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Introduction générale

Introduction

La phytothérapie, pratiquée depuis des temps anciens, repose sur l'utilisation des plantes

médicinales afin de traiter et prévenir les maladies (Rostock et Saller, 2021)

Les plantes médicinales jouent un role essentiel dans le traitement des maladies, devenant
ainsi une voie importante pour les soins de santé. Leur composition riche en métabolites
secondaires offre un potentiel inexploré de substances bénéfiques. De plus, les plantes
aromatiques produisent des molécules odorantes qui sont a la base des huiles essentielles,

connues pour leurs propriétés thérapeutiques (Chagra, 2019).

Les huiles essentielles (HE) sont des produits complexes contenant des composés
volatils présents dans les plantes, dérivés d'une maticre premiere végétale telle que fleur, feuille,
bois, racine, écorce, fruit ou autre. La principale méthode d’extraction des HE est la distillation
a la vapeur. Les HE ont de nombreuses applications en thérapie, en cosmétique et en agriculture

(Maciaset al., 1997) (Cowan, 1999).

Pour tenter de trouver de nouveaux remedes aux fléaux actuels, la communauté
scientifique s'est récemment tournée vers les constituants des huiles essentielles ; Les huiles
essentielles constituent donc une source intéressante de nouveaux composés dans la recherche
de molécules bioactives (Banouh R. et Azzouz A., 2019). Plusieurs études scientifiques ont

prouvé les bienfaits des HE.

C’est dans ce contexte que s’inscrit cette étude qui s’intéresse a promouvoir l'utilisation
de Syzygium aromaticum, plus connu sous le nom de giroflier, une plante médicinale largement
utilisée a I'échelle mondiale. Cette plante renferme entre 15 et 20% d'HE extraite de ses boutons

floraux, avec une concentration en eugénol allant de 85 a 93% en volume (Rahyour, 2002).

L'HE de clou de girofle est connu pour son ardme phénolique distinctif, typique des
composés naturels. Elle offre diverses propriétés thérapeutiques telles que des effets anti-
inflammatoires, antiseptiques, parasiticides, antioxydants et elle agit comme un anesthésiant
local. Traditionnellement, elle a ét¢ largement employée pour soulager les douleurs dentaires

(Chaiebet al., 2007) (Lee et al., 2009).

Le présent travail consiste a extraire I’huile essentielle des boutons de clou de girofle

par hydrodistillation, de I'analyser par chromatographie sur couche mince, afin d'évaluer ses
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propriétés antioxydantes et antibactériennes, ainsi que l'activité antibactérienne de son composé

principal, I'eugénol.
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Chapitre 1 : Clou de girofle

Les épices comme le clou de girofle, 1'origan, la menthe, le thym et la cannelle sont
utilisées depuis des siecles comme conservateurs alimentaires et comme plantes médicinales,
principalement en raison de leurs activités anti oxydantes et antimicrobiennes. De nos jours, de
nombreux rapports confirment les propriétés antibactériennes, antifongiques, antivirales et anti
cancérigenes des plantes épicées. Le clou de girofle, en particulier, a attiré 1'attention en raison
de ses puissantes activités anti oxydantes et antimicrobiennes qui se distinguent des autres

épices (Shan et al., 2005).

1. Historique

Depuis des décennies, le clou de girofle est utilis¢é pour ses vertus culinaires et
médicinales, et il est largement utilisé en médecine dentaire en raison de son effet anesthésique
local. De plus, il tue les germes de la bouche, en particulier (kozam, 1977 ;
Ohkuboet al., 1997). Vers le 16éme siecle, les Portugais ont mis fin au monopole arabe sur le
commerce des épices en mer, Au commencement du 17¢me siécle, les Hollandais retirent des
clous de girofle de toutes les iles sauf Amboine pour en augmenter le prix. (Charles, 2013).
Jusqu'au 18eme siecle, le controle sur la production était encore plus strict pour maintenir

artificiellement les prix. (Razafimamonjison et al., 2014).

La Compagnie Francaise des Indes a envoy¢ Pierre Poivre pour obtenir le célébre clou
de girofle. Lors de son premier voyage, il a secrétement transporté quelques plantes de
muscadier de Timor a 1'lle de France, mais sans succeés (Ranoarisoa, 2012). En 1773, il parvient
a obtenir quelques plants des épices confisquées par les Hollandais, qui ont été plantés sur l'ile

de la Réunion (Mazerolles, 2008).

2. Description botanique de girofle

Le giroflier est un arbre de la famille des myrtacées qui pousse exclusivement dans les pays
tropicaux (Cecchini, 2003). C'est un grand arbre fruitier, ¢lancé, de forme conique, avec une
hauteur moyenne de 10 a 12 métres, pouvant atteindre jusqu'a 20 metres de hauteur. Il a un port
pyramidal, un tronc gris clair ridé et peut vivre jusqu'a 150 ans (Barbelet, 2015). Il adopte
fréquemment l'apparence d'un arbuste car il est réguliérement taillé afin de faciliter la récolte

(figure 1).
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Figure 1 : Allure d’un giroflier de Madagascar (Barbelet, 2015).

Les feuilles persistantes des girofliers peuvent mesurer de 12 a 15 cm de longueur
(Alma et al., 2007), sont immobiles, inversées, pelées, de forme ovale et rectangulaire, avec
une surface supérieure de couleur vert rougeatre et une face vert sombre, 1égérement coupée

(Ghedira, 2010)

Ces feuilles sont aromatiques et dégagent un puissant parfum de clou de girofle

lorsqu'elles  sont froissées (figure 2) (Mohammed et al., 2015).

Figure 2: Feuilles de girofle jeunes et matures (Mohammed et al., 2015).
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L'arbre fleurit de maniere tres irréguliére, avec des fleurs disposées en cymes mesurant
4 a5 cm. (Max, 2003) Compactes et ramifiées, regroupées en panicules de trois a cinq petites
fleurs parfumées, ces fleurs présentent un calice tubulaire blanc cass¢ qui devient rouge, avec

quatre sépales rouges charnus et persistants (figure 3). La corolle est blanc rosé, avec des

pétales repliés au sommet du clou de girofle, appelé "téte de clou", composée de quatre

dialypétales blancs (Barbelet, 2015).

il % % f “

Figure 3: Branche de giroflier portat les clous en inflorescence terminale (Barbelet, 2015).

La fleur hermaphrodite de cette plante, qui produit beaucoup d'asperges, donne naissance
a un fruit appelé "antholfe". La plante présente une structure violette et renferme une seule

graine mesurant 1,5 cm de long (figure 4) (Kim et al., 1998).

Figure 4 : Bourgeons de girofle maturés (Kim et al., 1998).
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3. Répartition géographiques

Le giroflier, qui a ses origines a Madagascar, la Réunion et aux Antilles, est aussi cultivé
en Indonésie et en Tanzanie. Les clous de girofle américains sont connus pour leur qualité

inférieure en raison de leur teneur plus faible en huile essentielle (Bois, 1999).

Cette plante n'est pas cultivée en Algérie, car le girofle est importé de 1'étrange. La
superficie occupée par les girofliers 8 Madagascar est d'environ 37 000 hectares, une surface
qui varie significativement d'une année a l'autre. Les tonnes produites et la superficie dédi¢e
aux girofliers dans chaque zone de production sont répertoriées dans la figure ci-dessous (figure

5) (Bourekba et Lamri, 2020).
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Figure 5: Les zones exploitées dans la production de girofle 8 Madagascar (Davet et Rouxel,
1997).

4. Nomenclature et dénomination mondiale

Comme de nombreuses especes, le giroflier a porté plusieurs noms scientifiques avant d'étre
nommé Syzygium aromaticum (Perrier, 1953). Le genre Syzygium a été identifié comme le
plus vaste genre de plantes a fleurs, comprenant environ 1200 a 1800 especes.
(Mahomoodally et al., 2019)

e (Caryophyllusaromaticus L. (1753)

e FEugenia caryophyllatathunb. (1788)

e Eugenia caryophyllusSpreng. (1825)

e FEugenia aromatica (L.) Baill. (1876)

e Jambosacaryophyllus (Thunb) Nied. (1893)
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e Syzygium aromaticum (L.) Merr. &L.M.Perry, (1939

Actuellement, les noms Syzygium aromaticum et Eugenia caryophyllus sont tous deux

utilisés (Tableau 1) (Dupont et Guignard, 2012).

Tableau 1 : Nomenclatures de clou de girofle.

Nom commun Giroflier, laung
Nom francais Arbre de clou, clou de girofle
Nom anglais Clovebuds
Nom arabe Ja dll-Kourounfoule
o Syzygium aromaticum
Nom scientifique Eugenia caryophellusthunb

5. Classification

Les clous de girofle (S. aromaticum L.) font partie de la famille des Myrtacées, qui
comprend plus de 3000 especes et 130 a 150 genres (Tableau 2) (Gonzalez et al., 2021).

Tableau 2 : Classification de I’espéce Syzygium aromaticum

Classe Angiosperme
Sous-classe Tiporees
Clade Rosidees
Ordre Mpyrtales
Famille Myrtaceae

Sous-famille Myrtoideae

Genre Syzygium

Espece Syzygium aromaticum
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6. Culture et récolte

Le girofle comme de nombreuses autres plantes de la famille des Myrtacées, le giroflier
est habitué aux climats tropicaux. Il nécessite de I'humidité, de la chaleur, un sol volcanique, en
bord de mer, avec une pluviométrie abondante répartie tout au long de [’année, ne

dépassant pas 300 metres (Bourekba et Lamri, 2020).

Pour obtenir les clous de girofle, il est nécessaire de récolter les boutons floraux avant
leur pleine éclosion (lorsqu'ils sont de couleur rosée). Les clous ne parviennent pas a maturité
simultanément ; les branches inférieures fleurissent plus tot que les branches supérieures, deux
fois par an (juillet a décembre) et apres six a huit années de mise en culture de 1’arbre
(Mazerolles, 2008). Chaque arbre peut produire entre 3 et 4 kg de clous de girofle par an, et ce,
sur une période de plus de 25 ans (Teuscher ez al., 2005). Cependant, le giroflier ne parviendra
a sa pleine production qu'a 20 ans. Un arbre de 75 a 80 ans peut donner jusqu'a 50

kg de clous frais par an (Penot et al., 2014).

Les girofliers sont principalement cultivés a Madagascar, le principal exportateur
mondial de clous de girofle (Barbelet, 2015). Cependant, 1'Indonésie, pays d'origine des clous
de girofle, est le plus grand producteur mondial, bien qu'environ 80 % de cette production soit
utilisée pour la fabrication de cigarettes, les kreteks, qui sont des cigarettes a base de tabac, de
poudre de clous de girofle et de diverses compositions aromatiques(figure 6)(Lobsteiner al.,

2017).

Figure 6 : Clous rose récoltés avant 'épanouissement de la fleur (Danthu ez al, 2014).
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7. Période de récolte

La période de récolte varie en fonction des zones de production. A Madagascar, les clous
de girofle sont récoltés d'octobre a janvier, lorsqu'ils sont bien roses et contiennent le maximum
d'essence. A Zanzibar, il y a deux récoltes par an : de juillet a septembre et de décembre a
janvier, en raison de la floraison biannuelle du Giroflier dans cette région

(Barbelet, 2015).

La période de récolte est cruciale car réaliser trop tot, les clous ne pourront pas avoir
développé l'ensemble de leurs composants, et réaliser trop tard, ils perdraient leurs pétales

(Bourekba et Lamri, 2020).

Tableau 3 : Calendrier de récolte des clous de girofle en fonction du pays producteur.

Indonésie

Madagascar/
Comores

Zanzibar

Sri lanka

8. Composition chimique du clou de girofle

Le clou de girofle est riche en composés bioactifs tels que :

- L’Huile essentielle (20%) : huile essentielle contenant d’eugénol (85a 95% de I’huile
de clou de girofle), acétate d’eugénol (5 a 10 %), alpha- et bétacaryophylléne (5 a 12%)
et un dérivé cétonique (Paul et al., 2005 ; Ghedira et al., 2010).

- Autres constituants : flavonoides (environ 0,4%), tanins (environ 12%), acide

phénolique, stérols, triterpéne (Max et al., 2003).
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Tableau 4 : Composantes de 1’huile essentielle de clou de girofle.

Composant Eugénol Acétate Béta- Alpha-
d’eugénol caryophyllene caryophyllene
Type Phénol Ester
aromatique | sesquiterpéniques | sesquiterpéniques
Pourcentage 81.67 13.02 3.17 0.4
Formule CioH1202 Ci2H1403 C 1sH 24 C 1sH 24
chimique
9. Eugénol

9.1. Présentation

L'eugénol, également connu sous le nom de 4-allyl-2-méthoxyphénol, est un composé
aromatique appartenant a la famille des phénylpropénes, une sous-classe des
phénylpropanoides. Il se présente sous forme d'un liquide pratiquement incolore qui a
tendance a brunir au contact de I’air (Memmou, 2015). L'eugénol est une molécule hautement

lipophile et sa formule (figure 7) développée est :

OH
OCH3

S

Figure 7 : Formule semi-développée de 1I’eugénol (Memmou, 2015).

L'eugénol, molécule active de formule brute C10H1202, est présente dans le clou de girofle

a une concentration allant de 75 a 90 % (Stamford et al., 1988 ; Usta et Copti, 2000).

10| Page



Revue bibliographique

9.2. Propriétés physico-chimiques
- Température de Fusion et d'Ebullition : L'eugénol a une température de fusion de -9 °C
et une température d'ébullition de 253 °C.
- Densité : Sa densité est de 1,06 a 20 °C.
- Solubilité : Peu soluble dans I'eau et insoluble dans l'eau salée, il est trés soluble dans
1'éthanol et le dichlorométhane, et 1égérement soluble dans le chloroforme (Memmou,

2015).

9.3. Propriétés biologiques

L'huile essentielle extraite du clou de girofle, reconnue pour ses propriétés antiseptiques,
a ¢t¢ utilisée des les premiers temps. L'eugénol a été préconisé pour le traitement de la
tuberculose et de la gangréne pulmonaire. Son action anesthésique a été¢ exploitée dans le
domaine dentaire. En associant 'oxyde de zinc a I'eugénol, on obtient un ciment utilis¢ comme
matériau de restauration temporaire offrant a la fois un scellement efficace et une anesthésie de
la pulpe. De plus, ce ciment est généralement bien toléré par les patients. Aujourd'hui, 1'eugénol
est toujours largement utilis€, principalement dans les produits dentaires tels que les bains de

bouche, les pates dentifrices, les ciments, ...etc (Chanseau et al., 2002 ; Raja et al ., 2015).

Ces dernieres années, de nouvelles propriétés et applications de l'eugénol ont été
découvertes, telles que ses effets antioxydants et anti-inflammatoires, son réle de conservateur
(pour préserver le gofit, la valeur nutritive et limiter le développement microbien sur les grappes
de raisins), ainsi que son action anesthésique (Lee et Shibamoto, 2001 ; Mahboub,

2014).

9.4. Toxicité
L'eugénol présente une toxicité trés limitée. Cependant, en cas de consommation

excessive, I'eugénol peut entrainer des dommages plus ou moins graves au foie (par exemple :
cirrhose du foie). Il fait donc partie des substances qui ont un effet toxique sur le foie

(Fujisawaet al., 2002).
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Chapitre 2 : Les huiles essentielles

1. Définition

La signification d'huile essentielle a évolu¢ au fil du temps. Depuis la neuvieme édition
de la Pharmacopée en 1972, le terme "huile essentielle" est employé. En octobre 1987,
I'"AFNOR a proposé une autre définition, définissant une huile essentielle comme un produit
obtenu a partir de matiéres premicres végétales par divers procédés tels que l'entrainement a la
vapeur d'eau, des procédés mécaniques a partir de 1’épicarpe des Citrus, ou par distillation a
sec. Les huiles essentielles sont ensuite séparées de la phase aqueuse par des méthodes

physiques Véronique, 1971).

Les huiles essentielles sont les extraits odorants volatils des plantes, concentrant les
aromes distinctifs de chaque plante. Elles peuvent étre extraites de différentes parties des
végétaux, comme les feuilles, les fleurs, I'écorce, le bois, le zeste, ainsi que d'autres éléments

tels que les graines, les baies, les fruits ou méme le bulbe (Festy, 2018).

Dans sa définition stricte, 1'huile essentielle est le produit de la distillation ou de
l'expression a froid de matiéres premicres végétales, excluant ainsi les extraits aromatiques
obtenus par d'autres méthodes d'extraction. En revanche, 1'essence est la substance aromatique
naturelle sécrétée par la plante, qui se convertit en huile essentielle lors du processus de

distillation (Bonnafous, 2013).

En général, les composants des huiles essentielles se divisent en terpénes (monoterpenes
et sesquiterpenes), en composés aromatiques (aldéhydes, alcools, phénols, dérivés méthoxylés,
etc.) et en terpénoides (isoprénoides). Les éléments constitutifs et les ardmes des huiles
essentielles peuvent étre classés en deux grandes catégories : les hydrocarbures terpéniques et

les composés oxygénés (Tongnuanchan et Benjakul, 2014).

2. Répartition et localisation des huiles essentielles dans la plante

Les huiles essentielles sont principalement présentes chez les plantes supérieures
(Brunetton, 1999).Sur les 1 500 000 especes végétales répertoriées, seuls environ 10% sont
qualifi¢es d'aromatiques, car elles produisent et libérent des essences aromatiques en quantités

trés limitées (Degryseet al., 2008). D'aprés Lawrence, il existe 17 500 espéces aromatiques.
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Elles se trouvent dans le cytoplasme de cellules végétales sécrétrices présentes dans un ou
plusieurs organes de la plante, a savoir (Brunetton, 1999) (figure 8) :

e Fleurs : oranger, rose, lavande, le bouton floral (girofle).

e Feuilles : eucalyptus, menthe, thym, laurier, sarriette, sauge...

e Fruits : fenouil, anis, épicarpes des Citrus...

e Tiges : citronnelles ...

e Racines : gingembre, vétiver, iris...

e Graines : noix de muscade, coriandre...

—~—
Fleur
Le bouton floral Feuille Racines
(girofle) (menthe) (Gingembre)

Figure 8 : Quelques Exemples de localisation des HE

La production et le stockage des huiles essentielles sont habituellement liés a la présence
de structures histologiquement spécialisées, souvent situées sur ou preés de la surface de la

plante. Par exemple, on peut citer (Brunetton, 1999) :

o Les cellules a huiles essentielles : chez les Lauracées et les Zingiberacées.
e Les poils sécréteurs : chez les Lamiacées.
e Les poches sécrétrices : chez les Myrtacées et les Rutacées.

e Les canaux sécréteurs : chez les Apiacées et les Astéracées.

3. Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont constituées de mélanges complexes et variables de
composants appartenant uniquement a deux groupes distincts en termes d'origine biogénétique

: les terpénoides et les composés aromatiques dérivés du phénylpropane (Pinto ez al., 2009).
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3.1. Les terpénes

-Les terpeénes sont des composés naturels hydrocarbonés qui ont une structure moléculaire

soit cyclique, soit linéaire.

- Les terpénoides ; sont des dérivés de terpénes qui ont subi une modification chimique,

comme l'ajout d'une fonction alcool, aldéhyde, cétone, acide ou autre.

- Les monoterpenes : sont des composés volatils qui peuvent étre entrainés a la vapeur d'eau
et ont généralement une odeur agréable. Ils représentent la majorité des constituants des huiles

essentielles, pouvant parfois dépasser 90%.

-Les sesquiterpenes : constituent la classe la plus variée des terpénes, comprenant plus de

3000 molécules différentes (Hellal, 2011).

3.2. Les composés aromatiques (phénoliques)

Les composés aromatiques de la classe des phénols sont moins courants dans les huiles
essentielles et sont généralement responsables de leurs caractéristiques organoleptiques. Parmi
les composés odorants bien connus de cette classe, on peut citer la vanilline, I'eugénol, I'anéthol

et I'estragole, ainsi que d'autres composés (Pinto et al., 2009).

3.2. Autres composés
Ensemble de produits résultants de la dégradation d'acide gras ceux issus de la

dégradation de terpenes, des homologues de phénylpropanes, des composés azotés ou soufrés,

des hydrocarbures saturés, des hétérosides de substances volatiles... (Brunetton, 1999)

4. Role

Depuis des époques anciennes, les plantes ont fourni les éléments essentiels a la survie de
l'esnéce humai o . . n
espéce humaine. Les plantes restent en effet la principale source de composés actifs aux rdles

et utilisations diversifiés (Elabed et Kambouche, 2003).

Les huiles essentielles sont réputées pour leurs propriétés antiseptiques et
antimicrobiennes. De nombreuses huiles essentielles possédent des vertus antitoxiques,
antivenimeuses, antivirales, antioxydantes et antiparasitaires. Récemment, des études ont

¢galement mis en lumicre leurs propriétés anticancéreuses (Valnet, 2005).
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5. Caractéristiques des huiles essentielles
5.1. Caractéristiques organoleptiques

Les huiles essentielles ont des propriétés organoleptiques (caractéristiques d'une
substance qui sont perceptibles par les organes des sens : saveur, odeur, aspect et consistance
de I'objet) communes comme le fait d’étre liquides a température ambiante, d’étre volatiles et
entrainables a la vapeur d’eau. Elles sont aussi trés odorantes et incolore ou jaune pale sauf pour
les huiles essentielles de cannelle, girofle, camomille matricaire, vétiver et bouleau ou la
couleur est relativement foncée. En parfumerie, 1'examen olfactif qui précéde ou suit toute
analyse d'huile essentielle est du plus grand intérét car, si I'odeur de 1'huile essentielle n'est pas
satisfaisante, il importe peu que les constantes physicochimiques soient correctes : le produit
doit étre rejeté. Cet essai olfactif est conduit par comparaison avec un échantillon type de I'huile
essentielle aussi frais que possible et conservé dans les meilleures conditions. Elles sont, enfin,
sensibles a 1’oxydation et change de couleur, conservation limitée, a la lumiére et a la chaleur.

I1 convient de la conserver a l'abri de la lumiére et de I'air (Traikia et Mansouri, 2020)

5.2. Les propriétés physico-chimiques
» Les huiles essentielles se composent de molécules aromatiques ayant une masse

moléculaire tres réduite (Degryseet al., 2008).
» Ces substances sont hautement inflammables et fortement parfumées, se présentant sous
forme liquide a température ambiante et exposées a l'air.

> Les HE se volatilisent.

A\

Sont peu souvent colorées.

» Leur densité est généralement plus faible que celle de I'eau, a l'exception des huiles
essentielles de sassafras, de clou de girofle et de cannelle

» Elles présentent un indice de réfraction élevé et la plupart ont la capacité de dévier la
lumicere polarisée, ce qui les rend optiquement actives (Bruneton, 1999 ; Rhayour,
2002)

» lls se dissolvent dans les huiles végétales, I'eau, les alcools et les solvants organiques

non polaires.

6. Toxicité des huiles essentielles

La plupart des huiles essentielles peuvent étre toxiques a des doses élevées. En raison de

leur composition chimique complexe, il est crucial d'utiliser les huiles essentielles avec une
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grande prudence. Leur utilisation imprudente, notamment par voie interne ou sur la peau, peut
présenter des risques graves pour la santé. Les HE sont connus pour leurs diverses propriétés
bénéfiques telles que les propriétés anti-inflammatoires, antiseptiques, antivirales, stimulantes,

toniques, calmantes, etc.

En revanche, parmi les effets indésirables, on peut noter les propriétés vésicantes,

nécrosantes, allergiques, hépatotoxiques, neurotoxiques...etc. (Haddadi et Rabhi, 2022).

7. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Il existe diverses techniques pour extraire les huiles essentielles, et le choix de la méthode
la plus appropriée dépend de plusieurs facteurs tels que la nature de la plante a traiter, les
propriétés physico-chimiques de I'huile a extraire, l'utilisation prévue de 1'extrait, ainsi que la
conservation de I'arome initial. Il existe en effet de nombreuses méthodes d'extraction adaptées

a différentes situations et besoins spécifiques (Bouzaa et Zid, 2022) :

Hydro distillation
L’expression a froid
Entrainement a la vapeur d’eau

Extraction par solvants organique

YV V V V V

Extraction par micro-ondes

Les étapes de l'extraction des huiles essentielles végétales restent constantes, selon la
méthode d'extraction choisie. Initialement, il est essentiel d'extraire les molécules aromatiques
de la matiere végétale pour former I'huile essentielle. Ensuite, il est nécessaire de séparer ces

molécules du milieu par distillation (Bouzaa et Zid, 2022).

7.1. Hydro distillation
Cette méthode, la plus simple et traditionnelle pour extraire les huiles essentielles, permet

a la fois d'isoler les huiles dans leur pureté et d'obtenir des rendements plus élevés. Elle consiste
a immerger directement le matériel végétal dans un alambic rempli d'eau, en le plongeant dans

2 a 6 fois son volume d'cau (Charie, 2019).

Apres cela, le mélange est chauffé jusqu'a €bullition. Les vapeurs diverses sont ensuite
condensées sur une surface froide, permettant a 1'huile essentielle de se séparer de I'hydrolat en
raison de leur différence de densité¢ (Bruneton, 1993 ; Hellal, 2011). La vapeur d'eau et
'essence libérée par le matériel végétal créent un mélange non miscible (El-bahaier al.,

2009) (figure 9).
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Schema d'un montage dhydrodistillation

Tube réfrigerant
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Figure 9 : Schéma d’un montage d’hydro-distillation (El-bahai et al., 2009).

7.2.Expression a froid
Cette méthode spécifique est utilisée exclusivement pour les fruits de la famille botanique

des Rutaceae (citron, orange, bergamote, mandarine, etc.). Elle implique une technique simple
ou les poches d'huile situées dans 1'écorce ou le péricarpe du fruit sont mécaniquement brisées

par abrasion pour en extraire le contenu (Elhaib, 2011).

L'extraction mécanique a froid est le procédé utilisé pour séparer I'huile essentielle du jus
de fruit. Ce processus, appelé décantation, est considéré comme le plus simple et le seul qui ne
modifie pas le produit obtenu. L'huile essentielle ainsi obtenue est appelée essence. Les
essences obtenues par ce procédé conservant leur activité thérapeutique de manicre
significativement supérieure a celles produites par d'autres méthodes. Contrairement aux huiles
essentielles composées uniquement de molécules volatiles, les essences contiennent des
composés non volatils tels que des flavonoides et des stéroides, ce qui les rend plus bénéfiques

sur le plan thérapeutique (Lacoste, 2014).

17 |Page



Revue bibliographique

7.3. Entrainement a la vapeur d’eau
Dans ce processus, la matiére végétale n'est pas immergée dans I'eau ; elle est exposée a

un courant de vapeur sans étre préalablement macérée. Les vapeurs chargées en composés
volatils sont ensuite condensées et séparées par décantation (figure 10) La vapeur est injectée

a la base de I'alambic (Richard, 1992).

Vapeur d'eau chargée Eau chauds
d'huile essentielle

Huile essentielle
Plantes aromatiques

Vapeur deau

Eau froide /
/ Eau florale

Eau fiorale +
hulle essentialle

Eau

Chaleur ———=

Vala¥eVala
VAVAVAVAVA!

Essencier

Figure 10 : Méthode d’entrainement a la vapeur (Richard, 1992)

7.4.Extraction par solvants organiques
Cette méthode d'extraction repose sur la solubilit¢ des essences aromatiques dans la

plupart des solvants organiques. Apres cette étape, le solvant est éliminé par distillation sous
pression réduite, laissant un mélange odorant de consistance pateuse. L'huile est ensuite extraite
de ce mélange en utilisant de I'alcool, permettant ainsi d'obtenir l'huile essentielle pure

(Bruneton, 1999).

Les solvants mentionnés peuvent étre des solvants couramment employés en chimie
organique tels que I'hexane et 1'éther de pétrole, mais également des substances telles que les

graisses, les huiles, voire méme des gaz (Richard, 1992).

7.5.Extraction par micro-ondes
Ce procédé novateur, basé sur le principe de I'hydro distillation classique, implique

l'utilisation d'un four & micro-ondes pour chauffer une partie du montage d'hydro distillation.
Le matériel végétal est placé avec de I'eau dans un ballon a I'intérieur du four a micro-ondes.

Le systéme de refroidissement et la partie dédi¢e a la récupération des essences se trouvent a
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'extérieur du four, permettant ainsi une extraction efficace des composés aromatiques tout en

maintenant un contrdle précis de la température et du processus (Chemat et Lucchesi, 2005).

8. Conservation de ’huile essentielle

Apres la distillation, 1'huile essentielle est filtrée puis placée dans une cuve hermétique.
Les molécules présentes dans une huile essentielle étant assez instables, il est essentiel de
prendre des précautions spécifiques pour sa conservation. L'huile devra reposer au minimum

un mois avant d'étre utilisée (Pibiri, 2006).

Pour assurer la préservation de sa qualité, elle sera conditionnée et commercialisée dans
des flacons en verre opaque de teinte brune ou bleue, afin de la protéger de I'exposition a la
lumic¢re et a l'oxygene. L'utilisation de plastique est a éviter en raison de possibles

incompatibilités avec certaines huiles essentielles (Bourekba et Lamri, 2020).

9. Usages et effet thérapeutiques de Syzygium aromaticum

Le clou de girofle a longtemps ¢été employé pour soulager les douleurs dentaires,
buccales et de gorge, ainsi que pour traiter la mucite buccale et I'halitose. En application locale,
il est utilis¢ comme anesthésique dans les cas de rhumatismes, de myalgies, de sciatique et pour
favoriser la cicatrisation des plaies. Par voie orale, les clous de girofle sont bénéfiques pour
traiter les troubles digestifs tels que les gaz épigastriques (Millenium challenge account.,

2000).

Le S. aromaticum a Plusieurs propriétés pharmacologiques, notamment : antiinfectieuse,

antioxydants...etc (figure 11).
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Eugenol Antiproliferative effect in liver cirvhosis, antioxidant

/ Anlicancer, antidiabetic

Anti-inflammatory

Quiercetin

Gallic acid
"--—-______'.

Kacmpferol
Antinociceptive

Crategolic acid

Antimicrobial
Syzygium aromaticum B-Caryophyllene

Antiprotozoal
Oleanolic acid

Stigmasterol Antidepressant

Eugenitin Antithrombotic

Bicornin Antiulcer

Figure 121 : Les activités biologiques de Syzyguim aromaticum (Han et Parker, 2017)

9.1.Activité antibactérienne

Le clou de girofle contient principalement de I'eugénol, constituant 70 % a 90 % de sa
composition, et plus de 15 % dhuile essentielle. Il possede des propriétés antiseptiques,
antibactériennes et antifongiques. De plus, il renferme entre 9 % et 15 % d'acétate d'eugénol,
ce qui lui confére des propriétés antibactériennes (Pandey, 2011). Les concentrations élevées
d'eugénol ont un effet bactéricide en raison de la présence du groupement phénolique

(Dobleret al., 2020).

L'eugénol provoque la lyse bactérienne, principalement chez les bactéries a Gram négatif,
en interagissant avec la membrane cellulaire et entrainant une fuite des composés
cytoplasmiques. Cette interaction provoque des modifications dans la structure des acides gras,
des phospholipides, et perturbe la synthése du matériel génétique. Les terpenes agissent de
manicre similaire aux composés phénoliques, en ciblant la membrane cellulaire, induisant un

gonflement et inhibant les enzymes respiratoires par diffusion (selles ez al., 2020).

En présence d'eugénol dans le cytoplasme d'Escherichia coli, on observe une
augmentation de la concentration des acides gras saturés et une diminution des acides gras
insaturés, entrainant une altération de la morphologie bactérienne. L'eugénol inhibe 'action de
diverses protéines et composés bactériens, y compris des facteurs de virulence tels que la

pyocine, la violacéine et I'¢lastase (Bouacida, 2021).
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9.2. Activité antioxydante

Dans I'étude de Chaieb ef al. (2008), l'effet antioxydant de 1'huile essentielle de clou de
girofle a été évalué en mesurant sa capacité a piéger les radicaux libres 2,2-diphényl-1-1-
picrylhydrazil. La dose anti radicalaire requise pour provoquer une inhibition de 50 % (Cls) a
¢été enregistrée. Les résultats ont montré que I'huile essentielle testée présentait une activité trés
forte de piégeage des radicaux libres, avec un Clso de 0,2 pg/ml, comparé a l'antioxydant

synthétique tert-butylhydroxytoluéne qui avait un Clso de 11,5 pg/ml.

9.3. Activité antifongique

Les propriétés antifongiques du giroflier sont efficaces contre différents types de
mycoses, notamment celles qui affectent la peau, la bouche et les ongles. L'extrait de clou de
girofle se démarque dans le traitement des mycoses en raison de son efficacité contre les
souches de levures, ce qui le distingue des traitements a base de fluconazole ou

d'amphotéricine. (Pinto et al., 2009).

Le Syzygium aromaticum est un agent inhibiteur de la prolifération du Candida albicans

( Lairungruang et al., 2014).

9.4.Activité anti-inflammatoire et analgésique

Les propriétés anti-inflammatoires et analgésiques de I'eugénol sont attribuables a son
action sur les récepteurs et les antigénes responsables de I'inflammation. En ce qui concerne
son aspect anti-inflammatoire, 1'eugénol agit directement en éliminant les agents pathogenes,
en influencant les cytokines et les cellules immunitaires pour modifier la réponse
inflammatoire, ce qui entraine une diminution indirecte de la douleur. De plus, I'eugénol agit
sur les récepteurs cellulaires et nerveux, ce qui contribue directement a réduire la sensation de

douleur (Bouacida, 2021).

9.5. Activité antivirale
L'huile essentielle de Syzygium aromaticum a un effet inhibiteur sur le virus de 1'herpés

simplex, agissant a plusieurs niveaux : en entravant la fusion des cellules virales, en inhibant la
protéase anti-HCV dans le traitement de I'hépatite virale, et en bloquant la synthése de I'ADN
viral (Goetz et al., 2010).

L'eugénol est un composé utilisé pour traiter les infections causées par le HSV-1. En plus
de son efficacité contre ce virus, il démontre également une capacité inhibitrice contre les virus

de la grippe, ainsi que les virus non enveloppés tels que le poliovirus, le virus coxsackie B1 et
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I'adénovirus de type 3 (Tariq et al., 2019). L'eugénol ou ses dérivés ont la capacité d'inhiber la
croissance de diverses lignées cellulaires transformées par infection virale (Tariq ef al., 2019 ;

Da Silva et al., 2020).

9.6. Activité anti-cancérigéne
Une recherche portant sur I'eugénol a révélé qu'il exerce une action protectrice contre la
cirrhose du foie, une condition prédisposant au cancer, en freinant la multiplication des cellules

et en réduisant le stress oxydatif (Ali ez al, 2014).

9.7. Activité anti-infectieuse

L'huile essentielle de clou de girofle est traditionnellement utilisée comme désinfectant
depuis le début du 20éme siécle. De plus, elle était reconnue a 1'époque comme un excellent
pansement ombilical, étant non toxique pour le nouveau-né ni pour la mere, et possédant des

propriétés analgésiques (Valnet, 1984).

9.8. Autres utilisations

L'huile essentielle est employée en agriculture pour ses vertus herbicides qui préservent
les cultures des attaques d'insectes et de champignons, et pour son action insecticide contre les
charangons qui endommagent les graines stockées. Les clous de girofle, sous forme enti¢re ou
en poudre, sont utilisés pour donner du gott a divers plats comme les conserves de légumes, le

chou rouge, la choucroute, les compotes de pommes et d'autres fruits (Alice, 2011).

22| Page






Materiel et Méthodes

Le travail expérimental relatif a ce mémoire de Master a ét¢ effectué au niveau du :

Laboratoire pédagogique de physiologie végétale (N°2) de la Faculté des Sciences de la
Nature et de la Vie, Université Fréres Mentouri Constantine 1.

Laboratoire de recherches de Biochimie Appliquée, Université Freéres Mentouri
Constantine 1.

Centre de Recherche en Biotechnologie « CRBt » Ali Mendjli Nouvelle Ville UV 03 BP

E73 Constantine.

La présente étude vise a :

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

Analyser les propriétés organoleptiques et physiques de 1’huile essentielle de Syzygium
aromaticum.

Evaluer I’activité antibactérienne de cette huile essentielle a différentes concentrations sur
deux germes pathogenes Staphylococcus aureus et Escherichia coli.

Evaluer I’activité antioxydante de I’HE de clou de girofle par les méthodes DPPH et
ABTS.

1. Matériel Végétal

Le matériel végétal utilisé comme matiere premiere est représenté par le clou de girofle,

une plante disponible dans le marché tout au long de 1’année, pour son importance dans la tradition

culinaire algérienne ainsi que son utilisation dans la médecine traditionnelle. Il a été¢ fourni par un

Herboriste dans la région d’Oued El-Athmania durant le mois de Février.

Le matériel végétal utilisé est représenté par la photo ci-dessous, avec les caractéristiques

suivantes :

- Couleur : Marron

- Odeur : Forte
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Figure 12 : Clou de girofle utilisé

2. Extraction de I’huile essentielle

Diverses techniques sont utilisées pour extraire les essences végétales, et en régle
générale, le choix de la méthode d'extraction dépend du type de matériau végétal a traiter.

L'hydro distillation est la méthode d'extraction principale.

> Ktape 1 : Hydro-distillation

L’opération consiste a introduire 100 g de masse végétale, préalablement broyée dans un
moulin a café, dans un ballon Bicol de 2000 ml en verre d’un appareil de type Clevenger, a
l'aide d'un entonnoir avec 1000 ml d’eau distillée sans pour autant remplir le ballon pour éviter

les débordements de I’ébullition (figure 13).

Figure 13 : Matiere végétale et préparation du ballon.
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Le mélange a ét¢ chauffé a ébullition pendant trois heures a 1'aide d'un ballon chauffant,
permettant ainsi aux huiles essentielles d'étre entrainées par la vapeur d'eau. Une fois les
vapeurs condensées et liquéfiées a 'aide d'un réfrigérant a eau, nous avons récupéré dans un
erlenmeyer 500 ml de distillat composé de deux liquides non miscibles : la phase aqueuse,
majoritaire, est principalement de 1'eau avec une faible quantité d'especes odorantes dissoutes,

tandis que la phase organique (I'huile essentielle) est constituée des composés odorants
(figure 14).
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Figure 14 : A. Extraction de I’huile essentielle du clou de girofle par hydro distillation
(originale). B. Le distillat récupéré apres 3h d’hydro-distillation.

> Ktape 2 : Relargage

Le relargage vise a diminuer la solubilité du mélange dans l'eau. Pour ce faire, nous
avons introduit une spatule de chlorure de sodium (NaCl) dans le distillat (Figure 15) et

agité jusqu'a ce que le sel soit complétement dissous.

Comme I'huile essentielle de clou de girofle est moins soluble dans I'eau salée que dans

l'eau pure, 1'ajout de chlorure de sodium facilite la séparation des deux phases.
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Figure 15 : I’¢tape de relargage
» Etape 3 : Extraction par solvant
L'extraction par solvant est employée pour extraire I'huile essentielle de l'eau : Nous

utilisons le cyclohexane a cet effet, car il n'est pas miscible a I'eau et I'huile essentielle y

est trés soluble.

Le distillat a été versé dans une ampoule a décanter et 1'extraction a été réalisée avec le

cyclohexane (100 ml x 3). Les phases organiques récupérées sont assemblées
(figure 16).
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Figure 16 : Extraction de I’huile essentielle par cyclohexane

> Etape 4 : Séchage et filtration

Une fois les phases organiques rassemblées, un séchage a été réalisé en utilisant du sulfate
de magnésium anhydre (NaSOs) pour éliminer I'eau en suspension (figure 17). Apres filtration,

la phase organique a été récupérée.

) -~ o

Figure 17 : Phase organique recueillie aprés décantation.
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Ensuite, elle s'évaporée a I'aide d'un évaporateur rotatif jusqu'a obtenir une huile jaunatre

(figure 18).

-

RIS
|\'l||l|\||\l|\| ;

Figure 18 : Evaporation de la phase organique a 1’aide d’un rotavapeur.

L’huile extraite est préservée dans une bouteille de couleur brune, fermée

hermétiquement et rangée dans un endroit frais (4°C) a l'abri de la lumiére.

2.1.Rendement en huile essentielle
Le rendement en huile essentielle est défini comme le pourcentage de la masse d'huile
essentielle obtenu aprés extraction par rapport a la masse de matiere végétale seche utilisée. 1l

est exprimé en pourcentage et calculé selon la formule suivante (Afnor, 1986).

Mh
R = Mp x100

R : Rendement d’huile essentielle en pourcentage (%).
Mh : Masse de I’huile en gramme.

Mp : Masse de clou de girofle poudre en gramme.

3. Extraction de I’eugénol

\

Pour extraire 1'eugénol, nous avons suivi les étapes identiques a celles utilisées dans

l'extraction des huiles essentielles jusqu'a I'étape 3, qui est 1'étape « Extraction par solvant ». La
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phase organique obtenue est ensuite transférée dans un ballon avec trois portions de 25 ml de

solution d'hydroxyde de sodium (NaOH).

L'eugénol, un phénol, se convertit en ion eugénolate en réaction avec la solution de soude,
ce qui signifie que tout I'eugénol réagit avec la soude. Les ions eugénolate Ar-O-(aq) sont
enticrement solubles dans la solution aqueuse, ce qui entraine l'absence d'eugénol dans la

phase organique (figure 19).

Figure 19 : Extraction de I’eugénol : phase organique

L'eugénol se déplace de la phase organique vers la phase aqueuse. Apres décantation,

les trois phases aqueuses ont été récupérées et combinées dans un erlenmeyer (eugénolate).

Apres avoir acidifié cette phase basique avec de l'acide chlorhydrique (HCI) jusqu'a
atteindre un pH acide (figure 20), la phase aqueuse obtenue a été réintroduite dans 'ampoule.

L'extraction de 1'eugénol a été réalisée en utilisant 50 ml x 3 de cyclohexane.

La phase organique (eugénol + solvant) récupérée a été desséchée avec du NaSO4 puis
introduite dans le rotavapeur. Apres évaporation du cyclohexane, I'eugénol a été récupéré et

conserve dans un tube Eppendorf stérile dans le réfrigérateur (4°C) a 1'abri de la lumiére.
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Figure 20 : Extraction de 1’eugénol : acidification de la phase aqueuse.
4. Analyse par chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie est considérée comme la méthode de séparation la plus flexible et
efficace a la disposition des chimistes. Ergon Stahl la définit comme une technique physico-
chimique permettant de séparer les mélanges de substances en se basant sur les temps de
rétention distincts des substances individuelles dans les phases stationnaire et mobile.
Initialement utilisée pour les substances colorées, cette méthode s'est depuis étendue a une

large gamme de composés.

La chromatographie sur couche mince a été réalisée en utilisant une plaque de gel de silice
60 Merck déposée sur des feuilles d'aluminium. Cette plaque avait une épaisseur de 0,25 mm
et des dimensions de 20 cm sur 20 cm. L'analyse a été effectuée en utilisant un indicateur

de fluorescence a 254 nm.
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Nos échantillons, comprenant de 1'huile essentielle et de 1'eugénol, sont appliqués sur la
plaque a l'aide d'une pipette pasteur, a des emplacements spécifiques situés a 2 cm du bord
inférieur de la plaque. Ensuite, la plaque a été placée dans une cuve contenant de la vapeur de
I'éluant cyclohexane/ acétate d'éthyle (90/10) ml, ou les échantillons ont été séparés en
surveillant la migration du solvant pour repérer le front de 1'éluant. Apres avoir séché la plaque
a l'air libre, les composés ont été visualisés sous UV a 254 nm, puis révélés par une

solution d'acide sulfurique (H2SO4 10%).

Apres séchage de la plaque dans une étuve, les rapports frontaux (Rf) des taches ont été
enregistrés. Les références utilisées étaient I'huile de clou de girofle commercial et 1'eugénol

commercial (figure 21).

Figure 21 : Extraits analysés par CCM.

5. Evaluation des activités biologiques
5.1. Activité antibactérienne

Pour évaluer l'activité antibactérienne, nous avons employ¢ la méthode de diffusion sur
milieu gélosé en utilisant des disques stériles. Cette approche est €également connue sous le nom
de méthode de I'aromatogramme, de la technique de l'antibioaromatogramme ou encore de la
méthode de Vincent (Pibiri, 2005). Le principe de ce processus est d'évaluer la réactivité d'une

souche bactérienne a un ou plusieurs produits (Djahra et al., 2015).
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Cette étude se concentre sur la mesure des diametres des zones d'inhibition des extraits

de Syzygium aromaticum communément appelé clou de girofle.

5.1.1. Souches testées
Les souches bactériennes examinées pour €valuer l'efficacité des extraits de Sygygium

aromaticum sont : Escherichia coli et Staphylococcus aureus.

a. Bactéries a gram positif

Les bactéries a Gram positif telles que Staphylococcus aureus posseédent une couche de
peptidoglycane particulierement €paisse. Leur espace périplasmique est plus restreint que celui
des bactéries a Gram négatif, mais il sert de réservoir pour les enzymes, les nutriments, les

protéines et les ions.

b. Bactéries a Gram négatif
Les bactéries a Gram négatif telles qu’Escherichia coli possedent une paroi cellulaire
sophistiquée et complexe qui les protége tout en facilitant le passage sélectif des nutriments de

l'extérieur et des déchets de l'intérieur (Thomas et al., 2010).

La couche de peptidoglycane des bactéries a Gram négatif est plus mince que celle des
bactéries a Gram positif, et elle est enveloppée par une membrane externe composée de
lipopolysaccharides et de lipoprotéines. La partie lipopolysaccharidique contient des molécules
d'endotoxine, telles que le lipide A, qui contribuent a la virulence bactérienne (Bouyahya et

al., 2017).

5.1.2. Milieu de culture

Pour les tests antibactériens, nous avons employé la gélose Mueller-Hinton comme milieu
de culture pour évaluer la sensibilité des bactéries. Cette gélose favorise une diffusion optimale
des antibiotiques par rapport a la plupart des autres milieux, ce qui se traduit par des zones

d'inhibition plus précises (Nassar et al., 2019).
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5.1.3. Mode opératoire

a. Préparation de I’inoculum
Nous préparons des suspensions pour les deux especes en utilisant les boites contenant

les germes d'une culture de 24 heures (figure 22).

-/ @
Figure 22 : les germes d’une culture de 24h.
En utilisant une pipette pasteur, nous avons collecté deux ou trois colonies pures et bien
isolées, que nous avons transférées dans un tube contenant 10 ml d'eau physiologique stérile
pour obtenir un inoculum avec une densité optique (DO) de 0,08 a 0,1, mesurée a une longueur
d'onde de 620 nm. L'ajustement de I'inoculum se fait en ajoutant de la culture en cas

de faiblesse ou de I'eau physiologique stérile en cas de trop grande concentration.

Nous avons versé de maniere aseptique le milieu de culture gélosé (M.H) dans des boites

de Pétri devant une flamme de bec bunsen, puis laissé refroidir sur la paillasse.

Pour chaque souche, 5 boites ont été employées. Quatre pour les échantillons et une pour

témoin (figure 23).
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Figure 23 : Refroidissement de milieu de culture gélosé Mueller Hinton (MH) et préparation
de I’'inoculum.

Apres l'ensemencement, la suspension bactérienne été étalée sur le milieu MH a ’aide
des écouvillons (figure 24).

Figure 24 : Ensemencement de la suspension bactérienne sur le milieu MH.
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b. Dépot des disques

En utilisant une micropipette, des disques de papier Wattman N°4 stériles sont imbibés de
6 pul de chaque extrait (HE, HEC, EU, EUC), tandis que d'autres disques sont imprégnés de
DMSO pour servir de témoins négative et d’Amoxicilline comme témoin positive

(figure 25).

Figure 25 : Dépdt des disques dans les boites de pétri.

Une fois les disques complétement imprégnés, un disque a été déposé a la surface de la
gélose ensemencée dans chaque boite (HE, HEC, EU, EUC et T). Ensuite, I'ensemble a été
incubé pendant 24 heures a 37°C.

5.2. Activité antioxydante
L'huile essentielle est de plus en plus utilisée comme substitut pour les antioxydants dans

la conservation alimentaire en raison de ses propriétés antioxydantes. La méthode ABTS et la
méthode DPPH sont deux approches fréquemment employées pour évaluer l'activité

antioxydante des huiles essentielles.
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5.2.1. Test du piégeage du radical DPPH

» Principe

Cette méthode consiste a mesurer la capacité réductrice d'un antioxydant en présence d'un
radical libre, le DPPHe (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl). Il s'agit d'un radical libre de couleur
violette. La réaction entre le DPPHe et un donneur d'atomes H (AH) entraine la formation de
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazine, qui est incolore ou de couleur jaune pale DPPH-H, ainsi que la
production de radicaux libres (Mnayer, 2014). Le maximum d'absorption du DPPH« se trouve
dans la gamme de 515 a 517 nm lorsqu'il est mesuré dans des solvants tels que le méthanol ou

I'éthanol (figure 26) (Saani, 2016).

DPPH « + AH = DPPH---—H + A°

e
. H
O;N N—N + A-H—>= O,N N—N + A"
==

VIOLET JAUNE

Figure 26 : Forme libre et réduite du DPPH (Prakash, 2001; Molyneux, 2004).

Effectuer cette activité permet de calculer la concentration d'extrait nécessaire pour

réduire de moitié la concentration initiale du radical DPPH (Luciana et al., 2015).

» Mode opératoire
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a. Préparation du DPPH

La préparation de la solution mére de DPPH a été effectuée en dissolvant 4 mg de poudre

de DPPH dans 100 ml de méthanol (Gracia et al., 2012).

b. Préparation de I’extrait a tester
Pour préparer 4mg/ml de la solution meére, on pése 4mg d’huile essentiel puis on rajoute

Iml de méthanol. Apres agitation on mesure I’absorbance.

c. Préparation de la gamme de dilution
Nous avons préparé 7 tubes pour réaliser, il faut diluer la solution mere (4pg/ml) avec
différentes concentrations : 4,2, 1, 1/2, 1/4, 1/8 ,1/16 pg/ml. Dans le premier tube, nous utilisons
une solution mére concentrée, puis nous ajoutons 500 pl de méthanol dans chacun des six tubes
suivants. Une autre série de dilutions a été réalisée a partir de la concentration

1/16, qui est la solution mere.

Dans une microplaque, 40 pL de chaque dilution ont été combinés avec 160 pL de la
solution mére de DPPH. La mesure de la variation de l'absorbance a été faite 30 min aprés
l'introduction des cuves dans le spectrophotométre. L'expérience a été répétée trois fois pour chaque
mesure, et la valeur moyenne d'absorbance a été calculée. Le graphique de la variation de

l'absorbance en fonction de la concentration a permis de déterminer le Clso (concentration

correspondant a 50 % d'inhibition).

5.2.2. Test du piégeage du radical ABTS
» Principe

Le test ABTS est fréquemment utilisé dans la recherche pour évaluer la capacité antioxydant
totale dans des substances pures, des liquides organiques et des matieres végétales (Tirzitis,

2010).
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La capacité antioxydant des extraits a été confirmée par le test ABTS, largement utilisé
pour mesurer la capacité antioxydant des extraits de plantes. Ce test est basé sur la capacité d'un
antioxydant a réduire le cation radical de couleur bleu-vert ABTS+ (2,2'-azinobis 3-
¢thylbenzothiazoline-6-sulfonate) en ABTS incolore, en transférant un ¢électron d'un

antioxydante (figure 27) (Oiszowy, 2016).
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Figure 27 : Forme libre et réduite de ’ABTS.

» Mode opératoire

a. Préparation du ABTS

Pour préparer la solution I'ABTS et de persulfate de potassium K:S:0s, les deux
produits sont mélangés dans une solution aqueuse et placés a I'abri de la lumiére pendant
12 a 16 heures. Ensuite, I'absorbance de la solution obtenue est ajustée a 0,700 + 0,020 a
734 nm
en utilisant de 1'éthanol ou de I'eau avant d'étre utilisée.

(19.2mg (ABTS) + 5ml H20)+(3.3 mg (K>S205)+5ml H>O) + attendre 16 heure a I'abri

de la lumiére.
b. Préparation de I’extrait a tester

Pour préparer 4mg/ml de la solution mere, on pése 4mg d’huile essentiel puis on rajoute

Iml de méthanol. Apres agitation on mesure I’absorbance
c. Préparation de la gamme de dilution

Nous avons préparé 7 tubes pour réaliser, il faut diluer la solution mere (4ug/ml) avec
différentes concentrations : 4, 2, 1, 1/2, 1/4, 1/8 ,1/16 ng/ml. Dans le premier tube, nous utilisons

une solution mére concentrée, puis nous ajoutons 500 pl de méthanol dans chacun des six tubes
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suivants. Une autre série de dilutions a été réalisée a partir de la concentration 1/16, qui est la

solution meére.

Pour effectuer la mesure, il faut ajouter 160 pl d'ABTS a 40 ul d'extrait et attendre 10
minutes avant de procéder a la lecture a 734 nm. L'expérience a été répétée trois fois pour

chaque mesure, et la valeur moyenne d'absorbance a été calculée.

Les antioxydants synthétiques BHA et BHT ont été utilisés en tant que controle positif

avec des concentrations variées de 4,2, 1, 1/2, 1/4, 1/8,1/16 ug/ml.
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1. Description de I’huile essentielle de clou de girofle obtenue

1.1. Les caractéristiques organoleptiques
Les résultats mentionnés dans le tableau ci-dessous (Tableau 5) montrent une

comparaison entre les caractéristiques de 1'huile essentielle extraite dans cette étude avec les

normes d’AFNOR.

Tableau 5 : caractéristiques organoleptiques

Aspect Couleur Odeur

Liquide, mobile

Norme AFNOR limpide, parfois Jaune trés clair Epicée (caractéristique
légérement visqueux de I’eugénol)

Liquide, mobile,

limpide, visqueux

Huile Essentielle Jaune clair Forte odeur épicée

étudiée apres le temps

Selon ces résultats obtenus, On remarque que les caractéristiques de notre huile essentielle
obtenu par hydrodistillation y compris : ’aspect, la couleur et I’odeur sont identiques a celles

décrites par les normes d’AFNOR.

1.2. Analyses physiques de I’huile essentielle

1.2.1. Le rendement

L'extraction de I'huile essentielle de Syzygium aromaticum a ¢été réalisée par
hydrodistillation, la méthode prédominante pour obtenir des huiles essentielles de haute qualité
et pureté. Cette technique est largement préférée car elle est simple, économique et permet

d'obtenir des rendements plus élevés.

Le rendement de I'huile essentielle (HE) obtenue par hydrodistillation a I'échelle de

laboratoire a partir des clous de girofle est présenté ci-dessous (tableau 6).
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Tableau 6 : Résultat du rendement

Norme AFNOR
Huile étudiée
Minimum Maximum
Rendement (%) 10.15 5 8

D'aprés (le tableau 6), le rendement obtenu par la méthode d'hydrodistillation est de
10,15%. Ce résultat est trés proche de celui obtenu par Nana ef al., en 2015, qui ont rapporté
un rendement de 10,54% en utilisant la méme technique. Cela suggeére que la méthode d'hydro-
distillation permet d'obtenir des rendements similaires dans cette application. D'autres auteurs
ont rapporté des rendements en huile essentielle plus élevés que ceux obtenus dans notre étude,
en utilisant la méme technique d'hydrodistillation : Andrea (2004) et Guan et al. (2007) avec
14220 % et 11,5 % respectivement.

La différence de rendement observée pourrait s'expliquer par le fait qu'une partie de I'huile
s'est solubilisée dans la phase aqueuse et a la simplicité relative de notre dispositif d'hydro-

distillation.

Les rendements en huile essentielle varient selon plusieurs facteurs tels que 1'espece, la
période de récolte, les pratiques culturales, la méthode d'extraction (Marzouki et al., 2009)
(Olle et al., 2010), les conditions climatiques (chaleur, froid), la localisation géographique
(altitude, type de sol, exposition au soleil) et la nature des plantes aromatiques (Nana et al.,
2015). En général, le rendement d'extraction est plus élevé pour les plantes séchées que pour

celles fraiches. Dans notre étude, nous avons utilisé des clous de girofle séchés.

Lors de l'extraction, le relargage que nous avons effectué a un impact sur le taux de
récupération des huiles essentielles. Ces huiles sont des composés organiques partiellement
solubles dans I'eau. Le relargage implique de rendre ces huiles moins solubles dans I'eau en
utilisant du chlorure de sodium. Lorsque du sel est ajouté, les molécules d'eau entourent les ions
sodium Na" et les ions chlorure CI” pour faciliter la dissolution du sel. Les molécules d'eau ont
une affinité plus forte pour entourer les ions que les molécules des huiles essentielles. Cela

facilite la récupération des huiles essentielles pendant le processus.
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1.2.2. Le PH

D'aprés cette étude, le pH est de 6, ce qui le classe comme pratiquement basique en raison
de la composition chimique des huiles essentielles. Ces huiles sont en effet considérées comme

des donneurs d'ions H" (Tableau 7)

Tableau 7 : Résultat du pH

Norme AFNOR

Huile étudiée Maximum Minimum

PH 6 5.5 7

Le pH est essentiel dans les réactions, car il influence les propriétés biochimiques
stabilisantes des huiles essentielles. Ces variations peuvent altérer 'activité antibactérienne et

antifongique.

1.2.3. La densité

La densité obtenue est de 1,015 (Tableau 8), soutenue par deux arguments.

» La solubilité de 1'huile essentielle de clou de girofle dans 1'eau est faible, ce qui
signifie qu'il y a des phases distinctes. La densité de 1'eau et celle de I'huile essentielle
sont treés proches, étant toutes deux égales a 1, ce qui signifie qu'il n'y a pas vraiment
de phase qui surnage.

Tableau 8 : Résultat de la densité

Norme AFNOR
Huile étudiée Maximum Minimum
La densité 1.015 1.054 1.042
(g/cm?)
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1.3. Analyse CCM
Nous avons employé cette méthode dans un but d'identification, elle consiste a comparer

le profil chromatographique de la substance a analyser a celui d'une substance de référence,

typiquement un échantillon authentique du produit en question.

Apres le séchage, la chromatographie sur couche mince (CCM) de 1'huile essentielle de
clou de girofle révele la présence de multiples spots, comme illustré dans la figure 28 qui

montre la plaque CCM apres révélation sous la lampe UV a 254 nm.

Figure 28 : Plaque CCM sous UV.

HE : Huile Essentielle du clou de girofle extraite. HEC : Huile Essentielle du clou de girofle
Commercial. EUC : Eugénol Commercial, EU : Eugénol extrait.
La pulvérisation des plaques de chromatographie sur couche mince (CCM) avec une
solution d'acide sulfurique (H2SO4) a 10% permet de révéler certains des composés présents sur
la plaque. Cette technique de révélation est utile pour identifier et visualiser les différents

composés séparés lors de la chromatographie (figure 29).
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Figure 29 : Plaque CCM pulvérisée par HoSO4 (10 %) des composés suivants :

HE : Huile Essentielle du clou de girofle extraite. HEC: Huile Essentielle du clou de girofle
Commercial. EUC: Eugénol Commercial, EU : Eugénol extrait. (Cyclohexane/EtAc) (90/10)

Le rapport frontal, not¢ Rf, représente le rapport entre la distance parcourue par la
substance et la distance parcourue par le front de la phase mobile. Ces mesures sont prises a
partir de la ligne de dépdt, et les valeurs de Rf sont affichées dans le Tableau 9.

Les variations de migration observées en chromatographie sur couche mince (CCM)
résultent de la compétition entre deux phénomenes : le composé "eugénol" migre moins en
raison d'une moindre solubilité dans 1'éluant utilisé (phase mobile) ou d'une plus grande
adsorption sur la couche mince (phase stationnaire).

Tableau 9: Rapports frontaux des spots visualisés sur la CCM.

Composés HEC EUC
analysés
Rf (spotl) 0.62 0.62 0.62 0.62
Rf (spot2)
0.94 0.94 / /

En comparant les données des figures 28 et 29 avec celles du Tableau 9, nous
constatons une similitude dans le profil de migration de nos échantillons par rapport a celui des

produits commerciaux.
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Les résultats de la migration de 1’eugénol extrait et commercial montrent la présence
d’une seule tache (Rf = 0.62) cela signifie que notre eugénol est quasiment pur. Cependant, les
résultats de la migration de 'huile essentielle de clous de girofle (HE et HEC) montrent la
présence de deux taches ; la premiere tiche (Rf = 0.62) est située a la méme hauteur que
I'eugénol (EU), la deuxieéme tache située plus haut (Rf = 0.94), correspond a I'acétateugénol.
Cela indique que Il'huile essentielle de clou de girofle est principalement constituée

d'eugénol et d’acétateugénol.
2. Evaluation de I’activité antibactérienne
La sensibilité des diverses souches microbiennes se manifeste par la formation d'une zone

claire en halo autour du disque imprégné du composé testé. La Figure 30 illustre 1'impact des

extraits de Syzygium aromaticum sur les deux souches bactériennes examinées.

Escherichia coli Staphylococcus aureus

HE

HEC
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Figure 30 : Effet des extraits du clou de girofle H, HE, EU, EUC, T sur les deux souches
bactériennes testées : Staphylococcus aureus et Escherichia coli.
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La sensibilité des souches microbiennes aux extraits testés (ici les huiles essentielles) a
¢été évaluée en mesurant le diamétre de la zone d'inhibition (en mm) autour de chaque disque
imprégné du composé. Selon Atmani et Baira (2015), l'interprétation de la sensibilité des
souches se fait de la maniéere suivante :

e Non sensible (-) ou résistante, si le diamétre est inférieur a 08 mm ;

e Sensible (+) si le diamétre est compris entre 09 mm et 14 mm ;

e Tres sensible (++) si le diamétre est compris entre 15 mm et 19 mm ;

e Extrémement sensible (+++) si le diamétre est supérieur a 20 mm.

Les résultats des observations menés pour évaluer l'impact des extraits de clou de girofle

sur la croissance des deux souches bactériennes sont présentés dans le tableau 10.

Tableau 10 : Halos d’inhibition (moyenne) en (mm) provoqués par les extraits de clou de
girofle

Escherichia coli
Staphylococcus aureus 14 +
Escherichia coli <8 -
Staphylococcus aureus <8 -
Escherichia coli 16.5 ++
Staphylococcus aureus 15.5 ++
Escherichia coli 17 ++
Staphylococcus aureus 16 ++
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D’apres les résultats obtenus, nous pouvons dire que les deux especes testées présentent
une certaine sensibilité vis-a-vis de ’'HE de clou de girofle et de son composé majoritaire,
I’eugénol.

Cependant, il est important de noter que le diametre de la zone d'inhibition varie d'une
bactérie a I'autre et d'un extrait a un autre. En comparant les résultats, il est évident que I'eugénol
et I'eugénol commercial présentent une activité bactéricide presque similaire contre les deux
souches. La souche E. coli (Gram-) s’est révélée trés sensible avec le plus grand diameétre
d'inhibition, compris entre 15,5 et 17 mm, suivi de la souche S. aureus (Gram +) avec
un diamétre d'inhibition entre 15 et 16,5 mm.

D'un autre part, I'huile essentielle démontre un effet inhibiteur plus marqué, tandis que
I'huile essentielle commerciale ne présente aucun effet inhibiteur, ce qui entraine une résistance
bactérienne a cette dernieére (non sensible), impactant la croissance bactérienne. E. coli se
montre extrémement sensible (+++) avec un diamétre d'inhibition de 20 mm pour ['huile
essentielle et inférieur a 8 pour 1'huile essentielle commerciale. En revanche, S. aureus affiche
le plus petit diamétre d'inhibition pour Il'huile essentielle, mesurant 14 mm, et inférieur
a 8 pour I'huile essentielle commerciale.

Ces résultats sont en accord avec I'é¢tude de Seladji en 2014, qui a examiné la sensibilité
de certaines bactéries a 'huile essentielle de clou de girofle. Les conclusions ont montré que les
souches bactériennes Gram  négatif testées, notamment Proteus  mirabilis,
Pseudomonasaeruginosa, Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae et Escherichia
coli, sont trés sensibles a cette huile essentielle. Cependant, 1'huile essentielle de clou de
girofle n'a pas démontré d'activité antibactérienne contre S. aureus dans son étude.

D’apres Oussalah et al. (2007), les bactéries Gram - se sont montrées généralement plus
résistantes que les Gram + en raison des lipopolysaccharides (LPS) présents dans la
membrane externe, mais ce n'était pas toujours vrai.

De méme, Shakeri et al, 2014 ont démontrés dans leur étude que les souches
d’Enterrococcus sp et Pseudomonas aeruginosa sont des bactéries a Gram- résistantes a 1'huile
essentielle. Cela est dli a leur membrane bactérienne riche en liposaccharides (LPS), qui offrent
une surface hydrophile. Ces liposaccharides agissent comme une barriere de pénétration,
empéchant les macromolécules de pénétrer dans la cellule (Kong et al, 2008). En
conséquence, les bactéries a Gram négatif (-) sont relativement résistantes aux huiles

essentielles.
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Dans notre étude, nous observons que les bactéries a Gram- (E. coli) ont des zones
d'inhibition plus grandes que celles des bactéries a gram + (S. aureus). Ce résultat n’est pas
concordant avec celui de Ramoul et Slimanien (2021). Ce résultat est peut-étre s’expliquer par
l'interférence entre l'huile essentielle de girofle (HE) et le composé¢ LPS rend la paroi
bactérienne plus vulnérable a la mort.

Dans son ¢tude, Rhayour (2016) a démontré que 1'huile essentielle de girofle exerce son
activité bactéricide principalement grace a son constituant majoritaire, 1'eugénol, qui est un
phénol. Il semblerait que 1'activité bactéricide des huiles essentielles (HE) commence par une
fixation de ces molécules sur les membranes bactériennes, ce qui provoque des altérations de
structure et de perméabilité, entrainant une perte importante de constituants cellulaires due a

une lyse significative des cellules bactériennes.

L'huile de girofle peut exercer son activité antibactérienne par plusieurs mécanismes,
notamment :
» Perturbation de la membrane cellulaire : 1'eugénol peut perturber la structure et la

fonction de la membrane cellulaire, entrainant la fuite d'ions et de composés essentiels
et la mort de la cellule.

» Dénaturation des protéines : I'eugénol peut dénaturer les protéines essenticlles a la
survie de la bactérie.

» Interférence avec la synthése de I'ADN : 1'eugénol peut interférer avec la réplication de
I'ADN bactérien. Il inhibe la synthése normale de I'ADN ainsi que des protéines

nécessaires a la croissance bactérienne (Xu et al., 2016).

3. Evaluation de activité antioxydante

L'évaluation de l'activité antioxydante ne devrait pas se baser uniquement sur un seul
modele de test antioxydant. En pratique, plusieurs procédures in vitro sont menées pour évaluer

l'activité antioxydante des échantillons d'intéreét.

Les techniques couramment utilisées sont : le test DPPH et le test ABTS, pour la

détermination del’ICsg des extraits.

La valeur de I'ICso (concentration inhibitrice a 50%) est calculée pour I’huile essentielle
ainsi que pour les standards utilisés. L'ICso est définie comme la concentration du substrat qui
provoque une réduction de 50% de 1'activit¢ du DPPH ou de I'ABTS. En d'autres termes, c'est

la concentration de 1'échantillon nécessaire pour réduire de moitié¢ l'absorbance de la solution
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de DPPH ou d'ABTS. Les valeurs d'ICso sont inversement proportionnelles a I'effet antioxydant,
avec des valeurs plus faibles indiquant un effet anti-radicalaire plus important

(Villano et al., 2007).

3.1.Test de DPPH

L’activité antioxydante de I’huile essentielle de clou de girofle vis-a-vis du radical DPPH
(2,2'-diphényl-1-picrylhydrazyl) a été évaluée spectrophotométriquement en suivant la
réduction de ce radical en 2,2-Diphényl-1-picrylhydrazine qui s’accompagne par un passage de
la couleur violette a la couleur jaune mesurable a 517 nm. Le profil de la microplaque obtenue

est représenté dans la figure 31.

Figure 31 : Profil de la microplaque de dosage de I’activité anti-radicalaire (DPPH).

Les résultats obtenus révelent que les différents extraits possédent une activité
antiradicalaire dose dépendante.
Les résultats, des trois essais, de 1’absorbance de 1’huile essentielle sont montrés dans le

tableau 11.
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Tableau 11 : Absorbances de I’huile essentielle par lecture microplaque (test DPPH)

Concentration

(ng/ml) 1 2 3
12,5 0,174 0,182 0,174
6,25 0,231 0,267 0,261
3,125 0,338 0,338 0,375
1,5625 0,413 0,382 0,419
0,78125 0,455 0,45 0,453
0,390625 0,465 0,477 0,481
0,195313 0,528 0,518 0,518
12,5 0,642 0,755 0,555

La derniere ligne du tableau représente la ligne de controle négatif.
Alors la moyenne de controle (MC) = 0.6507
Et I’écart type (ET) = 0,1
A partir de ces valeurs obtenues, nous avons calculé les pourcentages d’inhibition (tableaul2)
en utilisant 1’équation suivante :
PI% = (AC—AE)/AC) x 100

A C : Absorbance du contrdle.

A E : Absorbance de I’extrait.
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Tableau 12: Pourcentages d’inhibition en fonction de la concentration

Concentration 1 2 3
(ug/ml)
12.5 73,2582 | 72,0287 | 73,2582
6.25 64,4980 | 58,9652 | 59,8873
3.125 48,0533 | 48,0533 | 42,3668
1,5625 36,5266 | 41,2910 | 35,6045
0,78125 30,0717 | 30,8402 | 30,3791
0,390625 28,5348 | 26,6906 | 26,0758
0,195313 18,8525 | 20,3893 | 20,3893

Les valeurs obtenues ont permis de tracer la courbe de la figure 32, qui représente la

variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de I’huile essentielle.
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Figure 32 : Méthode graphique pour calculer I’ICso des trois essais de L’HE de Syzygium
Aromaticum
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A des fins comparatives, nous avons évalué un autre paramétre le ICso (plus la valeur
d’ICso est basse, plus I'activité antioxydante d'un composé est grande). Les valeurs de 1’ICso ont
été déterminées graphiquement par la régression linéaire, a partir de 1’équation suivante :
ICso=Y-b /a. Les résultats sont représentés dans le tableau 13 et dans la figure 33 sous forme
d’histogrammes.

Tableau 13 :Valeurs des ICso des trois essais et leur moyenne du test DPPH.

Y A B ICso 1Cso ET
50 5,8665 28,304 3,70
50 3,7307 35,835 3,80 3.97 0.39
50 5,2412 26,844 4.42

7

6.02+0.49
6
5
3.97+0.39
4
3.12540,49

3

2

1

0
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Figure 33 : histogramme d’ICso de I’HE et standards du test DPPH.

Le tableau 14 regroupe les valeurs de 1’ICso de I’huile essentielle de clou de girofle, en

comparant avec celles trouvées par les composés de référence (BHT et BHA).
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Tableau 14 : les valeurs d’ICso de I’HE, BHA et BHT du test DPPH

ICsopg/ml

HE 3.97+0.39
BHT <3.125

BHA 6.02+0.49

L’huile essentielle de clou de girofle a présenté une activité antioxydante importante vis-
a-vis du radical libre DPPH, en comparaison avec les composés de références BHA et BHT. En
effet, ’huile essentielle de Syzygium aromaticum atteint presque son maximum d’activité
antiradicalaire a 12.5pug/ ml de concentration avec un pourcentage d’inhibition (PI)
de I'ordre de 72.85+0.71%, alors qu'a la méme concentration, les standards BHA et BHT
présentaient respectivement 67.60+1.13% et 78.46+1.01% d'inhibitions.

L’huile essentielle du clou de girofle a montré une activité antiradicalaire plus puissante
avec une Clso de I'ordre de 3.97 ug/ ml, cette valeur et inférieure a celle obtenue par
I’antioxydant synthétique BHA, qui a présenté une activité antiradicalaire moyennement
puissante avec une Clso égale a 6.02ug/ml. Cependant, cette valeur est supérieure a celle
enregistré par 1’antioxydant synthétique BHT qui a présenté la plus grande activité

antiradicalaire avec une Clso de 1’ordre de 3.125ug/ml.

Ces résultats sont proches de ceux rapportés par Selles et al. 2020, qui ont trouvé dans
leur étude une Clso égale a 4.82 ng/ml. Cependant, Cette valeur reste supérieure a celle obtenue
par Dieynaba en 2017 ou I’'HE de Syzygium aromaticum a montré une forte activité
antiradicalaire avec une Clso de I’ordre de 0,024 pg/ml. Alors que, cette valeur reste inférieure
a celle trouvée par Adli en 2015 et Medfouni et Hafsi en 2018 avec des Clso de I’ordre de
25.60 ug/ml et 6.15 pg/ml respectivement.

Les variations de 1'ICso selon Abou Elella et al. en 2014, peuvent résulter de diverses
causes, telles que la composition chimique de la plante (notamment les polyphénols et les

flavonoides), qui dépend des facteurs génétiques et environnementaux. De plus, l'activité
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antioxydante des huiles essentielles est liée a leur teneur en composés phénoliques, ou les

groupes hydroxyles peuvent agir en tant que donneurs d'électrons.

Au final, ces résultats montrent que 1’huile essentielle de clou de girofle est dotée d’un
pouvoir antioxydant in vitro trés intéressant, qui pourraient étre utilisé dans des applications

alimentaires et thérapeutiques.

3.2. Test de PABTS

La méthode du radical ABTS est l'un des tests les plus couramment utilis¢é pour
déterminer la concentration des radicaux libres. Elle repose sur la neutralisation d'un radical
cationique résultant de I'oxydation monélectronique du chromophore synthétique 2,2'-azino-bis
(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTSe).Le profil de la microplaque obtenue est

représenté dans la figure 34.

Figure 34 : Profil de la microplaque de dosage de I’activité anti-radicalaire (ABTS).

Les résultats, des trois essais, de I’absorbance de 1’huile essentielle sont montrés dans le

tableau 15.
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Tableau 15: Absorbance de I’huile essentielle du test ABTS par lecture microplaque

Concentration
(pg/ml) 1 2 3
12,5 0,0480 | 0,0460| 0,0430
6.25 0,0530 | 0,0450| 0,0440
3.125 0,1320] 0.1110] 0.1220

1,5625 0,2670| 0,2670| 0,2620

0,78125 0,3510| 0,3380| 0,3450

0,390625 0,4130| 0,4170| 0,4870

0,195313 0,4760| 0,4980| 0,4940

12,5 0,5530| 0,5370| 0,5480

La derniere ligne du tableau représente la ligne de controle négatif.

Alors la moyenne de controle (MC) = 0,5460

Et I’écart type (ET) = 0,008
A partir de ces valeurs obtenues, nous avons calculé les pourcentages d’inhibition (tableau 16).

Tableau 16: Pourcentages d’inhibition en fonction de la concentration

Concentration
(ng/ml) 1 2 3
12.5 91,2088 | 91,5751 | 92,1245
6.25 90,2930 | 91,7582 | 91,9414
3.125 75,8242 | 79,6703 | 77,6557
1,5625 51,0989 | 51,0989 | 52,0147

0,78125 35,7143 | 38,0952 | 36,8132

0,390625 24,3590 | 23,6264 | 10,8059

0,195313 12,8205 | 8,7912 | 9,5238
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Les valeurs obtenues ont permis de tracer la courbe de la figure 35, qui représente la

variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration de I’huile essentielle.
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Figure 35 : Méthode graphique pour calculer I’ICso des trois essais d’huile essentielle

de Syzygium aromaticum (ABTS)

A des fins comparatives, nous avons évalué un autre parametre le ICso (plus la valeur

d’ICso est basse, plus I'activité antioxydante d'un composé est grande). Les valeurs de 1’ICso ont

¢té déterminées graphiquement par la régression lin€aire, a partir de 1’équation suivante :

ICso = Y-b /a. Les résultats sont représentés dans le tableau 17 et dans la figure 36 sous

forme d’histogrammes.

Tableau 17 : Valeurs des ICso des trois essais et leur moyenne.

Y A B 1Cso 1Cso ET
50 16,929 23,352 1,57
50 17,817 23,81 1,47 1.52 0.05
50 17,281 23,993 1,50
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Figure 36 : Histogramme d’ICso de I’'HE de Syzygium aromaticum et des standards du
test ABTS.

Le tableau 18 regroupe les valeurs de 1’ICso de I’huile essentielle de clou de girofle, en

comparant avec celles trouvées par les composés de référence (BHT et BHA).

Tableau 18: les valeurs d’ICso de ’'HE, BHA et BHT du test ABTS

ICsopg/ml

HE 1.52+0.05
BHT 8.61+0.78
BHA 6.33+£0.58

L’huile essentielle de clou de girofle a présenté une activité antioxydante importante vis-
a-vis du radical libre ABTS, en comparaison avec les composés de références BHA et BHT. En
effet, I’huile essentielle de Syzygium aromaticum atteint presque son activité antioxydante
maximale a une concentration de 12.5pug/ ml avec un pourcentage d’inhibition
(PI) de ’ordre de 91,64%, alors qu'a la méme concentration, les standards BHA et BHT
présentaient respectivement 89,98% et 85,93% d'inhibitions.

Les résultats du test ABTS ont montré que I’huile essentielle de clou de girofle a doté

d’un pouvoir antioxydant plus important que ceux des antioxydants de référence a savoir : BHA
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et BTH, dont I’'ICs est de ’ordre de 1.52+0,0520 pg/ml alors qu'avec les standards BHA et
BTH, une activité antiradicalaire avec desClso de I'ordre de 6.3340.58 pg/ml et 8.61+0.78 pg/ml

a été enregistrée, respectivement.

D'aprés nos résultats, I'huile essentielle de clou de girofle présente une forte capacité a
piéger les radicaux libres, comme en témoigne son ICso. En comparant les résultats de
I’ICsoobtenue par la présente étude avec celles trouvées dans des études similaires de la méme
espece, on trouve qu’il y a une différence significative. L’ICso obtenue dans ce travail est
inférieure a celles rapportées par Wettsinghe en 2002 et Boufaghes et Zouak en 2022, qui sont
de I’ordre de 44.78 = 0.65 pg/ml et 25.19+1.37 ug/ml respectivement. Cette disparité peut étre

attribuée aux différences dans les méthodes d'extraction et les concentrations utilisées.

Cette forte capacité de réduction des radicaux libres de notre HE est probablement liée
aux composants majoritaires qui sont principalement les phénols (eugénol). Les composés
phénoliques grace a leurs propriétés d'oxydo-réduction agissent comme agents réducteurs,
donneurs de I'hydrogene et de l'oxygene singulier (Rice-Evans ef al, 1995). L'eugénol, qui
représente le composé majoritaire de I’HE, posséde un cycle phénolique, ce cycle est capable
de neutraliser les radicaux libres, des molécules instables et réactives qui peuvent endommager
les cellules et contribuer au vieillissement et aux maladies chroniques. Plusieurs études ont été
intéressées pour estimer la capacité de I'eugénol a agir comme antioxydant, les résultats de ces
¢tudes ont prouvé la forte capacit¢ de 1’eugénol a piéger les radicaux libres

(Chaieb et al., 2011).

Au final, les résultats de 1’évaluation de ’activité¢ antioxydante de I'huile essentielle de
Syzygium aromaticumpar les méthodes DPPH et ABTS ont montré que 1'HE présente une
activité antioxydante importante par les deux méthodes. En général, les valeurs ICso obtenues
par la méthode ABTS sont légerement inférieures a celles obtenues par la méthode DPPH,
suggérant que I'HE de clou de girofle est plus efficace contre les radicaux ABTS* (Giiltekin-
Oztiirk et al., 2015). Athamena e al. (2010) ont constaté que les valeurs exprimant I'activité
antioxydante différent selon le test utilisé¢. Cette différence peut s'expliquer par la capacité de
I'HE a neutraliser les radicaux hydrophiles et lipophiles, tandis que la méthode DPPH est plus

sensible aux radicaux lipophiles.
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Les huiles essentielles représentent une source fiable et prometteuse d'intérét dans divers
domaines tels que la thérapeutique, la cosmétologie, l'agriculture et l'agroalimentaire.
Cependant, leur efficacité doit étre considérée avec précaution, en particulier pour les dilutions
réalisées dans les différentes préparations commerciales, car un risque de toxicité potentiel peut

en résulter.

Cette étude s'est concentrée spécifiquement sur le « Syzyguim aromaticum », une espece

largement appréciée et utilisée par les populations dans le cadre de la médecine traditionnelle.

L’objectif de notre travail consiste a extraire I’HE de clou de girofle par hydro-distillation

afin d’étudier ses caractéristiques organoleptiques, physiques et biologiques.

Dans cette ¢tude, la méthode d'hydro-distillation employée pour extraire 1'huile demeure
la plus simple et la plus fiable, offrant des résultats a la fois quantitatifs (rendement en huile

essentielle) et qualitatifs (composition des extraits) équivalents.

D’apres cette étude, le rendement en huile (10.15%) obtenu est assez satisfaisant et fait
de la plante Syzygium aromaticum une source potentielle naturelle prometteuse pour une
application éventuelle. Cette valeur reste importante par rapport aux proportions acquise

auparavant par les études de la méme espece.

Par ailleurs, les caractéristiques organoleptiques et physiques de I'huile essentielle étudiée
répondent aux criteéres établis par les normes AFNOR a savoir 1’aspect, la couleur, le pH, la

densité ...etc. ce qui rassure de la qualité du processus d'extraction utilisé.

L'analyse de la composition par chromatographie en phase liquide a révélé deux

composés majoritaires dans les clous de girofle qui sont 1'eugénol et 1’acétate d’eugénol.

De méme que l’activité biologique de I’HE a marqué un pouvoir antibactérien tres
important vis-a-vis les souches testées mais un peu plus faible que I’huile essentielle
commerciale. L’eugénol et I’eugénol commercial ont la méme activité bactéricide contre les
deux souches testées. Les bactéries a Gram - (E.coli) sont plus sensibles que les bactéries a

Gram+(S.aureus).
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Conclusion générale

L’évaluation de 'activité antioxydante de I'HE en fonction des différentes concentrations
montre une forte activité de piégeage des radicaux libre déterminée par la méthode de DPPH et

ABTS avec des ICs50=3.97ug/ml et ICs50=1.52png/ml respectivement.

L'eugénol possede un cycle phénolique peut étre considéré comme un polyphénol

responsable de l'activité antioxydante de I'HE.

En analysant les conclusions des résultats, il est clair que 'huile essentielle de clou de
girofle peut servir de remede naturel contre les infections bactériennes, les troubles liés au stress

oxydatif et également comme conservateur alimentaire.

A la fin de cette étude, il est essentiel de souligner l'importance de poursuivre ce travail
et d'explorer plusieurs pistes de recherche. Envisageons donc d'approfondir 1'étude in vivo de
la plante (clou de girofle), d'améliorer le processus d'extraction, de vérifier son efficacité
antimicrobienne sur une gamme plus étendue de souches microbiennes et d'évaluer d’autres

activités anti-inflammatoire, antifongique, anticancéreuse.
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Abstract

Our research focuses on the analysis of a medicinal plant called Syzygium aromaticum,
commonly known as clove. We are examining various organoleptic and physical properties of
its essential oil, as well as its biological activities, particularly its antibacterial and antioxidant

effects.

The extraction of the essential oil was carried out by hydrodistillation for a duration of 3
hours using a Clevenger-type apparatus followed by the extraction of eugenol. The result of
hydrodistillation allowed us to obtain a yield of 10.15%. The essential oil is characterized by a

pH of 6, which facilitates its integration into various preparations, and a density of 1.015.

Firstly, the essential oil was analyzed using thin-layer chromatography (CCM) to detect
its major constituents. The obtained chromatogram revealed that the essential oil is composed
of two major compound, namely eugenol and eugenol acetate. Subsequently, the antibacterial
efficacy of our essential oil and its major compound, eugenol, was evaluated using the disk
diffusion method in agar medium (antibiogram) against two bacterial strains: Escherichia coli
and Staphylococcus aureus. The results demonstrated that clove essential oil and its main
compound, eugenol, exhibit a significant inhibitory capacity on the growth of tested bacterial

strains, with inhibition zones ranging from 8 to 20 mm.

The evaluation of the antioxidant power of our essential oil, conducted using the DPPH
and ABTS free radical scavenging methods, showed a very potent antiradical activity with ICso
values of approximately 3.97 pg/ml and 1.52 pg/ml, respectively, compared to the reference

antioxidants BHT and BHA.

Keywords: Syzygium aromaticum essential oil, eugenol, CCM, antibacterial activity, and

antioxidant activity."
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Evaluation de I'activité antibactérienne et antioxydante de 1'huile essentielle de clou de
girofle (Syzygium aromaticum).

Mémoire pour I’obtention du diplome de Master en Biochimie

Notre recherche porte sur I'analyse d'une plante médicinale appelée Syzygium aromaticum,
communément connue sous le nom de giroflier. Nous examinons diverses propriétés organoleptiques et
physiques de son huile essentielle, ainsi que ses activités biologiques, notamment ses effets antibactériens et
antioxydants.

L’extraction de I’huile essentielle a été effectuée par hydrodistillation pendant une durée de 3h par un
appareil de type Clevenger suivi par 1’extraction de 1I’eugénol. Le résultat de I’hydrodistillation nous a permis
d’obtenir un rendement de 10.15%. I’huile essentielle se caractérise par un pH de 6, ce qui facilite son
intégration dans diverses préparations et une densité égale a 1,015.

En premier lieu, I’huile essentielle est analysée par la technique de chromatographie sur couche mince
(CCM) dans le but de détecter ses constituants majeurs. Le chromatogramme obtenu révele que I’'HE est
constitu¢ de deux composés majoritaires a savoir 1’eugénol et 1’acétate-eugénol. Par la suite 1'efficacité
antibactérienne de notre HE et son composé majoritaire : I’eugénol, a été évaluée par la méthode de diffusion
des disques en milieu gélosé (antibiogramme) contre deux souches bactériennes : Escherichia coli et
Staphylococcus aureus. Les résultats obtenus démontrent que l'huile essentielle de giroflier et son composé
principal, I'eugénol, possédent une capacité inhibitrice notable sur la croissance des souches bactériennes
testées, avec des zones d'inhibition variant de 8 a 20 mm.

L’évaluation du pouvoir antioxydant de notre HE réalisé par la méthode du piégeage des radicaux libres
DPPH et ABTS, montre une activité antiradicalaire trés puissante avec une ICso de I’ordre de 3.97ug/ml et
1.52ug/ml respectivement, en comparant avec les antioxydants de référence BHT et BHA.

Mots-clefs : Huile essentielle de Syzygium aromaticum, eugénol, CCM, activité antibactérienne et activité
antioxydante.
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