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Introduction

Les plantes médicinales jouent un role essentiel dans le traitement des maladies et sont
devenues une voie importante pour 1’acceés aux soins. Leur composition riche en métabolites
secondaires offre un potentiel inépuisable pour la découverte de nouvelles substances
thérapeutiques. Les plantes aromatiques, quant a elles, produisent des molécules odorantes qui
composent les huiles essentielles (HE)(Sophie, 2015).

Les huiles essentielles sont des produits complexes renfermant des composeés volatils
extraits de diverses parties des plantes telles que les fleurs, les feuilles, le bois, les racines,
I’écorce ou les fruits. Elles sont obtenues par distillation a la vapeur d’eau ou par extraction
mécanique. La distillation a la vapeur d’eau est le procédé d’extraction le plus couramment
utilisé pour obtenir ces précieuses huiles essentielles (Chagra, 2019).

Les huiles essentielles ont de nombreuses applications en thérapeutique, en
cosmétique, en agroalimentaire...etc. De plus le potentiel d’utilisation des huiles essentielles
et de leurs Constituants comme fongicides est renforcé par leur biodégradabilité (Macias et
al.,1997 ; Cowan, 1999). L’eugénol, présent a hauteur de 78% dans 1’huile essentielle extraite
des clous de girofle (Dzamic et al.,2009), provient des boutons floraux secs du giroflier
récolté avant leur éclosion. Ces clous de girofle possédent diverses propriétés, notamment
acaricides(Fichi et al.,2007), antifongiques, antibactériennes, Antioxydants, antivirales et
anesthésiques (Chaieb et al., 2007 ; Lee et al., 2009), et sont largement utilisés comme agent
de saveur dans de nombreux produits alimentaires (Lawless,2002).

Les scientifiques recherchent activement des alternatives aux antibiotiques en raison de
leur utilisation excessive, qui a contribué a la montée de souches résistantes, voire multi-
résistantes, aux antibiotiques. En outre, les fongicides synthétiques présentent des effets
secondaires néfastes, incitant a la recherche de moyens de traitement du sol plus efficaces et
moins polluants (Wilson et al., 1993). L’étude vise a évaluer ’efficacité antimicrobienne et
antioxydante de I’huile essentielle de clous de girofle sur des bactéries pathogénes pour
I’homme et sur des champignons néfastes pour le sol. Les clous de girofle sont connus pour
leurs propriétés antimicrobiennes et antioxydants, ce qui en fait un candidat intéressant pour
lutter contre les microorganismes pathogénes. Cette étude permettra de mieux comprendre le
potentiel de I’huile essentielle de clous de girofle comme agent antimicrobien et antioxydant
naturel.Le manuscrit est structuré en quatre chapitres :

» Le premier chapitre est une étude bibliographique en générale consacrée sur les huiles

essentielles et ’espece étudié (clous de girofle).

» Un deuxiéme chapitre décrit les matériels et les méthodes utilisés lors de cette étude.
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» Un troisieme chapitre correspond aux résultats et aux discussions concernant les
parametres physicochimiques, ’activité antimicrobienne et antioxydant de clous de
girofle.

> Nous terminerons ce mémoire par la conclusion issue des principaux résultats obtenus
faisant le bilan des questions non résolues et ouvrant de nouvelles problématiques.
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Chapitre | Geénéralités sur la plante Syzygium aromaticum

I.1- Généralités sur le Giroflier (Syzygium aromaticum)

Syzygium aromaticum est une épice utilisée depuis Longtemps par les guérisseurs
traditionnels ayurvédiques de 1I’Inde(Saeed et Tarig, 2008), Pour soigner les affections
respiratoires et digestives(Aggarwal et Shishodia, 2006). Elles Sont aussi considérées

comme une source riche en composés antimicrobiens bioactifs (Menghani et al, 2014).

1.1.1-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 (Madagascar, Brésil, Zanzibar), principalement dans des pays tropicaux.
(Sophie,2015)

1.1.2-Taxonomie

Figure 1 : Buttons de clous de girofle (https://www.super-marmite.com/blog/clous-de-girofle/

)

Régne : Plantae
Classe : Angiosperme
Sous-classe : Tiporées
Ordre : Myrtales
Famille: Myrtaceae
Genre : Syzygium

Espéce: Syzygium aromaticum

Comme beaucoup d’especes, le giroflier a porté plusieurs noms scientifiques avant d’étre

nomme Syzygium aromaticum :

- Caryophyllus aromaticus L. (1753)
- Eugenia caryophyllata Thunb. (1788)


https://www.super-marmite.com/blog/clous-de-girofle/
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- Eugenia caryophyllus Spreng. (1825)

- Eugenia aromatica (L.) Baill. (1876)

- Jambosa caryophyllus (Thunb.) Nied. (1893)

- Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry, (1939)

Actuellement, les noms Syzygium aromaticum et Eugenia caryophyllus sont tous les deux
employeés (Sophie, 2015).

1.1.3- Description botanique
C’est un grand arbre fruitier, élancé, de forme conique, d’une hauteur moyenne de 10

a 12 métres, qui peut atteindre jusqu’a 20 métres de haut, a port pyramidal et au tronc gris
clair ridé (figure 2)(Barbelet, 2015).

De nos jours, il ressemble souvent a un arbuste car il est régulierement taillé pour
faciliter la cueillette.Ces feuilles, de 8 a 10 cm de long, sont coriaces, persistantes, opposeées,
pétiolées, ovales, aux limbes lancéolés, a la face supérieure vert rougeatre et a la face
inférieure vert sombre, Iégerement ponctué. Elles sont aromatiques et dégageant une forte

odeur de clou de girofle au froissement. Le pétiole portant le limbe mesure entre 0,5 et 1cm de

long. Les nervures sont nombreuses mais ne se voient pas beaucoup et la marge de la feuille
est lisse(Barbelet, 2015).

Figure 2 : Allure d’un giroflier de I’Indonésie
(https://leschroniquesduvegetal.wordpress.com/2023/04/03/le-giroflier-un-tresor-qui-vieillit-
bien/ )

A T’état adulte, les feuilles sont vert foncé luisant, mais lorsqu’elles se développent

elles sont de couleur rose et comme saupoudrées d’or (figure 3).
5
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Figure 3 : feuilles jeunes de couleur rose et feuilles matures de couleur verte du giroflier
(Barbelet, 2015)
Quant aux « griffes de girofles », moins estimées, ce sont en fait les pédicelles floraux.
IIs sont nommes « griffes » car ces pédicelles se terminent par une série de petites bractées en
forme de Griffe (figure 4)(Barbelet, 2015).

Les fruits sont nommés « antofles » dans le commerce. Ce sont des petites baies

elliptiques : environ 2,5cm de long pour lcm de large. lls sont de couleur pourpre,

généralement uniloculaire, et ont une ou parfois deux graines a enveloppe rouge. (Boulard,
2001).

Figure 4 : Boutons floraux et fleurs de giroflier (Barbelet, 2015)
I.1.4-Culture et récolte
Le giroflier, comme beaucoup d’autres plantes de la famille des Myrtacées, est habitué
aux climats tropicaux. Il a besoin d’humidité, de chaleur, et d’une altitude basse, ne dépassant
pas 300 Métres. Les climats marins semblent favoriser son développement. Le giroflier a
besoin d’un sol volcanique (ou sédimentaire), au bord de mer, avec une forte Pluviométrie
bien répartie sur 1’année, et un ensoleillement plus marqué a [Dapparition des

Inflorescences(Ramarijaona and Rabary, 1985).

Le moment le plus favorable a la récolte est déterminé par la couleur rosée du clou de
girofle. Les clous n’auront pas la teneur suffisante en essence, et trop tard, les fleurs seront
epanouies (sans pétales). Etant donné que les clous n’arrivent pas a maturité de fagon

simultanée (les Branches basses fleurissent plus tét que les branches hautes).
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Le giroflier donne des clous & partir de la 5 éme année. Autour de la 8™ année, la
récolte est exploitable, mais le giroflier n’atteindra sa pleine production qu’a 20 ans. Un
giroflier peut produirependant 75 a 80 années, et ces vieux arbres peuvent donner 50kg de

clous frais par an(Ranoarisoa,2012).

La période de récolte différe selon les zones de production. A Madagascar, les clous
sont Récoltés d’octobre a janvier, quand ils sont bien roses et qu’ils contiennent le maximum
d’essence. A Zanzibar, il y a deux cueillettes annuelles : de Juillet & septembre et de décembre

a Janvier, du Fait que le Giroflier y fleurisse deux fois par année.

Le moment de la récolte est trés important car cueillis trop tot les clous n’auront pas
synthétisé la totalité de leurs composants, et cueillis trop tard ils perdront leurs
pétales.(Barbelet, 2015).

1.1.5- Toxicité du clou de girofle

Le danger du clou de girofle : Un usage excessif du clou de girofle peut entrainer une
toxicité. Il est important d’éviter d’ingérer de grandes quantités pendant la grossesse. Il est
recommandé d’éviter le clou de girofle chez les individus souffrant d’ulcéres gastriques ou de
syndrome du célon irritable en raison de son potentiel irritant pour les voies gastro-
intestinales. Les clous de girofle peuvent provoquer des nausées, des vomissements, des
diarrhées et de graves hémorragies digestives lorsque consommeés en surdoses(Dernani et
al.,2018).
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11.1- Définition des huiles essentielles

La définition qui semble la plus universellement acceptée est la suivante : « Les huiles
essentielles (H.Es) sont definies comme étant des produits de composition, genéralement
complexe, renfermant des substances volatiles et odorantes contenues dans divers organes des
plantes : fleur, feuille, bois, racine, tige, écorce, fruit, ou autre. Elles sont obtenues soit par
entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation séche, soit par un procédé mécanique

approprié sans chauffage (Florence, 2012).

Les huiles essentielles des plantes ont trouvé leur place en aromathérapie, en
pharmacie, en parfumerie, en cosmétique et dans la conservation des aliments. Leur utilisation
est liée a leurs larges spectres d’activités biologiques reconnues (Paster et al.,1990 ; Caccioni
et al., 1994 ; Cowan,1999 ; Nielsen et al., 2000 ; Lamiri et al., 2001 ; Cimanga et al.,
2002).

11.2-Composition chimique

Les H.Es sont des combinaisons complexes de composés organiques qui présentent
des structures et des fonctions chimiques tres variees(Thomas et al.,2004). La composition
peut fluctuer d'une dizaine a plus de 300 composants(Hellal, 2011). L'efficacité de leurs effets
biologiques dépend principalement de la nature du composé dominant (phénol, alcool,
aldéhyde, cétone...) ou des composés minoritaires. La composition moyenne d'une huile
essentielle est de soixante-quinze molécules actives. Les composés chimiques les plus
couramment utilisés dans les huiles essentielles sont les terpénes et les phénylpropanes

(composés aromatiques) (Chassaing,2008).

COIRo TV a0, Phoscsvathise — P Sucres + O
Chlrophylie ‘ >

Acide mévalonique

{
S | ((scides =ras}

S-Thujaplicine

Figure5: Biogenése des constituants Chimiques des huiles essentielles.
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« Composés aromatiques
Il s'agit de substances oxygenées et volatiles issues du phénylpropane (Fig2). Les
composés odorants de cette catégorie comprennent la vanilline, I'eugénol, I'anéthole,
I'estragole et bien d'autres. Les huiles essentielles du clou de girofle, de la vanille, la cannelle,

le basilic, I'estragon...etc.

« Composes terpeniques

Les carbures terpéniques sont des molécules d’origine végétales, renferment une ou
plusieurs doubles liaisons. Les composés terpéniques prépondérants dans la plupart des
essences, sont des hydrocarbures de structure cyclique ou de chaine ouverte. Ils sont formés
d’unités isopréniques a cinq atomes de carbone (CyoHsy)) et les triterpénes (CsoHasg). . .etc. Ils

ont méme origine métabolique (Figure 06).

CH3 CH3
_ Z NcocH =
OCH3
OH OCH 3
Eugénol (Z)- cénnamate de methyl Méthylchavécol ou estragol

Figure06 : Structures de quelques dérivées du phénylpropane (Bakkalia et al., 2008)

Monoterpénes
CHs
CHz
o
H3C OH
H2C CH3 HaC H3C CH3
Limonéne Camphre Thymol
Sesquiterpénes
S S
= "
o-Humuléne p-caryophilléene a-Bisabolol

Figure07 : Quelgues composés terpéniques (Bakkalia et al., 2008)
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11.3- Huile essentielle de syzygium aromaticum

L'huile essentielle des clous de girofle contient principalement de I'eugénol, de 75 a
85%, de l'acétate d’eugénol, de 4 a 10 %, du B-caryophyllene, de 7 & 10 % et de faibles
quantités d'autres produits (dont un peu de vanilline). L'eugénol, extrait de I'huile essentielle
des clous de girofle ou des feuilles de giroflier sont utilisées dans certains produits des
domaines médical et dentaire en raison de ses propriétés antalgique et antiseptique. L'H.E. des
clous de girofle, extraite par hydro distillation, contient principalement deux composés :
I'eugénol et lI'acétyleugénol et I'une des caractéristiques fondamentales de cette huile est sa
densité élevée (d= 1,066 > d’cau = 1.00), ce qui nous permet de les séparer par simple

décantation.

Elle posséde de nombreuses propriétés essentiellement dues a 1’eugénol: anti-inflammatoire,

antiseptique, parasiticide et c’est un anesthésiant local (utilise en chirurgie dentaire par

exemple).
OH
O—CHy
e
9
HO/Q/\/ H3C"c-‘a/©/\/
OCH, OCH; =g
eugénol acétate d’eugénol vanilline

Figure 08 : Quelques composés de 1’huile essentielle de clou de girofle

Le clou de girofle contient plus de 15%d’une huile essentielle, I’eugénol qui a été¢ un produit

volatile synthétisé par le giroflier présent le compose majoritaire de cette huile.

Tableau 01 : composition chimique d’huile essentielle d’un clou de girofle

Composition %
Eugénol 70 4 90%
Acétate d’eugénol 9a15%
B-caryophyllene 5a12%
Acide oléanique 2%
Copaene, a-humulene,caryophyllene oxyde <1%
Vznilline, furfural, méthyl amyl Acytone Traces

11.3.1- Phénylpropanoides
L'eugénol est le principal constituant des huiles essentielles du giroflier. Cette

substance fait partie des phénylpropanoides (Klein et al., 2013). Ce sont des substances trés
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efficaces contre les maladies (bactéricides, virucides et parasiticides), elles ont également un
effet immunostimulant. L'eugénol est le moins toxique des trois "phénols” les plus puissants

présents dans les huiles essentielles : carvacrol, thymol et eugénol (Klein et al., 2013).

11.3.2- Sesquiterpenes

Il s'agit de terpénes de formule C15 Ha4, qui sont trop lourdes pour étre entrainées dans
le distillat lors de la distillation. Elles ne représentent donc pas la majorité des huiles
essentielles en termes de quantite. Le sesquiterpene présent dans I'H.E. de giroflier est le B-
caryophyllene (5 a 14%). Selon Mailhebiau (1989), les sesquiterpénes sont des substances
calmantes et anti-inflammatoires. Effectivement, ils agissent(Klein et al.,2013). D'autres
sesquiterpénes sont présents dans I'H.E. de giroflier, tels que I'a-humuléne <1%, le camphéne
1% et le y-pinéne <1%amine, ce qui réduit les symptdmes inflammatoires tels que les

démangeaisons et les irritations. (Mailhebiau et al., 1992).

11.3.3-Esters aromatiques

Un ester est un composé chimique issu de la fusion d'un alcool aromatique et d'un
acide. L'ester de I'H.E. de clous de girofle est l'acétate d'eugényle, qui est obtenu a partir de
I'eugénol. Le salicylate de méthyle est un autre ester aromatique qui se trouve en tres faible
guantité dans l'huile essentielle (<1%)(Mailhebiau et al., 1992). Il s'agit de composés
musculotropes et neurotropes antispasmodiques. De la méme maniére que l'eugénol, I'acétate
d'eugényle est également antibactérien. Cependant, c'est principalement un stimulateur global,

extrémement bénéfique en cas de dépression hivernale (Klein et al.,2013).

11.3.3-Autres composants
Malgré leur faible présence dans I'huile essentielle de clous de girofle, ces éléments

renforcent l'action des autres composants, démontrant ainsi une synergie d'action.

» Les huiles essentielles aromatiques : L'oxydation de lI'eugénol entraine la création d'un
oxyde. Aromatique aldehyde : la vanilline. C'est grce a cette méthode que I'arbme
artificiel de la vanille a été fabriqué pendant plusieurs années.

» Les oxydes de sesquiterpéne : Ces composés proviennent de la transformation des
sesquiterpénes et sont rares dans les huiles essentielles. Les caractéristiques de ces
molécules sont mal connues, mais ils pourraient étre des molécules anti-inflammatoires
et peu anxiolytiques(Jirovetz et al.,2006). Parmi elles, on retrouve l'oxyde de

caryophyllene présent dans I'huile essentielle de clous de girofle (<1%).
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11.4- Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont produites avec des rendements extrémement faibles
(environ 1 %), ce qui les rend fragiles, rares, mais néanmoins précieuses. Des lors, les
différentes méthodes d’extraction des huiles essentielles ou des extraits aromatiques doivent
étre mises en ceuvre. La variété et la complexité des huiles essentielles rendent difficile le

choix des méthodes d’obtention. (Fernandez et Cabrol-Bass,2007).

» Principaux paramétres d’extraction
La volatilité est I'un des principaux paramétres a considérer lors des opérations

essentielles d'extraction de matieres premieres naturelles aromatiques.

— La capacité a se dissoudre ;
— La taille et la forme des composants ;

— L'adsorption.

Le tableau 2 récapitule les méthodes les plus fréquemment employées ainsi que quelques
catégories de produits. La plupart du temps, ces méthodes d'extraction sont utilisees en ligne

pour réaliser diverses opérations essentielles(Peyron, 1992).
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Tableau02 : Paramétres mise en ceuvre dans les opérations d’extraction (Peyrone, 1992)

Techniques Propriétés Produits fabriqués

Evaporation

Déshydratation - Séchage

Concentration de miscella ($/pres. atm. ou réduite)
Concentration de jus de fruits

Résmnoides, concrétes
Oléorésines

Distillation
Rectification (S/pres. atm_ ou réduite) Isolats, déterpénés
Distillation séche Volatilits Huile empyreumatique
Co-distillation
Avec eau (S/pres. atm. ou en surpression)

Hydrodistillation et & vapeur humide Huiles essentielles Faux

Vapeur seche aromatisées
Avec un autre flmde (5/pres. atm. ou réduite)

Alcool Alcoolats

Polyols Distillats moléculaires
Extraction liguide / solide
Solvant conservé : Corps gras Pommade

Alcool Infusion — Teinture

Solvant éliminé: Fluide Liguide

S _ } Concréie, résinoide
Fluide liquéfié (ou supercritique)

Extraction liquide / liquide Solubilité

Discontinue Essences déterpénées
Continue
Cristallisation aprés concentration partielle et .

e P p Menthol — Anéthol
refroidissement

Broyage — tamisage

Expression — Filtration Formes et taille | Huiles essentielles
des particules d’agrumes

Glagage — Filtration

Séparation au moyen de membranes

Séparation chromatographique . Huiles essentielles
Décoloration Adsorption Absolues
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11.4.1. Distillation

Cela représente la méthode la plus répandue et la plus appropriée pour obtenir les H.Es
les plus pures (NormesAFNOR, 1992). Le concept implique de placer les plantes dans un
alambic industriel ou dans un ballon au laboratoire, puis de les chauffer avec de I'eau, de la
vapeur ou les deux. La chaleur élevée provoque I'explosion ou I'éclatement des cellules
contenant les huiles, qui se dispersent dans la vapeur d'eau. Ensuite, elles sont dirigées vers un
condensateur et refrigérées afin de se réduire a nouveau a la liquéfaction. Lorsque I'huile
flotte a la surface de I'eau de distillation (hydrolat), un essencier ou « séparateur florentin » est
utilisé pour separer I'huile par différence de densités. L'hydrodistillation, également appelée
distillation d'eau, distillation a la vapeur ou hydrodistillation a la vapeur, ainsi que
I'hydrodiffusion. Ils se distinguent par le niveau de contact entre 1’eau liquide et la maticre
végétale.

Il existe trois techniques qui utilisent le principe de la distillation.
11.4.1.1. Hydrodistillation ou “distillation a ’eau”

L'hydrodistillation est une méthode d'extraction dans le rble est dentrainer les
composés volatiles des produits naturels avec la vapeur d'eau sous l'action de la chaleur, les
cellules végétales éclatant et liberent des composés organiques odorants et volatils. La vapeur
d'eau formée entraine les composes organiques a l'état gazeux vers le réfrigérant. La
condensation de ce mélange gazeux, provoque sa séparation en deux phase liquide : une phase
organique huileuse est trés odorante, appeler huile essentielle contenant la majorité des
composés odorants.

Une phase aqueuse odorante, appelée « eaux aromatiques", qui n’en contient que trés peu.

Hydrodistillation ou distillation simple

Figure09 : Schéma d’un montage d'hydrodistillation
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1 : Chauffe —ballon ; 2 : Ballon rond contenant de I'eau, quelques grains de piere-ponce et de
la matiére premiére ; 3 : Thermomeétre ; 4 : Tube réfrigérant ; 5 : Arrivée et sortie d'eau pour
assurer le refroidissement du réfrigérant lavande ; 6 : Eprouvette ; 7 : Fleurs de lavande 8 :

Phase organique contenant le solvant extracteur + les huiles essentielles.
11.4.1.2- Entrainement a la vapeur d’eau (Vapo-hydrodistillation)

L'essencier sépare les vapeurs saturées de composés volatils en une phase aqueuse
(hydrolat) et une phase aqueuse (hydrolat). A la différence de I'hydrodistillation, les plantes
ne sont pas placées dans l'eau et sont disposees sur une grille ou une claque perforée au-
dessus de la base de l'alambic, & une distance suffisante du fond de l'alambic. L'huile de
Palmarosa est une phase organique. SelonGuezzen (2019), cette méthode permet d'éviter

certains dommages par rapport a I'nydrodistillation.

Ilanorad tre 3?{"{:1?\
| T

=orbe de
ean froide
1 —
ll‘“'-,_hl‘?___J'—- —
Vabe de
Securite

Alambic %
ol

Grénérateur| Conirdle Vanne de Vean froide
de vapeur | de debit drainage
de vapeur

Figurel0O: Schéma d’un appareil de distillation des plantes aromatiques a générateur de
vapeur séparé de I’alambic (vapo-distillation)(Benjilali, 2006)
11.4.1.3- Hydro-diffusion
La codistillation vers le bas est I’hydrodiffusion. La vapeur d’eau entraine avec elle
toutes les substances volatiles. La plante est alors soumise a une impulsion de vapeur d’eau,

saturée et humide, mais jamais surchauffée verticalement.(Wijesekara et al., 1997).
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regulation de
la vapeur

condenseurs

Figure 11: Schéma du procédé d’hydrodiffusion.

11.4.2-Extraction par fluide supercritiques

Le dioxyde de carbone est le liquide supercritique le plus couramment utilisé, stable,

insipide, inodore et incolore, mais peut étre asphyxiant a des concentrations éleveées. Il est

thermodynamiquement stable, insipide, inodore et incolore, mais peut étre asphyxiant a des

concentrations élevées. L'utilisation du dioxyde de carbone est relativement récente, le CO2

étant le plus largement utilisé en raison de sa disponibilité et de ses conditions d'extraction

simples. (Besombres, 2008).
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350 g supercritique
04 3 }
260+ Liguide |
E
200 4
..150 |
100 Point °
critique s,
Paint
50 triple s
—-——-'-_'-'-F.
T v T T b - Ll Ll r T L] T L L T T -
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E axtracteur § sdparsteur P pompe
m échangeur de chaleur

Figurel2: Schéma de principe d’une extraction par CO; supercritique (Pellerin, 2001)
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11.4.3- Extraction assistée par micro-onde

Micro-ondes, électromagnétiques a la vitesse de la lumiere, sont utilisées
industriellement pour le transfert de chaleur, notamment pour I'extraction d'huiles essentielles.
La haute fréquence (2,45 GHz) a leurs quatre micro-ondes permet de refroidissement entre les
dipdles (Besombres, 2008).

Figurel3 : Schéma d’une extraction assistée par micro-onde sous vide (Besombres, 2008)
11.4.4-Enfleurage
Cette méthode est particulierement employée typiquement dans le domaine de la
parfumerie, lorsque I’hydrodistillation dénature les molécules a extraire. Les fleurs sont

disposées sur des chassis de verre enduit et renouvelées tous les 3 a 7 jours selon les especes.

Figureld: Enfleurage de pétales de rose (Baleh, 2011)
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11.4.4.1- Enfleurage a froid

L'enfleurage est une méthode efficace d'extraction des huiles florales de haute qualite,
particulierement délicates, en suspendant les plantes dans I'huile froide et en les changeant

apres 12-24 heures, en préservant leur pureté et leur qualite.
11.4.4.2 — Enfleurage a chaud

La technique de macération de I'enfleurage a chaud dans la graisse consiste a incorporer
et a détremper les plantes pendant 12 a 24 heures, a pressuriser et a remplir une chaudiére,

puis a filtrer afin de séparer la graisse des fleurs.
11.5-Conservation des huiles essentielles

IL est essentiel de prendre certaines précautions lors de la conservation des huiles
essentielles. Aprés avoir extrait I'huile essentielle, il est nécessaire de la conserver dans des
flacons en verre opaques bien scellés afin de les protéger de la lumiere. Il est également
important d'éviter tout contact avec l'air (pas d'ouverture prolongée des flacons). Ensuite, il est

nécessaire de maintenir les flacons a une température basse entre (4 -5 C°).

Une fois distillée, I'H.E. est passée par un filtre puis conservée dans une cuve
hermétique. Effectivement, les composés présents dans une huile essentielle sont plutot
volatils et requiérent certaines mesures de préservation. L'huile devra étre reposée au moins
un mois avant d'étre utilisée(Mailhebiau, 1989). Il sera emballé et commercialisé dans des
bouteilles en verre opaque brun ou bleu afin de la protéger de la lumiére et de I'oxygéne. Il est
recommandé de ne pas utiliser du plastique car il peut étre incompatible avec certaines huiles

essentielles.
11.6-Activités biologiques des huiles essentielles

Les H.Es sont largement employées dans le domaine des cosmétiques, de la parfumerie,
de l'industrie alimentaire (les arébmes) et également dans le domaine de l'aromathérapie. Il
s'agit d'une méthode de traitement qui utilise le massage, les inhalations ou les bains tout en
utilisant les H.Es.(Hellal,2011).
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11.6.1- Activité antibactérienne de I’huile essentielle de Syzygium

aromaticum

Les huiles essentielles de girofle sont effectives dans la lutte contre la propagation de
certains agents bactériens. Les propriétés antibactériennes des huiles sont connues depuis
longtemps et sont confirmeées par des publications. Les molécules présents dans les huiles sont
douées de propriétés antibactériennes, notamment les alcohols, les aldéhydes et les phénols
(tels que carvacrol, le thymol et I'eugénol). L'huile essentielle de giroflier fait partie des huiles
ayant le plus fort pouvoir antibactérien.L'activité antibactérienne de I'huile essentielle de
Syzygium aromaticum pourrait étreattribuée aux phénols et notamment a son constituant
majoritaire l'eugénol. Les taux de croissance de Listeria souches monocétogenes ont
significativement réduits par un traitement de 1 % et 2% d'H.E. de clous de girofle. L'huile
essentielle du fruit a montré une forte activité antibactérienne contre Staphylococcus aureus,
tandis que I'huile essentielle des feuilles inhibe fortement la croissance de Bacillus cereus
avec une CMI de 39 pg/mL.L'acétate d'eugényl n'est pas le seul composant dans I'H.E. de
clous de girofle a avoir une activité antibactérienne. L'acétate d'eugényl posséde également
des propriétes bactéricides sur les bactéries aussi bien Gram négative que Gram positive. La
nature des composes tres volatils et instables des huiles essentielles les rendent tres instables
et doivent étre stockées dans des conditions adéquates pour conserver leurs propriétés
chimiques ainsi que physiques.Les souches Gram (-) résistent a I'effet inhibiteur des huiles
essentielles, ce peut étre expliquée par la présence de protéines membranaire appelées pompes
a efflux qui expulsent I'agent antimicrobien hors de la cellule avant qu'il puisse agir.
L'intensité de l'effet de I'huile essentielle du clou de girofle est variable selon les souches

étudiées.
11.6.2- Pouvoir antioxydant de I’huile essentielle de Syzygium aromaticum

La détermination de 1’activité antioxydante (capacité ou potentiel) des divers échantillons
biologiques est généralement basée sur 1’inhibition d’une réaction particuliére en présence
d’un antioxidant (Bousbia, 2011). L'oxydation des aliments entraine des modifications qui
impactent leur saveur, leur couleur, leur odeur et donc leur qualité nutritionnelle. Les lipides
subissent cette oxydation par une chaine de réactions radicalaires en présence d'oxygene. Ces
hydroperoxydes présentent une instabilité et se transforment rapidement en différents sous-
produits tels que des époxydes, des cétones et des aldéhydes, ce qui compromet la qualité des
produits alimentaires (Daouda, 2015). Selon plusieurs recherches. Le clou de girofle
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(Syzygium aromaticum (L.)) joue un rdle crucial dans la médecine traditionnelle en raison de
ses nombreuses propriétés biologiques. Les composés chimiques du clou de girofle
comprennent différentes catégories et groupes tels que les hydrocarbures, les monoterpénes,
les composés phénoliques et les sesquiterpenes. Les composes phytochimiques les plus
fréguemment observés dans I'huile de girofle sont I'eugénol (70 a 85 %), l'acétate d'eugénol
(15 %) et le p-caryophylléne (5 a 12 %) (Mittal et al., 2014). L'eugénol (4-allyl-2 -
méthoxyphénol), parmi les divers ingrédients actifs, posséde de nombreux bénéfices
biologiques tels que des propriétés antioxydantes, anticancérigénes, antibactériennes,

antifongiques et insecticides (Mittal et al., 2014).
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Matériel et Méthodes

Le matériel et méthodes d'une étude ou d'un projet est essentielle pour comprendre
comment la recherche a été menée. Cette section détaille les outils, les matériaux et les
procédures spécifiques utilisés pour collecter des données ou mener des expériences. Elle
fournit un cadre clair pour la reproductibilité des résultats et permet aux lecteurs de
comprendre la rigueur méthodologique appliquée.

I11.1-Matériel biologique
Le matériel végétal utilisé comme matiere premiére est représenté par le clou de Girofle, une
plante disponible dans le marché tout au long de 1’année.
Le matériel végétal utilisé est représenté par la photo ci-dessous, avec les caractéristiques
suivantes :

— Couleur : Marron

— Odeur : Forte

Figure 15: Clous de girofle

111.2- Souches microbiennes utilisées

Dans ce travail une collection de 5 souches microbiennes est utilisée au total : 4 souches
bactériennes ATCC (American Type Culture Collection), et 1 souche fongique. L’ensemble
des souches a été fourni par le laboratoire de microbiologie et de 1’activité microbienne avec
les détails représentés ci-dessous :

Espece Gram Famille

E.coli Gram - Enterobacteriaceae
S.aureus Gram + Staphylococcaceae
P.aeruginosa Gram - Pseudomonadaceae
B.subtilis Gram + Bacillaceae
C.albicans Gram + Saccharomycetaceae
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111.3-Extraction par hydro distillation
111.3.1-Hydro-distillateur

L’appareil utilisé pour I’hydro-distillation est schématisé dans (la figure 16). Il comprend
un chauffe-ballon qui permet une distribution homogene du chauffage dans le ballon, un
ballon en verre ou sont placées la poudre du clou de girofle et 1’cau distillée, une colonne de
condensation de vapeur (réfrigérant) issue de 1’échauffement du ballon, et une ampoule a
décanter en verre qui recoit les extraits de la distillation et permet la séparation de la phase

aqueuse de la phase huileuse par décantation.

Figure 16: hydro-distillateur (photo réelle)

Mode opératoire

La méthode d’extraction choisie est I’hydro distillation selon la Pharmacopée Européenne
(2004).
- Introduire 40g de poudre dans un ballon contenant 400ml d’eau et de porter
I’ensemble a ébullition (température environ 85°C).
- L'huile essentielle se vaporise par chauffage en méme temps que I'eau et est entrainée
par la vapeur d'eau vers le réfrigérant (zone froide). Les vapeurs se transforment en liquide.
Ce dernier est en général formé de 2 liquides non miscibles encore appelés phases :
e La phase aqueuse, la plus abondante est constituée d'eau dans laquelle sont dissoutes
trés peu d'essences odorantes.
e Laphase organique (huile essentielle) est constituée d’essences odorantes.
- L'huile essentielle de clou de girofle a une densité supérieure a celle de I'eau (clou de
girofle),
- Aprés 40 minutes, on observe l'apparition de la premiére goutte de distillat. La
distillation se poursuit jusqu'a obtention d'environ 140 ml de distillat (aprés 4 heures).

24



Matériel et Méthodes

- Le dernier est transferé dans une ampoule a décanter de 500 ml et extrait par trois fois
15 ml de dichlorométhane.

- L’ensemble est agité et dégaz¢é. Apres décantation, on obtient deux phases :

La phase supérieure (I'eau) et la phase inférieure.

- Apres la séparation des deux phases, on séche la phase inférieure (phase organique) a
I’aide du sulfate de magnésium et on filtre. Par la suite, on évapore le dichlorométhane
(40°C) jusqu’a I’obtention d'une huile jaunatre (utiliser évaporateur rotatif)

- L'huile essentielle est ainsi récupérée et conservée a une tempeérature 4°C, a l'abri de la

lumiére dans des flacons en verre sombre pour éviter sa dégradation.

Figure 17 : Etapes d’extraction de I’huile essentielle (Photos réelles)
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I11.4-Analyses de I’huile essentielle

111.4.1- Caractéristiques organoleptiques

Pour évaluer les caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles, plusieurs méthodes et

équipements peuvent étre utilisés:
Evaluation sensorielle :

[1 Olfaction : L'évaluation de l'odeur est genéralement effectuée par des panels de
dégustation formés. Ils peuvent utiliser des flacons spécifiques ou des diffuseurs pour libérer

I'ardbme de I'huile essentielle.

[ GoUlt : Certaines huiles essentielles peuvent étre goltées pour évaluer leur saveur,

souvent diluées dans une solution neutre pour éviter toute irritation.

[1 Apparence : L'aspect visuel de I'huile essentielle peut étre évalué pour noter sa clarte,

sa couleur et toute particule visible.
111.4.2-Calcule de rendement

on préléve I'huile que I'on pése directement, et on calcule le rendement d'apres la formule ci-

dessous :

RH = (MH / Mmv) X 100

Ou:

RH : rendement en huile (%)

MH : Masse de I'huile essentielle en grammes.

Mmv : Masse de la matiére végétale en grammes.

111.4.3- Paramétres physico-chimiques
111.4.3.1-Mesure de pH

Le pH, I’abréviation du potentiel d’hydrogéne mesure 1’activit¢é chimique des ions
hydrogénes (H+) (appelés aussi couramment protons) en solution. Plus couramment, le pH
Mesure I’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.
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111.4.3.2-Mesure de pouvoir rotatoire

Le pouvoir rotatoire est la capacité d’une substance a faire tourner le plan de polarisation
de la lumiére. Cette propriété est mesurée en degrés (°) et peut étre positive (+) ou négative (-)
selon le sens de rotation. La mesure du pouvoir rotatoire permet d’analyser la composition
chimique des substances. La mesure de pouvoir rotatoire est réalisée en utilisant un

polarimetre au niveau du laboratoire.

111.5-Activité antimicrobienne

e Activation des souches etudiées

A partir d’un milieu de conservation on effectue un prélevement de 1ml qui va étre
introduit dans 9ml de bouillon nutritif, qu’on incube a 37°C durant 3 heures. 0,1 ml de cette
derniere solution est ensemencée en surface dans une boite de pétri renfermant le milieu
solide (MH), et qui va étre incubé a 37°C durant 24 heures (Moroh et al, 2008).

e Repiquage des souches bactériennes
Les différentes souches bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries, puis
incubées a 1’étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures afin d’obtenir une culture jeune et des

colonies isolées. Les colonies isolées ont servi a préparer 1’inoculum (Moroh et al, 2008).

e Préparation de I’inoculum
Apres 24 heures d’incubation a 37°C, trois a quatre colonies bien isolées sont prélevées et
émulsionnées dans 5 ml de bouillon nutritif. Des dilutions de suspension bactérienne sont

effectuées afin de standardiser 1’inoculum. La concentration finale des bactéries.

I11.6-Etude de I’activité antimicrobienne in vitro des huiles essentielles

Une suspension bactérienne d’une opacité de 0.5 Mc Farland est préparée a partir d’une
culture pure et jeune agée de 18 heures. Cette opacité, équivalente a une densité optique de
0.08 — 0.1 a 625 nm, peut étre diminuée (ou augmentée) en ajoutant plus de culture afin
d’ajuster la densité optique (DO).

Il est a signaler d’une part que la suspension ajustée devra contenir 107UFC/ml (units
forming colony /ml) et d’autre part que I’inoculum ainsi préparé ne doit pas étre utilisé au-
dela de 15 minutes faute de quoi la concentration et donc I’opacité risque d’augmenter a cause

de la croissance bactérienne.
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Cet inoculum sert & ensemencer des géloses de Mueller Hinton coulées dans des boites de
Pétri sur une épaisseur de 4 mm (qui correspond a 20 ml pour les boites de 90 mm de

diametre) puis séchées a 1’étuve a 37°C avant emploi.

L’ensemencement est effectu¢ par écouvillonnage, a partir de I’inoculum fraichement
prépare. Il consiste a tremper un écouvillon de coton stérile dans la suspension puis le frotter,
apres I’avoir essoré a I’intérieur du tube, a trois reprises sur la totalité de la surface gélosée de
fagon a former des stries serrées, en tournant la boite & environ 60° aprés chaque application
pour obtenir une distribution égale de I’inoculum. Pour chaque souche testée, trois boites de
Pétri sont écouvillonnées par le méme écouvillon a la condition d’étre recharger pour chacun

d’elles.

Des disques de papiers wattmen de 6 mm de diametre, préalablement stérilisés sont
déposés a la surface de gélose ensemencée apres avoir été chargé de 15 pl d’huile essentielle
diluée dans du DMSO (dimethylsulfoxide). D’autres disques, imbibé de DMSO sont utilisés
comme témoins. Des antibiotiques sont effectués en parallele avec les aromatogrammes. Afin
de garantir des conditions expérimentales comparables, chaque trois dépot d’huile essentielle
de concentration similaire ont été placés dans la méme boite. Apres 24 heures d’incubation a

37°C, le diameétre d’inhibition est mesuré.

- Lasensibilité de la souche est nulle pour un diamétre inférieur ou égale a 8 mm.
- Lasensibilité est limitée pour un diamétre compris entre 8 et 14 mm.

- Elle est moyenne pour un diameétre entre 14 et 20 mm.
Pour un diamétre supérieur ou égale a 20 mm la bactérie est tres sensible (Duraffourd et
al.,1990).
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111.7- Etude de I’activité antioxydant
111.7.1-Matériel et réactifs

L'évaluation de I'activité antioxydant de I'extrait des clous de girofle a été réalisée en utilisant

le matériel suivant :

e Un spectrophotomeétre UV-visible de la marque Jenway.

Une balance sensible avec une précision de 0.01 mg.

Des tubes a essayer avec leurs supports.

Deux pipettes graduées de 1ml ainsi qu'une micropipette (pipette personnalisée).

Le papier aluminium est utilisé pour protéger les solutions de la lumiére.

e Une fiole de 100 ml pour préparer la solution de DPPH.

111.7.1-Produits employés

Tableau 03: produits et standards utilises, leurs marques et puretés

Produits et standards Marque Pureté

DPPH Flucka 97%
Meéthanol Merck 99,50%

Vitamine C Sigma-Aldrich >99%

Pour le DPPH I'absorbance mesurée a 517 nm montre une chute rapide dans un intervalle
tres réduit de la dose d'extrait des clous de girofle, comme le montre le Tableau 03.

La solution de concentration de 0,04 % du DPPH (2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) est
dissoute dans le méthanol absolu a raison de 4 mg de DPPH dissous dans 100 ml de méthanol.
On a prépare les échantillons en dissolvant 0,5 mg d'extrait dans 0O ml de méthanol. Ensuite,
cette solution, appelée solution mere, est diluée afin d'obtenir des concentrations variées,
d'environ mg par ml. En méme temps, on a préparé des solutions méthanoliques contenant de
la vitamine C, en dissolvant 0,2 mg de chaque standard dans 01ml de méthanol. Les
conditions de mesure de I'absorbance sont identiques a celles de I'échantillon testé. On ajoute
1 ml de méthanol dans des tubes secs et stériles et les différentes concentrations.

Un blanc est préparé pour chaque dilution avec 1 ml de méthanol et 1 ml de la solution
DPPH.

La lecture est réalisée en utilisant un spectrophotomeétre UV-visible par la mesure
d'absorbance a 517 nm dans des cuves en quartz de 2 ml.
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111.7.3-Détermination du pouvoir antioxydant

Pour obtenir la concentration efficace qui réduit la concentration initiale de DPPH a 50%
(EC50), les résultats sont exprimés en activité antioxydant, qui exprime la capacité de
piégeage du radical libre et elle est estimée par le pourcentage de décoloration du DPPH en
solution dans le méthanol. L'activité antioxydant<< AA% >> est donnée par la formule
suivante :

% Inhibition= (Abs control Abs test) / Abs control* 100

Soit :
AA : Activité antioxydant.
Abs : Absorbance a la longueur d'onde de 517 nm.
Abs control : Absorbance a la longueur d'onde de 517 nm de la solution méthanol + DPPH.

Abs test : Absorbance & 517 nm de I'échantillon.
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Résultats et Discussion

IV.1-Analyses de I’huile essentielle
IV.1.1- Caractéristiques organoleptiques

Chaque extrait se distingue par ses caractéristiques organoleptiques telles que I'odeur,
I'aspect et la couleur.Les caractéristiques de notre huile essentielle extraite des clous de girofle

sont comparees aux normes d'AFNOR dans le (Tableau 4).

Tableau 04: Caracteéristiques organoleptiques(Nardi et al., 2003)

Couleur

Norme Liquide mobile Jaune tres clair Epicée

AFNOR limpide parfois, caractéristique de
Iégérement I’eugénol
visqueux

Huile Liquide mobile Jaune pale Forte odeur épicée

Essentielle limpide et tonifiée

Etudiée

Notre H.E présente des parameétres organoleptiques similaires a ceux mentionnés dans

la littérature.

IVV.1.2-Analyse physico-chimique

Auparavant, les seules indications permettant d'évaluer la qualité d'une huile
essentielle étaient les caractéristiques organoleptiques (apparence, couleur, odeur, godt), mais
comme ces propriétés ne fournissent que des informations trés limitées sur ces essences, il
faut recourir a d'autres techniques de caractérisation plus précises. La qualité d'une huile
essentielle et sa valeur commerciale sont déterminées par des normes reconnues qui

concernent les caractéristiques physicochimiques (Taleb, 2015).

IVV.1.2.1- calcul de rendement
Le pourcentage du rendement d’huile extrait dans cette étude est représenté dans le

tableau 5.

Tableau5 : Calcule du rendement d’huile extrait a partir de clous de girofle

Masse traitée(g) 100 40 40 20

Volume d’eau (ml) 500 500 500 500
Durée d’extraction 30 min 2h30min 3h15min 1h
Q)

Masse d’huile 2,622 1,374 2,095 1,84

obtenue(g)

Rendement (%) 2,622 3,435 5,2375 9,2
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Dans notre situation, l'utilisation de I'hydrodistillation est plus efficace que d'autres
méthodes d'extraction. Elle se caractérise par sa simplicité, son co(t abordable et sa facilité
d'utilisation. En complément de I'analyse des rendements en HE a permis d'obtenir des

résultats satisfaisants pour I'extraction par voie de purification par I'nydrodistillation.

Les propriétés physicochimiques de I'huile de clou de girofle, notamment, le pH et le

pouvoir rotatoire ont été établis selon des méthodes standardisées par 'AFNOR.

IV.1.2.2-Contréle du pH
Le tableau suivant présente les résultats obtenus de la mesure de pH. Les résultats montrent la

nature acide d’huile extrait a partir du clou de girofle.
Tableau 06: Mesure du pH
Meéthodes Papier pH pH meétre

IV.1.2.3-Mesure de pouvoir rotatoire

L'huile essentielle de clou de girofle posséde un pouvoir rotatoire qui est tres utile pour

son identification, sa caractérisation et son contréle de qualite.

De nombreuses études ont examiné le pouvoir rotatoire de I'huile essentielle de clou de
girofle, révélant des variations des valeurs o dues a des facteurs tels que 1'origine des clous de
girofle, les méthodes d'extraction et les conditions d'analyse. Le tableau 07 résume les

mesures du pouvoir rotatoire issues de certaines études :

Tableau 07 : Résultats du mesure de pouvoir rotatoire

Température (°C) Pouvoir rotatoire (o) (°)

Benmansour et al. 25 -1,48
(2019)

Présente étude 25 -1,52
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On observe que le pouvoir rotatoire (o) de l'huile essentielle de clou de girofle est
toujours négatif, ce qui est caractéristique des molécules optiquement actives ayant une
configuration (R).

La valeur de o varie entre -1.48° et -1.52° pour les différentes études présentées. Cette
variation peut s'expliquer par plusieurs facteurs, tels que l'origine des clous de girofle, la
méthode d'extraction de I'huile essentielle, la concentration de I'huile dans le solvant, la

longueur d'onde de la lumiére utilisée et la température de mesure.

1V.2-Evaluation de ’activité antimicrobienne
1V.2.1-Activité antibactérienne

1VV.2.2-Lecture des résultats

La lecture des résultats se fait en observant 1’absence de croissance bactérienne autour des
disques, en mesurant le diametre de la zone d’inhibition en millimétres, et en interprétant ces

résultats a I’aide de symboles indiquant la sensibilité des bactéries (Tableau 8).

Tableau 08 : Résultats de I’aromatogramme

Souche microbienne Gram | Diametre (mm) | Sensible | Résistante
Escherichia coli - 27+ +++ /
Pseudomonas aeruginosa - 26 +++ /
Staphylococcus aureus + 22 +++ /
Bacillus subtilis - 30 +++ /

L’effet de I’huile essentielle de clou de girofle sur les souches bactériennes :

Escherishia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas, aeruginosa et Bacillus

subtilis ont montré un effet positif (souches sensibles).

Selon une étude réalisée par Rhayour (2016), il a été démontré que I’huile essentielle
de girofle a une activité bactéricide principalement grace a son composant principal,
I’eugénol, issus de la famille des phénols. Il semble donc que les HE commencent par fixer

ces molécules sur les membranes bactériennes, ce qui entraine des changements de structure
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et de perméabilité, entrainant ainsi une perte de constituants cellulaires causée par une lyse

importante des cellules bactériennes.

Pseudomonas aeruginosa sont des bactéries & Gram négatif résistantes a 1’huile
essentielle. La membrane bactérienne de ces souches est riche en liposaccharides, qui créent
une surface hydrophile (Shakeri et al.,, 2014). Ces liposaccharides agissent comme une
barriére de pénétration, empéchant les macromolécules de pénétrer dans la cellule (Kong et
al., 2008). En conséquence, les bactéries a Gram négatif (-) sont relativement résistantes aux

huiles essentielles.

Dans cette étude, une importante activité antibactérienne de I’huile essentielle de clou
de girofle contre E. coli a été observée. Ce résultat est surprenant, car E. coli est une bactérie a

Gram négatif, généralement considérée comme plus résistante aux huiles essentielles.

Afin de confirmer ce résultat inattendu, les tests d’activité antibactérienne ont été
répétés a plusieurs reprises. A chaque fois, I’huile essentielle de clou de girofle a démontré

une activité positive contre E. coli.

Ce résultat contraste avec celui d’une étude précédente (Atmani et al., 2015), qui avait
observé que la souche a Gram négatif E. coli était sensible a I’huile essentielle de clou de

girofle.

Certains auteurs ont rapporté que la sensibilité des bactéries aux extraits végétaux ne
dépend pas nécessairement de leur classification Gram, mais plutdt de la composition
specifique des extraits utilisés (Dorman et al., 2000). Cela pourrait expliquer les résultats
divergents observés dans les différentes études.
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Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Bacillus subtilis

Pseudomonas aeruginosa

Figure 19 : Résultat de I’aromatogramme des souches microbiennes testées (photos réelles)
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L’activité antibactérienne de 1’extrait d’huile essentielle a été évaluée par la méthode de
diffusion des disques sur un milieu gélosé solide Muller-Hinton. Cette méthode permet de
mesurer 1’efficacité de I’extrait a inhiber la croissance microbienne in vitro. Pour cela, le
diamétre des halos d’inhibition a I’extérieur de la zone de croissance fermée a été mesuré.

Les bactéries sont classées comme sensibles ou résistantes selon les critéres suivants :
Diametre des halos < 8 mm : bactéries résistantes (-)
Diametre des halos entre 9-19 mm : bactéries sensibles (+)
Diametre des halos entre 15-19 mm : bactéries tres sensibles (++)

Diamétre des halos > 20 mm : bactéries extrémement sensibles (+++)

L’action de I’huile essentielle sur les microorganismes dépend d’une part, de la
structure membranaire de la cellule cible, puisqu’elles possédent un effet inhibiteur beaucoup

plus sur les bactéries a Gram+ que sur les bactéries a Gram-.

Selon De Billerbeck (2007), I’activité des huiles devrait étre liée a la composition
spécifique des huiles volatiles de la plante, a la configuration structurale des composants
constitutifs des huiles volatiles, a leurs groupes fonctionnels et aux interactions synergiques

possibles entre les composants.

Cette activité pourrait étre attribuée au composé majoritaire de 1’huile essentielle de
Syzygium aromaticum, qui est I’eugénol (appartenant a la classe des phénols). L’eugénol est
trés actif contre les micro-organismes testés, utilisé comme agent bactéricide ou

bactériostatique selon la concentration utilisée.

Il rend la membrane du micro-organisme perméable, provoquant une fuite d’ion K+,
ce qui implique la perte de ’osmose de la cellule suivie de la mort du micro-organisme. De

plus, il empéche la croissance du micro-organisme (Beloud, 2003).

L’huile essentielle ¢tudiée attaque la membrane bactérienne en modifiant ses
propriétés physiques. Cette membrane est composée de glycérophospholipides et se divise en
deux couches : une couche hydrophobe et 1’autre hydrophile. Elle est semi-perméable et

permet le passage de molécules polaires ainsi que de gaz.

Dans la situation actuelle, 1’eugénol provoque une perte de cette perméabilité
sélective en combinant des parties hydrophiles et hydrophobes. Cette augmentation de

perméabilité fait perdre a la bactérie ses constituants cellulaires.
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Par ailleurs, 1’huile essentielle va acidifier I’intérieur de la bactérie pour bloquer sa

production d’énergie et de composantes de structure.

Enfin, si la bactérie survit, I’huile attaquera directement le matériel génétique de cette
derniere (Bouzaaet al., 2022).

IV.2.3-Activité antifongique

L’activité antifongique a été expérimentée sur la levure du genre Candida : Candida
albicans.

Les résultats des diamétresd’inhibition sont exposés dans (Tableau 9).

Tableau 09 : Résultats de I’aromatogramme

Souche fongique Diametre (mm) Sensible

Condida albicans 34mm T+

D’apres les informations fournies, les principaux résultats sont les suivants :

eLa levure Candida albicans s’est montrée trés sensible a I’extrait de clou de girofle,
comme en témoignent les importants halos d’inhibition observés.
e L’huile essentielle de Syzygium aromaticum (clou de girofle) a démontré une forte

activité antifongique sur ’ensemble des souches testées.

Ces données suggerent que les composés bioactifs présents dans le clou de girofle, qu’il
s’agisse de D’extrait ou de I’huile essentielle, pourraient étre utilisés comme agents

antifongiques naturels potentiels, notamment dans le traitement des infections & Candida
albicans.
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Condida albicans

Figure 20: Résultat de I’aromatogramme de la souche antifongique (photos réelles)

Les fongicides synthétiques sont largement utilisés pour prévenir la croissance des
champignons filamenteux et constituent une alternative aux produits chimiques reconnus pour
leurs propriétés cancérogénes, tératogenes, oncogenes et génotoxiques (Nagendra et
al.,2010).

L’huile essentielle de clous de girofle possede une forte activité antifongique contre
Candida albicans, un pathogene fongique opportuniste (Barour, 2022)

Les études ont montré que I’huile essentielle de clous de girofle a une activité
inhibitrice élevée contre la croissance de Candida albicans. Les composés majeurs de 1’huile,
comme I’eugénol et le B-caryophylléne, sont responsables de cette activité antifongique.

De plus, les résultats de ces travaux concordent avec ceux d’autres chercheurs qui ont
également rapporté 1’efficacité de I’huile essentielle de clous de girofle contre d’autres
pathogénes fongiques comme Penicillium sp., Fusarium spp., Aspergillus spp.

Donc, I’huile essentielle de clous de girofle représente une option intéressante pour le
développement de nouveaux agents antifongiques naturels, notamment contre les infections a
Candida albicans (Barour, 2022).
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IV.4-Evaluation de ’activité antioxydante

IV.4.1-Test au DPPH

\ 7
i + A
oM
DPPH-H

Ou AH est un composé antioxydant capable de céder im H™ au radical DPPH.

Figure 21 : Forme réduite du radical DPPH (In Benayache et al.,2011)

L'activité antioxydante des huiles a éte évaluée en utilisant la méthode par le DPPH.Les huiles
essentielles ont été évaluées pour leur capacité a capturer les radicaux DPPH selon les criteres

décrits par(Velazquez et al.2003).

Figure 22 : évolution de ’activité antioxydante en fonction de la concentration de I’HE de

clous de girofle(photos réelles)
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Tableau 10: Variation du taux de piégeage (1%) du DPPH en fonction des différentes
concentrations de I'extrait des clous de girofle

Tube (n°) Concentration V(ul) I moy (%0)
(mg.ml?)

1 0,00000 0 0

2 0,00125 5 68,346
3 0,00250 10 73,925
4 0,00500 20 78,992
5 0,01000 40 84,856
6 0,01500 60 87,304
7 0,02000 80 89,468

Le tableau présente les résultats de I'expérience pour sept tubes différents, chacun
contenant une concentration d'extrait de clous de girofle différente. Il montre que le
pourcentage d'inhibition du DPPH augmente avec la concentration d'extrait de clous de
girofle. Cela signifie que les clous de girofle ont une activité antioxydante, c'est-a-dire qu'ils
sont capables de piéger les radicaux libres. Les radicaux libres sont des molécules instables

qui peuvent endommager les cellules et contribuer au vieillissement et a diverses maladies.

e Le tableau indique que le taux d'inhibition du DPPH est de 0 % pour le tube 1, qui ne
contient pas d'extrait de clous de girofle. Cela confirme que le DPPH n'est pas inhibé par lui-
méme.

e Le tableau indique que le taux d'inhibition du DPPH est de 68,346 % pour le tube 2,
qui contient la concentration d'extrait de clous de girofle la plus faible (0,00125 mg/ml).
Cela suggére que méme une faible concentration d'extrait de clous de girofle a une activité
antioxydante.

e Le tableau indique que le taux d'inhibition du DPPH est de 89,468 % pour le tube 7,
qui contient la concentration d'extrait de clous de girofle la plus élevée (0,02000 mg/ml).
Cela suggere que l'activité antioxydante des clous de girofle augmente avec la concentration
d'extrait.

Tableau 11 : Variation des absorbances et du taux de piégeage du DPPH en fonction des

différentes concentrations des étalons d'antioxydants (vitamine C)

Tube Concentration V (ul) I moy (%)
(mg.ml%)
1 0,0000 0 0,000
2 0,000498753 5 12,379
3 0,002955665 30 32,120
4 0,005825243 60 62,945
5 0,00861244 90 68,366
6 0,013953488 150 73,463
7 0,018181818 200 77,832
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1V.3.2-Détermination de la valeur EC50

La présence d'une activité antioxydante remarquable dans I'huile essentielle de clous de
girofle est principalement due a sa forte concentration en eugénol. L'efficacité de cette huile
essentielle en tant qu'antioxydant naturel est confirmée par les résultats obtenus par la
méthode DPPH, ce qui en fait une alternative prometteuse aux conservateurs synthétiques
dans différentes applications industrielles.La valeur EC50 est une mesure de la concentration
d'un échantillon qui est nécessaire pour inhiber une fonction biologique ou biochimique
specifique de 50%. Dans le contexte de l'activité antioxydante, la valeur EC50 est la
concentration d'un échantillon nécessaire pour piéger 50% des radicaux libres dans un DPPH
solution. Une valeur d’EC50 inférieure indique qu'un échantillon a une activité antioxydante
plus élevée, tandis qu'une valeur d’EC50 plus élevée indique qu'un échantillon a une activité
antioxydante plus faible (Vimala et al. ,2011). On sait que l'acide ascorbique (vitamine C) a
une propriété antioxydant trés élevée et c'est pourquoi nous l'avons utilisé comme standard
pour le comparer a nos échantillons, ou le réle antioxydant de I'acide ascorbique découle de

ses propriétés réductrices.

Tableau 12: valeurs EC50 de I’extrait de clous de girofle et le standard antioxydant

(vitamine C)

Composés EC50 (pg/ml)
L'HE de clous de girofle 0,950

Les résultats de cette expérience suggerent que les HEs de clous de girofle pourraient

étre une source utile de composés antioxydants. Cependant, des études supplémentaires sont
nécessaires pour confirmer ces résultats et pour déterminer la meilleure fagon d'utiliser les

clous de girofle a des fins thérapeutiques.

Les resultats de cette expérience sont en accord avec les résultats d'autres études qui ont
montré que les clous de girofle ont une activité antioxydant. Par exemple, une étude a montré
que I'extrait de clous de girofle a un effet protecteur contre les dommages oxydatifs induits
par le peroxyde d'hydrogene dans les cellules hépatiques Chen and Kong (2010). Une autre
étude a montré que l'extrait de clous de girofle a un effet protecteur contre les dommages

oxydatifs induits par les rayons ultraviolets dans les cellules de la peau Yang et al., (2010)
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Figure23 : Variation du taux de piégeage du DPPH par I’extrait du clous du girofle en

différentes concentrations
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Figure24 : Variation du taux de piégeage du DPPH par la vitamine C en différentes
concentrations

44






Conclusion

Le clou de girofle est a l'origine une épice locale orientale. Cependant, pendant la
période. 1l est devenu au fil du temps un produit de luxe en Occident, puis un produit
alimentaire. (En particulier en utilisant de la vanilline) avant d'étre employé comme un
produit d'aromathérapie. De nos jours, on peut également trouver le bouton floral du giroflier

dans divers produits.

Pendant notre étude, Il a été observé que le clou de girofle contient une quantité d'huile
que l'on peut extraire par hydrodistillation avec un rendement varient entre (2,622%et 9,2%)
et nous avons examiné la composition chimique, l'activité antioxydante en capturant les
radicaux libres, ainsi que l'activité antimicrobienne des huiles essentielles de clou de girofle.
Les huiles essentielles de Syzygiumaromaticum ont présenté des effets, anti-oxydants par
inhibition des radicaux DPPH, une ECso de 0,950 (ug/ml) a été notée. Une bonne sensibilité
des souches microbiennes et fongique a I’huile. Ces résultats confirment que huile de clous de

girofle posséde une activité inhibitrice étendue sur les microorganismes testés.

En effet, les résultats de ces travaux montrent que le clou de girofle peut étre considéré
comme le champion de tous les antioxydants connus a ce jour. Une goutte d’huile de clou de
girofle est 400 fois plus puissante. Le clou de girofle est une herbe médicinale puissante avec
un héritage traditionnel et une histoire solide. Il a des avantages pour la santé physique,
mentale et émotionnelle. Il posséde des propriétés antioxydantes, antifongiques, antivirales,
antimicrobiennes, antidiabétiques, anti-inflammatoires, anti-thrombotiques, anesthésiques,
analgésiques et insectifuges. L’eugénol est le principal constituant responsable des propriétés

médicinales du clou de girofle. Il est I’épice la plus importante du monde.

Ces résultats restent préliminaires, il serait donc intéressant de poursuivre les
investigations sur ce fruit en se focalisant sur d’autres extraits voir méme isolement de
substances qui sous-tendent les diverses activités détectées. De plus, des études approfondies
concernant 1’identification des composés par des méthodes plus performantes (CPG,
CPG/SM) seront necessaires. Pour mieux évaluer ’activité antibactérienne, d’autres études in
Vitro et in Vivo seraient intéressantes, et il serait Souhaitable de faire d’autres poursuites afin

de dévoiler les autres activités biologiquesde Syzygium aromaticum.
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Résumé

L’utilisation des huiles essentielles, notamment en aromathérapie, se développe a
I’échelle mondiale, portée par la demande de produits naturels et la reconnaissance de
leurs effets bénéfiques sur la santé.

L’huile essentielle des boutons floraux de Syzygium aromaticum (giroflier) est
extraite par hydrodistillation, avec un rendement d’extraction satisfaisant de 9.2% selon
cette étude. L’huile essentielle se caractérise par un pH de 4.12, ce qui facilite son
utilisation dans diverses préparations. Les analyses ont montré que I’huile essentielle
possede une forte activité antibactérienne et antifongique et un pouvoir antioxydant.
L'huile essentielle posséde un effet antimicrobien sur Escherichia coli (27mm)
Pseudomonas aeruginosa (26mm), Staphylococcus aureus (22mm), Bacillus subtilis
(30mm) et condida albicans (34mm).

Effet antioxydantest la capacité de piéger le radical libre DPPH. En comparaison
avec d’autres standards de référence, les pouvoirs de piégeage de ce radicale sont classés
dans cet ordre I'extrait de clous de girofle > vitamine C. Cet extrait posséde le plus fort
potentiel antioxydant, qui est principalement dd a son principal composé eugénol.

A la lumiére de ces études, I’huile essentielle de Syzygium Aromaticum est qualifier
comme antioxydant, antimicrobienne a large spectre.
Mots clés: Clous de girofle, huile essentielle, activité antibactérienne, activité

antioxydant, extraction.




uaile

Claiidl e lhll de dae alle @lai o il 5 b gz 3adl A dala g Ay shaall gyl aladial) ) gl
Asaall o sadall b HEL Gl yie V) g dpaplall

(Al il 515k e (JELA) Syzygium aromaticum) i asl s (e kel Cu ) #1 Adul S4
Jems Lan 64,12 Aagan An (5 kaad) ol Saaiy Al pall 03¢ 5 9492 o8 (i ya gl Akl dle aa
3] 5 iy pladll 5 L Sl dliae i 4l (g kel 31 o cOllall @ jedal ) juanivuall Calise 8 Aaladiul
Rex

Escherichia coli (27mm), Pseudomonas e «lis Suall 1aliae 1530 (g kel cy il el
aeruginosa (26mm), Staphylococcus aureus (22mm), Bacillus subtilis (30mm), and
Candida albicans (34mm).

(5 AV aa sl ulaay e | DPPH_AN )3l Ll e 3 )0l 4l ansSBU sliae Jii 3l Galiive
LIS (5 81 Galiiual 138 elliag & (ppeli < Jii 3l Galiioe sag il 13 g8 H0al) 1 Lol ) )28 Caias
i) ot 48 e () ety IS g 5 A5 3008 3ol

e 5 3283 sliae 4LSyzygium Aromaticum- s shell Cu 3l Cra s (Say «lal jall o3 ¢ gua
Lo @l e Gl Sl

2V A5 2SO bl bl Sl Slmall Jabiil) o asla¥) Jii a0y y s dpaliial) cilalgl)




Abstract

The use of essential oils, particularly in aromatherapy, is growing worldwide, driven by
the demand for natural products and the recognition of their beneficial effects on health.
The essential oil from the flower buds of Syzygium aromaticum (clove) is extracted by
hydrodistillation, with a satisfactory extraction yield of 9.2% according to this study. The
essential oil is characterized by a pH of 4.12, which facilitates its use in various
preparations.

The analyses have shown that the essential oil has strong antibacterial, antifungal, and
antioxidant activities. The essential oil has an antimicrobial effect on Escherichia coli
(27mm), Pseudomonas aeruginosa (26mm), Staphylococcus aureus (22mm), Bacillus
subtilis (30mm), and Candida albicans (34mm). It also has an antioxidant effect, with the
ability to scavenge the DPPH free radical. Compared to other reference standards, the
radical scavenging powers are ranked in this order: clove bud extract > vitamin C.

Based on these studies, the essential oil of Syzygium aromaticum is qualified as antioxidant

and broad-spectrum antimicrobial.

Keywords: Clove, essential oil, antibacterial activity, antioxidant activity, extraction.




