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Résumé

Syzygium aromaticum, communément appelé clou de girofle, est une plante appartenant a
l'ordre des Myrtales et a la famille des Myrtacées. 11 est également répertorié parmi les plantes
aromatiques médicinales (PAM) et est connu sous le nom de "koronfol" en Algérie. Les huiles
essentielles (HE) sont des composés extraits des plantes aromatiques qui possédent des
propriétés thérapeutiques grace a leurs activités biologiques. L'objectif de notre étude était de
valoriser I'huile essentielle de clou de girofle. Pour ce faire, nous avons extrait I'huile essentielle
a partir d'échantillons de clous de girofle achetés chez un herboriste a la rue de chevalier, wilaya
de Constantine, en mars 2023. L'extraction a €té réalisée par hydrodistillation (type Clevenger)
et le rendement de I'huile essentielle a été estimé a 1,18% selon les normes de I' AFNOR. Nous
avons €galement évalué la qualité de I'huile essentielle en suivant les normes de I'AFNOR. Une
analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG/MS) a
permis d'identifier 14 composés dans l'huile essentielle, dont quatre se sont révélés étre les
principaux et dominants : l'eugénol (67,1022%), le trans-caryophylléne (23,0672%),
l'acétyleugénol (3,5904%) et l'a-caryophyllene (2,9272%).Nous avons ensuite étudi¢ les
activités biologiques de l'huile essentielle, en particulier son activité antimicrobienne, en
utilisant la méthode de diffusion des disques sur gélose contre six souches microbiennes :
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Candida
albicanset Aspergillus brasiliensis. Les résultats ont démontré un large spectre d'action de
I'huile essentielle contre toutes les souches testées, avec des diamétres d'inhibition variant de 8
a 20 mm pour les bactéries et de 20 a 30 mm pour les champignons. Différentes concentrations
d'huile essentielle ont été testées (100%, 75%, 50% et 25%, 1/2, 1/4, 1/12) pour déterminer la
concentration minimale inhibitrice (CMI). La CMI a été estimée a une valeur de 0,5 mg/ml.
Nous avons également évalué la toxicité de I'huile essentielle de clou de girofle en réalisant un
test de toxicité aigué (DLso) sur des souris albinos. Les résultats ont montré une légere toxicité,
avec une DLso estimée a 200 mg/kg. En conclusion, notre étude met en évidence l'activité
antimicrobienne de l'huile essentielle de clou de girofle, qui dépend des caractéristiques
physico-chimiques et de la composition de l'huile, ainsi que des souches microbiennes testées.
Dans le but d'une utilisation quotidienne pour les soins bucco-dentaires, notre objectif est de

développer une lotion pharmaceutique (bain de bouche) a base de cette huile essentielle.

Mots clés : Syzygium aromaticum, Huile essentielle, Activité antimicrobienne, CG/MS, Bain

de Bouche.



Abstract

Syzygium aromaticum, commonly known as clove, is a plant belonging to the order Myrtales
and the family Myrtaceae. It is also categorized as a medicinal aromatic plant (MAP) and is
known as "koronfol" in Algeria. Essential oils (EOs) are secondary metabolites obtained from
aromatic plants that possess therapeutic properties due to their biological activities. The aim of
our study was to valorise clove essential oil. In our work, we extracted the essential oil from
clove samples purchased from an herbalist on Chevalier Street, Constantine Province, in March
2023. The extraction was performed using hydrodistillation (Clevenger-type), and the yield of
our essential oil was estimated to be 1.18% according to AFNOR standards. We also assessed
the quality of the essential oil following AFNOR norms. Gas chromatography-mass
spectrometry (GC/MS) analysis was conducted to detect the chemical compounds in our
essential oil. This analysis allowed us to identify 14 compounds with varying percentages,
including four major and dominant ones: eugenol (67.1022%), trans-caryophyllene
(23.0672%), acetyleugenol (3.5904%), and a-caryophyllene (2.9272%). Furthermore, we
investigated the in vitro biological activities, particularly the antimicrobial activity, of the
essential oil based on its physicochemical characteristics and chemical composition. We used
the agar disk diffusion method against six microbial strains: Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Candida albicans, and Aspergillus
brasiliensis. The results demonstrated a broad-spectrum action of the essential oil against all
tested strains, with inhibition zone diameters ranging from 8 to 20 mm for bacterial strains and
20 to 30 mm for fungal strains, using different concentrations of the essential oil (100%, 75%,
50%, and 25%, 1/2, 1/4, 1/12). We performed a three-factor analysis of variance (ANOVA)

nn

considering "strains," "concentrations," and "strain-concentration interactions" to determine the
minimum inhibitory concentration (MIC) against the six tested microbial strains. The MIC was
estimated to be 0.5 mg/ml. Additionally, we evaluated the toxicity of clove essential oil by
conducting an acute toxicity test (LDso0) on albino mice. The results showed slight toxicity, with
an estimated LDso of 200 mg/kg. In conclusion, this study highlights the antimicrobial activity
of clove essential oil, which depends on its physicochemical characteristics, composition, and
tested microbial strains. Our objective is to develop a pharmaceutical lotion (mouthwash) based

on this essential oil for daily oral care.

Key words : Syzygium aromaticum, Essential oil, Antimicrobial activity, GC/MS, Mouthwash.
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Introduction

Le clou de girofle, connu scientifiquement sous le nom de Syzygium aromaticum, est
une plante aromatique largement utilisée dans le domaine de la santé et des soins traditionnels.
Cette plante, appartenant a l'ordre des Myrtales et a la famille des Myrtacées, possede des
propriétés médicinales précieuses, notamment dans le domaine des soins bucco-dentaires.
L'huile essentielle extraite des boutons floraux du clou de girofle est particuliérement prisée

pour ses nombreux bienfaits thérapeutiques.

Face a l'essor de la médecine naturelle et a la recherche constante de solutions
alternatives et naturelles pour les soins de santé, I'huile essentielle de clou de girofle représente
un domaine d'étude prometteur. Son utilisation traditionnelle dans les soins bucco-dentaires et

son potentiel thérapeutique en font un sujet d'intérét pour la recherche scientifique. !

Des études antérieures ont démontré l'activité antimicrobienne de I'huile essentielle de
clou de girofle. L'eugénol, 1'un des principaux composés présents dans cette huile essentielle, a
montré des propriétés antibactériennes contre certaines souches bactériennes, notamment
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli.* Cette
activité antimicrobienne peut étre bénéfique dans le contexte des soins bucco-dentaires pour

combattre les infections et promouvoir une santé buccale optimale.

Dans ce mémoire, nous visons a valoriser 'huile essentielle de clou de girofle en
développant une lotion pharmaceutique spécifiquement dédiée aux soins bucco-dentaires. Pour

atteindre cet objectif, nous prévoyons de réaliser plusieurs techniques.

Tout d'abord, nous procéderons a une extraction rigoureuse de 1'huile essentielle de clou
de girofle a partir d'échantillons de haute qualité. Cette étape d'extraction nous permettra
d'obtenir une huile essentielle pure et de qualité. Ensuite, nous évaluerons les caractéristiques
physico-chimiques de l'huile essentielle selon les normes de référence pour garantir sa qualité
et son potentiel thérapeutique. En parallele, nous réaliserons une analyse approfondie de la
composition chimique de l'huile essentielle en utilisant la chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse (CG/MS). Cette analyse nous permettra d'identifier et de
quantifier les principaux composés actifs présents dans I'huile de clou de girofle, y compris

l'eugénol, le trans-caryophylléne, l'acétyleugénol et l'a-caryophylléne.?

De plus, nous évaluerons l'activité antimicrobienne de l'huile essentielle de clou de
girofle en utilisant des méthodes appropriées, telles que la méthode de diffusion des disques sur
gélose, pour déterminer son efficacité contre différentes souches microbiennes.? Nous

mesurerons également la concentration minimale inhibitrice (CMI) pour évaluer la puissance
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antimicrobienne de 1'huile essentielle. Enfin, nous réaliserons un test de toxicité aigué pour
déterminer la dose létale médiane (DLso) de I'huile essentielle de clou de girofle. Cela nous
permettra d'évaluer la sécurité de l'utilisation de cette huile essentielle dans la lotion

pharmaceutique (bain de bouche) pour les soins bucco-dentaires.*

En conclusion, ce mémoire vise a valoriser l'huile essentielle de clou de girofle en
développant une lotion pharmaceutique (bain de bouche) spécifique pour les soins bucco-
dentaires. En réalisant une extraction rigoureuse de l'huile essentielle, en évaluant sa
composition chimique, son activité antimicrobienne et sa toxicité, nous cherchons a fournir une

solution naturelle, efficace et siire pour I'hygiéne buccale quotidienne.!>**
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Chapitre | Généralités sur la plante de clou de girofle

1. Etude de la plante

1.1. Classification taxonomique de clou de girofle

Syzygium comprend 2000 espéces dans le monde.> Dont le clou de girofle, ou Syzygium
aromaticum, est le fruit d'un arbre originaire de régions tropicales. Il est considéré comme une
épice aromatique et se distingue par le développement initial de deux cotylédons non soudés, qui
sont les feuilles embryonnaires de la plante contenant des substances nutritives pour permettre son
développement. Une autre caractéristique distinctive de ce genre est l'inflorescence en cyme
terminale.®
Le clou de girofle appartient a I'ordre des Myrtales, qui est un ordre tres important regroupant la
famille des Myrtaceae.® Cette famille compte plus de 3000 espéces et se caractérise par la présence

de poches glandulaires a essence. La classification taxonomique du clou de girofle est la suivante’

Régne : Plantae

Sous-régne : Tracheobionta

Embranchement : Magnoliophyta (= phane)
Sous-embranchement : Magnoliophytina (= angiospermes)
Classe : Magnoliopsida (= dicotylédones)

Sous classe : Rosidae

Ordre : Myrtales

Famille : Myrtaceae- Myrtacées

Sous-famille : Myrtoideae.

Genre : Syzygium

Espéce: aromaticum
1.2. Description botanique de clou de girofle

La premiére description de l'arbre producteur de clous de girofle aurait été faite par Antonio
Pigafetta, membre de I'expédition de Magellan. L'arbre a été introduit a Madagascar il y a environ
un siecle. Contrairement a la plupart des plantes a épices, le girofle fournit deux produits d'intérét
économique majeur : les clous, qui sont en réalité les boutons floraux, et I'essence principalement

produite par la distillation des feuilles.?
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Le giroflier est un arbre de taille petite & moyenne, qui peut atteindre entre 6 et 12 metres de
hauteur et vivre jusqu'a 150 ans. Il est sempervirent et a une forme pyramidale ou conique, avec un
tronc principal oblique. De nos jours, il ressemble souvent & un arbuste car il est regulierement

taillé pour faciliter la cueillette”® (Figure 01).

Figure 01 : aspect d'un giroflier.1°

Le systeme racinaire du clou de girofle peut atteindre une profondeur de 2 a 3 metres, mais la
plupart des racines sont peu développées et restent superficielles, a environ 60 cm du sol. Ce faible
ancrage dans le sol rend l'arbre vulnérable aux cyclones a Madagascar, bien qu'il soit cultivé sur
place. Originaire des Tles Moluques, cette zone géographique ne présente pas de risque cyclonique.
Les racines superficielles forment un chevelu qui absorbe facilement les nutriments minéraux du

sol. 1!

Le tronc du clou de girofle est d'apparence oblique, divisé en deux parties a la base, ce qui lui
donne sa forme caractéristique de pyramide. Il est recouvert, ainsi que tous les rameaux, d'une
écorce lisse et de couleur gris clair. Le bois des branches est dur mais fragile. Lorsque les branches
sont coupées ou cassees, elles bifurquent, ce qui donne un aspect buissonnant a l'arbre. Chaque

rameau porte a son extrémité un bouquet de 4 a 10 feuilles avec un bourgeon terminal.!
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Les feuilles du clou de girofle sont persistantes et coriacées. Elles sont opposées sur le rameau,
avec un limbe simple mesurant environ 10 cm de long pour 3 cm de large, ce qui leur confere une
forme ovale voire lancéolée. Le pétiole portant le limbe mesure entre 0,5 et 1 cm de long. Les
nervures sont nombreuses mais peu visibles et la marge de la feuille est lisse. A I'état adulte, les
feuilles sont d'un vert foncé luisant, mais lorsqu'elles se développent, elles sont de couleur rose et
comme saupoudrées d'or (Figure 02). De fines ponctuations peuvent étre distinguées sur les
feuilles, correspondant a des glandes schizogénes, dans lesquelles se concentre I'essence!! (Figure
02).

Eresrnctdexbyageolfactif.com

Figure 02 : feuilles jeunes de couleur rose et feuilles matures de couleur verte du giroflier.*2

En ce qui concerne I’inflorescence, les fleurs sont disposées en cyme de 3 a 20 fleurs blanches
hautement aromatiques. La corolle est constituée de 4 pétales caducs cohérents, qui alternent avec
les sépales. Les pétales tombent a ’ouverture de la fleur. Les sépales forment un calice gamosépale

a quatre divisions triangulaires, d’abord vert puis rougeatre, que 1’on qualifie d’hypathe.!!

Le réceptacle floral est presque cylindrique, voire un peu angulaire. 1l porte un ovaire infere
biloculaire, chaque loge contenant une vingtaine d’ovules. Au-dessus, le style est bref et se termine
en stigmate bilobé. En ce qui concerne 1’androcée, les étamines sont nombreuses et regroupées en
4 faisceaux. Ce qui est communément appelé « clou de girofle » correspond a la fleur a I’état de

bouton non épanoui, comprenant le calice et la corolle.?
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Les griffes de girofle, moins estimées, sont en fait les pédicelles floraux. Ils sont nommés
griffes car ces pédicelles se terminent par une série de petites bractées en forme de griffe!! (Figure
03 et Figure 04).

Figure 04 : boutons floraux et les fleurs de giroflier.

2. Distribution et habitat du clou de girofle
2.1. Distribution géographique du clou de girofle

Le clou de girofle est originaire d'Indonésie et se trouve principalement dans le nord et le centre
des Moluques et de la province de Papua Barat (Irian Jaya). Il est largement cultivé au Brésil, en

Haiti, au Kenya, en Malaisie, & Maurice, au Mexique et aux Seychelles.* Il est cultivé
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commercialement en Asie du Sud-Est, connu sous le nom de pomme de cire, pomme java, pomme
rose ou pomme rose samarang.’® Il est également présent a Zanzibar, & Madagascar, aux

Philippines, en Inde, au Sri Lanka et en Tanzanie (Figure 05).

Figure 05 : carte géographique des principaux pays producteurs de CG au monde!®

L'arbre est cultivé a basse altitude dans de nombreux pays tropicaux, ou il est maintenu a I'état
arbustif pour faciliter la récolte. Les clous de girofle que nous consommons proviennent de
Madagascar (figure 06), d'Indonésie, de Malaisie, des fles d'Afrique de I'Est (Zanzibar, Pemba), de

Ceylan et d'/Amérique du Sud.**’
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Figure 06 : répartition de clous de girofle 8 Madagascar.*’

2.2. Culture des clous de girofle

Comme beaucoup d'autres plantes de la famille des Myrtacees, le CG est habitué au climat
tropical. Cet arbre a besoin de beaucoup de soleil car sans lui, il ne poussera pas de clous. 1l

nécessite également de I'numidité, de la chaleur et une basse altitude ne dépassant pas 300 métres.

Le climat marin semble favoriser son développement.

Bien qu'il ait besoin de 80% d'humidité atmosphérique, I'eau stagnante est nocive pour les
racines. Il aime les sols bien drainés et les collines a faible pente. En revanche, les sols argileux et
sablonneux ne lui conviennent pas. Idéalement, les clous de girofle ont besoin d'un sol volcanique

(ou seédimentaire), pres de la mer (surtout en altitude), avec de bonnes précipitations toute I'année

et du plein soleil en été.1* 1819
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2.2.2. Techniques de culture

2.2.2.1. Transplantation de drageons

C'est une méthode ancienne pour la culture de girofliers, qui consiste a repiquer les jeunes
drageons trouvés sous les arbres de la plantation afin de leur donner plus d'espace pour pousser.
Cependant, cette méthode a entrainé un taux de mortalité élevé chez les drageons et une croissance

lente. La technique de culture la plus courante de nos jours est le semis.*®

2.2.2.2. Multiplication par semis
La multiplication par semis est une technique de culture qui consiste a semer des graines.
Cependant, les graines de clou de girofle ont une capacité de germination courte, ce qui rend cette
technique difficile. En effet, les graines doivent étre semées tres fraiches, dans les deux semaines
suivant la récolte. Seules les anthophiles de couleur rouge violacé sont propices a la germination

dans des conditions optimales de température et d'humidité. 18

Une fois les graines semées, il faut attendre deux a trois semaines pour que la germination
commence. Lorsque les jeunes plantes atteignent une hauteur d'un metre, elles peuvent étre
transplantées, c'est-a-dire environ 10 a 14 mois apres avoir été en pepiniere. L'ombre est essentielle
dans les premiers stades de croissance, mais une fois plantées en permanence, les plants de clou de

girofle bénéficient d'une exposition au plein soleil.”*®

2.2.2.3. Recolte
Le meilleur moment pour récolter dépend de la couleur rose des clous de girofle ( figure 07).
Si vous les cueillez trop tot, il n'y aura pas assez d'essence dans les clous, si vous les cueillez trop
tard, les fleurs vont s'ouvrir (pas de pétales). Comme les clous ne mdrissent pas en méme temps
(les clous inférieurs mdrissent plus tot que les supérieurs), il est nécessaire d'effectuer plusieurs

passages sur le méme arbre.’
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Figure 07 : clous roses récoltés avant 1’épanouissement de la fleur.?°

Les girofliers commencent a produire des clous a partir de la 5eme année. lls peuvent étre
récoltés vers la 8¢me année, et le rendement moyen des arbres de 10-12 ans est de 3 kg de clous.
Par contre, un arbre de trente ou quarante ans et de 15 métres de haut peut donner 30 kg de clous
par sujet. Un travailleur (homme ou femme) récolte 20 a 25 kg d'inflorescences en une journée de
travail. Cependant, le rendement de l'arbre n'est pas régulier chaque année. La recolte est cyclique
- il y a un pic de production tous les 5 ans. La période de récolte varie selon les régions. A
Madagascar, les clous sont récoltés d'octobre a janvier, lorsqu'ils sont roses et contiennent le plus
d'essence. A Zanzibar, il y a deux récoltes par an : juillet-septembre et décembre-janvier, car les
girofliers y fleurissent deux fois par an. Le moment de la récolte est trés important, car une cueillette
trop tot ne permettra pas a tous les composants de I'ongle de se synthétiser, et une cueillette trop

tardive fera perdre les pétales.’
Il'y a trois étapes qui succédent a la récolte :

2.2.2.4. Echaudage
Les clous récoltés sont plongés dans I'eau bouillante pendant quelques minutes pour arréter la

fermentation.’

2.2.2.5. Séchage
Les clous sont ensuite étalés sur des claies ou des baches en plein soleil pendant une semaine.

lIs doivent étre retournés fréquemment pour sécher de maniére uniforme 2! ( figure 08).

10
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Figure 08 : séchage des clous sur des nattes & Madagascar.??

2.2.2.6. Triage et conditionnement
Apres le séchage, les clous sont triés selon leur taille et leur qualité, puis conditionnés dans

des sacs en toile ou en jute pour le transport et la vente.®

2.2.3.Entretien des plantations
Dans une plantation de girofliers, la base de I'arbre est dégagée pour faciliter I'accés lors de la
récolte et le matériel végétal est laissé intact pour former un couvre-sol. Les girofliers sont taillés
de maniére réguliére : l'arbre est étété pour réguler sa hauteur, ce qui facilite la récolte et le rend
moins vulnérable en cas d'ouragan. Les arbres utilisés pour la production d'huile de feuilles sont
également taillés au niveau des branches péripheriques. Cependant, cette pratique ne doit pas étre

effectuée trop fréquemment (jusqu'a 4 fois par an), car les arbres trop coupés risquent de s'affaiblir.’
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Chapitre 11 Les huiles essentielles

1. Définition des huiles essentielles

1.1. Définition d’une huile essentielle selon la norme ISO 9235 :

Une huile essentielle est un produit obtenu a partir de matiéres premiéres naturelles d'origine
végetale, soit par entrainement a la vapeur d'eau, soit par distillation seche, ou par un procédé
mécanique approprié sans chauffage, apres séparation de I'éventuelle phase aqueuse par des

procédés physiques.?®

1.2. Définition d’une huile essentielle selon la Pharmacopée européenne :

Produits aromatiques, souvent de compositions complexes, obtenus a partir de matiéres
premieres végétales botaniquement définies par distillation a la vapeur, distillation seche ou
procédés mécaniques appropriées sans chauffage. Les huiles essentielles sont généralement
séparées de la phase aqueuse par des procédés physiques qui n'entrainent pas de modifications
significatives de leur composition. Cette définition est celle retenue dans les Recommandations

ANSM pour les Normes de Qualité des Huiles Essentielles.?

1.3. Huile essentielle de clous de girofle

1.3.1. Historique sur I’utilisation traditionnelle de clous de girofle

Depuis I'Antiquité, les épices sont utilisées pour conserver les aliments en raison de leurs
propriétés antiseptiques et désinfectantes. Le CG est une épice prestigieuse, a €té enregistré pour
la premiere fois en Chine sous la dynastie Han (220 avant JC) et est utilisé depuis longtemps par
les guérisseurs ayurvédiques traditionnels en Inde pour traiter les affections respiratoires et
digestives. Il est également considéré comme une riche source de composés antimicrobiens bio
actifs. Actuellement, des chercheurs de divers domaines étudient les effets des épices sur la santé
humaine en utilisant leurs huiles essentielles. Le nom "clou de girofle" est dérivé du mot frangais
"clou" et de 'espagnol "clavo", qui signifie «ongley, en raison de sa forme ressemblant a un ongle.
Les clous de girofle sont largement utilisés en dentisterie en raison de leurs propriétés anesthésiques
locales. Aujourd'hui, I'eugénol, un composé présent dans I'huile essentielle de clou de girofle, est
mélangé a de l'oxyde de zinc pour fabriquer un ciment utilis¢é comme matériau de restauration
temporaire qui offre une excellente étanchéité et anesthésie de la pulpe. L'eugénol est également

utilisé pour soulager la douleur associée a l'ajustement des prothéses dentaires.?>-2°
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1.3.2. Définition de I’huile essentielle de clou de girofle

Le nom du genre Eugenia du giroflier signifie étymologiquement “bien né” ou “bonne
naissance”. Cela est en relation avec l'usage ancien consistant a provoquer des contractions a des
fins abortives ou pour déclencher le travail en cas de retard sur le terme, en consommant de fortes
concentrations de CG sous forme d'infusions ou d'huile essentielle (HE). Le clou de girofle est une
épice trés appréciée pour ses qualités culinaires. Il en est extrait une huile essentielle (HE) surtout
connue en médecine dentaire. Il s'agit d'une HE contenant principalement de I'eugénol, un phénol
considéré comme doux mais également comme un puissant anti-infectieux a large spectre. Bien
que l'odeur du CG soit surtout associée aux soins dentaires, I'HE de CG s‘avere utile a I'officine

pour des conseils ciblés et souvent en mélange, afin de bénéficier de belles synergies®’ ( photo 01).

Photo 01 : clous de girofle.

2. Composition chimique des huiles essentielles

2.1. Composition chimique

Les huiles essentielles ont une composition chimique complexe qui leur confere des
propriétés thérapeutiques variées. L’eugénol est le composé principal de I'huile essentielle de CG,
représentant généralement entre 70% et 90% de sa composition. L'eugénol est responsable de
nombreuses propriétés bénéfiques de I'huile de CG, notamment ses effets antimicrobiens, anti-
inflammatoires et analgésiques. Eugénol méthyl éther est un autre composé dérivé de l'eugénol qui

contribue aux propriétés de I'huile essentielle de CG.%

Acétate d'eugénol est un ester dérivé de I'eugénol qui contribue aux propriétés aromatiques

de I'nuile essentielle de clou de girofle. Il posséde également des propriétés antimicrobiennes.?®
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Les terpenes sont les composants les plus courants dans les huiles essentielles, représentant
environ 90 % de leur composition. Les terpénes sont des hydrocarbures aromatiques volatils qui
sont responsables de I'odeur et du goQt des huiles essentielles. Les phénols sont une autre classe
importante de composés trouvés dans les huiles essentielles. Ils ont des propriétés antiseptiques,
antibactériennes, antivirales et antifongiques, ce qui les rend utiles dans le traitement de diverses

affections.®°

Les cétones sont une autre classe de composés présents dans les huiles essentielles, qui ont
des propriétés antispasmodiques, analgésiques et expectorantes. Les esters sont également
fréquents dans les huiles essentielles, avec des propriétés calmantes, antiseptiques et anti-
inflammatoires. Les alcools sont également couramment trouvés dans les huiles essentielles, avec
des propriétés antiseptiques, antibactériennes et antifongiques. La composition chimique des huiles
essentielles peut varier considérablement en fonction de facteurs, tels que la différence de
rendement qui peut étre influencée aussi par la saison de récolte et l'origine géographique.®! La
technique d’extraction. Cependant, incrimine aussi la granulométrie des clous de girofle broyes sur
le rendement (Le rendement d'extraction augmente en diminuant la granulométrie des clous de
girofle broyeés), les parties végétales spécifiques utilisées dans les échantillons, ainsi que les
conditions de récolte, de séchage et d'extraction. D'autres facteurs tels que l'environnement, le
génotype de la plante et son origine geographique peuvent également influencer la composition
chimique des huiles essentielles. C'est pourquoi il est important de choisir des huiles essentielles

de qualité, provenant de sources fiables et réputées.?

2.2. Facteurs de variation de la composition chimique
2.2.1.Facteur intrinseque

La composition chimigue des huiles essentielles peut varier en fonction de plusieurs facteurs
intrinséques, qui sont liés a la matiere végeétale dont elles sont composées. Ainsi, les effets du
niveau trophique, des organes de la plante, de I'hybridation, de la mutagénese, de la polyploidie et
des polymorphismes chimiques (également appelés “chémotypes” ou "morphologie
physiologique™) sont les facteurs intrinséques les plus importants qui affectent la composition et
les performances des huiles essentielles. Ces facteurs sont également liés a l'espece, au type de

clone, a l'organe concerné, a l'interaction avec l'environnement (comme la période de récolte, le
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type de sol ou le climat), ainsi qu'au degré de maturité de la plante au moment de la récolte, voire

méme au moment de la journée ou elle est récoltee.

Il est donc important de prendre en compte ces facteurs intrinséques lors de la sélection et de
l'utilisation des huiles essentielles, car ils peuvent influencer la qualité, la pureté et l'efficacité
thérapeutique de ces produits naturels. Des études scientifiques ont démontré que les huiles
essentielles de la méme espece végétale peuvent avoir des compositions chimiques différentes en
fonction de ces facteurs intrinseques. Par conséquent, il est crucial de choisir des huiles essentielles
de qualité supérieure, provenant de sources fiables et réputées, pour garantir leur efficacité

thérapeutique optimale.®

2.2.2.Facteur extrinséque

La composition de I'huile essentielle est également influencée par les conditions
environnementales. Des facteurs tels que la température, I'humidité relative de l'air, la durée
d'insolation, l'altitude, I'intensité lumineuse, les précipitations et les conditions du sol peuvent tous
contribuer a la variation de la composition chimique des plantes aromatiques, en particulier chez
les espéces dont les structures secrétrices sont superficielles, comme les poils sécréteurs des
lamiacées. Les conditions de culture, telles que la nature du sol et I'apport en engrais, ainsi que le
procéde d'extraction, le temps d'extraction et les traitements préliminaires, comme les conditions
de transport, la durée de séchage et de stockage du matériel végétal, peuvent également entrainer
une grande variabilit¢ de la composition d'une huile essentielle due a des dégradations
enzymatiques. De nombreux travaux ont mis en évidence l'impact de l'origine des matiéres
premiéres sur la composition des huiles essentielles, ainsi que les facteurs culturaux tels que la date
de semis, la date de récolte, le traitement phytosanitaire, I'utilisation d'engrais et les techniques

d'extraction qui affectent également la composition et I'extraction.®

3. Propriétés pharmacologiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles possedent de nombreuses propriétés pharmacologiques intéressantes.
Certaines huiles essentielles ont des propriétés antiseptiques, antifongiques et antibactériennes, ce
qui les rend utiles dans le traitement des infections. Par exemple, I'huile essentielle de tea tree
(Melaleuca alternifolia) est connue pour ses propriétés antiseptiques et antifongiques, et est utilisée

dans le traitement de diverses infections cutanées et des voies respiratoires.*
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D'autres huiles essentielles ont des propriétés anti-inflammatoires et analgésiques, ce qui les
rend utiles pour soulager les douleurs musculaires et articulaires. Par exemple, I'huile essentielle
de menthe poivrée (Mentha x piperita) est connue pour ses propriétés analgésiques et anti-

inflammatoires, et est souvent utilisée pour soulager les douleurs musculaires et les maux de téte.

Certaines huiles essentielles ont également des propriétés sédatives et anxiolytiques, ce qui
les rend utiles pour soulager l'anxiété et favoriser le sommeil. Par exemple, I'huile essentielle de
lavande (Lavandula angustifolia) est connue pour ses propriétés sédatives et anxiolytiques, et est

souvent utilisée pour soulager l'anxiété et favoriser le sommeil.3®

Enfin, certaines huiles essentielles ont des propriétés antioxydantes, ce qui les rend utiles
pour lutter contre les radicaux libres responsables du vieillissement prématuré des cellules. Par
exemple, I'huile essentielle d'encens (Boswellia carterii) est connue pour ses propriétes
antioxydantes, et est souvent utilisée dans les soins de la peau pour lutter contre les signes du

vieillissement.2

4. Méthodes d'extraction des huiles essentielles

Différentes plantes aromatiques sont caractérisées par la biosynthese de molécules odorantes,
telles que le CG, qui produisent ce qu'on appelle les huiles essentielles. Ces huiles sont connues
depuis longtemps pour leurs propriétes antiseptiques et thérapeutiques. Le processus d'extraction
des huiles essentielles est basé sur les différences de solubilité des composés dans un solvant. Le
mélange peut étre solide ou liquide, le solvant peut étre liquide ou liquide supercritique, et varie
selon différents facteurs tels que I'endroit de la culture, le climat, l'altitude, le sol, et les méthodes
de récolte. Il existe deux grandes catégories de techniques d'extraction des huiles essentielles : les

méthodes traditionnelles et les méthodes modernes.3 % (figures 10, 11, 12 et 13).373

4.1. Méthodes traditionnelles
4.1.1. Hydrodistillation
La méthode d'hydrodistillation consiste a chauffer de I'eau et de la matiére végétale, comme
des CG, dans un premier ballon. La vapeur et les extraits de plantes sont ensuite condensés dans
des refroidisseurs d'eau et récupérés dans un décanteur. Cependant, laisser I'eau et les plantes entrer
en contact pendant la chauffe peut favoriser l'altération des composés aromatiques, en particulier
des esters. Bien que cette méthode ait un rendement élevé et produise une essence en bon état, la

qualité de I'huile extraite peut étre altérée en raison du contact direct entre la matiére végétale et
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I'eau. De plus, cette méthode peut étre violente, et une partie de I'essence peut étre perdue par
vaporisation et oxydation. La séparation des huiles essentielles se fait par différence de densité.3”~
%9 (Voir figure 10).

Photo 02 : extraction de I'huile essentielle de clou de girofle par hydrodistillation.

Entrainement a la vapeur d’eau (distillation a la vapeur saturée)

La méthode d'entrainement a la vapeur d'eau, egalement connue sous le nom de distillation
a la vapeur saturée, est efficace pour l'extraction des huiles essentielles. Contrairement a
I'hydrodistillation, la matiére végétale n'entre pas en contact direct avec I'eau. Au lieu de cela, la
vapeur d'eau est forcée a travers la masse végétale, qui est étalée sur des plaques perforées. Ce
processus permet de libérer les particules d'huile des cellules végétales, qui sont ensuite évaporées
et condensées dans un serpentin réfrigéré. La récupération de I'huile essentielle se fait selon la
méme procédure que dans I'hydrodistillation. Cette méthode a été développée pour gagner du
temps, car la distillation peut commencer directement apres le chargement de la matiere végeétale.
Elle permet également d'éviter I'nydrolyse des composants chimiques nécessaires a I'huile
essentielle, ainsi que certains composants qui pourraient altérer la qualité de I'extraction. Cette

méthode convient a la plupart des plantes, a I'exception du jasmin. Cependant, elle dépend toujours
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d'une source de vapeur externe, comme une chaudiére, un brlleur a bois, une source de vapeur a

gazole, gaz ou électrique (Voir figure 09).3-%
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Figure 09 : procédé de I’entrainement a la vapeur d’eau (distillation a la vapeur

saturée).

4.2. Méthodes modernes
4.2.1.Hydrodistillation par micro-ondes, sous vide
L'hydrodistillation par micro-ondes sous vide est une nouvelle technique récemment
développee, qui combine l'utilisation de micro-ondes et d'une enceinte a pression réduite pour
chauffer selectivement les plantes. Cette méthode permet d'obtenir une qualité de produit
supérieure a celle de la distillation traditionnelle a I'eau. Le processus de Microwave Assisted
Process (MAP) utilise des micro-ondes pour exciter les molécules d'eau présentes dans les tissus

vegétaux, ce qui provoque la rupture des cellules et la libération des huiles essentielles piégées.

Cette méthode est trés rapide et consomme peu d'énergie et d'eau. Elle permet également
d'extraire les huiles essentielles avec un rendement élevé en peu de temps, comparativement a la
distillation traditionnelle a I'eau. Cependant, les codlts d'investissement sont plus élevés que pour
les méthodes de distillation traditionnelles, et il y a un risque accru de dégradation des matiéres

thermosensibles. ( Figure 10).3-3
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Figure 10 : hydrodistillation par micro-onde, sous vide

4.2.2. Extraction au CO; supercritique

Cette technique est motivée par la solubilité du CO2 qui peut étre ajustée en fonction des
conditions de pression et de température auxquelles il est exposé en état supercritique (plus de 75
bar et 31°C). Le mécanisme d’extraction au CO> supercritique fonctionne en utilisant du CO2 sous
forme liquide et en le faisant passer a travers la matiere végétale. Le CO> se transforme en un état
supercritique, ou il se comporte a la fois comme un gaz et un liquide, et est capable de dissoudre
les composés aromatiques de la matiere végétale. La pression est ensuite relachée, et les composés
aromatiques sont récupérés. Cette méthode est écologique, sans pollution ni eau usée, et utilise du
CO2 qui est un produit naturel abondant dans la nature et facilement disponible (pas cher et facile
a trouver), ainsi qu'il est non toxique, incolore, inerte, inodore et insipide. Néanmoins, le colt de

I'équipement est trés élevé. (Voir figure 11).37-3
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SCHEMA DE PRINCIPE
D'EXTRACTION PAR CO2 SUPERCRITIQUE

Figure 11 : extraction au CO2 supercritique.

5. Différentes activités biologiques des huiles essentielles
Les huiles essentielles sont connues pour leur large gamme d'activités biologiques, notamment

5.1. Activité antimicrobienne
Les huiles essentielles ont montré une activité antimicrobienne contre un large éventail de
bactéries, virus et champignons pathogéenes. Par exemple, I'huile essentielle de tea tree (Melaleuca
alternifolia) est connue pour ses propriétés antimicrobiennes et antifongiques. Une étude in vitro a
montré que l'huile essentielle de tea tree a une activité inhibitrice significative contre Candida

albicans, un champignon responsable d'infections fongiques courantes.*°

5.2. Activité antioxydante
Les huiles essentielles ont également montré des propriétés antioxydantes, ce qui signifie
qu'elles peuvent aider a protéger les cellules du corps contre les dommages causés par les radicaux
libres. Par exemple, I'huile essentielle de citron (Citrus limon) est connue pour ses propriétés
antioxydantes. Une étude a montré que I'huile essentielle de citron a une activité antioxydante
significative contre les radicaux libres, ce qui peut aider a prévenir les dommages oxydatifs dans

le corps.*

5.3. Activité anti-inflammatoire
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Les huiles essentielles ont également montré des proprietés anti-inflammatoires, ce qui signifie
qu'elles peuvent aider a réduire I'inflammation dans le corps. Par exemple, I'huile essentielle de
lavande (Lavandula angustifolia) est connue pour ses propriétés anti-inflammatoires. Une étude a
montré que I'huile essentielle de lavande a une activité anti-inflammatoire significative in vivo et
in vitro, ce qui peut aider a réduire I'inflammation associée a des affections telles que l'arthrite et

les maladies cardiovasculaires.*?

5.4. Activité analgésique
Les huiles essentielles ont également montré des propriétés analgésiques, ce qui signifie
qu'elles peuvent aider a soulager la douleur. En général, la phytothérapie est largement utilisée
dans le traitement des maladies et le soulagement des douleurs, et constitue lI'une des stratégies
importantes en médecine.*® Par exemple, I'huile essentielle de menthe poivrée (Mentha x piperita)
est connue pour ses propriétés analgésiques. Une étude a montre que I'huile essentielle de menthe
poivrée a une activité analgésique significative in vivo, ce qui peut aider a soulager la douleur

associée a des affections telles que les maux de téte et les douleurs musculaires.**

5.5. Activité relaxante

De multiples ouvrages ont été publiés sur les effets de I'odorat sur le cerveau humain et les
émotions. Plusieurs études ont testé les effets des huiles essentielles sur I'numeur, la vigilance et le
stress mental chez des participants en bonne santé. Les partisans de I'aromathérapie affirment que
les huiles aromatiques, ou les huiles essentielles, sont utilisees depuis des milliers d'années comme
stimulants ou sédatifs du systeme nerveux et pour traiter une variété d'autres maux. Donc les huiles
essentielles ont montré des propriétés relaxantes, ce qui signifie qu'elles peuvent aider a réduire le
stress et l'anxiété. Par exemple, I'huile essentielle de camomille (Matricaria chamomilla) est
connue pour ses propriétés relaxantes. Une revue de la littérature a montré que I'huile essentielle

de camomille a une activité relaxante significative in vivo et in vitro.*

6. Différentes applications des huiles essentielles
Les huiles essentielles ont une grande variété d'applications, allant de la thérapie de relaxation

a la prévention et au traitement des maladies. Voici quelques exemples d'applications :

6.1. Theérapie de relaxation
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Certaines huiles essentielles, comme la lavande, la bergamote et la camomille, sont
utilisées pour leurs propriétés relaxantes et apaisantes. Des études ont montré que I'aromathérapie

a base d'huiles essentielles peut aider a réduire le stress et l'anxiété. 146

6.2. Amélioration du sommeil
L'huile essentielle de lavande est particulierement utile pour améliorer le sommeil. Une
étude a révéle que l'application topique de cette huile essentielle avait des effets bénéfiques sur la

qualité du sommeil des participants.?

6.3. Réduction de la douleur
Certaines huiles essentielles, comme I'huile de menthe poivrée et I'huile d'eucalyptus, ont
des propriétés analgésiques. Des études ont montré que l'application topique de ces huiles
essentielles pouvait réduire la douleur associée a des affections telles que la fibromyalgie et

l'arthrite.***’

6.4. Traitement de I'acné
Certaines huiles essentielles, telles que I'huile de tea tree et I'huile de lavande, sont utilisees
pour traiter I'acné. Des études ont montré que I'application topique de ces huiles essentielles pouvait

réduire l'inflammation et I'apparence de l'acné.*®

6.5. Prévention des maladies infectieuses
Les huiles essentielles sont connues pour leurs propriétés antimicrobiennes et antivirales.
Certaines huiles essentielles, comme I'huile de thym, I'huile d'origan et I'huile de cannelle, ont été

utilisées pour prévenir et traiter les infections respiratoires*®

7. Mécanisme d'action des huiles essentielles

Les huiles essentielles contiennent des composés bioactifs, tels que 1’eugénol, des terpenes,
des phénols, des cétones, des alcools et des esters, qui leur conférent leurs propriéetés
thérapeutiques. Le mécanisme d'action des huiles essentielles peuvent varier en fonction des

composeés actifs et des types d'applications. Voici quelques exemples :

7.1. Effets sur le systeme nerveux
Certaines huiles essentielles, telles que la lavande, le citron, la bergamote et la menthe
poivrée, ont des effets relaxants et apaisants sur le systeme nerveux. Ces huiles peuvent aider a

réduire le stress, l'anxiété, la dépression et lI'insomnie. L'huile essentielle de lavande est connue
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pour avoir des effets calmants et anxiolytiques, ce qui peut étre di a une interaction avec les

récepteurs GABA dans le cerveau.*

7.2. Effets antimicrobiens

L’huile essentielle de clou de girofle est connue pour ses propriétés antibactériennes,

antifongiques et antivirales. Elles peuvent aider a éliminer les bactéries, selon le mécanisme

suivant®? :

Perturbation de la membrane cellulaire : I'huile essentielle de clou de girofle peut altérer la
structure et la fonction de la membrane cellulaire des bactéries, en perturbant leur intégrité.
Cela peut provoquer des fuites de substances essentielles, perturber les processus
métaboliques et entrainer la mort des cellules bactériennes.

Inhibition de la croissance bactérienne : I'eugénol présent dans I'huile de clou de girofle a
été montre pour inhiber la croissance des bacteéries en interférant avec leur metabolisme. 11
peut perturber les voies enzymatiques essentielles, entrainant ainsi un arrét de la croissance
bactérienne.

Action antibiofilm : les bactéries peuvent former des biofilms, des communautes structurées
attachées a des surfaces, ce qui les rend plus résistantes aux antibiotiques conventionnels.
L'huile essentielle de clou de girofle a été étudiée pour sa capacité a prévenir la formation
de biofilms bactériens et a détruire les biofilms existants, ce qui contribue a son activité
antibactérienne.

L'huile essentielle de clou de girofle a été identifiée comme ayant des propriétés

antifongiques, selon le mécanisme suivant > :

Activité antifongique : I'huile essentielle de clou de girofle a démontré une activité
antifongique contre les levures, notamment Candida albicans. Ses composeés actifs, tels que
I'eugénol, ont montré des effets inhibiteurs sur la croissance des levures, en perturbant leur
métabolisme et leur cycle de vie.

Inhibition de la formation de biofilms : les levures, y compris Candida albicans, peuvent
former des biofilms, des communauteés structurées attachées a des surfaces, ce qui les rend
plus résistantes aux traitements antifongiques. L'huile essentielle de clou de girofle a montré
une capacité a prévenir la formation de biofilms et a détruire les biofilms existants chez les

levures, contribuant ainsi a son activité antifongique.
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- Altération de la membrane cellulaire : I'huile essentielle de clou de girofle peut altérer la
structure et la fonction de la membrane cellulaire des levures, perturbant ainsi leur intégrité
et provoquant des fuites de substances essentielles. Cela peut entrainer une inhibition de la
croissance des levures et une sensibilité accrue aux traitements antifongiques

7.3. Effets anti-inflammatoires
Certaines huiles essentielles, telles que I'encens, la camomille et le thym, ont des propriétés
anti-inflammatoires. Ces huiles peuvent aider a réduire I'inflammation, a soulager la douleur et a

améliorer la cicatrisation des tissus.

L'huile essentielle de menthe poivrée peut inhiber l'activité de la cyclooxygénase-2 (COX-

2), une enzyme impliquée dans I'inflammation.°

7.4. Effets sur le systéme immunitaire
Les huiles essentielles ont des effets stimulants sur le systeme immunitaire. Elles peuvent
aider a renforcer la réponse immunitaire en stimulant la production de globules blancs, tels que les
lymphocytes T et les macrophages, qui sont responsables de la défense contre les agents

pathogenes.

L'huile essentielle de cannelle peut inhiber la croissance de certaines cellules cancéreuses in

vitro, ce qui pourrait étre dii & une modulation de la signalisation cellulaire®?

8. Utilisation des huiles essentielles dans la préparation des lotions de bain de bouche

Les huiles essentielles peuvent étre utilisées dans les lotions de bain de bouche pour leurs
propriétés antimicrobiennes et antifongiques. Une étude publiée en 2015 a évalué I'efficacité d'une
lotion de bain de bouche a base d'huile essentielle de tea tree, de thym et de romarin sur la plaque
dentaire et I'inflammation des gencives. Les résultats ont montré une réduction significative de la
plaque dentaire et de l'inflammation des gencives chez les participants qui ont utilisé la lotion de
bain de bouche contenant les huiles essentielles, par rapport au groupe témoin qui a utilisé une

lotion de bain de bouche sans huiles essentielles.>?

Une autre étude publiée en 2019 a évalué I'efficacité d'une lotion de bain de bouche a base
d'huile essentielle de clou de girofle sur la plaque dentaire, la gingivite et la mauvaise haleine chez
des participants atteints de maladie parodontale. Les résultats ont montré une réduction

significative de la plaque dentaire, de la gingivite et de la mauvaise haleine chez les participants
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qui ont utilisé la lotion de bain de bouche contenant I'huile essentielle de clou de girofle, par rapport
au groupe témoin qui a utilisé une lotion de bain de bouche sans huile essentielle de clou de

girofle.>*

9. Précautions d’emploi des huile essentielles
Les huiles essentielles sont des produits naturels trés puissants et peuvent étre dangereuses
si elles sont utilisées de maniere incorrecte. 1l est donc important de prendre certaines précautions

lors de leur utilisation.>32° :

- Ne jamais utiliser d'huile essentielle pure sur la peau, mais toujours les diluer dans une huile
végétale ou dans une creme hydratante. Certaines huiles essentielles peuvent étre irritantes
ou causer des bralures si elles sont appliquées directement sur la peau non diluée.

- Evitez lutilisation d'huiles essentielles pendant la grossesse ou l'allaitement, sauf sous la
supervision d'un professionnel de la santé. Certaines huiles essentielles peuvent étre
abortives ou toxiques pour le bébe.

- Evitez lutilisation d'huiles essentielles chez les enfants de moins de 3 ans. Les enfants sont
plus sensibles aux effets des huiles essentielles et peuvent présenter des réactions
allergiques ou des effets toxiques.

- Evitez lutilisation d'huiles essentielles chez les personnes ayant des problémes de santé,
tels que I'épilepsie, I'hypertension artérielle ou des antécédents de réactions allergiques.
Certaines huiles essentielles peuvent aggraver ces conditions.

- Evitez l'utilisation d'huiles essentielles avant I'exposition au soleil ou aux rayons UV, car
certaines huiles peuvent augmenter la sensibilité de la peau au soleil et causer des brilures.

- Il est important de consulter un professionnel de la santé avant d'utiliser des huiles
essentielles, surtout si vous avez des problémes de santé ou si vous prenez des médicaments.
Les huiles essentielles peuvent interagir avec certains médicaments et peuvent causer des

effets indésirables.
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Chapitre 111 Les problémes bucco-dentaires

1. Santé bucco-dentaire

Selon le rapport de 'OMS sur la santé bucco-dentaire dans le monde (2022), prés de 3,5
milliards de personnes dans le monde souffrent de problemes bucco-dentaires. Parmi les enfants
scolarisés, de 60 a 90% présentent des signes de gingivite, et la totalité des adultes sont touchés par
les caries dentaires. Les caries non traitées des dents définitives sont l'affection bucco-dentaire la
plus courante, comme le souligne le rapport sur la charge mondiale de morbidité en 2019.% Ces
problémes bucco-dentaires sont principalement causés par de mauvaises pratiques d'hygiéne

bucco-dentaire, ainsi que par des facteurs sociaux et commerciaux sous-jacents.

En Algérie, selon lI'enquéte INSP de décembre 2018, 36,3% des enfants de moins de 15 ans
présentent une mauvaise hygiéne bucco-dentaire. En général, la prévention des problémes de santé
buccale se fait a différents niveaux : individuel, communautaire et professionnel. Pour maintenir
une bonne hygiéne bucco-dentaire, il est essentiel de se brosser les dents régulierement et d'utiliser
un bain de bouche pour neutraliser les germes susceptibles de causer des infections bucco-

dentaires. 11 est recommandé d'utiliser des produits bio et efficaces.

La santé bucco-dentaire, selon I'OMS, se caractérise par I'absence de douleurs chroniques
buccales ou faciales, de cancers buccaux ou pharyngés, de lésions buccales, de malformations
congénitales telles que le bec-de-lievre, de maladies parodontales (affectant les gencives), de
caries, de déchaussement des dents, ainsi que d'autres pathologies et troubles buccaux. Elle revét
une importance primordiale pour des fonctions telles que la mastication, la digestion, la respiration,
la phonation, I'expression faciale et la réception sensorielle. Certaines maladies géenérales peuvent
contribuer au développement, a l'aggravation ou a la progression des problemes bucco-dentaires.
De méme, certaines maladies bucco-dentaires peuvent avoir des répercussions a distance et

favoriser I'apparition, I'aggravation ou la progression de certaines maladies générales.
2. Etude statistique des problémes bucco-dentaire & Constantine

En juin 2023, des études statistiques ont été menées aupres des habitants de Constantine
afin d'évaluer leur hygiene bucco-dentaire et les problémes dont ils souffrent. Les résultats ont
révélé que 98 % des enfants présentaient des caries, 90 % des femmes et 95 % des hommes
souffraient fréquemment d'abces. De plus, 97 % des personnes agees de 18 a 65 ans, hommes et

femmes confondus, étaient affectées par des problémes bucco-dentaires tels que la mauvaise
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haleine, la plaque dentaire, la gingivite et les caries. Enfin, 100 % des hommes et des femmes
ressentaient des douleurs dentaires. Vous pouvez consulter les résultats détaillés de I'étude
statistique dans I'annexe 1. Les pourcentages obtenus sont représentés graphiquement dans

I'histogramme (figure 12).
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Les problemes bucco dentaires

Figure 12 : histogramme des pourcentages de certaines maladies bucco-dentaires a Constantine.
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Pour traiter certaines infections telles que les abcés et les maux de dents, certaines personnes
préferent recourir & des remedes traditionnels tels que I'huile d'olive et les clous de girofle secs.
D'autres optent plutdt pour une consultation chez un dentiste et préférent prévenir ces infections en
adoptant de bonnes pratiques d'hygiéne bucco-dentaire, telles que le brossage régulier des dents et
I'utilisation d'un bain de bouche.

Les remeédes de grand-mére peuvent offrir un soulagement temporaire, mais ils ne constituent
pas une solution permanente. Consulter un dentiste est souvent recommandé pour un traitement

approprié et durable des probléemes bucco-dentaires.

3. Flore bucco-dentaire et les facteurs de déséquilibre du macrobiote buccal

3.1. Flore bucco-dentaire

L'étude de la microbiologie ancienne est réalisée dans le domaine de la paléomicrobiologie,
une branche de la paléontologie. Le tartre dentaire est de plus en plus utilisé par les archéologues
comme échantillon pour étudier la flore buccale ancienne, car il conserve I'ADN de la microflore
buccale pendant de nombreuses années. Dans le tartre dentaire ancien, on a découvert un phylum
archéen ainsi que neuf phylums bactériens dominants. Parmi eux, les Firmicutes (les plus
abondants), les Actinobactéries, les Proteobactéries, les Bacteroidetes, les Synergistetes, les
Chloroflexi, les Fusobactéries, les Spirochetes et les Euryarchaeota ont été identifiés, qui sont
également dominants dans le microbiome oral humain actuel. D'autres taxons oraux tels que
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Streptococcus mutans et Streptococcus mitis ont

également été identifiés.>’

La flore buccale est composée de nombreux types de bactéries, de champignons et de virus,
qui forment collectivement le microbiote buccal. Voici quelques-uns des principaux groupes de

microorganismes présents dans la flore buccale :

Streptococcus : Ce sont les bactéries les plus courantes dans la bouche. Des espéces telles que

Streptococcus mutans sont associées a la carie dentaire.

Actinomyces : Ces bactéries sont souvent présentes sur les dents et la langue, et peuvent parfois

causer des infections.
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Veillonella : Ce genre de bactéries est abondant dans la bouche et joue un réle important dans la

dégradation de certains composés organiques présents dans la salive.

Fusobacterium : Ces bactéries sont généralement présentes dans la plaque dentaire et peuvent étre

impliquées dans le développement de maladies parodontales.

Prevotella : Ces bactéries sont impliquées dans la production de composés soufrés qui peuvent

causer une mauvaise haleine.

Neisseria : Ce genre de bactéries est souvent trouvé a la surface de la langue et des muqueuses

buccales.

Candida : Il s'agit d'un genre de champignons, dont certaines espéces peuvent causer des infections

buccales telles que la candidose.®®>°

Il convient de noter que la composition exacte du microbiote buccal peut varier d'une
personne a l'autre en fonction de divers facteurs tels que I'hygiéne buccale, I'alimentation et I'état
de santé général. Des études ont montré que ces facteurs peuvent avoir un impact sur le microbiote
buccal, comme l'ont démontré des recherches sur le recours aux soins bucco-dentaires apres un
dépistage en classes de CM2 et en classes spécialisées. De plus, des études ont également montré

I'association entre I'alimentation et la topographie dentaire chez les primates mangeurs de graines.>®

4. Facteurs d’influence du microbiote buccal

Trois facteurs étiologiques principaux ont €té identifies par Keyes (voir figure 17) : I'hote,
les facteurs microbiens et alimentaires. En 1978, Newbrun a ajouté le facteur temps a cette.®® En
plus de ces facteurs, il existe également plusieurs facteurs prédisposants tels que les caractéristiques

démographiques, I'nygiene bucco-dentaire et l'age.
Il existe de nombreux facteurs qui influencent le microbiote, notamment®? :

Alimentation : le type et la quantité d'aliments que nous consommons peuvent modifier la
composition du microbiote. Les régimes riches en fibres sont favorables a la diversité bactérienne,
tandis que les régimes riches en graisses et en sucres peuvent contribuer a un déséquilibre de la

population bactérienne.
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Environnement : notre environnement joue un réle dans la composition du microbiote. Par
exemple, le contact avec des animaux domestiques ou avec la nature peut augmenter la diversité

bactérienne.

Mode de vie : des facteurs tels que l'activité physique, le stress, le manque de sommeil et la

consommation excessive d'alcool peuvent influencer le microbiote.

Antibiotiques : la prise d'antibiotiques peut avoir un impact sur la composition du microbiote en

éliminant certaines bactéries bénéfiques.

Age : la composition du microbiote évolue tout au long de la vie. Par exemple, les nouveau-nés

ont un microbiote différent de celui des adultes.

Génétique : il existe des variations génétiques qui peuvent influencer la composition de notre

microbiote.

Médicaments : certains médicaments, tels que les antiacides ou les traitements contre le cancer,

peuvent perturber le microbiote.

Il est important de noter que le microbiote est un domaine de recherche en constante évolution

et que de nouveaux facteurs peuvent étre découverts a l'avenir.®

Le tabagisme est un probléme majeur de santé publique dans de nombreux pays. Fumer des
cigarettes, des cigares ou de la pipe peut entrainer de nombreux problemes de santé, notamment
des maladies cardiaques, des cancers, des maladies pulmonaires et des troubles respiratoires. Le
tabagisme est également associé a une augmentation du risque de carie dentaire, de maladies
parodontales (parodontite) et de mauvaise haleine. La nicotine présente dans les produits du tabac
est un stimulant qui peut également contribuer au bruxisme (grincement des dents) et a l'usure

prématurée de I'émail dentaire.®®

La consommation excessive de sucre peut également avoir un impact néfaste sur la santé
bucco-dentaire. Les bactéries présentes dans la bouche se nourrissent de sucre, produisant ainsi des
acides qui attaquent I'émail des dents et conduisent au développement de caries. Les boissons

sucrées, les bonbons, les desserts et d'autres aliments riches en sucre sont particulierement
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préoccupants, car ils apportent une quantité élevée de sucre directement sur les dents. Une
consommation excessive de sucre peut également contribuer a I'obésité et a d'autres problemes de

santé graves tels que le diabéte de type 2.%8

Le stress est un facteur qui peut également avoir un impact négatif sur la santé bucco-dentaire.
Le stress excessif peut conduire a des habitudes comme le grincement des dents (bruxisme) et la
mastication d'objets, ce qui peut entrainer l'usure de I'émail dentaire et des problemes de méachoire.
De plus, le stress peut affaiblir le systeme immunitaire, rendant les individus plus vulnérables aux

infections bucco-dentaires.>®

Enfin, l'insuffisance de I'nygiene bucco-dentaire est un facteur majeur contribuant a de
nombreux problémes de santé bucco-dentaire. Ne pas se brosser les dents reguliérement, ne pas
utiliser du fil dentaire et ne pas faire des visites réguliéres chez le dentiste peuvent entrainer une
accumulation de plaque dentaire, des inflammations des gencives (gingivite) et des maladies
parodontales plus graves (parodontite). Ces conditions peuvent causer la perte de dents, des

infections, des douleurs et des problémes de mastication.®

En conclusion, le tabagisme, la consommation excessive de sucre, le stress et I'insuffisance
de I'nygiene bucco-dentaire peuvent tous avoir un impact significatif sur la santé bucco-dentaire.
Il est important de prendre des mesures préventives telles que l'arrét du tabac, la réduction de la
consommation de sucre, la gestion du stress et le maintien d'une bonne hygiéne buccale pour

prévenir les problémes dentaires et optimiser la santé globale.>®°! ( figure 13).
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schema de Keyes :

terrain

alimentation / hygiene

Figure 13 : schéma de Keyes.®?

5. Problémes bucco-dentaires

L'environnement buccal d'aujourd’hui est dominé par des bactéries potentiellement
cariogénes. Les maladies bucco-dentaires sont des problemes de santé courants qui affectent la
bouche, les dents, les gencives et les structures avoisinantes. Elles peuvent avoir des conséquences
graves sur la santé genérale d'une personne si elles ne sont pas traitées rapidement et efficacement.
Les maladies bucco-dentaires comprennent la carie dentaire, la maladie des gencives, les infections

dentaires, les abcgs, les Iésions de la bouche, les problémes d'occlusion et bien d'autres encore. %

Dans cette introduction, nous explorerons les différentes maladies bucco-dentaires, leurs
causes, leurs symptémes et les meilleures pratiques pour les prévenir et les traiter. VVoici quelques

maladies trés répandues, notamment en Algérie :

5.1. Carie dentaire

32



Chapitre 111 Les problémes bucco-dentaires

La carie dentaire est I'une des maladies bucco-dentaires les plus répandues dans le monde.
Cette affection n'a aucune tendance a la guérison spontanée et peut étre a l'origine d'infections
localisées, voire généralisées. Chez l'enfant, elle peut entrainer des troubles de I'alimentation, du

sommeil et du comportement.®

Selon I'Organisation mondiale de la santé (OMS), prés de 60 a 90 % des enfants d'age
scolaire et la grande majorité des adultes sont touchés par la carie dentaire dans le monde. La
prévalence de la carie dentaire varie considérablement selon les pays, les groupes d'age et d'autres

facteurs.®*
5.2. Maladie parodontale

La maladie parodontale, qui comprend la gingivite et la parodontite, affecte les gencives et
les tissus de soutien des dents. Selon 'OMS, la maladie parodontale touche environ 10 a 15 % de
la population adulte mondiale. La prévalence de la maladie parodontale augmente avec I'age et peut

varier en fonction des habitudes d'hygiéne bucco-dentaire et des facteurs génétiques.
5.3. Gingivite

La gingivite est une inflammation des gencives qui est généralement réversible si elle est
traitée a un stade précoce. Selon certaines estimations, jusqu'a 50% de la population mondiale

présente des signes de gingivite & un moment donné de sa vie. %%
5.4. Candidose buccale

La candidose buccale, également connue sous le nom de muguet, est une infection fongique
qui se manifeste dans la bouche. Les taux de candidose buccale varient selon les populations
étudiées, mais elle est plus fréquente chez les nourrissons, les personnes agées et les individus ayant

un systéme immunitaire affaibli. 8¢

5.5. Leucoplasie buccale
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La leucoplasie buccale est une affection caractérisée par des taches blanches sur la muqueuse
de la bouche.Sa prévalence varie selon les régions, mais elle est plus fréquente chez les fumeurs et

les consommateurs de tabac & macher.%°6

6. Risques pathologiques en santé général
Les pneumopathies peuvent étre influencées par I'état de santé bucco-dentaire, notamment
par une mauvaise hygiene ou une maladie parodontale, qui favorisent la colonisation de pathogénes

respiratoires dans la région oropharyngée.®®

Des études ont établi des liens entre la maladie parodontale et I'athérosclérose, ainsi que des
accidents cardiaques et cérébrovasculaires. Des bactéries orales ont été retrouvées dans la plaque
d'athérome carotidienne, pouvant entrainer une réaction inflammatoire et favoriser la formation
d'athérome. Cependant, bien que des modeles animaux aient montré une relation étiologique entre
les bactéries orales et I'athérosclérose, les études epidémiologiques et cliniques ne permettent pas

de conclure a un lien causal clair.%®

Le traitement des maladies parodontales, associé a un débridement mecanique du parodonte
et a un traitement antibiotique systémique, semble avoir une incidence sur le contrdle du diabete
en réduisant le taux d'hémoglobine glyquée. Cela s'expliquerait par la production de cytokines pro-
inflammatoires et de facteurs de nécrose tumorale dans les maladies parodontales, qui pourraient
provoquer une résistance a l'insuline. De plus, les maladies parodontales peuvent favoriser les

complications du diabéte.%®

Une corrélation a été trouvée entre la maladie parodontale et la naissance de bébés prématurés
et de petit poids. Des bactéries parodontales circulant dans le sang pourraient agir sur l'unité feeto-
placentaire et induire des complications. Des perturbations des rapports dentaires occlusaux
peuvent avoir des consequences sur l'articulation temporo-mandibulaire et I'équilibre des jeux

musculaires, pouvant se propager a d'autres parties du corps, notamment la région cervicale.*®

La perte de dents et la diminution des capacités masticatoires peuvent affecter I'équilibre
nutritionnel et entrainer des troubles digestifs, notamment une surcharge au niveau stomacal et des

irritations cesophagiennes. Un défaut de capacité masticatoire peut modifier les choix alimentaires
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vers une alimentation moins variée et moins riche en nutriments, ce qui peut entrainer un

déséquilibre nutritionnel et une mauvaise absorption des nutriments.®

La santé bucco-dentaire peut avoir un impact psychologique, notamment en termes de plaisir
de manger, d'estime de soi et de relations sociales. Des dents altérées peuvent créer une image
corporelle dégradée, diminuer l'estime de soi et modifier l'attitude vis-a-vis des autres.®” Les
préjugés et les représentations liés a l'apparence bucco-dentaire peuvent avoir des conséquences
sur les relations sociales et professionnelles. La présence de dents altérées peut entrainer des
préjugés défavorables lors d'un entretien d'embauche, notamment pour des postes en relation avec

le public. La santé bucco-dentaire peut également avoir un impact sur la qualité de vie.*®

7. Emplacement du bain de bouche dans le marché
Selon une étude de marche, le secteur des bains de bouche connait une croissance dans
I'industrie des produits de santé bucco-dentaire. Les bains de bouche, également appelés rince-
bouche ou solutions antiseptiques buccales, sont des produits utilises pour rincer la bouche, réduire
la plaque dentaire, prévenir les maladies des gencives, rafraichir I'naleine et favoriser une bonne

hygiéne buccale.

Le marché des bains de bouche est stimulé par plusieurs facteurs. Tout d'abord, la prise de
conscience croissante de I'importance de I'hygiéne bucco-dentaire et de la prévention des maladies
dentaires a conduit a une demande accrue de produits de santé bucco-dentaire. Les consommateurs
sont de plus en plus conscients des bienfaits d'une bonne hygiéne buccale et recherchent des

solutions complémentaires a l'utilisation réguliere de la brosse a dents et du fil dentaire.

De plus, les avancées technologiques et les innovations dans le domaine des produits de
santé bucco-dentaire ont conduit au développement de bains de bouche plus efficaces, offrant des
fonctionnalités telles que I'élimination des bactéries, la réduction de la plaque dentaire et la lutte

contre la mauvaise haleine.

Le marché des bains de bouche est également influencé par les campagnes de sensibilisation
menées par les professionnels de la santé bucco-dentaire, les dentistes et les organisations de santé.
Ces campagnes mettent en avant I'importance de I'hygiene buccale et recommandent I'utilisation

réguliére de produits complémentaires tels que les bains de bouche.
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En termes de concurrence, le marché des bains de bouche est dominé par de grandes
marques internationales, mais il existe également des fabricants locaux et des marques de niche qui
proposent une variété de produits. Les bains de bouche sont disponibles dans une gamme de
saveurs, de formules et de concentrations pour répondre aux besoins et aux préférences des

consommateurs.

L’utilisation des bains de bouche ne remplace pas une bonne hygiéne bucco-dentaire
quotidienne comprenant le brossage régulier des dents, l'utilisation du fil dentaire et les visites
régulieres chez le dentiste. Les bains de bouche sont plutét un complément a ces pratiques pour

maintenir une bouche saine.

En résumé, le marché des bains de bouche est en expansion grace a la demande croissante
pour des solutions de santé bucco-dentaire complétes. Les consommateurs sont de plus en plus
soucieux de leur hygiene buccale, ce qui stimule la demande de produits tels que les bains de
bouche. La concurrence est présente avec de grandes marques internationales et des fabricants

locaux offrant une variété de produits sur le marché.
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Chapitre IV Matériel et méthodes

Les travaux expérimentaux relatifs a ce mémoire de Master ont été effectués au sein de trois
laboratoires de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et la Faculté des Sciences Exactes
de I'Université Fréres Mentouri Constantine 1. Ces laboratoires comprennent : le Laboratoire de
Biologie Moléculaire (numéro 16), le Laboratoire de Microbiologie (numéro 08) et le Laboratoire
d'Obtention des Substances Thérapeutiques (LOST).

L'objectif de cette étude est de mener une investigation approfondie sur I'huile essentielle
extraite de clou de girofle en tant que principe actif associé a d'autres excipients, en vue de
développer un bain de bouche naturel et biologique. Afin de confirmer la qualité et I'efficacité de

ce produit, les étapes suivantes ont été entreprises :

- Achat de la matiére vegétale.

- Extraction de de I’huile essentielle de clou de girofle.

- Conservation de I’huile essentielle de clou de girofle.

- Détermination du rendement en huile essentielle de clou de girofle.

- Caractérisation des propriétés de I’huile essentielle de clou de girofle.

- Analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CG-MS)

- Préparation des dilutions en série de I’huile essentielle de clou de girofle.

- Ftude et évaluation de ’activité antimicrobienne d’huile essentielle de clou de girofle.

- Etude statistique

- Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI).

- Evaluation de la toxicité de I'nuile essentielle de clou de girofle par la détermination de
sa dose létale (DLso).

- Réalisation de la lotion pharmaceutique (bain de bouche) a base d’huile essentielle de
clou de girofle.

- Controle physico-chimiques et pharmacologique sur le bain de bouche.

1. Achat de la matiere végétal

Achat de la matiere végétale a été réalisé en mars 2023 aupres d’un herboriste situé a la rue de

chevalier, ancien quartier de Constantine. Un total de 500 g de clous de girofle a été acheté. Ces
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clous de girofle sont d’origine indonésienne et se présentent sous forme rigide, avec une couleur

marron, une odeur forte et un goQt piquant.
2. Extraction de I’huile essentielle de clou de girofle

La matiére végétale, a savoir les clous de girofle, a été préalablement identifiée et contrdlée
conformément aux normes de la pharmacopée. A 1’aide d’une balance analytique de marque
«Snidjers », le poids de 500 g a été confirmé. Ensuite, les clous de girofle ont été broyés a I’aide
d’un mortier en porcelaine afin d’obtenir une texture spécifique (photo 03 et 04) qui facilite

I’extraction de I’huile essentielle par la méthode d’hydro distillation.

’

Photo 03 : broyage des clous de girofle a I’aide d’un mortier.

|

Photo 04 : texture des clous de girofle aprés broyage.
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L’extraction de I’huile essentielle a été effectuée sur I’échantillon de la matiere végétal (clou
de girofle), par hydro distillation (entrainement a la vapeur d’eau) dans un appareil de type

clevenger,® pendant 4 heures.

Dans un ballon de 5000 ml, relié a un réfrigérant, 500 g de clous de girofle ont été placés,
auxquels 3000 ml d'eau distillée ont été ajoutés. Le mélange a été porté a ébullition en utilisant une
source de chaleur, ce qui a provoqué l'explosion des cellules végétales et la libération des composés
odorants (voir photo 05). Ensuite, les vapeurs ont été condensées dans le réfrigérant.® Il convient
de noter qu'il est important de ne pas dépasser les limites de cet appareil lors de la méthode
d'hydrodistillation, car un chauffage prolongé et intense peut entrainer la dégradation de certaines
molécules aromatiques. Le distillat a été collecté dans un erlenmeyer et le chauffage a été arrété.
Apres avoir atteint I'équilibre thermique, le dispositif a été laisse a refroidir afin de stabiliser le
mélange d'hydrolat et d'huile essentielle. La vapeur condensée obtenue se sépare en deux phases :
une phase organique qui correspond a I'huile essentielle, et une phase aqueuse qui correspond a
I'eau aromatique. ( Photo 06). Ensuite, nous avons séparé I'huile de l'eau en laissant le distillat
décanté, ce qui a entrainé la séparation de I'huile essentielle de clous de girofle en raison de la
différence de densités. L'huile essentielle a eté récupérée en utilisant une micro-pipette. Pour
assurer un séchage complet, nous avons ajouté une cuillére de desséchant NazSOa4,"* puis nous

avons poursuivi le processus jusqu'a obtenir une huile essentielle pure.
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Photo 05 : hydro distillation a 1’aide de Clevenger.

Photo 06 : deux phases obtenues du distillat.

3. Conservation de ’huile essentielle

La conservation des huiles essentielles requiert certaines précautions. Il est essentiel de les
stocker dans des flacons ambrés hermétiquement fermés pour éviter tout contact avec la lumiére et
I'air. Apres chaque utilisation, il est recommande de bien refermer les flacons, car les ardmes des
huiles essentielles sont volatils. 1l est préférable de les conserver en position verticale plutot

qu'horizontale.

La température de conservation idéale pour les huiles essentielles est généralement comprise
entre 4°C et 5°C.”* Dans ces conditions, les huiles essentielles peuvent étre conservées pendant

plusieurs années.

Il est important de noter qu'il est primordial de tenir les huiles essentielles hors de portée des

enfants.

4. Détermination du rendement en huile essentielle

Le rendement en huile essentielle (R%) a été calculé en utilisant la formule suivante,
conformément & la norme AFNOR (1986) :
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R% = (Mh / Ms) * 100

Ou Mh représente la masse des huiles essentielles obtenues apres I'extraction et Ms représente la

masse de la matiere végétale seche utilisée.

5. Caractérisation des propriétés de I'huile essentielle de clou de girofle

5.1. Caractéristiques physico-chimiques

Pour caractériser notre huile essentielle de clous de girofle, nous avons mesuré le pH (potentiel
d’hydrogeéne) a I’aide d’un pH-metre de la marque « HAANNA », pour évaluer son niveau d'acidité
ou d'alcalinité, ensuite la densité a été déterminée en pesant un tube eppendorf vide, puis en le
remplissant avec I'huile essentielle. La différence entre la pesée du tube vide et celle du tube rempli
a eté utilisée pour calculer la densité de I'huile essentielle. La densité de I'huile essentielle doit
normalement étre inférieure a 1, et elle a été comparée a la densité de I'eau (égale a 1), puis nous
avons évalué I’indice de réfraction a l’aide d'un réfractometre de la marque "EUROMEX
HOLLAND" ( photo 07) selon la méthode de réfractomeétrie. Cela permet d'évaluer la maniere
dont la lumiere se déplace a travers I'huile essentielle et fournit des informations sur sa composition

chimique.

Photo 07 : réfractométre utilisé pour la mesure de ’indice de réfraction.

5.2. Caractéristiques organoleptiques
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L'huile essentielle de clou de girofle a été caractérisée par ses propriétés organoleptiques,

notamment sa couleur, son go(t, son aspect et son odeur.

6. Analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG-
MS)

L'analyse a été réalisée sur un chromatographe ‘‘Hewlett Packard Agilent 6890°” plus équipé
d'un spectrometre de masse Hewlett Packard Agilent 5973. Les conditions opératoires suivantes

ont été utilisées :

> Injecteur :
Température : 250°C

Mode d'injection : Split 1 ; 80
Volume injecté : 0.2 pl

» Colonne :
Type : HP-5MS

Dimensions : longueur de 30 m, diametre interne de 0.25 mm, épaisseur de film de 0.25 pm
Phase stationnaire : 5% phényle, 95% diméthylpolysiloxane

» Température du four :
60°C pendant 8 min

Augmentation de 2°C/min jusqu'a 250°C
Isotherme a 250°C pendant 10 min
Durée totale de l'analyse : 113 min

> Gaz vecteur :

Hélium pur 6.0
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Debit : 0.6 ml/min

» Détecteur de masse :
Mode d'analyse : SIM (Single lon Monitoring)

Délai du solvant : 3.5 min

Température de l'interface : 270°C

Type d'ionisation : Impact électronique
Intensité du filament : 70 eV

Type de l'analyseur de masse : Quadrip0les
Température de la source : 230°C

Ces conditions opératoires ont été specifiées pour l'analyse chromatographique, visant a
séparer et détecter les composés chimiques présents dans I'huile essentielle de clou de girofle. Le
choix de la colonne, la température du four et les paramétres de détection ont été optimisés pour
assurer une séparation adéquate des composés d'intérét et une détection précise. Le mode SIM a
été sélectionné pour une détection sélective des ions cibles, améliorant ainsi la sensibilité de la

methode.
7. Préparation des dilutions en série de I’huile essentielle

La préparation des dilutions en série de I'huile essentielle de clou de girofle a été réalisée de la

maniére suivante :

1. Dans un premier tube a essai stérile, 1 ml d'huile essentielle de clou de girofle pure a été
prélevé a l'aide d'une micropipette, c’est la premicre dilution de 100 %.

2. Pour obtenir une dilution de 75%, 750 ul de I'huile essentielle de clou de girofle pure ont
été dilués dans 250 pl de Tween 80. Cette solution a été soigneusement mélangée a I’aide

d’un vortex de marque « Fisher Scientific » pour assurer une homogénéité compleéte.
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3. A partir de la solution diluée & 75%, 500 pl ont été prélevés & l'aide d'une micropipette et
transférés dans un deuxieéme tube a essai stérile contenant 500 pl de Tween 80. Cela a donné
une dilution de 50%. Encore une fois, la solution a été bien mélangée pour assurer une
homogéneité compléte.

4. Cette procédure a été répétée pour obtenir les différentes dilutions suivantes : 25%, 1/2, 1/4,
1/8 et 1/12. A chaque étape, la quantité appropriée de solution précédente a été prélevée et
diluée avec la quantité appropriée de Tween 80 et soigneusement mélangée pour garantir
une homogénéité accomplie. ( photo 08).

Il est important de noter que le mélange des solutions a été effectué avec soin afin d'obtenir

une homogénéité entiere.

Photo 08 : série de dilution de I’huile essentielle de clou de girofle dans le Tween 80.

Ces dilutions en série de I'huile essentielle de clou de girofle (figure 14) ont été préparees
dans le but de réaliser une étude sur l'activité antimicrobienne de I'huile essentielle. Les différentes
dilutions permettent d'évaluer l'efficacité de I'huile essentielle a différentes concentrations contre
les bactéries, les levures, les champignons cibles. Cette méthode de dilution en série est
couramment utilisée dans les études microbiologiques pour déterminer la concentration minimale
inhibitrice (CMI) par Remmal et al., (1993) et Satrani et al., (2001), ou la concentration minimale
bactéricide (CMB) et fongicide (CMF) d'une substance. Ainsi, en utilisant ces dilutions, il sera
possible d'évaluer I'effet de I'huile essentielle de clou de girofle sur la croissance et la survie des

bactéries testées.’
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DI C100%  1mlde’HE | -
D2 C75% 750 ul d’HE + 250 pl de tween 80.
D3 C50% 500 pl d’HE + 500 pl de tween 80. /\

D4 C25%

bs ci2 e ] [ Jd —
D6 C1/4 Ll
pr cwg¢ T

D8 Cl/12

Les dilutions sont réalisées a 1’aide de Tween 80.

Figure 14 : différentes concentrations des différentes dilutions.

8. Etude et évaluation de activité antimicrobienne d’huile essentielle de clou de girofle

Six souches proposées et choisies ( photo 09) de reférence selon le référentiel international,
I’ American Type Culture Collection (ATCC), le choix des souches microbiennes au cours de cette
étude a eté basé sur une recherche bibliographique de leur fréquence élevée a provoquer des
problemes bucco-dentaires chez I’Homme. Elles sont entretenues par repiquage sur gélose nutritive
favorable a leur croissance. Elles ont été récupérées du site de production de SAIDAL. Elles sont
couramment utilisées pour tester la fertilité des milieux de culture préparés, afin de démontrer
I'efficacité des milieux de culture utilisés pour le contrdle microbiologique des produits

pharmaceutiques fabriques et confirmer leur conformité ou non-conformite.
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Photo 09 : souches bactériennes et fongiques utilisées dans cette étude.

L’activité antimicrobienne a été évaluée selon la technique de diffusion des disques sur gélose
et réalisée selon la méthode décrite par Murray et al. (1999),” qui a été choisie pour sa simplicité
et fiabilité a fin d’observer le pouvoir inhibiteur de notre échantillon d’huile essentielle de clou de
girofle a différentes concentrations sur les bactéries, la levure et le champignon a tester. La réponse
des souches face a I’exposition a I’huile essentielle de clous de girofle constitue un indicateur de
I’activité sur tout le groupe d’appartenance de la souche, c’est la raison pour laquelle nous avons
testé plusieurs souches représentatives de maniére nous permettant d’obtenir des indications sur

tous les groupes d’appartenance de ces souches.
8.1. Mise en évidence de I’activité antibactérienne

Pour chaque bactérie test, un inoculum est réalisé a partir d'une culture de 24 heures, mis
en suspension dans de I'eau physiologique stérile de maniére a obtenir une densité optique comprise
entre 0.1 et 0.2, pour une longueur d'onde de 620 nm pour les bactéries et 600 nm pour les souches,

ce qui correspond approximativement & une concentration de 10° CFU/ml.

Les échantillons d'huile essentielle de clou de girofle sont filtrés dans des conditions aseptiques

a travers une membrane de 0.22 pm.

Des disques de papier filtre stériles de 6 mm de diamétre (Whatman N°3, Royaume-Uni) sont
imprégnés avec 20 pl de I'huile essentielle de clou de girofle a différentes concentrations (100%b,
75%, 50 %, 25%0...), tandis que les disques témoins recoivent juste 20 pl de tween 80 pure. Apres

séchage a l'air chaud, les disques sont déposés sur les boites de Pétri contenant du milieu Mueller-
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Hinton et Sabouraud,? préalablement ensemencé avec les souches tests a I'aide d'un écouvillon qui
sera chargé a nouveau apres chaque ensemencement de la méme souche. Avant l'incubation a la
température optimale de croissance de chaque souche test, les boites sont laissées 2 heures a 4°C.
Les résultats sont lus apres 24 heures d'incubation. Toute zone d'inhibition de croissance autour
des disques, méme de faible diamétre, est considéré comme un résultat positif et mesuré a I’aide

d’un pied a coulisse.5®
8.2. Mise en évidence de I'activité antifongique

Pour le cas du champignon Aspergillus brasiliensis, nous avons utilisé les cellules de Malassez

pour la détermination de la charge microbienne.

Tout d'abord, nous avons ajouté du Tween 80 a la culture de champignon. Ensuite, nous avons
délicatement gratté les colonies a I'aide d'un écouvillon stérile devant un bec Bunsen, afin d'obtenir
une suspension (Tween 80 + champignon). Cette suspension a été prélevée a l'aide d'une seringue
sterile et déposée dans un tube stérile. Cette solution est considérée comme la solution mere. Nous
avons ensuite homogeénéisé le melange pendant 30 minutes a l'aide d'un vortex (voir photo 10).
Ensuite, nous avons prélevé 1 ml de la solution mere et I'avons ajouté a 9 ml d'eau physiologique
pour obtenir une dilution de 107, Ensuite, nous avons prélevé 1 ml de la dilution précédente et
I'avons ajouté a 9 ml d'eau physiologique pour obtenir une deuxiéme dilution de 10-2. Enfin, nous
avons prélevé 1 ml du tube précédent et I'avons ajouté a 9 ml d'eau physiologique pour obtenir une
troisiéme dilution de 10 ( photo 11). Aprés chaque dépot, il était important de bien homogénéiser
la solution.” Par la suite, nous avons pris trois cellules de Malassez, correspondant & chaque
dilution, a l'aide d'une pipette Pasteur et prélevé de I'eau physiologique stérile. Nous avons déposé
quelques gouttes de cette solution sur une lame, puis avons déposé délicatement la lamelle en
évitant les bulles d'air. Nous avons effectué des mouvements aléatoires pour permettre la diffusion
de la suspension par capillarité ( photo 12). Ensuite, nous avons observé les cellules de Malassez
sous un microscope (grossissement x40) pour compter les spores présentes dans chaque carré. Une
fois le comptage des spores effectue, les données ont été utilisées pour évaluer lactivité
antifongique de I'huile essentielle de clou de girofle a différentes concentrations. Les résultats ont
été analysés en fonction de la réduction du nombre de spores par rapport au témoin (disque

contenant du tampon sans huile essentielle).
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Les disques sont imbibés avec la dilution choisie, ensuite déposés dans des boites de pétri
contenant la gélose Sabouraud, puis incubés pendant 48-72 heures a 30 °C. Dans ce cas aussi toute
zone d'inhibition de croissance autour des disques, méme de faible diamétre, est considéré comme

un résultat positif et sera mesurés a 1’aide d’un pied a coulisse.

Photo 10 : préparation du champignon avec Tween 80.

Photo 11 : différentes dilutions de la souche.
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Photo 12 : cellules de Malassez des trois dilutions.

Ci-dessous un schéma récapitulatif représentant les étapes suivies lors de la technique de
diffusion sur gélose ( figure 15) :
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Préparation de la série de
dilutions
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[ Culture des souches ]
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Figure 15 : étapes suivies lors de la technique de diffusion des disques sur gélose.

9. Etude statistique
Une analyse de variance (ANOVA) est effectuée par le logiciel R., cette analyse a été réalisée
en utilisant le modéle linéaire général (Im). Pour la variable réponse "zones", nous avons effectuées

une ANOVA a trois facteurs : "concentrations"”, "souches" et leur interaction "concentrations :
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souches”. L'objectif est d'évaluer si ces facteurs ont un effet significatif sur la variable réponse
Zone (test de Tukey et test de Student- Newman-Keuls SNK & P<0,05).”

Les histogrammes ont été réalisés a 1’aide de Microsoft Excel 2016 représentants les diamétres

des zones d’inhibitions en fonction des concentrations de I’huile essentielle de clou de girofle.

10. Détermination de la concentration minimale inhibitrice et fongicide (CMI) (CMF)

Cette technique consiste a inoculer, par un inoculum standardisé, une collection de
concentration décroissante en huile essentielle de clou de girofle. Aprés incubation, 1’observation
de I’échantillonnage permet d’accéder a la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI), qui
correspond a la plus faible concentration en huile essentielle de clou de girofle capable d’inhiber

la croissance bactérienne.’®

11. Evaluation de la toxicité de I'huile essentielle de clou de girofle par la détermination de sa
dose létale (DLso)

Pour évaluer la toxicité de I'huile essentielle de clou de girofle, une étude a été menée sur douze
souris sélectionnées au hasard, pesant entre 28 et 30g, agées de 3 semaines, nullipares, non gravides

et en bonne santé. Chaque souris a été marquée pour permettre une identification individuelle.

L'étude a été réalisée avec trois groupes de souris, chacun composé de quatre individus, logés

dans des cages distinctes le tableau 01 ci-dessous récapitule le regroupement des souris :

Tableau 01 : regroupement des souries dans les lots.

Lot 01 Lot 02 Lot 03
Groupe témoin Groupe cobaye A (1000 Groupe cobaye B (2000
mg/kg) mg/kg)

Les trois groupes de souris ont été maintenus dans leurs cages pendant 5 jours pour s'acclimater
aux conditions du laboratoire. La température était maintenue a 22°C (x 3°C) avec une humidité
relative moyenne ne dépassant pas 50%. Un cycle d'éclairage artificiel de 12 heures de lumiére et

12 heures d'obscurité a été suivi.
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Les souris ont été nourries avec l'alimentation classique du laboratoire et avaient accés a l'eau
potable en quantité suffisante. Apres les 5 jours d'acclimatation, avant I'administration des

différentes doses d'huile essentielle de clou de girofle, les procédures suivantes ont été suivies :

Les trois groupes de souris ont été maintenus a jeun pendant 3 a 4 heures avant administration,
avec seulement de I'eau disponible, et leur poids a été mesuré avant et aprés le jeune. Dans la cage
01, les souris témoins ont recu un gavage avec de l'eau physiologique a l'aide d'une sonde de
gavage. Dans les cages 02 et 03, les souris ont recu par gavage, a l'aide d'une sonde de gavage, une
dose d'huile essentielle de clou de girofle spécifique a leur poids. Ensuite, elles ont été privées
d'alimentation pendant 1 a 2 heures juste aprés administration. Les doses précises administrées

¢taient de 1000 mg/kg et 2000 mg/kg en fonction du poids des souris d’essaies.

Les souris ont été suivies pendant 10 jours pour observer leurs comportements et les

symptomes éventuels conformément au protocole de 'OCDE."®

12. Réalisation de la lotion pharmaceutique (bain de bouche) a base d’huile essentielle de clou

de girofle (Brevet)

La méthodologie adoptée pour élaboration du bain de bouche est basée essentiellement sur une
méthodologie expérimentale, faisant varier les marges tolérées de la concentration de 1’huile
essentielle extraite de clou de girofle pour atteindre un produit fini conforme aux normes de la
pharmacopée se rapprochant le mieux des caractéristiques générales : pH, aspect et densité de la
spécialité de référence. Pour cela, nous avons réalisé plusieurs essais tout en controlant I’évolution
des parametres pharmacotechniques (aspect, densité et pH) en fonction des différentes
concentrations de I’huile essentielle de clou de girofle qui constituent le principal objectif

expérimental.

Des essais a I’échelle laboratoire (essais de 50 ml et 100 ml) ont été effectués pour valider la

formule proposée.

Ce procédé¢ de fabrication a été proposé d’aprées les études établies sur la base des propriétés

de I’huile essentielle de clou de girofle (Aspect, couleur, odeur, pH, et densité).

13. Contrbdle physico-chimiques et pharmacologique sur le bain de bouche
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Les contrdles physico-chimiques et pharmacologiques réalisés sont mentionnés dans

le tableau 02 suivant :

Tableau 02 : contrdles effectués sur le bain de bouche et ses méthodes.

Test Méthode
Densité Densimétrie
pH pH metres
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1. Rendement de I'extraction

Le tableau 03 ci-dessous présente le rendement de [I'huile essentielle extraite par
hydrodistillation a partir des grains de clous de girofle, calculé selon la formule fournie par
I'AFNOR dans la partie "Matériel et Méthodes" :

Tableau 03 : rendement de I'huile essentielle extraite des clous de girofle.

Clou de girofle —~
(Syzygium aromaticum)

Poids de la plante seche | Masse d’HE récupérée en (g) Rendement en HE %
5009 5990 1.18%

Tableau 04 : comparaison entre le rendement d'huile essentielle obtenu et les normes AFNOR.

Norme AFNOR
Huile essentielle | Minimum maximum
étudiée
Rendement (%0) 1.18 5 8

Ce faible rendement qui est de 1,18 est vraisemblablement di a une perte d'huile dans la
phase aqueuse du distillat et pour la simplicité de notre dispositif d'hydro distillation, en termes de
quantité, malgré que ce pourcentage semble inférieur par rapport aux normes AFNOR (tableau

04), ce rendement reste dans la pratique satisfaisant pour mener bien a une telle étude.

Plusieurs facteurs peuvent influencer le rendement de I'extraction, notamment la méthode
d'extraction utilisée, les parties végétales utilisées, les produits et réactifs employés pendant
I'extraction, I'environnement, stockage de la matiere végétale, le génotype de la plante, son origine
géographique, le degré et les conditions de séchage, ainsi que la présence de parasites, de virus et
de mauvaises herbes, la période de récolte, les facteurs climatiques,®® la maturité des stades de la

floraison. En générale dans les conditions normales, les jeunes arbres ont de petites vacuoles
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densément, tandis que les arbres matures ont une grande vacuole avec une teneur en eau plus
élevée, la quantité élevée d'eau dans les vacuoles des arbres matures permet de diminuer le

rendement de I'huile essentielle de clou de girofle.8!

D’aprés Lagunez Rivera., (2006),%2 les gouttelettes d’huile essentielle qui restent dans
I’hydrolysat peuvent avoir plusieurs origines, une fraction de I’huile distillée est dissoute dans I’eau
et une autre est émulsionnée dans I’eau. La séparation de 1’huile essentielle apres condensation est

en fait I’étape déterminante pour recueillir le maximum d’huile essentielle.
2. Analyses physico-chimiques

2.1. Etude des propriétés organoleptiques
Pour évaluer les propriétés organoleptiques de notre huile essentielle de clou de girofle, nous
avons utilisé deux des cing sens : la vue pour observer I'aspect et la couleur, et I'odorat pour détecter
son parfum épicé. (Voir photo 13). Les résultats de cette évaluation, comparant les caractéristiques
de notre huile essentielle extraite des boutons de Syzygium aromaticum aux normes établies par

I'’AFNOR, sont présentés dans le tableau 05 ci-dessous :

Tableau 05 : Caractéristiques organoleptiques de I'huile essentielle de clou de girofle (Syzygium

aromaticum).

Aspect Couleur Odeur

Liquide mobile

Norme AFNOR | Limpide parfois Jaune trés claire Epicée
Légerement visqueux (Caractéristique de

L’eugénol)

Huile essentielle | Liquide et mobile Jaune trés claire Epicée

étudiéee Limpide
Légerement visqueux
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Photo 13 : aspect de I'huile essentielle de clou de girofle.

Selon les résultats obtenus, il est remarqué que I'huile essentielle de Syzygium aromaticum
obtenue par hydrodistillation présente plusieurs caractéristiques, a savoir l'aspect, la couleur et

l'odeur, qui sont identiques a celles décrites par les normes de 'AFNOR.

2.2. Propriétés physiques
2.2.1. Densité
La densité de I'huile essentielle de clou de girofle obtenue est de 0.98 (Tableau 04). Cette

valeur peut étre justifiée par deux arguments distincts :

Premierement, la faible solubilité de I'huile essentielle de clou de girofle dans I'eau, ce qui

entraine la présence de phases distinctes.

Deuxiémement, les densités de I'eau et de I'huile essentielle sont tres proches, étant toutes deux

proches de 1. Par conséquent, il n'y a pas de phase distincte qui se forme et ne surnage.

Tableau 06 : Résultats de la densité de I'huile essentielle de clou de girofle (Syzygium

aromaticum).

Norme AFNOR

Huile essentielle étudiée Minimum Maximum

La densité 0.98 1.42 1.054
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2.2.2. Indice de réfraction
Le résultat de l'indice de réfraction, considéré comme un critére de pureté des huiles
essentielles et de divers composeés liquides, est présenté dans le Tableau 07. Les valeurs obtenues

sont conformes aux normes genéralement utilisées pour I'identification selon I'AFNOR.

Tableau 07 : reésultats de l'indice de réfraction de I'huile essentielle de clou de girofle.

Norme AFNOR
Huile essentielle | Minimum Maximum
étudiée
Indice de réfraction 1.4000 1.5280 1.5346

2.3. Propriétés chimiques

» Potentiel hydrogene (pH)
Les résultats consignés dans le tableau 08 indiquent que notre pH est de 6.4, ce qui
correspond a un pH légérement acide. Cette acidité est attribuable a la composition chimique des

huiles essentielles de Syzygium aromaticum, qui sont connues pour étre des donneurs de H™.

Tableau 08 : résultats du pH de I'huile essentielle de clou de girofle (Syzygium aromaticum).

Norme AFNOR
Huile essentielle | Minimum Maximum

étudiée

pH 6.4 55 7

Le potentiel d’hydrogéne (pH) a un réle capital lors des réactions. Lorsque les propriétés
biochimiques stabilisantes de 1’huile essentielle sont affectées, ’activité antibactérienne et

antifongique est automatiquement affectée a son tour.
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3. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse CG/MS

La composition de I'nuile essentielle de clou de girofle révélée par la CG-MS est présentée
dans le tableau 09, incluant le temps de rétention, le pourcentage de composition et I'identification
dans la bibliotheque de chaque composant. Un total de 14 constituants ont été identifiés a partir de

I'analyse GC-MS. Voici les composants identifiés et leurs caractéristiques :

- Eugénol (67,1022 %) avec un temps de rétention de 33,3860 minutes. Il s'agit d'un composé
bioactif et le principal constituant responsable des propriétés pharmacologiques de I'huile
essentielle de clou de girofle. L'eugénol posséde des effets antibactériens, antifongiques,

antioxydants et analgésiques. Son identification dans la bibliothéque est 64452.

- Trans-Caryophylléne (23,0672 %) avec un temps de rétention de 34,9120 minutes. Egalement
connu sous le nom de I-Caryophylléne, il est consideré comme un composant clé du clou de girofle.
Son identification dans la bibliotheque est 121314.

- Acetyleugenol (3,5904 %) avec un temps de rétention de 42,2107 minutes. C'est un dérivé de

I'eugénol présent dans le clou de girofle. Son identification dans la bibliotheque est 123678.

- a-Caryophyllene (2,9272 %) avec un temps de rétention de 36,6438 minutes. C'est un autre
isomere du caryophyllene présent dans le clou de girofle. Son identification dans la bibliotheque
est 121259.

- E, E-a-Farnesene (0,6218 %) avec un temps de rétention de 40,4903 minutes. Son identification
dans la bibliotheque est 121802.

- a-Cubebene (0,5962 %) avec un temps de rétention de 31,6428 minutes. Egalement connu sous
le nom de 1H-Cyclopenta[1,3]cyclopropa[l,2]benzene, 3a,3b,4,5,6,7-hexahydro-3,7-diméthyl-4-
(1-méthyléthyl)-, c'est un autre composé présent dans le clou de girofle. Son identification dans la
bibliotheque est 121692.

- Naphthalene, 1,2,3,5,6,8 a-hexahydro-4,7-diméthyl (0,4792 %) avec un temps de rétention de
40,9476 minutes. Son identification dans la bibliotheque est 121461.

- Benzoic acid, 2-hydroxy-, methyl ester (0,4539 %) avec un temps de rétention de 20,2290
minutes. C'est un composé couramment connu sous le nom de Methyl salicylate, utilisé dans divers

produits. Son identification dans la bibliotheque est 48592.
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- Germacrene D (0,3952 %) avec un temps de rétention de 38,2727 minutes. Egalement connu
sous le nom de (-)-Germacrene D, c'est un composé qui contribue a I'aréme caractéristique du clou

de girofle. Son identification dans la bibliothéque est 121721.

- Hexadecenoic acid methyl ester (0,2461 %) avec un temps de rétention de 70,5765 minutes.
Son identification dans la bibliothéque est 211115.

- a-Copaene (0,1778 %) avec un temps de rétention de 30,0768 minutes. Egalement appelé
Copaene, il appartient a la famille des tricyclo[4.4.0.0(2,7)]dec-3-ene. Son identification dans la
bibliothéque est 121674,

- Caryophyllene oxide (0,1739 %) avec un temps de rétention de 44,0739 minutes. Son
identification dans la bibliothéque est 145059.

- DI-Limonene (0,1030 %) avec un temps de rétention de 9,1067 minutes. Cette substance est
également connue sous d'autres noms tels que Cyclohexene, 1-méthyl-4-(1-méthyléthényl)- et 1-
P-MENTHA-1,8-DIENE. Son identification dans la bibliotheque est 31986.

- 2-Heptanone (0,0659 %) avec un temps de rétention de 3,8313 minutes. L'identification est basée

sur une correspondance avec la bibliotheque et I'identification associée est 15235.

La figure 16 montre le chromatogramme typique de l'analyse GC-MS des composés de
I'huile essentielle de clou de girofle. 11 a été observé que les 14 pics dans I'huile de girofle ont été
clairement séparés et mesurés par GC-MS et sont présentés sous formes camembert pour plus

d’organisation (figure 2).

11111

ooooooo

ooooooo

Figure 16 : chromatogramme typique de l'analyse en phase gazeuse de I'huile essentielle de clou

de girofle (Syzygium aromaticum). >9
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Tableau 09 : composition de I'huile essentielle de clou de girofle (Syzygium aromaticum).

Ne Constituants RT? Pourcentage ID dans
(min) (%) bibliotheque
1 2-Heptanone 3.8313 0.0659 15235
2 dI-Limonene 9.1067 0.1030 31986
3 Methyl salicylate 20.2290 0.4539 48592
4 a-Copaene 30.0768 0.1778 121674
5 a-Cubebene 31.6428 0.5962 121692
6 Eugénol 33.3860 67.1022 64452
7 Trans-Caryophyllene 34.9120 23.0672 121314
8 a-Caryophyllene 36.6438 2.9272 121259
9 Germacrene D 38.2727 0.3952 121721
10 E,E-a-Farnesene 40.4903 0.6218 121802
Naphthalene, 1,2,3,5,6,8
11 a-hexahydro- 4,7-dimethyl- 40.9476 0.4792 121461
1-(1-methylethyl)-, (1S-cis)-
12 Acetyleugenol 42.2107 3.5904 123678
13 Caryophyllene oxide 44.0739 0.1739 145059
14 Hexadecenoic acide 70.5765 0.2461 211115

methyl ester
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0,18%
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0.39% | |-0.17%
0.60% 0,48% " 0,07%
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3,59%
23,07% \

\ 67,10%

Eugénol Trans-Caryophyllene
Acetyleugenol a-Caryophylléne
" E, E-o- Farnesene a-Cubebene

= Naphthaléne, 1,2,3,5,6,8 a-hexahydro-4,7-diméthyl = Benzoic acid, 2-hydroxy-, methyl ester

= Germacrene D = Hexadecenoic acid methyl ester
= g-Copaene = Caryophyllene oxide
= DI-Limonene 2-Heptanone

Figure 17 : composition en pourcentage des composés de 1’huile essentielle de Syzygium

aromaticum.

L'analyse GC-MS de notre huile essentielle de clou de girofle a révélé la présence de
14 composants au total, dont 4 sont dits majeurs : I'eugénol (67,10 %), le trans-caryophyllene
(23,0672 %), l'acetyleugenol (3,5904 %) et l'a-caryophylléne (2,9272 %). En comparant nos
résultats avec ceux d'Abdulaziz Khaleef Alanazi (2022), qui a détecté 16 composés au total,
dont les principaux étaient I'eugénol (72,54 %), le caryophyléne (5,16 %) et l'a-caryophyléne

(1,55 %), nous constatons une grande similitude entre nos résultats.

Selon Amelia et al., (2017), qui ont détecté 44 composants au total, il est clair que la

composition des huiles essentielles peut varier en fonction de I'origine des clous de girofle.

De méme, Faisal Nur Alfikri et al., (2020) ont identifié 15 composants au total, ce qui

est presque similaire a notre nombre de composants détectés par GC-MS.

En ce qui concerne les pourcentages des principes actifs, notre huile essentielle présente
un pourcentage d'eugénol de 67,1022 %. Ce pourcentage est inférieur a celui des clous de
girofle de Java (55,606 %) et de Manado (74,647 %) selon les résultats rapportés par B. Amelia
et al. (2017). Cependant, Faisal Nur Alfikri et al. (2020) indiquent que la concentration

d'eugénol est de 77,61 %, ce qui est supérieur a notre résultat. 1l est donc évident que les
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pourcentages des composants actifs peuvent varier en fonction de l'origine géographique des
clous de girofle.

Concernant le pourcentage de caryophylléne, notre huile essentielle de clou de girofle
présente un pourcentage de 23,06 % selon la GC-MS. Ce chiffre difféere des pourcentages de 14,846
% (Java) et 12,799 % (Manado) rapportés par Amelia et al., (2017). Faisal Nur Alfikri et al.,
(2020) rapportent un pourcentage de caryophylléne de 3,21 %. Ces variations de pourcentages
démontrent les différences significatives entre les huiles essentielles provenant de différentes

origines.

De méme, Barakat (2014) a rapporté que les principaux composés de I'huile essentielle de
clou de girofle étaient I'eugénol (80,19 %), l'acétate d'eugényle (7,91 %) et le caryophylléne (3,79
%).

En résume, nos résultats difféerent de ceux des autres articles en termes de nombre total de
composants, de composition de I'huile essentielle et de pourcentages. Ces différences peuvent étre
attribuées a divers facteurs tels que les appareils GC-MS utilisés, la saison de récolte, l'origine
géographique des clous de girofle, la technique d'extraction, la granulométrie des clous de girofle
broyes, les parties végeétales spécifiques utilisées dans les échantillons, ainsi que les conditions de
récolte, de séchage et d'extraction. D'autres facteurs tels que I'environnement, le génotype de la
plante et son origine geographique peuvent également influencer la composition chimique des

huiles essentielles.

4. Activité antimicrobienne de I’huile essentielle du clou de girofle
4.1. Lecture de la concentration de suspensions microbiennes prépareées
Les résultats obtenus apres la lecture de la densité optique de la suspension microbienne de
chaque souche testée par spectrophotométrie sont représentés dans le Tableau 10. Les charges
microbiennes de toutes les suspensions sont conformes aux normes du NCCLS (anciennement

Clinical and Laboratory Institutes) pour les souches bactériennes et la levure Candida albicans.

La charge microbienne d’Aspergillus brasiliensis, a été évaluée apres le dénombrement de
I’inoculum a I’aide des cellules de Malassez et le calcul de la moyenne, est de 3,9 x 10° UFC/ml.
Cette estimation correspond a la suspension diluée 10 -1, ce qui est relativement supérieur a la
norme du NCCLS qui est estimée entre 4 et 5 x 10* UFC/ml.
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Tableau 10 : résultats de la densité optique et de la charge microbienne des souches

microbiennes testées.

Les souches Longueur Densité optique Concentration
microbiennes d’onde utilisée (DO) des suspensions
(nm) microbiennes
Escherichia coli 0,167
Staphylococcus aureus 0,132
620 10" UFC/ml
Bacillus subtilis 0,153
Pseudomonas 0,106
aeruginosa
Candida albicans 600 0,11 108 UFC/ml

4.2. Antibio-aromatogramme
4.2.1. Evaluation qualitative
L’activité antimicrobienne est examinée par la méthode de diffusion des disques sur gélose
solide Muller Hinton et sabouraud, qui permet 1’évaluation et la mesure d’efficacité de I’huile
essentielle de clou de girofle a inhiber la croissance microbienne in vitro. Aprés I’incubation des
boites de Petri pendant 24 h a 72h selon la souche microbienne cible, nous allons obtenus les

résultats ci-dessous (photos de 14 a 19)
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Bactéries Gram -

Photo 14 : Escherichia coli ATCC 8739. Photo 15 : Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027.

Bactéries Gram +

Photo 16 : Staphylococcus aureus ATCC 6538. Photo 17 : Bacillus subtilis ATCC 6633.
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»

Souches fongiques

Photo 18 : Candida albicans ATCC Photo 19 : Aspergillus brasiliensis ATCC
16404.
10 23.
4.2.1.1. Etude statistique
Nous avons réalis€¢ une ANOVA a fin d’estimer les moyennes des zones d’inhibitions et les
écarts types pour pouvoir évaluer la sensibilité des souches testées, et la CMI de notre huile vis a
vis chaque souche testeée, puis les résultats obtenus aussi nous a permis de traduire en

histogrammes.

L'analyse de variance (ANOVA) que nous avons réalisée en utilisant le modéle linéaire

général (Im) indique les résultats suivants :

Pour la variable réponse "zones", nous avons effectué une ANOVA a trois facteurs :

"concentrations”, "souches" et leur interaction "concentrations : souches". L'objectif est d'évaluer

si ces facteurs ont un effet significatif sur la variable réponse zone.

L'ANOVA fournit une table de résultats (Type Il tests) qui résume les sources de variation, les
sommes des carrés (Sum Sq), les degrés de liberté (Df), les valeurs F (F value) et les valeurs de p

(Pr (>F)) associées a chaque facteur.
Dans les résultats, vous pouvez observer ce qui suit :

a. '‘concentrations™ : Ce facteur présente une somme des carrés de 7982.7, avec 7 degrés de

liberté. L'analyse de variance indique un F-value de 3933.292 et une valeur de p
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extrémement faible inférieure a 2.2e-16 donc P<0,05, ce qui suggére que le facteur
"concentrations” a un effet significatif sur la variable réponse "zones".

b. "souches™ : Ce facteur présente une somme des carres de 1653.7, avec 5 degrés de liberté.
L'analyse de variance indique un F-value de 1140.780 et une valeur de p extrémement
faible inférieure a 2.2e-16 donc P<0,05, ce qui suggere que le facteur "souches" a un effet
significatif sur la variable réponse "zones".

c. '‘concentrations™ : "“souches" (interaction) : Cette interaction entre les facteurs
"concentrations™ et ""souches™ présente une somme des carrés de 535.8, avec 35 degrés de
liberté. L'analyse de variance indique un F-value de 52.804 et une valeur de p extrémement
faible inférieure a 2.2e-16 donc P<0,05, ce qui suggere que l'interaction entre les facteurs

a un effet significatif sur la variable réponse “zones"

Les valeurs de I’écart type qui est un indicateur de dispersion qui nous informe de la maniere dont
les zones sont réparties autour de la moyenne. 4 différentes valeurs (0.57 ; 1.00 ; 1.15 ; 1.57) pour

différentes moyennes sont résultantes.

» Aspergillus brasiliensis
- Pour les concentrations suivantes : 100% ; 1/2 avec les moyennes ordonnées consécutivement :

29 ; 12 ont un écart type de 1.00 qui est relativement faible.

- Pour les concentrations de: 75%; 50%; 1/4; 1/8 avec les moyennes ordonnées
consécutivement : 25.666 ; 22.666 ; 10.333 ; 9.333 ont un écart type de valeur de 0.577, ce qui

suggere qu’il est relativement faible.

- Pour les concentrations de : 25% ; 1/4 ; 1/8 avec les moyennes ordonnées consécutivement :

15.000 ; 0.000 ont un écart type de 0.000 ce qui évoque qu’il est relativement faible.

> Bacillus subtilis
- Pour les concentrations suivantes : 100% ; 50% avec les moyennes ordonnées consécutivement :
20.666 ; 13.666 ont un écart type de 0.577 qui est relativement faible.

- Pour les concentrations suivantes : 75% ; 25% ; 1/2; 1/4 ; 1/8; 1/12 avec les moyennes ordonnées
consécutivement : 18.000 ; 8.000 ; 0.000 ; 0.000 ; 0.000 ; 0.000 ont un écart type de 0.000 qui est

relativement faible.
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» Candida albicans
- Pour la concentration suivante : 100% avec une moyenne de 22.000 a un écart type de 1.00 qui

est relativement faible.

- Pour la concentration suivante : 50% avec une moyenne de : 17.666 ont un ecart type de 1.527

qui est relativement faible.

- Pour la concentration suivante : 25% avec une moyenne de : 10.333 a un écart type de 0.577 qui

est relativement faible.

- Pour les concentrations suivantes : 75% ; 1/2; 1/4 ; 1/8; 1/12 avec les moyennes ordonnées
consécutivement : 20.000 ; 0.000; 0.000; 0.000; 0.000 ont un écart type de 0.000 qui est

relativement faible.

» Escherichia coli
- Pour les concentrations suivantes : 100% ; 75% ; 50% ; 25% avec les moyennes ordonnées
consécutivement : 13.666 ; 11.333 ; 10.333 ; 8.333 ont un écart type de 0.577 qui est relativement
faible.

- Pour les concentrations suivantes: 1/2 ; 1/4 ; 1/8 ; 1/12 avec les moyennes ordonnées
consécutivement : 0.000 ; 0.000 ; 0.000 ; 0.000 ont un écart type de 0.000 qui est relativement
faible.

» Pseudomonas aeroginosa
- Pour la concentration suivante : 100% avec une moyenne: 17.000 a un écart type de 1.000 qui est

relativement faible.

- Pour la concentration suivante : 75% avec une moyenne de : 13.666 a un écart type de 1.154 qui

est relativement faible.

- Pour les concentrations suivantes : 50% ; 25% avec les moyennes ordonnées consécutivement :

11.333 ; 9.666 ont un écart type de 0.577 qui est relativement faible.

- Pour les concentrations suivantes: 1/2 ; 1/4 ; 1/8 ; 1/12 avec les moyennes ordonnées
consécutivement : 0.000 ; 0.000 ; 0.000 ; 0.000 ont un écart type de 0.000 qui est relativement
faible.
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» Staphylococcus aureus
- Pour la concentration suivante :100% avec une moyenne de : 15.666 a un écart type de 0.577 qui

est relativement faible.

- Pour la concentration suivante : 25% avec une moyenne de : 9.000 a un écart type de 1.000 qui

est relativement faible.

- Pour les concentrations suivantes : 75% ; 50% ; 1/2 ; 1/4 ; 1/8 ; 1/12 avec les moyennes ordonnées
consécutivement : 13.000 ; 12.000 ; 0.000 ; 0.000 ; 0.000 ; 0.000 ont un écart type de 0.000 qui est

relativement faible.

Tous les écarts types sont relativement faibles, ce qui recommande que les zones d’inhibitions
soient autour de la moyenne et identiques. Chaque zone est représentée par trois repétitions pour

deux variables (concentrations et souches). (Voir annexe 3)

4.2.1.2. Etude de la sensibilité des souches microbiennes testées vis-a-vis notre

huile essentielle de clou de girofle
Aprés incubation des boites de Petri pendant 24 a 72 heures en fonction de la souche
microbienne cible, les diamétres des zones d'inhibition (@mm) sont mesurés. Ces zones se
manifestent par un halo translucide autour de chaque disque. La présence ou l'absence de halo
indique la sensibilité ou la résistance des micro-organismes a I'huile essentielle de clou de girofle.
Une échelle de notation symbolique allant de "-" a "+++" est utilisée pour interpréter les résultats,

selon la méthode décrite par Poncea et al., (2003) :

- Diametre inférieur a 8 mm : sensibilité nulle du micro-organisme (-)

- Diametre compris entre 9 et 14 mm : sensibilité limitée du micro-organisme (+)

- Diametre compris entre 14 et 20 mm : micro-organisme tres sensible (++)

- Diametre supérieur ou égal a 20 mm : micro-organisme extrémement sensible (+++)
Les résultats de lI'activité antimicrobienne de I'huile essentielle de Syzygium aromaticum sur

les souches microbiennes étudiees sont présentés dans le tableau 11.
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Tableau 11 : résultats du test de sensibilité des souches microbiennes a I'huile essentielle

de clou de girofle (Syzygium aromaticum) par la méthode de I'aromatogramme.

@ mm Norme Grade Sensibilité
E.coli 13,6 £0,57 [9-14] + Sensible

Staphylococcus aureus | 15,6+0,57 [14-20] ++ Tres sensible
Pseudomonas 17+1 [14-20] ++ Trés sensible
aeroginosa
Bacillus subtilis 20,6+0,57 >20 +++ Extrémement sensible
Candida albicans 22+1 >20 +4++ Extrémement sensible
Aspergillus brasiliensis | 29+1 >20 +++ Extrémement sensible

Selon les résultats de I'aromatogramme (Tableau 11), nous remarquons ce qui sulit :

La méthode de diffusion des disques sur gelose nous a permis de mettre en évidence le
pouvoir antimicrobien de I'huile essentielle de clou de girofle vis-a-vis des souches microbiennes
cibles testées. Selon la classification de Ponce et al., (2003), toutes les souches sont sensibles a
I'huile essentielle de Syzygium aromaticum. Les zones d'inhibition mesuraient 13,6 mm, 15,6 mm,
17 mm, 20 mm, 22 mm et 29 mm pour Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis, Candida albicans et Aspergillus brasiliensis, respectivement. Ces
résultats nous permettent de classer la sensibilité de ces souches comme suit : sensible, trés sensible,

trés sensible, extrémement sensible, extrémement sensible, extrémement sensible, respectivement.

En comparant les résultats des disques, il est clair que la plupart des bactéries a Gram positif
présentent des zones d'inhibition plus grandes que celles des bactéries a Gram négatif pour I'huile

essentielle de clou de girofle.

La présence de la zone d'inhibition formée par I'huile essentielle de clou de girofle contre
les bactéries étudiées est probablement due a sa caractéristique lipophile, qui permet une interaction
entre I'huile et les bactéries, ainsi qu'une interaction entre I'huile et les lipides de la membrane
cellulaire de la bactérie, modifiant ainsi sa perméabilité.®” Ainsi, I'nuile essentielle de clou de

girofle présente un effet synergique.
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En ce qui concerne les comparaisons avec d'autres études, nous constatons ce qui suit :

Pour Escherichia coli, le diametre de la zone d'inhibition est identique par rapport aux
résultats soutenus par Chaieb et al., (2007), supérieur a ceux de Nathaniel Hiwandika et al.,
(2021), et inférieur a ceux de Amit Pandey et al., (2011), et Radiinz et al., (2019).

Pour Staphylococcus aureus, le diamétre de la zone d'inhibition est presque identique aux
résultats rapportés par Hiwandika et al., (2021) et Miroslava Ka“caniova et al., (2021), et
inférieur a ceux de Pandey et al., (2011), Mostaqgim et al., (2019), Chaieb et al., (2007) et Radlinz
et al., (2019).

Pour Pseudomonas aeruginosa, le diamétre de la zone d'inhibition est supérieur aux
résultats rapportés par Hiwandika et al., (2021) et Chaieb et al., (2007), et inférieur a ceux de
Pandey et al., (2011) et Mostagim. S et al., (2019).

Pour Bacillus subtilis, le diamétre de la zone d'inhibition est supérieur aux résultats

rapportés par Hiwandika et al., (2021) et Miroslava Ka“caniova et al., (2021).
En ce qui concerne les souches fongiques, nous constatons les comparaisons suivantes :

Pour Candida albicans, le diamétre de la zone d'inhibition est inférieur aux résultats
rapportés par Mansourian et al., (2014), supérieur a ceux de Mostafa et al., (2023) et Miroslava
Ka“caniova et al., (2021).

Pour Aspergillus brasiliensis, le diameétre de la zone d'inhibition est supérieur aux résultats

soutenus par Mansourian et al., (2014) et inférieur a ceux de Inder Rana et al., (2011).

Les différences entre les résultats obtenus et les résultats rapportés peuvent étre attribuées
a divers facteurs, tels que les différents volumes d'huile essentielle de clou de girofle utilisés dans
les disques de diffusion et les variations de la teneur en composés chimiques, principalement
I'eugénol. Il peut y avoir des variations en raison des différents composants principaux présents
dans chaque espece. Cependant, ces résultats soutiennent I'application médicale de ces huiles
essentielles pour la prévention et/ou le traitement de certaines infections et maladies, telles que les

infections bucco-dentaires.

Pour d'autres souches fongiques spécifiques des maladies et des infections bucco-dentaires

gue nous n'avons pas testées, Lining Cai et Christine (1996) ont examiné l'activité des composés
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extraits de Syzygium aromaticum contre Streptococcus mutans, Actinomyces Viscosus,
Prphyromonas gingivalis et Prevotella intermedia, et ont observé une inhibition de tous ces isolats
microbiens par les composés de Syzygium aromaticum avec une concentration minimale inhibitrice

de 2,5 mg/ml, 2,5 mg/ml, 0,62 mg/ml et 0,62 mg/ml respectivement.

La méthode de diffusion des disques sur gélose nous a permis de mettre en évidence le

pouvoir antimicrobien de I'huile essentielle de clou de girofle vis-a-vis des souches microbiennes

Tableau 12 : comparaison des résultats des diametres (mm) de l'activité antimicrobienne de

I'huile essentielle de clou de girofle (Syzygium aromaticum) avec d'autres études.

Notre | A. Nathani | Amit Pandey et Radinz et al.,
huile Mansourian eHIiwan di ?2|611) (2019)
essenti | et al., juillet | kaetal.,
elle | (2014) ey
de clou
de
girofle
E.coli 13,6 mm 11,9 mm | 18 mm 19,7 mm
S. aureus 15,6 mm 15,8 mm | 16 mm 28,3 mm
P. aeruginosa | 17mm 13,4 mm | 20 mm
B. subtilis 20,6 mm 14,6 mm
C.albicans 22mm | 29 mm
A. brasiliensis | 29mm | 20 mm
Ashraf Abdel- | Mostagim. | Chaieb et al., Inder Singh
Fattah S et al,|(2007) ?2%?"’1‘)“ il
Mostafa et al., | (2019)
(2023)
13,66 mm
30,5 mm 14,6 mm
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38mm

9 mm

19,8mm

31 mm

4.2.2. Evaluation quantitative

4.2.2.1. Concentration minimale inhibitrice (CMI) pour les bactéries

Les résultats de la détermination de la concentration minimale inhibitrice de I'huile

essentielle de clou de girofle contre les quatre bactéries testées a partir des différentes dilutions

utilisées sont présentés dans le tableau 13 et les histogrammes présentés dans les figures de 18 a

21.
Tableau 13 : concentration minimale inhibitrice de I'huile essentielle de clou de girofle
(Syzygium aromaticum).
Dilution
100% | 75% | 50% | 25% | 1/2 14 | 18 1/12 Témoin
Bactérie (tween
80)
E.coli - - - - + + + + +
CcMmI
S.aureus - - - - + + + + +
CcMmI
P. Aeroginosa - - - - + + + + +
CcMmI
B. subtilis - - - - + + + + +
CcMmI

+ : présence de croissance microbienne

— : absence de croissance microbienne

72



Chapitre V Résultats et discussion

Bactéries Gram -

[any
(o2}
N
(=]

. 18
= 14 ”
e 210
o
S 10 £
:_§ C12
< 3 210
— o]
° 6 £8
=] = 6
ey =
4 ke
& 24
a 2 e,
8
0 Ao

100% 75% 50%
Concentration

100% 75% 50% 25%

Concentration

Figure 18 : histogramme des diametres des zones ~ Figure 19 : histogramme des diamétres des
d'inhibition en fonction des différentes zones d'inhibition en fonction des
concentrations d'huile essentielle de clou de girofle différentes concentrations d'huile essentielle

pour E. coli. de clou de girofle pour Pseudomonas

aeruginosa.

Bactéries Gram +

18
€ 16
é 14 = %
s IS
E 12 E 2
S 10 §
c -
':; 8 S 15
v 6 £
o c
£ = 10 8
E a4 © —
(5] =
8 2 5 =
A @ 5 =
0 & =
50% o o
) 100% 25%
Concentration Concentration
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Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) pour les bactéries ont été estimées a 0,5
mg/ml apres avoir réalise l'activité antibactérienne. Ce résultat est soutenu par une étude antérieure
de Radiinz et al., (2019), qui a estimé une CMI de 0,3 mg/ml. L’études est confirmé que I'huile
essentielle extraite du clou de girofle présente une activité antibactérienne contre les bactéries

Gram-positives et Gram-négatives.

Les résultats obtenus indiquent que l'activité antibactérienne est traduite par le mécanisme
suivant : l'action de Il'agent antimicrobien sur les micro-organismes dépend, d'une part, de la
structure membranaire de la cellule cible. Les bactéries Gram-positives sont beaucoup plus
sensibles a I'huile essentielle que les bactéries Gram-négatives en raison de leur structure de paroi
cellulaire.®” Dautre part, la composition de I'huile essentielle elle-méme confére un pH acide (pH
=6,40).% L'eugénol, I'un des principaux composants de I'huile essentielle de Syzygium aromaticum,
appartient a la classe des phénols et est tres actif contre les micro-organismes testés. Les phénols

sont connus pour étre des agents bactericides ou bactériostatiques, selon la concentration utilisée.

Initialement, les molécules de I'huile essentielle attaquent la membrane de la bactérie,
composeée de glycérophospholipides, qui est constituée d'une double couche hydrophobe et
hydrophile. L'eugénol provoque une perte de perméabilité de cette membrane, ce qui entraine une
fuite des constituants cellulaires de la bactérie. Ensuite, I'huile essentielle acidifie I'intérieur de la
bactérie pour bloquer sa production d'énergie et de composants structurels. Enfin, si la bactérie

survit, I'nuile essentielle attaque directement son matériel génétique.

Les résultats des disques imprégnés de Tween 80 n'ont montré aucun effet antibactérien ou

antifongique sur les six souches testées, ce qui indique une absence de zones d'inhibition.

La comparaison est résumée dans le tableau 14.
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Tableau 14 : comparaison des concentrations minimales inhibitrices (CMI) de I'huile essentielle

de clou de girofle pour les bactéries, avec celles de quelques études.

CMI Notre Miroslava | Seongwei
CMI Amit Ayola | Prabuseenivasan | Alitonou | K2 caniov | LEE et
Pandey ot al. 2020 aetal, al., 2009
d’huile ot al et al, ' etal., 2012 | 2021
essentielle | 2011 2008
de clou de
Bactérie girofle
(mg/ml)
E.coli 2 0,23 1,6 0,2 3,25
0,3 0,8
Staphyl
aphylococcu 0.5
S aureus
Pseudomonas 3.95
aeroginosa
Bacillus 1,2
subtilis

Selon les comparaisons effectuées dans le tableau ci-dessous, Pandey et al., (2011) ont
examiné une activité similaire de I'huile essentielle de clou de girofle contre E. coli, avec une
concentration minimale inhibitrice (CMI) de 2 mg/ml, et contre S. aureus a 0,3 mg/ml. Ces résultats
concordent avec les ndtres, montrant un effet similaire sur les souches cibles testées, bien qu'il

existe une petite différence.

Ayola et al., (2007), Prabuseenivasan et al., (2020) respectivement, Alitonou et al.,
(2012) et Seongwei LEE et al., (2009) ont également noté une activité évidente contre E. coli, en
estimant une CMI de 0,23 mg/ml, 1,6 mg/ml, 0,2 mg/ml et 3,25 mg/ml. Ces résultats sont presque
en accord avec les nbtres, a I'exception de I'étude de Seongwei LEE et al., (2009) qui a évalué une

CMI plus élevée que la nbtre, qui est de 0,5 mg/ml.
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Seongwei LEE et al., (2009) ont estimé une activité contre Pseudomonas aeruginosa avec
une CMI de 3,25 mg/ml, qui differe de notre CMI de 0,5 mg/ml et est plus éleveée.

Miroslava Ka“caniova et al., (2021) ont noté une activité de I'huile essentielle de clou de
girofle contre Bacillus subtilis, en évaluant une CMI de 1,2 mg/ml, qui est supérieure a notre CMI

de 0,5 mg/ml.

Remarque : Il est difficile de comparer les resultats d'études différentes sur les effets
antimicrobiens de ces substances naturelles, car les procédures de préparation des inoculums, les
concentrations et les facteurs environnementaux utilisés peuvent étre différents. Les résultats sont
ensuite comparés en fonction de I'analyse de la croissance, des conditions d'incubation et de la
détermination des points finaux. Il est donc important de faire preuve de discernement, méme

lorsque plusieurs études vont dans le méme sens.

4.2.2.2.  Concentration minimale fongicide (CMF)
Les résultats de la détermination de la concentration minimale fongicide (CMF) de I'huile
essentielle de clou de girofle contre les souches fongiques testées sont présentés dans le Tableau

15, tandis que les histogrammes correspondants sont présentés dans les Figures 22 et 23.
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Tableau 15 : concentration minimale fongicide de I'huile essentielle de clou de girofle

(Syzygium aromaticum).

Dilution
100% 75% 50% 25% 1/2 1/4 1/8 1/12 Témoin

Souche (twin 80)
fongiques

Candida albicans - - - = + + + + +

CMF
Aspergillus brasiliensis - - - - - - - + +
CMF

+ : arésence de croissance microbienne

10

Diametre d'inhibition (mm)
(%]

— : absence de croissance microbienne

75%
Concentration

50%

Figure 22 : histogramme des diametres des zones d'inhibition en fonction des différentes

concentrations d'huile essentielle de clou de girofle contre Candida albicans.
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Figure 23 : histogramme des diameétres des zones d'inhibition en fonction des différentes

concentrations d'huile essentielle de clou de girofle pour Aspergillus brasiliensis.

En ce qui concerne les champignons, les résultats de l'activité antifongique indiquent que
I'huile essentielle de clou de girofle présente une activité contre Aspergillus brasiliensis et Candida
albicans. Ces résultats sont soutenus par une étude de Pinto et al., (2009), qui a examiné le pouvoir
antifongique de I'huile essentielle de clou de girofle vis-a-vis de la multiplication des souches
d'Aspergillus et de Candida. Ils ont confirmé l'activité antifongique de I'huile essentielle de clou
de girofle. Hee Youn Chee et Min Hee Lee (2007) ont également soutenu ces résultats, en
montrant que la vapeur volatile de I'huile essentielle de clou de girofle présente une activité
antifongique contre les champignons dermatophytes, y compris Candida albicans. L'huile
essentielle de clou de girofle et ses vapeurs volatiles inhibent fortement la germination des spores
et la croissance mycélienne. La vapeur volatile de I'huile essentielle de clou de girofle présente une
activité fongistatique, tandis que l'application directe du clou de girofle présente une activité

fongicide.

Les résultats des disques imprégnés de Tween 80 n'ont montré aucun effet antibactérien ou

antifongique sur les six souches testées, ce qui indique une absence de zones d'inhibition.

La comparaison est résumée dans le tableau 16.
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Tableau 16 : comparaison des concentrations minimales fongicide (CMF) de I'huile essentielle

de clou de girofle, avec celles de quelques études.

CMI Notre CMF d’huile Ashraf Abdel- | Miroslava
essentielle de clou de | Pinto et al., | Fattah Mostafa et | Ka“caniova
Souche girofle (mg/ml) 2009 al. 2023 et al. 2021
Fongique
Candida 0,5 0,6 1,25 2,2
albicans

Selon les comparaisons effectuées dans le tableau ci-dessous,

Dans la littérature de Pinto et al., (2009), Mostafa et al., (2023), Miroslava Ka“caniova
et al., (2021), qui ont éstimé une activité fongicide contre Candida albicans a une CMF de 0,6
mg/ml, 1,25 mg/ml, 1,25 mg/ml et 2,22 mg/ml respectivement, ces résultats sont un peux différents
que les notre, ce qui peut étre expliqué par la faible teneur en eugénol ou d’autre composés
majoritaire, aussi au type de culture de I'échantillon, aux concentrations des substances et aux

différences dans les méthodes d'extraction des huiles essentielles.1%

NB : Tous les résultats dans ce travail ont été comparés avec des travaux qui ont utilisé la méme

espece Syzygium armaticum.

5. Evaluation de la toxicité de I’huile essentielle de clou de girofle par la détermination de sa

dose létale (DLso)

Le tableau 17 représente les symptomes des souries lors des 10 jours d’observation apres le
test de toxicité de I’huile essentielle de clou de girofle par gavage de deux doses de 1000mg/kg et
2000mg/kg :

Tableau 17 : symptomes observés chez les souris pendant le suivi de 10 jours apres le test de

toxicité.
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N° de
Lot

Nombre
des souris
dans
chaque lot

Doses
administrées
mg/mi

Temps
d’observation

Signe cliniques

Nombre
des
souries
mortes

01

04

Témoin

Aprés 30 min

1. Alimentation et
consommation
d'eau normales

2. Trés actif

3. Mouvements
normaux

Apreés 2

heures

1. Alimentation et
consommation
d'eau normales

2. Tres actif

3. Mouvements
normaux

Apres
24heures

1. Alimentation et
consommation
d'eau normales

2. Tres actif

3. Mouvements
normaux

Apres 2 jours

1. Alimentation et
consommation
d'eau normales

2. Tres actif

3. Mouvements
normaux

Apres 4 jours

1. Alimentation et
consommation
d'eau normales.

2. Tres actif.

3. Mouvements
normaux.

4. Mesure de la
température :
33,6°C, 33,6°C,
33,6°C.

Apres 6 jours

1. Alimentation et
consommation
d'eau normales.

00

80



Chapitre V

Résultats et discussion

2. Activité tres
élevée.

3. Mouvements
normaux.

Apres 9 jours

1. Alimentation et
consommation
d'eau normales.

2. Activité tres
élevée.

3. Mouvements
normaux.

02

04

1000

Aprés 30 min

1. Essuyage de la
bouche

2. Tremblements
3. Faiblesse
Activité moyenne

Apres 2

heures

1. Reprise de
l'activité
normalement.

2. Pas de
changement des
yeux.

Activité moyenne

Apres

24heures

1. Activité
normale.

2. Alimentation et
consommation
d'eau normales.

3. Essuyage de la
bouche.

Pas de changement
des yeux

Apres 2 jours

1. Activité
normale.

2. Respiration
normale.

3. Rythme
cardiaque régulé.
4. Alimentation et
consommation
d'eau normales.

00
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5. Pas de
changement des
Yeux.

Apres 4 jours

1. Activité
normale.

2. Respiration
normale.

3. Rythme

cardiaque régulier.

4. Alimentation et
consommation
d'eau normales

5. Pas de
changement des
yeux

6. Mesure de la
température :
32,6°C, 33,8°C,
34,5°C

Apres 6 jours

1. Activité
normale.

2. Respiration
normale.

3. Rythme
cardiaque regulé.
4. Alimentation et
consommation
d'eau normales.
5. Pas de
changement des
yeux.

Apres 9 jours

1. Activité
normale.

2. Respiration
normale.

3. Rythme
cardiaque régulé.
4. Alimentation et
consommation
d'eau normales.
5. Pas de
changement des
yeux.
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03

04

2000

Apres 30
min

1. Essuyage de la
bouche

2. Tremblements
3. Faiblesse

4. Difficulté
respiratoire

5. Changement de
couleur des yeux
6. Battements de
ceeur élevés

Apres 2
heures

1. Absence
d'activite.

2. Difficulté
respiratoire.

3. Changement de
couleur des yeux.
4. Battements de
ceeur élevés.

5. Tremblement.
6. Rythme
cardiaque déréglé.
7. Difficulté de
mouvement

Apres 24
heures

1. Activité
moyenne.

2. Battements de
ceeur élevés.

3. Difficulté de
bouger.

4. Les yeux
fermés.

5. Alimentation et
consommation
d'eau pratiquement
normales.

6. Essuyage de la
bouche.

Apres 2 jours

1. Tremblement de
tout le corps.

2. Difficulté de
bouger

02
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1. Difficulté
respiratoire.
2. Activité
moyenne.

3. Battements
de cceur
¢levés.

4. mesure de
la
température
(36,1-36,9-
35,6)°C

Apreés 4
jours

1. Déceés de la
premiére
souris.

Apres 6
jours

1. Déceés de la
deuxiéme
souris.

Apres 9
jours

Il convient de noter que les trois souris témoins ont recu de I'eau physiologique par gavage
afin de confirmer que la mort des souris n'est pas due au gavage ni a la sonde de gavage. Les souris
témoins n'ont pas été exposées a la substance testée et ne montrent donc aucun résultat de DL so.
Les souris témoins sont utilisées pour comparer les effets observés dans les groupes exposés a la

substance et évaluer leur spécificité.

Pour la premiére dose de 1000 mg/kg : Les résultats obtenus pour les souris exposees a cette
dose montrent une certaine variabilité, sans atteindre la DLso. Cela suggere que la toxicité de la

substance a cette dose est modérée, car toutes les souris ont survécu.

En ce qui concerne le deuxieme lot de souris exposées a la dose de 2000 mg/kg, les résultats
de la DLso sont plus éleveés, indiquant une toxicité plus élevée par rapport au premier lot a la dose
de 1000 mg/kg. Deux souris sont mortes, ce qui démontre une sensibilité accrue des souris a la
substance a cette dose. La dose létale (DLso) est une mesure couramment utilisée pour évaluer la

toxicité d'une substance et représente la dose nécessaire pour tuer 50% des sujets.
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Il convient de noter que les quatre souris témoins ont recu de I'eau physiologique par
gavage afin de confirmer que la mort des souris n'est pas due au gavage ni a la sonde de gavage.
Les souris témoins n'ont pas été exposées a la substance testée et ne montrent donc aucun résultat
de DLso. Les souris témoins sont utilisées pour comparer les effets observés dans les groupes

exposés a la substance et évaluer leur spécificité.

Pour la premiére dose de 1000 mg/kg : Les résultats obtenus pour les souris exposées a cette
dose montrent une certaine variabilité, sans atteindre la DLso. Cela suggére que la toxicité de la

substance a cette dose est modérée, car toutes les souris ont survécu.

En ce qui concerne le deuxiéme lot de souris exposées a la dose de 2000 mg/kg, les résultats
de la DLso sont plus éleveés, indiquant une toxicité plus élevée par rapport au premier lot a la dose
de 1000 mg/kg. Deux souris sont mortes, ce qui démontre une sensibilité accrue des souris a la
substance a cette dose. La dose létale (DLso) est une mesure couramment utilisée pour évaluer la

toxicité d'une substance et représente la dose nécessaire pour tuer 50% des sujets.

Dans notre étude, la dose de 1000 mg/kg n'est pas suffisamment élevée pour provoquer la
mort des souris, car aucune n'a succombé a cette dose. Cela suggére que la substance n'est pas

toxique a 1000 mg/kg.

Il est important de noter que la mortalité observée chez les souris exposées a la dose de 2000
mg/kg peut étre attribuée a une réponse toxique directe de la substance ou a d'autres facteurs tels

que le métabolisme individuel des souris et leur sensibilité spécifique.

L'absence de mortalité observée chez les souris a la dose de 1000 mg/kg par rapport a la
mortalité observée a la dose de 2000 mg/kg indique une relation dose-réponse de la substance. Cela
suggere que la toxicité de la substance est dose-dépendante, avec des doses plus élevées entrainant

une augmentation de la toxicité et du risque de mortalité.

L'utilisation de I'huile essentielle de clou de girofle dans notre étude montre une toxicité
potentielle a différentes doses. Les résultats indiquent que les souris exposées a une dose de 1000
mg/kg d'huile essentielle de clou de girofle n‘ont montré aucun signe de mortalité, tandis que deux

souris sont mortes parmi celles ayant recu une dose de 2000 mg/kg.

L'huile essentielle de clou de girofle est connue pour contenir divers composes bioactifs,

notamment l'eugénol qui est le principal constituant responsable de ses propriétés
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pharmacologiques. L'eugénol a été étudié pour ses effets antibactériens, antifongiques,
antioxydants et analgésiques. Cependant, a des doses élevées telles que 2000 mg/kg, il peut
présenter une certaine toxicité. Par conséquent, I'huile essentielle de clou de girofle est considérée

comme légérement toxique.

En se basant sur la classification de toxicité de Hodge et Sterner (A. BENSAKHRIA
2018) (annexe 4), et en tenant compte de l'estimation de la DLso ainsi que des articles
précédemment mentionnés sur I'huile essentielle de clou de girofle, on peut conclure que cette huile

est légérement toxique et que nos résultats se situent dans la méme gamme.

6. Composition du bain de bouche (Brevet)
Nous avons réalisé une formulation pharmaceutique a base d’huile essentielle de clou de

girofle qui évoque les avantages suivants :

7

% La matiére végétale n’a subi aucun traitement avant I’extraction.

7

% L’huile essentielle de clou de girofle obtenue est utilisée directement dans la formulation vu

sa composition est en accord avec les normes de la pharmacopée.
¢ Le principe actif de la formulation est principalement a base d’une plante légérement toxique.

6.1. Résultats des controles physico-chimiques et pharmaco-techniques du bain de
bouche pour chaque essai.
6.2. Caractéristiques organoleptiques

Les résultats des caractéristiques organoleptiques sont présentés dans le Tableau 18.

Tableau 18 : Caractéristiques organoleptiques des différents essais.

Aspect Liquide
Couleur Blanc
Odeur Fait penser aux clous de girofle frais

6.3. Densité relative

Les résultats de la densité relative sont présentés dans le Tableau 19.
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Tableau 19 : résultats de la densité relative des différents essais.

Essai 1 Essai 2 Essai 3
Densité relative 0,980 0,982 1,001

D’apres les résultats du tableau 13, nous remarquons que les densités des différents essais

sont proches.

6.4. pH
Les résultats des pH sont présentés dans le Tableau 20.

Tableau 20 : résultats du pH des différents essais.

Essai 1 Essai 2 Essai 3

Ph 7,95 8,49 8,70

Remarque : Certains rince-bouches peuvent causer des problemes, car plusieurs d'entre
eux sont trop acides. C'est pourquoi la charte pH des rince-bouches recommande d'élaborer
un bain de bouche a pH neutre ou basique afin de ne pas affaiblir I'émail dentaire et de le

proteger. Maintenir également un pH supérieur a 7 facilitera la reminéralisation des dents.
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Conclusion et perspectives

En conclusion, notre étude sur I'huile essentielle de Syzygium aromaticum a démontré les
nombreuses vertus de cette plante médicinale. Les résultats obtenus ont confirmé son activité
antimicrobienne a large spectre contre diverses souches bactériennes et fongiques. Sa composition
chimique, principalement constituée d'eugénol, de trans-caryophylléne et d'acétyleugénol, lui
confere des propriétés antimicrobiennes remarquables. Cependant, il est important de noter que
l'activité antimicrobienne peut varier en fonction de la souche microbienne ciblée et de la

concentration utilisée.

Par ailleurs, I'extraction de I'nuile essentielle de Syzygium aromaticum a été réalisée avec un
rendement satisfaisant et répond aux normes de qualité établies par 'AFNOR. Cependant, il
convient de prendre des précautions concernant sa toxicité, car des tests ont révélé une légere

toxicité de I'huile essentielle de clou de girofle a des doses élevées chez les souris.

Dans le cadre de I'exploitation de cette huile essentielle, nous envisageons son utilisation
potentielle dans le développement de produits pharmaceutiques, tels que des bains de bouche, pour
les soins bucco-dentaires. Des études supplémentaires, notamment sur la composition chimique
précise et lactivité antimicrobienne spécifique, sont nécessaires pour approfondir notre

comprehension de cette plante et exploiter pleinement son potentiel thérapeutique.

Il est également recommandé d'établir une réglementation spécifique aux huiles essentielles
en Algérie et de sensibiliser les personnes a l'utilisation appropriée des plantes et de leurs huiles
essentielles. Cette démarche contribuerait a maximiser les bienfaits de ces ressources naturelles et

a promouvoir leur utilisation responsable dans le domaine de la sante.

En conclusion, nos résultats encourageants ouvrent de nouvelles perspectives pour l'utilisation
de I'huile essentielle de clou de girofle en tant qu'agent antimicrobien naturel. Nous espérons qu'ils

contribueront a la recherche continue et a I'innovation dans le domaine des plantes médicinales.
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Annexe 1

Annexe 01 : Questionnaire

Etude sur les habitudes alimentaires et les pratigues d’hvgiéne bucco-dentaire chez des
constantinois (2022/2023)

N® du questionnaire : 0] Date de I"étude - 12/03/2023

- PRATIQUES IPHYGIENE BUCCO-DENTAIRE

1- Est-ce que vous vous nettoyez les dents 7 Oui O Non Ch

2- SO, POURGUON T L.t st s e e

3- Siowi, quutilisez vous 7 1 Brosse a dent [ Pate dentifice [ Eau uniquement (ringage) [
Bain de bouche O Fil dentaire O Souak O Autres O

L) U

4 Quelle est votre fréquence de brossage par jour 7 3 fois 2fsg 1 fms

moins d'une fois O

5- A quel moment vous vous brossez les dents 7 Avant le petit déjeuner [ Aprés le petit
déjeuncr O Aprés le déjeuner B Aprés le diner O Aprés toute prise alimentaire 0

-zl est votre temps de brossage 7/ / / minutes

7- Quel est le temps écoulé entre la fin du repas et le brossage des dents 7 Moins d'une demi
heure O Plus d’une demi heure

#- Quels sont les moments de brossage que vous sautez le plus 7 Aprés le petit déjeuner O
Aprés le déjeuner [ Aprés le diner L Aprés prise alimentaire supplémentaire

%- Généralement, dans ['impossibilité de vous brossez les dents aprés un repas, vous
remplacer cette pratique par 7 Un ringage 4 'cau @ Un chewing-gum (sans sucre) B Un
chewing-gum {sucré) [ Unbonbon Oy  Un fruit Cl(lequel 7)....._._. Rien du tout

10- Arrivez vous & manger aprés que vous étes brossé les dents lesoir 7 Owi @ Non O

11- 51 0w, QUe MANTEE VIS T Lo i o m e e e e m s e



12- Combien de brosses & dent achetez vous durant année T L.
13- Avez-vous I"habitude de consulter le dentiste 7 Owi ) Non O

14- Quelle est votre fréquence de consultation ?  Réguliérement (minimum | fois'an)
Occasionnellement (<1foisan) [ Seulement en cas de probléme [h Jamais O

15- Pour quel motif consulter vous T

16- Combien avez-vous de dents 7 Candes/ ( / Obturées/ [ [ Absentes [ [/



Annexe 02 :

Les six souches proposées et choisies de référence selon le référentiel international, selon

I’ American Type Culture Collection (ATCC), les souches sont les suivantes :

- Escherichia coli ATCC 8739™ : Cette souche est une souche bactérienne a génome entier
séquencée isolée des maticres fécales. Elle est utilisée comme souche de contrdle de qualité dans
les tests de formulation de désinfectants antibactériens, les tests de milieu, les tests d'efficacité et

les tests de résistance biologique.

- Bacillus subtilis ATCC 6633™ : La souche est une souche de type bactérien séquencée a génome
entier qui peut étre utilisée dans les tests de résistance bactérienne, 1’assurance de la stérilité et le

dépistage sanguin de la phénylcétonurie.

- Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027™ : Cette souche de Pseudomonas aeruginosa est une
souche de type bactérien séquencée a génome entier. Ce produit peut tre utilis€é comme témoin
positif pour la détection moléculaire dans les bioaérosols, comme souche de controle de qualité

pour les produits Sensititre ou dans les tests de résistance bactérienne

- Staphylococcus aureus ATCC 6538™ : Cette bactérie séquencée du génome entier peut étre
utilisée dans les milieux de test, les désinfectants, les conservateurs antimicrobiens et les

bactéricides.

- Candida albicans ATCC 10231™ : Cette souche fongique est multirésistante. Elle est
recommandée pour les tests de performance des milieux, I'évaluation des procédures

bactériologiques, des réactifs et des kits d'identification, ainsi que des colorants.

- Aspergillus brasiliensis ATCC 16404™ : Cette souche fongique est utilisée industriellement pour
tester l'effet de stérilisation de I'irradiation UV-C sur les emballages alimentaires dans les machines
de remplissage hygiéniques de classe I'V. Elle est considérée comme 'un des champignons les plus

résistants a l'irradiation UV-C.



Annexe 3

Résultats de I’étude statistique par ANOVA

j R AMOVA SHIH 2 - Bloc-notes

Fichier Edition Format Affichage Aide
Shapiro-Wilk normality test
data: zone

W = 8.8516, p-value = 9.734e-11

> AnovaModel.l <- lm{zone ~ concentration®*souche,

> Anova(AnovaModel.l)
Anova Table (Type II tests)

Response: zone

Sum Sgq Df F value Pr(»F)
concentration T982.7 7 3933.292 « 2.2e-16 ===
souche 1653.7 5 1148.780@ < 2.2e-16 ***
concentration:souche 535.8 35 52.804 < 2.2e-16 **=
Residuals 27.8 96

Signif. codes: @ '***' @.801 "' @.@1 '*' @.@85 .

R

1

data=anova, contrasts=list(concentration

"contr.Sum”, souche ="contr.Sum"))

> Tapply(zone ~ concentration + souche, mean, na.action=na.omit, data=anova) # means

a.
a.

aeees
aoeee

a.

a.
22.
1a.
17.

ageee
ageee
aoeee
33333
66667

souche
concentration Aspergillus brasiliensis Bacillus subtilis Candida albicans
1/12 8.e00000 2.00000
1/2 12.000000 0.00000
1/4 1@.333333 2.ee002
1/8 9.333333 2.00000
1e0% 29.000000 20.66667
25% 15.000000 §.00000
58% 22.666667 13.66667
75% 25.666667 18.00000

206.00000

1

e ®®

1e
11

E.coli Pseudomonas aeroginosa Staphylococcus aureus

.Beooas ©.000000 8.000008
.Beeeas 0.008000 8.000008
.Beeeae 2.000000 8.00002
.eeooae ©.000000 8.00000
666667 17.660000 15.66667
.333333 9.666667 9.000002
.5e0000 11.333333 12.00000
.Beeeae 13.666667 13.00000

> Tapply(zone ~ concentration + souche, sd, na.action=na.omit, data=anova) # std. deviations

souche
concentration Aspergillus brasiliensis Bacillus subtilis
1/12 6.8600000 8.e000000
1/2 1.8600000 8.b00e0e0e
1/4 8.5773583 8.po0ceee
1/8 8.5773583 8.ep000008
1e0% 1.8600000 8.5773583
25% ©.8e00000 8.po0ceee
50% 8.5773583 8.5773583
75% 8.5773503 8.booooee

> xtabs(~ concentration + souche, data=anova) # counts
souche

concentration Aspergillus brasiliensis Bacillus subtilis
1/12 3
1/2
1/4
1/8
100%
25%
5%
75%

[SY VYR NI UV VYR UV BT}
Wl W W W

Candida albicans
.BBEAAEe
.BBeoAEe
.poeoaee
.BpeeAGe
.BBooAce
.5773583
.5275252
.BBooAce

[ R I I )

Candida albicans

(S VS VYR Y R VY RV R VE Ry WY ]

E.

E.coli Pseudomonas aeroginosa Staphylococcus aureus

.Beeeo0e 8.00000080 6.0eooceee
.Beeacee 8.00000e0 0.eo0c0ee
.Beeaeee 8.6e000000 6.pe0eee8
.BBee0ee 8.00000ee 8.p00ceee
.5773503 1.0000000 8.57735083
.5773583 8.5773583 1.60000008
. 7871068 8.5773583 8.p00ceee
. 8164966 1.1547@85 8.p000002

coli Pseudomonas aeroginosa Staphylococcus aureus
3

FoN S TR WY R VY VT Ry UV VY )
Wl W
Wl W e



Annexe 4

Classes de toxicité : Echelle de Hodge et Sterner

Tableau 1 : Classes de toxicité : Echelle de Hodge et Sterner
Voies d'administration
ClLsg DLsg
DL |
50 orale Inhalation cutanée
(une seule . (une seule Dose
. Terme K (exposition de L
Indice de dose a des application sur la probablement
e couramment rats pendant 4 ) A
toxicité N rats) peau des lapins) létale chez les
utilisé heures) ppm .
mg/kg mg/kg humains
1 Ext_remement 1 ou moins | 10 ou moins 5 ou moins 1 grain (une pincee,
toxique une goutte)
2 Hautement 1250 10 4 100 5243 AmL(1c athé)
toxique
Modérément . . . o
3 ) 50 a 500 100 & 1000 44 4 340 30 mL (1 on. liguide)
toxique
4 Legerement | 50 4 5000 | 1000410000 | 350 & 2810 600 mL ( chopine)
toxique
5 Presque pas 15000315 1 14 600 4 100 000 |2820 & 22 590 1 litre (ou 1 pinte)
toxique 000
6 Relativement 1 15000 0u 1 44 559 22 600 ou plus 1 litre ou 1 pinte)
inoffensif plus




Annexe 5

BMC avec les 9 blocks

Partenaires clés

- Biclogigques, ¥ compris las
fournizzeurs dhuls
eszentielle de clou de girofle.
- Pharmacies et magasine
spécialisés dans les produits
naturels en Alzérie pour la
distribution du bain da
bouche.

- Fourniszanrs d'ingrédients.
- Professionnels de la sante
bucco-dantaire pour
racommander le

produit 3 leurs patients

Cotits

Activités Cles

- Recherche ot
développament powr
ameliorer constamment la
formule du bain de bouche =t
explorer de nowvelles
utilizations de [hmls
ezzentielle de clou de girofle.
- Fabneation d'un bain de
bouche dans des conditions
hvgiéniques et conformes aws
réglementations an vigueur.

- Markating et promotion du
produrt pour sansibilizar la
public 3 ses avantages et
augmenter les ventes.

Ressources clés

- Fourmsseurs dhule
ezzentiallede clou de girefle
biologique.

- Laboratomre de fabrication
pour produire 12 bain de
bouche conformément aws
normes de qualité.

- Equipe d'exparts en
aromathérapie cu de
professionmels da la =anté
bueco-dantaire pour garants
l'efficacité du prodmt.

- Conts d'approvizionnement en ingrédients biologiques de haute

qualite,

- Cotits de fzbrication et d'amballags du bain da boucke,

- Dépenses marketing pour promeuvair le produit.

- Frais de distribution et de logistique.

- Cotits lies au developpement et 2 |z maintenance du site web et

du zarvice client en lizne.

Propozitions de valeur

- une lotion
parapharmaceutique qui est
un bain de bouche naturel 3
baze dhuile sszantielle
extraite d une plante
medscmale clou da girefle
pour soulagsr, prévemr des
maladies bucco-dentairas
et favorizer la santé bucco-
dentaire.

- Produrt biclogique =t
respactuews da
l'environnemant, répondant 2
la demandea croissants da
produtts naturels en Algéria
- Bolution efficace pour
mamtenir une bonne hygidne
buceo-dantaire

et prévanir dez problémeas
buceaux génant
quotidisnmement.

Revenus

ERelation Client

- Fournur des informations
détailléas sur les bienfaits du
bam de bouchs 3 base dhmls
azzenfialle de clou de girofle
et des conseils pour son
utilization optimale 3 fin
d’avoir des rézultats
efficaces.

- Bépondre aws questions des
clients se fera par le biaiz
dun service client trés actif
wiz le zite web, les réseau
socianx ou par téléphone.

- Ietire an placa un
programme de fidélité pour
récompensar las clients
régulierz ot réconfortarr la
fidélits & la marque.

Canaux

-Vente en ligne via un site
web dédié, offrant la
pozsibilité de commandar st
de livrer le prodmt dans toute
I'Alzéria rapidement.

- Dhistribution & travars des
partenariats avec des
pharmacies st des magasing
spécialisés dans les produite
naturels et bio.

- Pozzibilité de vendra
directemeant lors
d'événaments ou de salons
axés sur la sants et 1= bian-
&tre en Alzérie.

Clients

- Toutes parscmmeas
souffrantes de

maladies bucco-dentairas 2
cause d’ une mauvalse
hvgiéne bucco-dantaire, v
compriz les adultes at les
enfants 3 partir de 3 ans.

- Toutes Persomnes
intérazzéas par les
produrts bio ot éfficaca en

-Toutes Persommas soucieusas
d'avoir une bonne bvziéne

bucco-dantair, =t préviennent
d’autraz maladies plus grava.

- Vente directe du bam de bouche 2 bazs dhwls essentiellz de clow de guofle
via la zite web (B to C).

- Areords de distnibution avee des pharmacies ot des magasine spacialisés,
avec une marge béneficiare pravue (B o B).

- Pogzibilitd de propozer des offres complémentairas, telles que daz kitz da
somz buceo-dentaires ou des produrts connaxes, pour zuzmenter las

Tavenus



Annexe 6

Les quatre axes de BMC

Premier axe : Présentation du projet

1.1. L’idée de projet

L'idée de ce projet est de développer et commercialiser un bain de bouche a base d’huile
essentielle de clou de girofle offrant une solution naturelle et efficace pour une bonne santé bucco-
dentaire. Nous sommes motivés par la nécessité de proposer une alternative slre et pratique aux
produits conventionnels du marché, en utilisant les bienfaits de 1'huile essentielle du Clou de

girofle.

Notre approche consiste a formuler une lotion pharmaceutique contenant une concentration
optimale d'huile essentielle du Clou de girofle, extraite par distillation a la vapeur. Cette huile
essentielle est reconnue pour ses propriétés antimicrobiennes, antifongiques, anti-oxydante et anti-

inflammatoires, qui contribuent a maintenir une cavité buccale saine.

Le processus de fabrication de notre bain de bouche comprendra des étapes telles que
l'extraction de I'huile essentielle, la mesure de ses propriétés physiques, 1'évaluation de son activité
antimicrobienne, la formulation de la lotion avec des excipients appropriés et pharmaceutiquement

acceptable, enfin, son conditionnement dans des récipients adaptés pour une utilisation pratique.

Nous investirons dans les équipements nécessaires pour garantir la qualité et la sécurité de
notre produit, en respectant les normes pharmaceutiques et réglementaires les plus strictes. Notre
objectif est de fournir aux consommateurs une lotion de bain de bouche efficace, sire et facile a

utiliser, tout en offrant des avantages tels que 1'effet antifongique et anti-inflammatoire.

En développant ce bain de bouche, nous souhaitons également promouvoir l'utilisation
d'ingrédients naturels et respectueux de l'environnement, en contribuant a une meilleure santé

bucco-dentaire sans compromettre la sécurité des utilisateurs ni I'écosysteme.

L'objectif final de notre projet est de proposer une solution complémentaire au brossage des
dents, offrant une alternative naturelle et efficace pour une hygiéne buccale idéal. Nous croyons
fermement que notre innovation contribuera a améliorer la santé bucco-dentaire des individus tout

en favorisant la sensibilisation a 1'importance des soins buccaux quotidiens.



1.2. Les valeurs proposées

Notre lotion de bain de bouche se distingue par plusieurs valeurs essentielles :

- Efficacité : Notre produit est spécialement formulé pour offrir une activité antimicrobienne,
antifongique, anti-oxydante et anti-inflammatoire. En incorporant une concentration optimale
d'huile essentielle du Clou de girofle, notre lotion vise a promouvoir une cavité buccale saine en
réduisant la présence de bactéries et de champignons indésirables. Nous nous engageons a fournir

une solution efficace pour une bonne santé bucco-dentaire.

- Naturalité : Nous accordons une grande importance a l'utilisation d'ingrédients naturels et
respectueux de l'environnement dans notre lotion de bain de bouche. En choisissant l'huile
essentielle du Clou de girofle extraite par distillation a la vapeur, nous privilégions une approche
naturelle et durable pour les soins bucco-dentaires. Notre produit est exempt de substances

chimiques agressives, offrant ainsi une alternative naturelle aux consommateurs.

- Sécurité : Nous nous engageons a garantir la sécurité de nos utilisateurs en respectant les normes
pharmaceutiques et réglementaires les plus strictes lors de la fabrication de notre lotion de bain de
bouche. Les excipients pharmaceutiquement acceptables que nous utilisons sont choisis pour
assurer la stabilité et la biodisponibilité¢ du bain de bouche, tout en garantissant une compatibilité

optimale avec la cavité buccale.

- Qualité : Nous investissons dans des équipements de pointe et des procédures de contrdle de
qualité rigoureuses pour assurer la qualité constante de notre bain de bouche. Nous nous engageons
a fournir un produit de haute qualit¢ qui répond aux attentes des consommateurs en matiere

d'efficacité et de sécurité.

- Respect de I'environnement : En utilisant des ingrédients naturels et en favorisant des pratiques
durables, nous contribuons a la préservation de I'environnement. Notre approche respectueuse de

I'écosysteéme garantit que notre lotion de bain de bouche ne compromet pas la santé de la plancte.

1.3. Equipe de travail

L’équipe du projet est composée de :



BOULAHROUF Khaled : Enseignant-chercheur au département de microbiologie de I'université
de Constantine 1, le porteur d'idée apporte son expertise dans le domaine de la microbiologie et

joue un role clé dans la direction et la supervision du projet, veillant a son bon déroulement global.
NOM et Prénoms des étduiantes :

- BENKHENNOUF Nour El Houda Doria
- KAOUECHE Raounek
1.4. Objectifs du projet

Les objectifs de notre projet de bain de bouche sont les suivants :

- Développer un bain de bouche efficace : Notre premier objectif est de formuler une lotion qui
présente une activité antimicrobienne, antifongique, anti-oxydante et anti-inflammatoire,
contribuant ainsi a maintenir une cavité buccale saine. Nous nous effor¢cons de fournir un produit
qui aide a réduire la présence de bactéries et de champignons indésirables, favorisant ainsi une

bonne santé bucco-dentaire.

- Assurer la sécurité et la qualité du produit : Nous mettons I'accent sur la sécurité et la qualité
de notre bain de bouche. Nous nous engageons a respecter les normes pharmaceutiques et
réglementaires les plus strictes lors de sa fabrication. Notre objectif est de garantir 'utilisation
d'ingrédients sirs et de maintenir des procédures de contrdle de qualité rigoureuses pour assurer la

fiabilité et la constance du produit.

- Sensibiliser a l'importance de 1'hygiéne bucco-dentaire : Nous souhaitons sensibiliser les
consommateurs a lI'importance de 1'hygiéne bucco-dentaire et de l'utilisation d'une lotion de bain
de bouche efficace. Nous visons a éduquer sur les avantages de notre produit et a encourager de
bonnes pratiques d'hygiéne bucco-dentaire pour prévenir les problémes buccaux et promouvoir une

bonne santé globale.

- Répondre aux besoins des consommateurs : Notre objectif est de proposer une solution adaptée
aux besoins des consommateurs en matiére de soins bucco-dentaires. Nous nous efforcons de
formuler un bain de bouche qui répond aux attentes en termes d'efficacité, de naturalité, de sécurité
et de qualité. Nous cherchons a offrir un produit qui soit pratique a utiliser et qui apporte une

sensation de fraicheur et de propreté.



- Contribuer au développement durable : Nous nous engageons a adopter des pratiques
respectueuses de l'environnement tout au long du processus de fabrication et de distribution de
notre bain de bouche. Nous visons a minimiser notre empreinte écologique en favorisant
l'utilisation d'ingrédients naturels et durables, ainsi que des emballages respectueux de

I'environnement.

1.5. Calendrier de réalisation du projet

Phase 1 : Recherche et développement (durée estimée : 6 mois) (déja réalisé)

- Mois 1 : Recherche sur les propriétés de 1'huile essentielle du clou de girofle et I'identification

des excipients pharmaceutiquement acceptables.

- Mois 2 : Extraction de l'huile essentielle du clou de girofle et évaluation de son rendement

d'extraction.
- Mois 3 : Mesure de la densité, de I'indice de réfraction et du pH de I'huile essentielle.

- Mois 4 : Evaluation de l'activité antimicrobienne de I'huile essentielle contre les bactéries, les

levures et les champignons.

- Mois 5 : utilisation de la CGMS pour analyser la composition chimique et garantir sa conformité
aux spécifications et Réalisation d'études toxicologiques pour déterminer la DL50 (Dose Létale 50)
de la lotion. Cela implique des tests sur des modeles animaux pour évaluer la toxicité potentielle

du produit.

- Mois 6 : Formulation de la lotion en mélangeant I'huile essentielle avec les excipients approprié€s
Tests de stabilité et d'efficacité de la lotion formulée.

Phase 2 : Production a grande échelle (durée estimée : 3 mois)

- Mois 7-9 : Acquisition des équipements de production nécessaires et mise en place des procédures

de fabrication.
- Mois 10-11 : Production pilote pour valider les processus de fabrication et les contrdles de qualité.
- Mois 12 : Transition vers une production a grande échelle et préparation de la commercialisation.

Phase 3 : Commercialisation et sensibilisation (durée estimée : en continu)



- Mois 13 et suivants : Lancement du produit sur le marché, promotion et sensibilisation a travers

des campagnes de marketing et de communication.

- Mois 18 et suivants : Suivi des retours clients, ajustements éventuels de la formulation en

fonction des commentaires et des besoins des utilisateurs.

- Mois 24 et suivants : Expansion de la distribution, partenariats avec des professionnels de la
santé bucco-dentaire et participation a des événements de I'industrie pour renforcer la visibilité du

produit.

2. Deuxiéme axe : Aspects innovants
2.1. Nature des innovations
Notre bain de bouche présente plusieurs aspects innovants qui la distinguent des produits

existants sur le marché. Voici les principales caractéristiques innovantes de notre lotion :

- Formule a base d'huile essentielle de clou de girofle : Notre bain de bouche est formulé avec une
huile essentielle de clou de girofle spécialement sélectionnée pour ses propriétés antimicrobiennes.
Le clou de girofle est reconnu pour ses effets bénéfiques sur la santé bucco-dentaire, notamment
en combattant les bactéries responsables de la mauvaise haleine et en favorisant une meilleure

hygiéne buccale.

- Effet apaisant et rafraichissant : L'huile essentielle de clou de girofle utilisée dans notre bain de
bouche offre un effet apaisant et rafraichissant a la fois. Elle procure une sensation agréable en

bouche, aidant a soulager les irritations, les inflammations et les sensations de géne.

- Action antibactérienne et antifongique : Grace a ses propri¢tés antimicrobiennes, notre bain de
bouche contribue a réduire la présence de bactéries et de champignons dans la cavité buccale. Cela

aide a prévenir les infections buccales et a maintenir une flore buccale saine.

- Formule naturelle et respectueuse de l'environnement : Nous accordons une grande importance a
l'utilisation d'ingrédients naturels et respectueux de lI'environnement dans notre bain de bouche. En
¢vitant les ingrédients chimiques agressifs, nous proposons une alternative plus douce et plus

¢cologique pour la santé bucco-dentaire.



- Sans colorants artificiels : Notre bain de bouche est formulée sans colorants artificiels. Cela la
rend adaptée aux personnes ayant une sensibilité aux produits contenant de I'alcool et contribue a

une expérience buccale plus douce et naturelle.

- Gotit agréable et rafraichissant : Nous avons sélectionné des ingrédients naturels pour offrir un
gotut agréable et rafraichissant a notre bain de bouche. Cela ajoute une sensation de fraicheur a

l'expérience du bain de bouche, la rendant plus plaisante et incitant a une utilisation régulicre.

2.2. Domaine d’innovation

Le domaine d'innovation de notre bain de bouche se situe dans le domaine de la santé bucco-
dentaire et de I'hygiéne buccale. Nous apportons une approche novatrice en utilisant une formule
naturelle a base d'huile essentielle de clou de girofle, qui présente des propriétés antimicrobiennes

et contribue a maintenir une bonne santé buccale.

En intégrant cette huile essentielle spécifique dans notre bain de bouche, nous offrons une
alternative naturelle et efficace pour lutter contre les bactéries responsables de la mauvaise haleine,
des irritations buccales et des problémes de santé bucco-dentaire. Cette approche novatrice permet
de favoriser une hygiéne buccale optimale tout en apportant une sensation apaisante et

rafraichissante.

Notre domaine d'innovation s'étend également a l'utilisation d'ingrédients naturels et
respectueux de l'environnement, ainsi qu'a la formulation sans colorants artificiels. En proposant
une solution de bain de bouche qui combine efficacité, naturalité et respect de 1'environnement,
nous répondons aux attentes croissantes des consommateurs en matiere de produits d'hygiéne

bucco-dentaire.

3. Troisiéme axe : Analyse stratégique du marché

3.1. Le segment du marché

Le segment du marché ciblé par notre bain de bouche est celui des produits d'hygiéne buccale
et des soins dentaires. Ce segment englobe les consommateurs soucieux de leur santé bucco-
dentaire et a la recherche de produits efficaces et naturels pour compléter leur routine de soins

buccaux.

Dans ce segment, il existe une demande croissante pour des solutions naturelles et

respectueuses de l'environnement, sans compromettre l'efficacité et la performance. Les



consommateurs sont de plus en plus conscients des ingrédients utilisés dans les produits d'hygi¢ne
buccale et cherchent des alternatives naturelles aux produits conventionnels qui peuvent contenir

des agents chimiques agressifs.

De plus, la sensibilisation a I'importance de I'hygiéne buccale et de la santé bucco-dentaire
est en augmentation, ce qui crée des opportunités sur le marché. Les consommateurs recherchent
des produits qui offrent des bénéfices supplémentaires tels que l'action antimicrobienne, l'effet

apaisant ou rafraichissant, et qui répondent a leurs besoins spécifiques.

Notre lotion de bain de bouche se positionne comme une solution innovante répondant a ces
attentes du marché. En offrant une formule a base d'huile essentielle de clou de girofle, nous nous
distinguons en proposant un produit naturel, efficace et respectueux de I'environnement. De plus,
notre lotion offre des avantages tels que 'activité antimicrobienne, I'effet apaisant et rafraichissant,
ce qui la rend attrayante pour les consommateurs a la recherche d'une alternative naturelle pour

leur hygiene buccale.

En analysant le segment du marché des produits d'hygiéne buccale, nous identifions une
opportunité de croissance pour notre lotion de bain de bouche en répondant aux besoins des
consommateurs en quéte de solutions naturelles et efficaces pour maintenir une bonne santé bucco-

dentaire.

3.2. Mesure de ’intensité de la concurrence
En Algérie et méme en Afrique, le marché des bains de bouche est dominé par des marques
proposant des produits traditionnels a base de composants chimiques. Ces concurrents bénéficient

d'une présence bien établie sur le marché et d'une base de clients fidéles.

Cependant, notre bain de bouche se démarque par son approche innovante et ses nombreux
avantages pour la santé bucco-dentaire. Notre produit se compose d'une formule entiérement
naturelle, sans agents chimiques agressifs, ce qui en fait une alternative plus siire et respectueuse

de l'environnement.

De plus, notre lotion de bain de bouche offre des propriétés antimicrobiennes puissantes
grace a l'incorporation d'huile essentielle de clou de girofle, reconnue pour ses propriétés
antibactériennes et rafraichissantes. Elle aide a combattre les bactéries responsables de la mauvaise

haleine, de la plaque dentaire et des problémes de gencives.



Notre produit se distingue également par son golt agréable et rafraichissant, qui offre une

sensation de propreté et de fraicheur durable aprés chaque utilisation.

En proposant une lotion de bain de bouche naturelle, efficace et agréable a utiliser, nous
répondons a la demande croissante des consommateurs en quéte de solutions bucco-dentaires plus
saines. Nous cherchons a sensibiliser le marché aux bénéfices de notre produit, tout en offrant une

alternative de qualité supérieure aux bains de bouche traditionnels présents sur le marché actuel.

3.3. La stratégie marketing
- Communication axée sur les avantages
Nous mettrons en avant les principaux avantages de notre bain de bouche, tels que son action
rafraichissante, son efficacité contre la mauvaise haleine, son pouvoir antibactérien et sa
contribution a une meilleure santé bucco-dentaire. Nous communiquerons sur les résultats tangibles
que nos clients peuvent obtenir en utilisant notre produit, en mettant I'accent sur 1'amélioration de

leur confiance en soi et de leur hygiéne buccale globale.

- Campagnes de sensibilisation a la santé bucco-dentaire

Nous développerons des campagnes de sensibilisation pour informer les consommateurs sur
I'importance d'une bonne hygiéne bucco-dentaire et sur les risques associés a une mauvaise santé
buccale. Nous fournirons des conseils pratiques et des informations éducatives sur la prévention
des caries, des gingivites et d'autres problémes dentaires, tout en positionnant notre bain de bouche

comme un outil efficace pour maintenir une bouche saine.

- Recommandations professionnelles

Nous collaborerons avec des professionnels de la santé bucco-dentaire tels que les dentistes,
les hygiénistes dentaires et les orthodontistes pour recommander notre bain de bouche a leurs
patients. Nous fournirons des échantillons gratuits et des informations détaillées sur les avantages
de notre produit aux professionnels de la santé, afin qu'ils puissent les partager avec leurs patients

et les encourager a l'inclure dans leur routine d'hygiene buccale.

- Marketing digital
Nous utiliserons les plates-formes en ligne telles que les sites web, les médias sociaux et les
blogs spécialisés pour promouvoir notre bain de bouche. Nous créerons du contenu informatif et

engageant sur les problémes bucco-dentaires courants, les conseils d'hygiéne buccale et les



avantages de notre produit. Nous interagirons avec notre communauté en répondant a leurs
questions, en partageant des témoignages positifs et en offrant des promotions exclusives pour

encourager l'achat.

- Packaging attrayant et informations claires

Nous veillerons a ce que notre emballage soit attrayant et refléte les valeurs de notre marque.
Nous fournirons des informations claires sur les ingrédients, les instructions d'utilisation et les
résultats attendus. Nous mettrons en évidence les certifications et les labels de qualité pour

renforcer la confiance des consommateurs dans notre produit.

- Evaluation des résultats et ajustements

Nous suivrons de pres les performances de notre stratégie marketing en analysant les ventes,
les retours clients et les retombées médiatiques. Nous effectuerons des enquétes de satisfaction et
recueillerons les commentaires des consommateurs pour améliorer continuellement notre produit

et notre stratégie marketing.

4. Quatriéme axe : Plan de production et d’organisation

4.1. Le processus de production

Voici le processus de production proposé pour le développement de notre solution de bain de

bouche a base d'huiles essenticlles de clou de girofle :

- Extraction des huiles essentielles : Les huiles essentielles seront extraites des graines du clou
de girofle par hydrodistillation de type Clevenger. Ce processus permettra de récupérer les

composés volatils présents dans la plante.

- Détermination du rendement : Le rendement en huile essentielle sera évalué pour mesurer
l'efficacité de l'extraction. Cette étape permettra de quantifier la quantité d'huile essentielle

obtenue par rapport a la quantité¢ de matiere végétale utilisée.

- Caractérisation des propriétés : Les propriétés de I'huile essentielle de clou de girofle seront
caractérisées. Cela inclura I'analyse de sa composition chimique, de ses propriétés physiques et

de ses activités biologiques potentielles.

- Test d'activité antimicrobienne : Des tests seront réalisés pour évaluer l'activité
antimicrobienne des échantillons d'huiles essentielles étudiées. Ces tests permettront de

déterminer leur efficacité contre les bactéries et les champignons responsables des infections



buccales.

-Analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CGMS) : Cette technique sera utilisée pour analyser en détail la composition chimique des
huiles essentielles. Elle permettra d'identifier les différents composés présents et de quantifier

leur concentration.

- Evaluation de la toxicité aigué : La toxicité aigué de I'huile essentielle de clou de girofle sera
¢valuée en déterminant la dose létale (DL50). Cette étape permettra de garantir la sécurité

d'utilisation de notre produit.

- Développement de la solution de bain de bouche : En se basant sur les résultats obtenus, une
solution de bain de bouche sera développée en utilisant 1’huile essentielle étudiée. Cette solution
sera formulée de maniére a offrir une efficacité antimicrobienne tout en étant siire et agréable a

utiliser.
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Figure : Etapes Expérimentales de la fabrication du bain de bouche

4.2. La main d’ceuvre

Notre projet créera une vingtaine d’emploi au début et au fur et a mesure que

I’entreprise va prospérer, la demande de main d’ceuvre augmentera. Pour chaque poste, il

faut une certaine qualification en rapport avec le poste, a fin d’éliminer le taux de

chémage.

4.3. Les principaux partenaires
Nos partenaires les plus importants sont :

- Les agences de financement



- Incubateur de I’université de Constantine 1
- Agences de marketing

- Agences publicitaires
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Titre
Evaluation de I’activité antimicrobienne d’huile essentielle extraite de clou de girofle, et élaboration d’une

lotion pharmaceutique (Bain de bouche )

Résumé

Syzygium aromaticum, communément appelé clou de girofle, est une plante appartenant a I'ordre des Myrtales et a la
famille des Myrtacées. Il est également répertorié parmi les plantes aromatiques médicinales (PAM) et est connu sous
le nom de "koronfol” en Algérie. Les huiles essentielles (HE) sont des composeés extraits des plantes aromatiques qui
possedent des propriétés thérapeutiques grace a leurs activités biologiques. L'objectif de notre étude était de valoriser
I'nuile essentielle de clou de girofle. Pour ce faire, nous avons extrait I'huile essentielle a partir d'échantillons de clous
de girofle achetés chez un herboriste a la rue de chevalier, wilaya de Constantine, en mars 2023. L'extraction a été
réalisée par hydrodistillation (type Clevenger) et le rendement de I'huile essentielle a été estimé a 1,18% selon les
normes de 'AFNOR. Nous avons également évalué la qualité de I'huile essentielle en suivant les normes de I' AFNOR.
Une analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG/MS) a permis d'identifier
14 composés dans I'huile essentielle, dont quatre se sont révélés étre les principaux et dominants : l'eugénol
(67,1022%), le trans-caryophylléne (23,0672%), l'acétyleugénol (3,5904%) et l'a-caryophylléne (2,9272%).Nous
avons ensuite étudié les activités biologiques de I'huile essentielle, en particulier son activité antimicrobienne, en
utilisant la méthode de diffusion des disques sur gélose contre six souches microbiennes : Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Candida albicanset Aspergillus brasiliensis. Les
résultats ont démontré un large spectre d'action de I'huile essentielle contre toutes les souches testées, avec des
diameétres d'inhibition variant de 8 a 20 mm pour les bactéries et de 20 a 30 mm pour les champignons. Différentes
concentrations d'huile essentielle ont été testées (100%, 75%, 50% et 25%, 1/2, 1/4, 1/12) pour déterminer la
concentration minimale inhibitrice (CMI). La CMI a été estimée a une valeur de 0,5 mg/ml. Nous avons également
évalué la toxicité de I'huile essentielle de clou de girofle en réalisant un test de toxicité aigué (DLso) sur des souris
albinos. Les résultats ont montré une légere toxicité, avec une DLsg estimée a 200 mg/kg. En conclusion, notre étude
met en évidence l'activité antimicrobienne de I'huile essentielle de clou de girofle, qui dépend des caractéristiques
physico-chimiques et de la composition de I'huile, ainsi que des souches microbiennes testées. Dans le but d'une
utilisation quotidienne pour les soins bucco-dentaires, notre objectif est de développer une lotion pharmaceutique
(bain de bouche) a base de cette huile essentielle.
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