’H.E a été faite au niveau de laboratoire de biochimie et de microbiologie.

Les analyses chromatographiques ont été effectuées sur un chromatographe en phase

gazeuse a régulation ¢électronique de pression de type Chrompack CP 9002.

e Le gaz vecteur est I’azote N2 d’un débit de 1ml/min

e La colonne utilisée est une colonne capillaire de type silice fondue de type DB-5 de
30mm de longueur et de 0.25mm de diamétre intérieur et d’une épaisseur de la phase
stationnaire : 0.25um.

e La programmation de la température de la colonne est comme suit : la température
d’injection dans le four s’éléve par pallier jusqu’a 270°

e Le détecteur est de type FID, et est réglé a une température 250°

e L’appareil est piloté par un ordinateur menu d’un logiciel approprié pour ce genre
d’analyse et d’une banque de donné NIST qui permet I’identification des composés.

e Le temps de sortie de chaque pic, dit temps de rétention caractérise qualitativement la
substance concernée. L’air limité par ces pics permet de mesurer la concentration de

chaque composé séparé.

Figure 12 : chromatographie en CPG.
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1.9. Evaluation de [I’activité antimicrobienne de [I’huile essentielle de Syzygium
aromaticum L.

Les tests de l'activité antibactérienne sont réalisés en deux étapes au niveau du
Laboratoire de Bactériologie au CHU de Bouira.
1.9.1. Choix des souches

Les premiers tests de 1'activité antimicrobienne sont réalisés au niveau du Laboratoire
de Bactériologie a 1’hopital de Bouira.

Les bactéries utilisées sont des isolats cliniques, bactéries isolées a partir de divers
prélevements de malades: coproculture, urine, abces, pus, hémoculture, plaie, liquide céphalo-
rachidien (LCR), sonde vésicale et urinaire :

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus

Tableau 1: Les souches bactériennes utilisées lors de notre expérimentation.

Souches bactériennes Milieux de culture
Escherichia coli HK
Pseudomonas aeruginosa HK
Staphylococcus aureus Gélose au chocolat

HK : milieu hecktoen

Tableau 2 : La souche fongique utilisée.

Souche fongique Milieu de culture

Candida albicans Milieu OGA, milieu SABOURAUD

Ces bactéries sont conservées et maintenues en vie par des repiquages continus, sur

divers milieux de culture solides et liquides, selon les especes.
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1.9.2. Milieu de culture

Les milieux de culture utilisés sont des milieux d'isolement, sélectifs ou
d'enrichissement pour chaque groupe bactérien.
e Milieu Hektoen pour Pseudomonas aeruginosa et E. coli.
e G¢élose au chocolat pour les especes exigeantes telles que les Staphylocoques.
e Bouillon cceur cervelle, qui est un milieu d'enrichissement pour toutes les souches
bactériennes utilisées.
e Enfin, Gélose Muller — Hinton, utilisée pour les tests de sensibilit¢é aux agents

antibactériens.

1.9.3. Les étapes de I’activité antibactérienne
1.9.3.1. Le ré-isolement des souches bactériennes
e A l’aide d’une pipette pasteur ou anse de platine on prend une colonie, et on le met
dans le BCC.

e Mettre dans I’étuve pour incubation pendant 24h a 37°C.

1.9.3.2. Préparation de I'inoculum
A partir des boites contenant les germes pathogeénes on a préparé des suspensions pour
chaque espece étudiée. A ’aide d’une pipette pasteur, on préléve deux ou trois colonies pures
et bien isolées qu’on décharge dans un tube contenant 5 ml d’eau physiologique stérilisée.

L’enrichissement est de 2 a 3 heures.

1.9.3.3. L'ensemencement
Sur des boites contenant le milieu gélosé d’une épaisseur de 2 mm bien seches, on

introduit de 3 a 5 ml de I’inoculum, on obtient ainsi, un étalement uniforme en nappe (Figure

13).
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Figure 13 : L’ensemencement des souches bactériennes (original).

1.9.3.4. Préparation des disques d'aromatogramme

Les disques sont fabriqués a partir de papier Watman n°3 avec un diamétre de 5.5 mm,
I’huile essentielle est diluée dans 1'éthanol, on a préparés trois concentration de notre 1’huile
essentiel :
Concentartionl 25% : 250 ul de I’huile essentiel ajouté a 750 ul d’éthanol = 25 ug/ml
Concentration2 50% : 500 ul de I’uile essentiel ajouté a 500 ul d’éthanol= 50 ug/ml
Concentration3 75% : 750 ul de I’huile essentiel ajouté a 250 ul d’éthanol= 75 ug/ml

On prépare un disque qui contient seulement 1’éthanol, c’est un témoin. Une fois les
géloses Muller — Hinton sont ensemencées, les disques imbibés de chaque extrait sont
disposés sur la surface de la gélose pendant /2 h dans une étuve réglée a une température de

37°C.
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Figure 14 : Dépot des disques.

1.9.3.5. Incubation et lecture
Pendant 18 a 24 heures a 37°C, pour toutes les boites, et & température ambiante
(température de la chambre). Les résultats sont observés le lendemain des expériences, en

mesurant les diametres des halos clairs tout autour des disques, ou zones d'inhibition. (Figure

15).

Figure 15 : Mesure des halos d’inhibition.

1.9.4. Evaluation de I’activité antifongique

En ce qui concerne le champignon, des suspensions de cellules fongiques de C.
albicans est préparée a partir de cultures pures et jeunes, dans de 1’eau physiologique stérile.
Ces suspensions servent a ensemencer la gélose Sabouraud (levure). Des disques de papiers
chromatographiques de 6 mm de diametre, préalablement stérilisés sont déposés a la surface

de gélose ensemencée apres avoir été chargé de 5 pl d’huile essentielle diluée.
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D’autres disques, chargés de 5 pl d’éthanol sont utilisés comme témoins. Des disques
d’antifongiques ont été également utilisés dans ce test comme témoins positifs.
L’incubation des champignons se fait a une température de 30°C pendant 72 heures

alors que celle des levures se fait a 37°C pendant 48 heures.
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1. Résultats et discussion
I1.1. Description de I’huile essentielle de Syzygium aromaticum obtenue
I1.1.1. Le taux d’humidité
Apreés 2 heures de séchage, le poids se fixe a 4.7022 g pour le clou de girofle. Les

valeurs prises sont présentées dans le tableau 2.

Tableau 3 : Résultat du taux d’humidité d’HE de I’espeéce Syzygium aromaticum.

Huile étudiée Norme AFNOR
Minimum maximum
Taux d’humidité (%) 6.3 5 13

Les végétaux sont riches en eau, les plantes fraiches renferment 60 a 80 % d’eau. Pour
assurer une bonne conservation, la teneur en eau doit étre inférieure ou égale a 10 %.(Khoukhi

et Benadji ,2013).

Les résultats d'analyse de notre échantillon ont révélé que la teneur de 'humidité présente
dans notre plante, ceci influe négativement sur leur bonne conservation, sur la durée

d’extraction et donc sur le rendement.

11.1.2. Le rendement
Le rendement de I’H E extraite par hydrodistillation a 1'échelle de laboratoire a partir

des grains de Clous de girofle est mentionné dans le tableau ci-dessous :

Tableau 4 : Résultat du rendement d’HE de I’espéce Syzygium aromaticum

Huile étudiée Norme AFNOR
Minimum maximum
Rendement (%) 34 5 8

Ce faible rendement qui est de 3,4 est probablement di a une perte d'huile dans la phase
aqueuse du distillat et pour la simplicité de notre dispositif d'hydrodistillation. On peut dire
qu'en termes de quantité, malgré que ce pourcentage semble inférieur par rapport aux normes
AFNOR, ce rendement reste dans la pratique satisfaisant pour mener bien a une telle étude.

En termes de valeurs, le rendement en H.E. de Clous de Girofle est significativement

(P<5%) meilleur par rapport aux rendements obtenus en H.E par Adli, (2015) qui a obtenu un

2
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rendement égale a 0.84%. Selon certains auteurs, la composition chimique et le rendement en

H.E. varient suivant diverses conditions :

La méthode employée, les parties végétales utilisées et les produits et réactifs utilisés
pendant I'extraction, I'environnement, le génotype de la plante, son origine géographique, la
période de récolte de cette plante, le degré de séchage, les conditions de séchage, la
température et la durée de séchage, présence de parasites, de virus et mauvaises herbes
(Naili,2013).

11.2. Analyses physico-chimiques
11.2.1. Etude des propriétés organoleptiques

Les résultats mentionnés dans le tableau 5, montrent une comparaison entre les

caractéristiques de notre huile essentielle extraite des boutons de clous de girofle avec les

normes d’AFNOR.

Tableau 5 : Caractéristiques organoleptiques de I’HE de 1’espéce Syzygium aromaticum.

Aspect Couleur Odeur
Norme AFNOR Liquide mobile Epicée
Limpide parfois Jaune trés claire (caractéristique de
Légerement visqueux I’eugénol)
HE étudie Liquide mobile Jaune clair Epicée
limpide

Selon ces résultats obtenus, On remarque que notre huile essentielle obtenu par
hydrodistillation présente plusieurs caractéristiques a savoir : 1’aspect, la couleur et 1’odeur

qui sont identiques a celles décrites par les normes d’AFNOR.

11.2.2. Les propriétés physiques
11.2.2.1. Ladensité
Le distillat obtenu est une émulsion (gouttelettes en suspension), la densité obtenu est

¢gale a 1.015 (Tableau 6) ci-dessous. Cela se justifie par deux arguments bien distincts :

)
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e Soit La solubilit¢ dans 1’eau de huile essentielle de clou de girofle est faible du fait
qu’il y a des phases différentes ; Soit les densités de 1’eau et de 1’huile essentielle sont

trés voisines qui est égale a 1 ainsi il n’y a donc pas vraiment de phase qui surnage.

Tableau 6 : Résultat de la densité de I’HE de 1’espéce Syzygium aromaticum

Huile étudiée Norme AFNOR

Minimum maximum

La densité (g/cm3) 1.015 1.042 1.054

11.2.2.2. Indice de réfraction
Le résultat de I’Indice de réfraction mentionné dans le (Tableau 7), est conforme avec
les normes AFNOR généralement utilis¢ pour I’identification. Il est considéré comme un

critére de pureté des huiles essentielles et de composés liquides divers.

Tableau 7 : Résultat de I’indice de réfraction

Huile étudié Norme AFNOR
Minimum maximum
Indice de réfraction 1.5346 1.5280 1.5346

Dans ce contexte, chaque substance a son indice de réfraction spécifique. Plus I’indice de
réfraction d’un produit est pres de la valeur attendue, plus sa pureté est grande. Cette pureté
est définie dans des intervalles considéres comme acceptable.

Dans ce cas, on peut considérer que notre HE de Syzygium aromaticum est pur.

11.2.3. Les propriétés chimiques
11.2.3.1. Le pH

Les résultats consignés dans le tableau 8, notre pH =06.82. C’est un pH légérement
acide; ceci est da a la composition chimique des HE de Syzgium aromaticum qui se considére

comme donneur des H+.
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Tableau 8 : Résultat du pH d’HE de Syzgium aromaticum

Huile étudiée Norme AFNOR
minimum maximum
Ph 06.82 5.5 7

11.3. L’analyse chimique de I’huile essentielle par CPG
Le tableau 9 représente les principaux composés identifiés de I’huile essentielle de clou

de girofle :

Tableau 9 : Composition chimique de I’huile essentielle du Clou de girofle.

Temps de rétention

Constituants ) Pourcentages%o
Min
Eugénol [44,23-45,28] 84.01
a- pinéne 14,23 0.84
camphéne 15,10 0.103
sabinéne 16 ,66 0.025
B-pinéne 16,85 0.044
myricene 17,82 0.18
limonéne 20,02 0.16
cinéule 20,54 0.054
y-terpinene 22 .45 0.068
linalool 25,41 0.63
camphre 28,56 0.35
a-térpéneol 32,15 0.31
[-caryophylléne 48,25 0.67
acétate d’eugényle 55 ,46 13.01

Les résultats de 1’analyse par Chromatographie gazeuse de la composition chimique de
I’HE (du clou de girofle) sont présentés dans le tableau 9 qui met en relief le temps de
rétention, 1’identification des différents composants et leur teneur. 14 composés sont
identifiés .Les composés majoritaires de I'HE du clou de girofle sont : L’eugénol (84.01%),
acétate d’eugényle (13.01%), I’ensemble de ces constituants égale (97.02%), suivis par

d autres molécules a faibles teneurs.
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Les composés majoritaires de notre huile de clou de girofle ont été identifiés et comparé

a un profil de référence de pharmacopée européenne 6.0.01/2008 : eugénol (75-88%),
B- caryophylléne (5-14%), acétate d’eugényle (4-15%).

Selon Peter et Marius (2007), Le girofle est composé de plus de 15% d'huile essentielle
et de 70 a 90% d'eugénol, composé antibactérien, antiseptique et antifongique. Il y’ a,
¢galement, entre 9 et 15% d'acétate d'eugénol, entre 5 et 12% de béta-caryophylleéne et 2%
d'acide oléanique. D'autres composés sont aussi présents, en plus petites quantités, comme le
caryophylléne oxyde, l'alpha-humuléne et le copaéne (moins de 1%). On trouve, enfin, des

traces de furfural et de vanilline.

Nos résultats concernant le profil chimique de I'huile de CG sont proches avec ceux
obtenus par Barbele (2015) qui montrent que les essences de CG sont caractérisées par des
concentrations ¢€levées en eugénol, en B- caryophylléne et d’acétate d’Eugényle avec des

pourcentages respectifs de 80.0%, 7.0% et 10.6%.

Selon une étude réalisée par Fayemiwo et ces collaborateurs en 2014, I’huile essentielle
de CG contient 28 composés avec I’eugénol comme composé majoritaire a 80.95%, suivie par
eugényl acétate avec 5.01%, le B-caryophyllene qui affiche 3.14%, puis le Myrcene avec
1.84% et enfin, ’o-terpinéne a 1.65%. Nos résultats convergent avec les résultats obtenus par
les différents travaux de nombreux auteurs qui montrent que cette huile est formée

essentiellement d’eugenol, d’acetate-d’eugenyle et du B-caryophylléne.

I1.4. Activité anti microbienne
11.4.1. Activité anti bactérienne
Cette ¢tude est basée sur la mesure du diametre des halos d'inhibition de I'extrait du
Syzygium aromaticum obtenus dont on a mesuré avec précision les diameétres des zones
d’inhibitions a I’extérieur de la boite de pétri fermée.
Le Classement des bactéries se fait dans I'une des catégories : sensible ou résistante.
La souche ayant un diametre :
e D<8mm : Souches résistante (-).
e Imm<D<I14mm : Souches sensible (+).
e 15mm<D<I19mm : Souches trés sensible (++)

e D> 20 mm : Souches extrémes sensible (+++)
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Les résultats du pouvoir anti bactérien de I’HE de Syzygium aromaticum sur les souches

étudiées sont représentés dans le (tableaulO) :

Tableau 10: Résultats de 1I’antibiogramme de I’HEC sur les trois souches bactériénnes.

Souche Gram Diameétre Sensible Résistante
, . Mm
bactérienne
E.coli - 12.5-13-13,5 +++ /
Pseudomonas
aeuroguinosa i / / R
Staphilococcus
aureus + 13.5-13,72-14 + /

Tableau 11: Résultats de disque d’éthanol sur les trois souches

Souche Gram Diameétre Sensible Résistante
, . Mm
bactérienne
E.coli - / / /
Pseudomonas
aeuroguinosa ) / / /
Staphilococcus
aureus + / / /

L’Huile essentielle du clou de girofle a des concentrations graduées présente un effet
positif c’est-a-dire sensible sur les souches bactériennes : E. coli et Staphylococcus aureus;

par contre, sur Pseudomonas aeruguinosa s’est montrée résistante.
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En comparant les résultats des disques, il est clair que les bactéries a gram positif ont
des zones d'inhibition plus grandes que celles des bactéries a gram négatif pour I’huile
essentielle.

Staphylococcu aureus ATCC 25923 correspond au plus grand diamétre d’inhibition,
alors que Pseudomonas n’a marqué aucune inhibition, ainsi, cette souche est trés résistante a
notre HE.

La concentration de I’huile essentielle a une relation avec les zones d’inhibitions.
Ainsi, plus la concentration est élevée, plus la zone d’inhibition est grande.

Les résultats de disque d’éthanol n’a montré aucun effet antibactérienne sur les trois

souches bactérienne du fait que il y’a absence des zones d’inhibitions.

De nombreuses études, ont démontré que les H.E. de Clou de Girofle sont fortement
antibactérienne. Cette activité pourrait €tre attribuée a son composé majoritaire qui est
"I'eugénol". Les travaux de Valero et Giner en 2006, ont prouvé que I’eugénol parmi d'autres

composés a provoqué l'inhibition de la croissance des bactéries.

Par ailleurs, 1’é¢tude de Rhayour (2016), a montré que I’HE de girofle exerce son
activité bactéricide principalement grace a son constituant majoritaire qui est 1’eugénol qui

appartient a la famille des phénols. Il semble donc que I’activité bactéricide des HE débuterait

par une fixation de ces molécules sur les membranes bactériennes provoquant des altérations
de structure et de perméabilité, conduisant a la perte de constituants cellulaires due a une lyse

importante des cellules bactériennes.
11.4.2. Activité anti fongique
L’activité antifongique a été expérimenté sur une souche de candida albicans, cette

derniére trés sensible a notre huile essentielle. Car elle présent un grand halo d’inhibition

Tableau 12 : les résultats de 1’activité antifongique.

Souche fongique Diametre Résultat

Candida albicans 16.5 T+
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Tableau 13 : les résultats de témoin sur la souche fongique.

Souche fongique Diametre Résultat

Candida albicans / /

On a pu démontrer que I’huile essentielle de clou de girofle posséde une puissante
activité antifongique contre le pathogéne fongique opportuniste, ceci est identique aux travaux
d’Eugénia et ces collaborateurs (2009) sur le Candida albicans et d’autre pathogénes
fongiques.

D’autres travaux, ont montré que I’HE du clou de girofle, ainsi, I’Eugénol montre une
grande activité fongicide contre Candida albicans.

A la lumiére de tous ces travaux et recherches, 1'extrait des « clous de girofle » présente
un large spectre d'activité antimicrobienne d'ou I'importance de cette huile comme étant un
conservateur, antiseptique trés efficace pour empécher le développement microbien surtout

quand il s'agit de protéger la santé vis-a-vis de la présence des pathogenes.
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CONCLUSION

A la lumiére des résultats obtenus, concernant I’évaluation de I’activité antibactérienne,
antifongique et I’activité antioxydante du clou de girofle Syzygium aromaticum. Révéle que
son I’huile essentiel est tres efficace ou plus de I’intérét que porte cette espece végétale aux
traditions a et médicinales

Description de I’huile essentiel de Syzygium aromaticum obtenus aprés extraction
montre un taux d’humidité de 6.3% qui conforme aux normes AFNOR.

Concernant le rendement de cette huile essentiel, ce derniére est faible et est de 3.4%,
ceci est du a une perte d’huile dans la phase aqueuse car notre dispositif d’hydrodistillation est
simple, cependant ce résultat reste conforme aux normes AFNOR.

L’etude des propriétés organoleptiques content que notre huile essentielle présente un
aspect liquide mobile limpide de couleur jaune claire avec une odeur épicée. Ces résultats
restent conformes avec les normes AFNOR.

Par ailleurs, I’étude les propriétés physique d’huile essentielle du clou de girofle
essentiellement représente par la densité et I’indice de réfraction montre que pour le parametre
de densité notre huile affiche un taux de 1.015(g/cmq).

L’indice de réfraction de cette huile, est de 1.5346 qui sont conforme aux normes AFNOR.

D’autre part, les propriétés chimique sont représentés par un seul paramétre, qui est le
pH, il est de 6.82 pour notre huile essentiel, presque basique, ceci est relatif a la composition
biochimique de notre huile essentiel.

Les résultats relatifs a I’analyse chimique, de notre huile essentielle par CPG identifient
14 composés.

Les composes majoritaire de cette huile sont essentiellement représentes par I’eugénol
avec un taux de 84.01% suivi par I’acétate d’eugényle avec 13.01%. Ces deux constituants
représentent 97.02% suivi par d’autres molécules dont les teneurs sont faibles.

L’étude de I’activité antimicrobienne est représentée par I’activité antibactérienne et I’activité
antifongique.

Pour I’activité antibactérienne, notre huile essentiel s’avére efficace aux trois
concentrations déférents a savoir 25%, 50%, est 75%, ainsi, ou constate un effet positif sur E.
coli et Staphyloccocus aureus. Par contre Pseudomonas aeuroguinosa, s’avere résistante a

notre huile.




CONCLUSION

Concernant I’activité antifongique, I’espéce Candida albicaus, se montre tés sensible a
notre huile essentielle.

De ce fait, I’extrait de clou de girofle présente un large spectre d’activité
antimicrobienne d’ou I’importance de cette huile essentielle de [I’utiliser comme un
conservateur, antiseptique trés efficace pour empécher le développement microbien pour

préserver la santé.

De ce fait, I’huile essentielle de clou de girofle testée peut étre utilisée en tant que un
antibacteérien et antifongique dans les industries alimentaires, cosmétique et pharmaceutique.

La continuité de ce travail s'avere primordial et plusieurs axes de recherche sont
ouverts. En perspectives, il serait donc intéressant de mener une étude plus approfondie sur la
plante (clou de girofle. Ainsi que la détermination de l'activité antioxydante par d'autres
méthodes et I'étude d'autres méthodes d’activités biologiques attribuées a ca plante. Aussi

faire des essais dans le domaine pharmaceutique pour savoir I’utilité de ces huiles essentielles.




CONCLUSION
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Calcule le rendement de I’'HE

RHE = 17/500 = 3.4%

Avec : M1 : 179

Mo : 5009




Résumé

Notre travail porte sur 1’étude et la mise en évidence de ’activité antimicrobienne de
I’huile essentielle de Syzygium aromaticum L. connue sous le nom de giroflier, ainsi 1'é¢tude
de plusieurs propriétés physico-chimiques de l'extrait de l'huile essentielle y compris une
analyse par GPC.

L'extraction de 1’huile essentielle des boutons floraux de Syzygium aromaticum est
réalisée par la méthode d’hydro distillation. Le test de mise en évidence de son pouvoir
antimicrobien est réalisé sur trois souches bactériennes : Escherichia coli, Pseudomonas
aeuroguinosa, Staphylococcus aureus, et sur une souche fongique Candida Albicans, ainsi
que une activité antioxydante de I’huile essentielle est évaluée par un test DPPH.

Les résultats montrent que I’huile essentielle du clou de girofle posséde une forte
activité antibactérienne représentée avec des diamétres d’inhibition variant entre 12 mm et
14 mm pour les souches bactériennes et avec un diamétre de 16,5mm pour le test sur la
souche fongique. Le rendement obtenu est de 3,5% ce pourcentage malgré sa faiblesse reste
meilleur que ceux obtenus par d’autres auteurs, et nos résultats des analyses physicochimiques
sont conformées aux normes AFNOR.

Mots clés: Syzygium aromaticum, huile essentielle, activité antibactérienne, activité
antifongique, activité antioxydante, CPG, DPPH.

Abstract

Our work focuses on the study and the demonstration of the antimicrobial activity of
the essential oil of Syzygium aromaticum L. known under the name of clove, thus the study of
several physico-chemical properties of the extract of the essential oil including GPC analysis.

Extraction of the essential oil of the flower buds of Syzygium aromaticum is carried
out by the hydro-distillation method. The test for demonstrating its antimicrobial capacity is
carried out on three bacterial strains: Escherichia coli, Pseudomonas aeuroguinosa,
Staphylococcus aureus, and on a Candida Albicans fungal strain, as well as an antioxidant
activity of the essential oil is evaluated by an DPPH test. .

The results show that the clove essential oil has a strong antibacterial activity
represented with inhibition diameters varying between 12 mm and 14 mm for the bacterial
strains and with a diameter of 16.5 mm for the test on the fungal strain. . The yield obtained is
3.5% this percentage despite its weakness remains better than those obtained by other authors,
and our physicochemical results are in accordance with AFNOR standards.

Key words: Syzygium aromaticum, essential oil, antibacterial activity, antifungal activity,
antioxidant activity, GPC, DPPH.
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