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Résumé

L'utilisation d’huiles essentielles est aujourd’hw tendance ».L’aromathérapie ou
I'utilisation des huiles essentielles a des finérdipeutiques est en expansion a travers le
monde entier. Elle s’affirme comme une thérapeatiqpomplémentaire dans le conseil
officinal et elle permet I'harmonisation de la samphysique et mentale. L'H.E. de clou de
girofle, qui a fait I'objet decette étude, présente un important pouvoir antobien sur les

souches bactériennes (S. aureus, B. cereus, $ygidraA., S. flexneri et E. coli).

L’extraction d’huile essentielle en question, aoptie par hydrodistillation juste aprés un

broyage a I'aide d’'un moulin a café, a donné unleement de 11 %.

Les résultats des analyses physico-chimiques déd’lessentielle sont en accord avec ceux
donnés par la littérature. L'analyse de sa comjosithimique et sa pureté par les méthodes
spectroscopiques (UV et IR) et chromatographigue€M) a permis d’identifier ses

constituants majeurs qui sont I'eugénol et I'aigétheugényle.

Mots clés : Clou de girofle Huile essentielle, activité antibactérienne, extiction.

ABSTRACT

The use of essential oils is now "trendy». Aromedpg and the use of essential oils for
therapeutic purposes is expanding across the githe says as a complementary therapy in
the pharmacies board and allows the harmonizatidhneophysical and mental health. The H.
E. clove, which is the subject of this study hagngicant antimicrobial potency of the

bacterial strains (S. aureus, B. cereus, S. para#yS. flexneri and E. coli).

The extraction of essential oil in question, perfed by steam distillation just after grinding

with a coffee grinder, gave a yield of 11 %.

The results of physico- chemical analysis of treeasal oil are consistent with those given in
the literature. Analysis of the chemical compositemd purity by spectroscopic methods (UV
and IR) and chromatographic (TLC) has identifiesl major constituents are eugenol and

eugenyl acetate.

Keywords: Clove essential oil, antibacterial actiuy, extraction.
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INTRODUCTION GENERALE

La nature cache une multitude de merveilles aukegierop souvent, aucune attention n’est
portée. En effet, Le monde végétal qui est tresevafire depuis des milliers d’années les
éléments nécessaires a la survie de l'espece hemktile Iui fournit des ressources

essentielles a son alimentation, a son hygienertilg, sa santé.

Senteurs, effluves, fragrances, essences, parfurtentade mots pour nommer des

substances dite aromatiques qui nous sont offpaeses plantes.

L’'importance indiscutable des plantes aromatiqles, contenu en huile essentielle et la
nature chimique de leurs constituants, leur contede grandes perspectives d’application.
De nos jours, l'utilisation des huiles essentiebss de plus en plus répandue que ce soit
dans les pharmacies, ou dans divers commercexisleea I'heure actuelle un intérét

croissant du public pour les produits a base detgdaet un retour aux medecines naturelles.
De plus, les médias relaient ce phénomene. Ledesrtconcernant le bien-étre et la santé

par les plantes et les huiles essentielles flezmiss

Du nom grec « Eugenia caryophyllata ke bouton floral du giroflier, trés grand arbresde
fles Moluques, les Antilles et Madagascar [1] eshsidéré comme l'un des grandes
merveilles de la nature ; en effet I'huile essdigiextraite de ces boutons contient 70 a 85
% d’eugénol. Mélangé a de I'oxyde de zinc, 'euddoome 'eugénate, ciment dentaire tres
employé par le chirurgien-dentiste.

Les propriétés principales du clou de girofle samtiiseptiques et analgésiques. Mais cette
Huile Essentielle possede également des proprétiesnfectieuses et antibactériennes, des
propriétés antivirales et antifongiques. [2]

Beaucoup d'études ont été réalisées au sujet awit& antimicrobienne de cette huile
essentielle, mais peu d’informations relatives a@aposition et ces caractéristiques restent

disponibles.

Le présent travail qui comporte deux grandes ggrin pour objectif la mise au point les
caractéristiques physico-chimiques ainsi que lidieation de quelgues composés
majoritaires de cette huile essentielle.




INTRODUCTION GENERALE

Dans la premiere partie, des généralités sur leitesh essentielles, les méthodes
d’extractions et le clou de girofle seront déveleps, afin de mettre en lumiere les

différentes caractéristiques et propriétés delehaissentielles et leurs usages.

La seconde partie concerne I'étude de I'huile assdénde clou de girofle, qui comporte :

- les caracteres physico-chimiques et I'activitéraicrobienne de cette huile essentielle.

- les résultats des analyses effectuées par chognagiie sur couche mince et les méthodes
spectroscopiques (UV/Vis et IR) suivis de companass avec la littérature et des

discussions.
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« L’élément essentiel, fondamental, de I'imaginaioéatrice dans l'ordre
intellectuel, c’est la faculté de penser par agialo c'est-a-dire par
ressemblance....... .

Théodule Ribot, Essai sur I'imagination (Fin XIXiem, début XXiéme siecle)
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[.1- Définitions
* Huile Essentielle (H.E)

Il existe plusieurs expressions pour définir unédehessentielle. L’Association Francgaise
de Normalisation (L’AFNOR) donne la définition saive (norme NF T 75-006) :
« L’huile essentielle est le produit obtenu a padiune matiére premiére d’origine
végeétale, soit par entrainement a la vapeur, soitdps procédés mécaniques a partir de
I'épicarpe des Citrus, soit par distillation « sech L'H.E est ensuite séparée de la phase

agueuse par des procédés physiques».

Cependant, Cette définition peut étre considérétriceve car elle exclut d’autres
procédeés tels que : I'extraction par solvant nomead, par micro-ondes, I'enfleurage ainsi

que les essences obtenues a partir des tissustenjja

La définition qui semble la plus universellementegaiée est la suivante : « Les H.Es sont
définies comme étant des produits de compositiéneglement complexe, renfermant des
substances volatiles et odorantes contenues deais dirganes des plantes : fleur, feuille,
bois, racine, tige, écorce, fruit, ou autre. Ebesit obtenues soit par entrainement a la
vapeur d’eau, soit par distillation séche, soit parprocédé mécanique approprié sans
chauffage [4]. Le principal procédé d’extractiort ks distillation a la vapeur d’eau ou

hydrodistillation ».
» Essence

Substance odorante, volatile, naturelentenue dans différents tissus sécréteurs et
différents organes des plantes aromatiques (flefetslles, fruits, racines, bois,...).Ce
terme ne peut étre employé que pour certainesgdai@mme celles contenant des citrals
(orange, citron, pamplemousses, mandarine...) avecpdacipes trop lourds pour étre
entrainés par la vapeur d’eau utilisée pour lalldison des H.Es. L’huile essentielle est
donc une « Essence distillée » [5].

* Les plantes aromatiques

Les plantes aromatiques sont des plantes capablsyrdhétiser une essence. Parmi les

800.000 espéces végétales, seules environ 10 %deogscette faculté [6].
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Selon les espéces, les organes sécréteurs d'egsaumoent se trouver dans les sommités
fleuries, les graines, les fruits, les feuilless Iecines, le bois, I'écorce ou encore

I'oléorésine.
| .2- Historique

Il semblerait que I'histoire des H.Es est un pewd a suivreElle n’a pas eu le méme
déroulement sur les différents continents, tout manes médecines n’'ont pas suivi la
méme évolution au sein des différentes civilisaio®n retrouve mention de leur
fabrication dans des écrits védiques remontantsandifiers d’années avant notre ére.
L'utilisation des H.Es remonte donc aux plus aneemncivilisations : tout d’abord dans
I'Orient et le Moyen Orient et par la suite au ndelI’Afrique et en Europe. Elles étaient
utilisées en Inde il y a plus de 7000 ans, 'Ayudiire sacré écrit par Brahma, révéele les
secrets de la longévité en conseillant 'usageptastes aromatiques en médecine et dans
I'alimentation. Les plantes aromatiques figurenssawlans un livre, Pen Ts’ao, publié en
Chine par le médecin érudit et 'empereur Shen N@8§0 av. J-C), il y a environ 4 500
ans ou il recense plus de 100 plantes médicindiles parmi lesquelles figurent I'anis, la
cannelle, le curcuma et le gingembre ; ce livra fantorité jusqu’au XVI siécle ou il est
revu et corrigé par un médecin botaniste et phastogae curieux et lettré, Li Che Tchen ,
qui ne recense pas mois de 1000 plantes médicingles [8]. Entre 3 000 et 2 000 ans
avant notre ére, les Egyptiens pratiquaient la wiédeen utilisant largement les plantes
aromatiques ; les Egyptiens maitrisaient la fatiocades huiles et des eaux parfumées [9].
Les premiers a utiliser I'hydrodistillation semhbiegtre les Perses, 1 000 ans avant notre
ere. L'utilisation des H.Es était pratique courachez les Grecs et plusieurs livres ont été
publiés sur le sujet: « Histoire naturelle » dindl «Les Aphorismes» d’Hippocrate,
«Traités des odeurs» de Théophraste et Pédaniissddide a écrit un ouvrage sur la

phytothérapie [3]. Les Arabes ont apporté une arddion significative dans la distillation

des huiles avec le célébre chimiste Gerber (72)-82é5s la fin du XVllemeet du XVIIIeme
siecle, plus de 100 H.Es sont utilisées [10]. Didnstoire moderne, Hermann Boerhave
(1668-1738) fut le premier a décrire les H.Es defpde vue chimique et les vertus
thérapeutiques des H.Es occupent une place deepluglus importante. En 1928, le
chimiste francais René-Maurice Gattefosse a utdéigérme aromathérapie pour décrire les
propriétés curatives des huiles essentielles larsgdécouvert par accident que la lavande
a guéri une brllure a sa main.

e
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En 1964 le docteur frangais Jean Valunet a conngudgés en traitant des patients en
meédecine et en psychiatrie. Aujourd’hui, il existeviron 3000 huiles dont 300 seulement,
sont réellement commercialisées et nous reconmassoe les huiles essentielles ont des

effets pharmacologiques, psychologiques et phygigles sur ’lhomme [11].
[.3- Composition chimique

Les H.Es constituent des mélanges complexes deas#a organiques possédant des
structures et des fonctions chimiques tres divef$2p Cette composition peut varier
d’'une dizaine jusqu'au plus de 300 constituantgy [HLEs de vétiver, de patchouli, de
géranium) qui peuvent étre classés en deux ca&sgotes composes terpéniques et les
composeés aromatiques. On y trouve également, daibles concentrations des acides
gras, des ceétones et des coumarines volatiles, lalgenes (dérivés des acides
cinnamiques), des alcaloides de faible poids mtdé&eu[13]. La nature du composé
majoritaire (phénol, alcool, aldéhyde, cétone...ejoam réle principal dans l'efficacité de
leurs effets biologiques voire les composés miawas. En général une huile essentielle

contient en moyenne soixante-quinze moléculeses{i4].
* Les composeés aromatiques

Sont des composés oxygéneés et volatils dérivés hdnytpropane (Figl).Cette classe
comporte des composé@siorants bien connus comme la vanilline, I'eugéhahéthole,
l'estragole et bien d'autres. B®nt caractéristiques des H.Es du clou de girafte|a
vanille, de la cannelle, du basilic, Bestragon, etc.... [15].

CH3 CH3
P Z Ncochs _
OCH3
OH OCH 3
Eugénol (2)- cénnamate deethyl Méthylchavécol ou estragol

Fig. 01: Structures de quelques dérivées du phémybpane [15].
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* Les composes terpéniqut

Les composés terpéniques prépondérants dans laarplujes essences, sont
hydrocarbures de structure cycliqgue ou de chaimeerte. lls sontformés d’'unités
isopréniques a cingtomes de carbone sHg) et comprennent les monoterpene;gHie),

les sesquiterpénes {#El,4), les diterpénes (oHsy) et les triterpénes @gHag). .. .etc.

lIs ont la méme origine métaboliqiLeur formule brute générale estsHg) n. Avec n =1

I'isoprene qui est l'unité de be [16].

A

Fig. 02 : L'isoprene, un diene [70].

Monoterpénes
CH3
CH3
O

HaC = OH

H3C
HoC CH3 H3C CH3
Limonene Camphre Thymol

Sesquiterpenes

a-Humulene p-caryophillene a-Bisabolol

Fig. 03 : Quelques composés terpéniquéks].

» Composeéd’origines diverse:
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Il s'agit de produits résultants de la transfororatde molécules non volatiles. Ces

composeés contribuent aux aromes de fruits [17].

o/ H,C==CHCH(OH)(CH),CH;

Hex-3-ene-1-ol-cis Oct-1-ene
(@] (0]
O
(@]
/
Decalactone Coumarine

Fig. 04: Quelques composés d'origines diverses [15]

I.4-Activités biologiques des huiles essentielles

Les H.Es sont trés utilisées dans l'industrie desyetiques, de la parfumerie, I'industrie
alimentaire (les arbmes) et aussi de I'aromathérapette derniere se veut une technique
thérapeutique par le massage, les inhalationssooidias tout en utilisant les H.Es [11].

[.4.1-Antibactérienne

L’activité antimicrobienne des H.Es est due ppatément a leur composition chimique
et en particulier a la nature de leur composé ritajoe [18].

Les composés aromatiques posseédant I'activité astébienne la plus importante sont les
phénols contenus par exemple dans I'H.E de clowid#le, suivi des monoterpénols

(géraniol, menthol, terpinéol), aldéhydes (nérékagial), etc. [19]. En effet, il est admis
gue l'activité antimicrobienne des H.Es se classgsd’ordre décroissant suivant la nature
de leurs composés majoritaires :

Phénol > alcool > aldéhyde >cétone> oxyde> hydimgas > esters [20].

[.4.2-Antivirale

Plus d'une dizaine d’huiles essentielles possedestpropriétés antivirales. En effet, les
H.Es constituent une aubaine pour traiter ces féafectieux, les virus sont tres sensibles
aux molécules aromatiques celles a phénol et a tagénol [21]. Nous pouvons citer
encoure I'H.E de Ravintsara, de Bois de HO, ouCdenelle de Ceylan [22].

7
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[.4.3-Antifongiques

Les H.Es utilisées pour leurs propriétés antifonggjsont les mémes que celles citées
précédemment la différence est la durée du traitémpa sera plus longue [23]. On peut
citer, les H.Es de Cannelle, de Clou de girofleleWNiaouli sont des antifongiques [24].

I.4.4-Antiparasitaire
Les H.Es a phénol possédent une action puissanteedes parasites.
Le thym a linalol, la sarriette des montagnes skexcellentes H.Es antiparasitaires [25].

[.4.5-Antiseptique
Les aldéhydes et les terpénes qui sont souvaouxetes dans les H.Es sont réputés pour
leurs propriétés désinfectantes et antiseptique®pposent a la prolifération des germes

pathogenes [26]. Par exemple : I'huile essentdlicalyptus radiata

I.4.6-Insecticides
Les H.Es possédant des fonctions aldéhydes commeitdenellal contenu dans

I'Eucalyptus citronné ou la citronnelle sont in$eges ou insecticides [27].

|.5-Caractéristiques physico-chimiques des huilesssentielles

(Selon la norme AFNOR)

.5.1- Densité relative a 20°Cd3® NFT 75-111

La densité relative a 20°C d’'une H.E est le rapdertnasse d’un certain volume d’'H.E a
20°C a la masse d’'un égal volume d’eau. Sa mestiiatéressante, a titre indicatif sur le

plan commercial, pour se représenter en poids wmed’huile transportée en vrac.

|.5.2-Indice de réfraction & 20°C n3® NFT 75-112

L’indice de réfraction d’'une H.E est le rapportrene sinus de I'angle d’incidencei () et

le sinus de I'angle de réfractiofir() d’'un rayon lumineux de longueur d’onde déterdeain
passant de I'air dans I'huile essentielle maintehu@e température constante.

La longueur d’onde spécifiee ou de réféerencelesh89.3 + 0.3nm et la température de

référence est de 20°C d’ou la notation précédente.
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[.5.3- Miscibilité a I'éthanol : NFT75-101

Une H.E est dite miscible a V volume et plus d'étiiade titre alcoométrique déterminé, a
la température de 20°C, lorsque le mélange de lmme de I'H.E considérée avec V
volume de cet éthanol est limpide et le reste agraguelle d’éthanol de méme titre,

jusqu’ a un total de 20 volumes

[.5.4- Indice d’acide: | A NFT 75-103

L’indice d’acide (I.A.) est le nombre en milligranend’hydroxyde de potassium KOH
nécessaire a la neutralisation des acides libmes ala gramme d’huile essentielle.

L’indice d’'acide augmente au cours du vieillissemmée I'huile et indique le degré
d’altération des esters (essentiellement des tigigiles) présents dans les corps gras.
Cette caractéristiqgue rend compte de I'état deatkdion d’'une huile dans la mesure ou
les acides gras libres sont des produits de dégpadzt plus particulierement d’hydrolyse

des triglycérides.

[.5.5-Indice de saponification : NFT 60-206

L’indice de saponification est le nombre de miligrmes d’hydroxyde de potassium
nécessaire pour saponifier 1g de matiere grasses des conditions opératoires
déterminées.

L’indice de saponification est inversement promtiel aux poids moléculaires des acides
gras. Elle permet d’avoir une idée sur la longuexmyenne des chaines grasses : plus

I'indice de saponification est élevé, moins longsela chaine les acides gras.

[.5.6-Indice de peroxyde : NFT 60-220

On entend par indice de peroxyde d’'un corps geaspinbre de microgrammes d’oxygene
actif contenu dans un gramme de produit capablgyder lI'iodure de potassium avec
libération d’'iode. Sa détermination refléte I'éldxydation de I'huile.

Cet indice permet de prévoir une détériorationrigdtége des qualités organoleptiques de

I’huile mais ne renseigne absolument pas sur Ieégasydatif de I'huile.

|.6-Caractérisations chimique

[.6.1-Chromatographie sur couche mince (CCM)
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La CCM est une méthode permettant de contréleatatg d'une substance, de séparer les
constituants d'un mélange et éventuellement dieldegifier.

* Principe
La CCM repose principalement sur des phénomenesalation. Pour une séparation des
substances aussi différentes que les ions minétasicomplexes organo-minéraux et les
composés organiques, la CCM est toujours utilisée.
Le mélange est fixé sur un support appelé phaserstaire (un gel de silice déposé en
couche mince sur une plaque d’aluminium).
Il est entrainé par un solvant approprié (phaseilmaolo €luant qui migre par capillarité
sur la plaque. Les constituants du mélange se exdpaar migration différentielle : chacun
d'eux est d'autant plus entrainé par I'éluant @glilplus soluble dans celui-ci et moins
adsorbésur la phase stationnaire.
Apres migration les taches doivent étre réveéléesst la détection qui peut se faire par
pulvérisation d'un réactif caractéristique ou pamiersion dans un bain de permanganate
de potassium ou de vapeur de di-iode ou encorelpservation a la lumiere UV si la
plaque de silice comporte un indicateur de fluazese.
La référence frontale Rf caractérisant la positiam composé sur une plaque est définie

par 'expression suivante :

_dx

ng

Ou dx : distance parcourue par le composé a puhatia ligne de dépo6t
ds : distance parcourue par le solvant a partiadigne de dép6t.

[.6.2-Analyses spectroscopiques
[.6.2.1-Analyse par rayonnement IR (La spectroscopiinfrarouge)

La spectroscopie infrarouge est utilisée depuis certaine d’année pour identifier et

quantifier  la composition d'un échantillon .Elbst considérée comme une méthode
analytique tres puissante car elle permet d’idemtiin grand nombre d’espece chimique.
Elle recouvre une large gamme de techniques, l& mlommune étant un type

despectroscopie d'absorptiobes tables de corrélation de spectroscopie infgeasont

largement présentes dans la littérature sciengéfiqu
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La spectroscopie infrarouge repose sur le phénerdévibrations internes (d'élongatic
et de déformation) demnolécules Elle exploite le fait que les molécules posse des
fréquertes spécifiques pour lesquellelles tournent ou vibrent en correspondance
desniveaux d'énergialiscrets (modes vibratoir). Quand une lumiére IRraverse un
échantillon, certaines liaisons absorbent de Igeepour changer de fréquence

vibration, faisant apparaitre des bandes danseetrs. [28]

[.6.2.2-Analyse par rayonnement U\ (Spectroscopie UV-visible)

La spectrophotométrie UV [/ Visible repose sur dmaction du rayonneme
électromagnétique et de la matiére dans le donsétendant du proche UV au trés pro
IR soit entre 180 et 1100 nm. Cette partie du speest relativement pauvre

informations sur la structure des composés moléculaires.eizanche, I'absorbance ¢
composés dans le proche UV et le visible est etqdoen analyse quantitative |
application de la loi de Be-Lambertqui montre une relation de proportionnalité el

I'absorbance et la concentrat. [29]

| .
ou jh: _loglﬂj_nzgk.f.(_f_ ........ Q)

I/15 est latransmittanc de la solution (sans unite).

A est labsorbanc®u densité optigaa une longueur d'ondgsans unité

¢, est lecoefficient d'extinction molail (en I.mor*cni?).

¢, dépend de la longueur d'onde, de la nature chimilgubentité et de la températu
Cette constante représente une propmoléculaire fondamen&adans un solvant donr

a unetempérature et une pression dor.

» [ est la longueur du trajet optigue dans la soluti@versée, elle correspora
I'épaisseur de lauvette utilisée (en cm).

« Cest la concentration molaire de la solution (en.I™Y). Dans le cas d'u
gaz,C peut étre exprimée comme un volume inverse (udidsngueuréciproque

au cube, ci).
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[I.1-Introduction

Les huiles essentielles sont obtenues avec desmands tres faibles (de I'ordre de 1%)
ce qui en fait des substances fragiles, rares, moaigurs précieuses [30]. Ainsi les

différentes techniques d’extraction des huiles mssées ou extraits aromatiques doivent
d’'une part, tenir compte de ces caractéristiqueagitre part, apporter des performances

guantitatives satisfaisante une forte demande tosijplus exigeante.

Plusieurs techniques d’extraction des H.Es sonhwes et utilisées a ce jours, dont
I'extraction par solvant organique, I'extraction’@u surchauffée, I'extraction au CO2

supercritique, par micro-ondes, par ultrasons @u I'pntrainement a la vapeur d’eau et
I’hydrodistillation qui sont les deux techniques lelus anciennes et les plus utilisées

quelle que soit a I'échelle industrielle ou darss laboratoires [31].
[1.2 — Méthodes d’extraction
[1.2 .1— Distillation

C'est la technique la plus largement utilisée ehikeux adaptée pour obtenir les H.Es les
plus pures [32]. Le principe consiste a faire pldas plantes dans un alambic industriel
ou dans un ballon au laboratoire, puis chauffées ae I'eau, de la vapeur ou les deux.
La chaleur intense fait exploser ou éclater lelules qui contiennent les huiles, et celles-
ci se répandent dans la vapeur d’eau. Elles smtite canalisées dans un condensateur
et réfrigérées pour se liquéfier a nouveau. A ldissoun essencier ou «séparateur
florentin» sépare I'huile qui flotte a la surface Heau de distillation (hydrolat) par
différence de densités.

Les molécules aromatiques forment avec la vapeaau)’'un mélange azéotropique [33]
d'ou l'avantage de cette technique qui réside aehalssement de la température de
distillation de mélange; les composés sont donaBrds a des températures beaucoup

plus basses que leurs températures d’ébullitioqucévite leur décomposition.
» |l existe 03 méthodes qui utilisent le principedigillation [34].

La distillation par I'eau ou "I'hydrodistillation'la distillation a la vapeur d'eau ou
" la vapo-hydrodistillation” et hydrodiffusion. Cémis modes reposent sur le méme

principe : entrainement des constituants volatilsrétériel végétal par la vapeur d'eau.
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La différence entre eux réside dans le degré deacbantre I'eau liquide et matériel

vegetal.
[1.2.1.1- Distillation a I'eau ou "hydrodistillation”

Il s'agit de la méthode la plus simple et de ct la plus anciennement utilis [7]. La
matierevégétale a distiller est mise en contact direecd\eaudans urballon lors d’'une
extraction au laboratoire ou dans un alambic indel; elle peut flotter ou étr
completement immergé selon sa densité et la gaasgitmatiere manipulé Le tout est
ensuite porté a I'ébullition. Les vapeurs sont arskes dans Lréfrigérant et I'huile
essentielle se sépare deau par différence de densit€ette techniquemet en jeu
I'application de deux lois physiques (loi de Daltbloede Rawult) [35].

| Hydrodistillation ou distillation simple

(3)

Fig.05: Schém: d'un montage d'hydrodistillation [71].

1 : Chauffe —ballon ; 2Ballon rond contenant de I'eau, quelques graingierre-ponce
et de la matiere premiere8 : Thermometre ; 4 : Tube réfrigérant ; Arrivée et sortie
d'eau pou assurer leefroidissement du réfrigére; 6 : Eprouvett; 7 : Fleurs de
lavande ; 8 Phase organique contenant le solvant extractees fdiles essentiells

11.2.1.2Entrainement a la vapeur d’eat (Vapo-hydrodistillation)

A la différence de I'hydrodistillatione matériel végétal n’est pas en contacte avec,|
il est placé sur une grillou une plaque perforée dassus de la base de I'alamet
placée a une distance adéquate du fond de l'alafsdipartie inférieure de ce-ci est
remplie d'eau. Le niveatle cette derniére doit permettre d'éviter tout @cinéntre I'eal

et la plante.
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Les composeésolatils sont entrainés pun courant de vapeur d’eau et récupérés ¢
condensation dans un vase florentin, ou ils sersapalu distillat par décantation

distillat refroidi.

L’absence de contact direct entre I'eau et la mati€gétale, puis entre I'eau et
molécules aromatiques évite certains phénomengsidilyse ou de dégradation pouv.

nuire a la qualité de I'huile34].

Ilanoraétre (A
I

= T

Vabre de
SEcurite

Ivlaniorne fre ﬂ(ﬁj_ et

Génératenr| Contrdle Vanne de
de vapenr

& larabic

Fig.06:Schéma d’un appareil de distillation des plantes amatiques a

générateur de vapeur séparé de I'alambic (vag-distillation) [34].

[1.2.1.3Hydrodiffusion

L’ hydrodiffusion est une variante d’entrainement & la vapeur, en effle flux de
vapeur n’est pas ascendant mais descendant. @eltrique relativement récente, ¢
consiste a faire passer, du haut vers le bas, ouract de vapeur d’eau a tres fai
pression a travers la matiére végétale. Elle lestnapide que leprécédentes et exploi
I'action osmotique de la vapeu'eau. Comme pour I'entrainement a la vapeur d’e
I'hydrodiffusion présente I'avantage de ne pas reetin contact le matériel végétal

I'eau.
[I.2.2-Extraction par fluide supercritique

L'utilisation de fluides supercritiques est asségzente (fin des années 1970) et sel

CO, est aujourd’hui universellement employé, en raigten sa disponibilité et de
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conditions relativement simples d’obtenticses température et pression critigisont
relativement basses : 31°c et 74 k [40]. Un fluide est qualifié de supercritique quan
placé audela de son point critiqu Porter audela d’'une certaine température et d'
certaine pression, un fluide est dans un état slitpercritique », intermédiaire entre |'é
gazeux et I'état liquide. Sa densité se rapproobecalle d’'un liquide, alors que

viscosité et sa diffugité restent celles d’un g. [37]

Le principe de cette technique est fondé sur labsiité des constituants dans le diox)
de carbone adtat supercritique. A I'état supercritique, le , n’est ni liquide, ni gazeu:
et cela lui conféere un excellepouvoir d’extraction, modulable a volonté en jousint la
température de mise en ceuvre. Les fluides supquae# comme le C, sont de bons

solvants a I'état supercritique, et de mauvaisasdva |'état gaze [39].

Le dioxyde de carbone refroidi et mprimé a une pression inférieure a la pres
critigue passe a l'état liquide .ll est ensuite pomé puis chauffé a une pression
température choisies. Le fluide traverse alorsulzecd'extraction ou il dissout I'extre
contenu dans le matériel vdal. Le CO2 supercritique chargé en soluté est itn
détendu awessous de la pression critique, perdant ainspegmiétés de solvant. L

fluide entre ensuite dans le séparateur, ou In2 passe a I'état gazeux, permettant ¢

aux solutés de précipr (condenser) et d'étre récupé

Entrée
GO

Vionre de régulation

Reézervoir

Echangeur
Fﬁmpe L‘h;ll%

Fig.07: Représentation schémtique d'une chained’extraction [ 72].

<
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[1.2.3-L’extra ction assistée par micr-onde

L'extraction assistée par mi-ondes est une technique encore plus récente d¢és
dans le butd'extraire des produits naturels comparables aubeshessentielles et ai

extraits aromatiques [39].

Le procédé consiste a irradier par le rayonnemeto-ondes la matiére végéte
broyée en présenceutti solvant absorbant fortement les rayonnemmicro-ondes (le
méthanol) pour Bxtraction de composeés polaires ou bien en présdun solvant
n'absorbant pas les rayonnements n-ondes (hexane) pourelktraction de compost

apolaires.

Fig.08 : Schémad’'une extraction assistée par micro-ondsous vid¢ [38].
[1.2.4-L’enfleurage

Le principe de cette méthode est assez s: Les molécules odorantes étant
composés volatils, au lieu de les laissez s’échragaes l'air, elles sont captées pal
graisse qui a la propriété de les dissoudre. Lasl'aout d'alcool les molécus
organiques passent dans ce sol [40]. Cette méthode est particulierement emplo
typiguement dans le domaine de la parfumerie, qleerd’hydrodistillation dénature ¢
molécules a extraire. Les fleurs sont disposéesiasithassis de verre encde graisse
et renouvelées tous les 3 a 7 jours selon les es [41].
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Fig.0¢< : Enfleurage de pétales de rose [72].

[1.2.5- L’extracti on par ultrasons ou sonicatiol

Les ultrasons sont des ondes vibrationnelles méoaside fréquencallant de 2 MH a
1 GHz pouvant se propager dans les solides, lagléq et les gi [42]. Dans un milieu
liquide, la propagation des ondes va générer deesguccessifs de compression (hi
pression) et de raréfaction (basse pres. Cette différence de pressi va générer de
mouvements moléculaires au sein du mi

Lors d'un cycle de raréfaction la distance entrdérules est augmentée et au de:
d‘'une certaine distance, dépendant de chaque miies bulles de cavitations vont
former.

Ces hulles ont croitre pendant les phases de raréfactionneinder pendant les phas
de compression. La répétition de ces cycles va wond I'implosion des bulles ¢
cavitation, libérant ainsi une grande quantité dfére [43].

Les micros cavitations générépar les ultrasons, désorganisent la structure desig
végétales, notamment les zones cristallines csilyle: [45].

Les ultrasons favorisent la diffusion et peuventdier I'ordre de distillation de
constituants des huiles essentielles. Dans ns cas, les rendements en huile essen

sont augmenteés et les cinétiques accel [40].

[1.3- Présentation générale du phénomeéne d’extractic

[1.3.1 — Description du phénomen

Le procédé d’extraction correspond généralememeinteraction entrun solide, un
liquide, un gaz et de la chall [46]. Lors de cette opération, nous assis
systématiguement, a un moment ou un autre, a wresformation de phas: les

molécules volatiles, initialement a I'état liqui passent a I'état vape|47].
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Quatre principaux processus interviennent successnt dans la réalisation de cette

opération ; elles sont schématisées de la facwarsia [38]:

Milieu extérieur

Molécule volatile

Molécule volatile

Milieu intérieur

Grain de matiére
premiére.

Fig.10 : Schéma des processus de transfert dans<bection [73].

L’analyse de I'opération fait appel a

* Un transfert de chaleur au sein de la matrice eptié la surface vers le cceur;

» Ladiffusion de I'eau au sein de la matiere,

» La diffusion des molécules des composés volatiddh essentielles) a donc lieu
par diffusion dans la structure solide (souvenplease gazeuse) ou solubles dans
I'eau.

» La diffusion des molécules dans I'atmospheére et dtendensation a la surface du

condenseur.

[1.3.2-Le rapport d’entrainement

La distillation est un procédé de séparation baséasdifférence de composition entre un
liquide et la vapeur engendrée. La technique imiglith condensation de la vapeur et la
récupération des fractions liquides résultantes.

L’hydrodistillation des huiles essentielles es¢ wiistillation de liquides non miscibles.
Cette technique consiste a immerger la matiere iprendans un bain d’eau. L'ensemble

est porté a ébullition et 'opération est généraehtonduite a pression atmosphérique.

-
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Le procédé d’extraction des molécules volatiesaespond a un équilibre des phases
liquide-vapeur qui met en jeu l'application deuddois physiques [48].
- La loi de Dalton: dans laquelle la pression du mélange de vapetiégake a la somme
des tensions de vapeur de divers constituants. [48]

PT=TH+TE ..........coenn. 2
- La loi de Raoult: le rapport des quantités des entités distilléasulsanément est
fonction de la tension et des densités des vapedors des masses moléculaires) a la
température de distillation choisie [49].

Mole H B Ty

MoleE  Tp (3

La relation de ces deux lois donne respectivengeptdssion totale et la composition des
vapeurs en fonction des pressions partielles, teogalcul du taux de corps entrainé
appelé également rapport d’entrainement [50].

_mH20 _ PH20 , MH20
_mhuile _Phuile Mhuile

R : rapport d’entrainement ; mH20 et m huile : reas®spectives de I'eau et de I'huile
dans le condensat ; PH20 et Phuile : pressionsctgps de I'eau et de 'huile a la
température de I'alambic ; MH20 : masse molairel'dau ; Mhuile : masse molaire

moyenne de I'H.E.

Si dans le cas de I'eau, la masse molaire est dgméle et la variation de la pression
de vapeur en fonction de la température est bienws par exemple 1 atm ou 760 mm
de mercure a 100 °C, les valeurs correspondantas Ilhoile doivent étre calculées
dans chaque cas, puisqu’elles dépendent de la itmopade I'huile.

Dans le cas du clou de girofle, dont I'huile estteut constituée de I'eugénol (70-85
%). Compte tenu de la masse molaire de cette meléon pourra supposer que la
valeur de Mhuile est approximativement égale ad/6®le.

De méme, la littérature indique une pression dewade I'huile de 4.8 mm de mercure
a 100 °C. Un calcul plus rigoureux pourrait fameervenir 'ensemble des constituants

de I'huile.

-
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[ll.1- Présentation de la plante
[11.1.1- Données botaniques
* Nom : (Dénominations vernaculaires)
- francgais : girofle,
- anglais : clove-tree,
- Arabe : Qaranful.

e Famille des Myrtacées [51].

» La famille des myrtaceae comprend plus de 4000cespd‘arbres, d'arbustes et
d'arbrisseaux des régions tropical€Sest I'une des familles d’arbres les plus
soigneurs.

» Espece : Eugénia caryophyllata.

* Synonymes:Caryophyllus aromaticus, Eugenia aromatica, E. aghyllata, E.
caryophillus.  Syzygium aromaticum (Eugenia aroo#ti La désignation
botanique Syzygium vient du grec syzygqai veut dire «assemblé» et se réfere

aux feuilles assemblées par paires d’une especqaaine [2].

l1l.1.2-Description et caractéristiques

Le giroflier, (nom donné par Pline, du grec plyllofeuille et karyon : noyau, noix) est

un bel arbre tropical petit a moyen, de 12 a 18entaut, (il peut atteindre jusqu'a vingt
metres) [52], au feuillage persistant et denseggimmaire des petites iles volcaniques de
l'archipel des Moluques en Indonésie [53]. Le frest une baie appelée « anthofle »
allongée de 2,5 a 3 cm de long sur 1,3 a 1,5 darde, de couleur rouge foncé a maturité
[54].

Cet arbre a une forme conique. Ses feuilles pargiss sont ovales et coriaces. Les fleurs a
guatre pétales blanc rosé sont caractérisées pas dépales rouges persistants. Avant
I'épanouissement, les boutons floraux sont nommésus de girofle ». C'est a cette
époque qu'on les récolte avant de les laisser sfthsieurs jours, au soleil jusqu'a ce

gu'ils perdent leur couleur rose et prennent uiméetdrun fonceé [52].

.
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Fig. 12: Lesfeuillesde giroflier [75].

[11.1.3- But de la culture
Le giroflier est cultivé pour ses clous et grifeesvanid’aromates dans 'alimentatic
Ses feuilles riches en eugénol sont utiles dapsdjparation de la vanilline artificie [55].
» Ses clous, griffes, feuilles, branches et anthadlast utilisés : en pharmacie pc
des médicaments en médecine pour laurgie en cosmétique pour la parfume
et la savonnerie en quincaillerie pour la peir
* Les cigarettes indonésiennes : KRETEK sont issuemélange de girofle et «
tabac.

» les fruits sont également utilisés en confis

21
>
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[11.1.4-L’ huile essentielle d giroflier

* Le clou de girofle renferme une quantité importatiteuile essentielle (15 a 209
,16% d’eau, des tanins, un peu d’amidon et desneatifibreuses cellulosiqu

» Le pédoncule floral (griffe :5 a 6% d’huile, et les feuilles3 a 4 %

* L’huile de girofle (obtenue par distillation) est trehe en eugénol (70 a 85%).!
trouve aussi d’autres cqposés terpéniquélont environ 10% de caryophyllen

aliphatique, eomatique et hétérocycliques |.
lll.2-Le clou de girofle
[11.2.1-Description et historique

Les clous de giroflepimenta dioic, sont les bourgeons séchés, non éclos, du girefl
sont parmi les plus anciennes épices et droguagetedans I'histoir On peut lire dans
des écrits antiques qu’il a été introduit il y agplde 2000 ans en Chine, en Inde, et
tard dans 'Empire romain. En Chine, les courtisaveaient coutume de macher un clot
girofle lorsqu’ils adressant la parole a I'empereu57].

Les Arabes ont apporté le clou de girofle en Eurdpais on ignorait a I'époque que
était son origine exacte. Les premieres indicatasprécises datent du 13e si¢.

Le gouverneur francais Poivre a réussi en 176kn@ater le giroflier ax iles africaines
Maurice et de la RéuniorLe clou de girofle a un aspect caractéristique Hamcé, &

saveur chaude, brilante, Iégéret amere et fortement aromatique [58

Fig.14 :Les clous de girofle apre
séchage [7p Séchage [5].
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[11.2.2-L’huile essentielle de clou de girofle

L'huile essentielle des clous de girofle contietmi@palement de I'eugénol, de 75 a 85 %,
de l'acétate d’eugénol, de 4 a 10 %LBeearyophylléne, de 7 a 10 % et de faibles quantités
d'autres produits (dont un peu de vanilline). L&nal, extrait de I'huile essentielle des
clous de girofle ou des feuilles de giroflier sarttlisées dans certains produits des

domaines médical et dentaire en raison de sesigt@prantalgique et antiseptique.

L'H.E. des clous de girofle, extraite par hydratiaton, contient principalement deux
composeés: l'eugénol et l'acétyleugénol et l'unecdesctéristiques fondamentales de cette
huile est sa densité élevée (d= 1,066 > d eau®),1c@ qui nous permet de les séparer par

simple décantation [59].

OH
0O—CH;
= (H) =
Ho Hae O/©/\/
o

OCH3

eugénol acétate d’eugénol vanilline

Fig.15 : Quelques composés de I'huile essentielle dou de girofle [77].

[11.2.3-Utilisation dans la thérapie

Les vertus du clou de girofle sont multiples, i€st donc pas étonnant qu’on lui accorde
une place de choix dans la médecine comme danssiae.

Il réchauffe, est aromatique, stimulant, antisemiganalgésique, a également des effets
positifs sur la digestion, est recommandé consenbusées et protege contre les parasites
intestinaux, pour ne citer que quelques-unes disatiopns possibles du clou de girofle.
Quelgues gouttes d’huile essentielle de girofl@immt déja apaisé bien des maux de dents.
Il n'est donc pas étonnant que I'huile essentidiegirofle entre dans la composition de
dentifrices [60].

£
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La Médecine Traditionnelle Chinoise (MTC) emplogedou de girofle avec succés pour
fortifier les reins.

Les boules aromatiques et faisant fonction de siftu de parfum renferment elles aussi
fréeguemment des clous de girofle entiers. A men@on également, par souci

d’exhaustivité, que le clou de girofle est égalematilisé pour parfumer les cigarettes

indiennes et indonésiennes.

C’est propriétés sont essentiellement dues a lignigdont on sait qu'’il est rapidement
meétabolisé et excrété, et considéré comme non dgané. Il peut étre présent dans les

aliments jusqu’a une concentration de 1500 ppm.

g



DEUXIEME PARTIE : ETUDE EXPERIMENTALE

« L'expérimentateur qui ne sait pas ce qu'il cherch

ne compgras ce qu'il trouve. »
Claude Bernard, De laysiologie générale (XIXieme siecle)
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I- Matériels utilisés
I.1- Pesée
Deux types de balance ont été utilisés pour lege: :
*Balance analytigue DENVE
*Balance électronique de précisDENVER.

|.2-Broyage
Le broyage a été effectud’@de d’un moulir a café.

Fig.16 : Photo de moulin a café.

[.3- Extraction
L’huile essentielle de clou de girofle a été extrpa :
*hydrodistillation au moyen de matériel qui compdée éléments suivants :
chauffeballon de type PILZ, un ballon -col et un réfrigérant. Lenontage esprésenté
sur la (fig.17.)

Fig.17 : Montage d'hydrodistillation.
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I.4-Relargage
L’huile essentielle de clou de girofle extraitet Bn composé organique en partie solt
dans l'eau. Le relargagmnsiste a la rendre moins soluble dans l'eaajauant dt

chlorure de sodium. De cette facon il sera plué desrécupérer cette huile essenti

[.5-Décantation
La séparation de I'huile essentielle de I'eau @xtfaction liquid-liquide a étéréalisée
dans des ampoules a décal
L’extraction liquideliquide consiste a faire passer, par soisation, I'huile essentielle ¢
clou de girofle dans un solvant anique. L’huile est alors plus facile a isoler etuson
dans le solvant extracteur.
L’huile doit étre non miscibles et plus solubbnd le solvant extracte
Le solvant choisit est le dichlorométhane de [ caactéristiques d’étre un prodi
volatil (Téb a 40°C)ce qui facilite la séparatii « solvanthuile » pendant I'évaporation,

c’est aussi un solvant peu toxig

|.6-Elimination du solvant organique (évaporation)
L’élimination du solvant organique, le dichloromatie, a été réalisé a l'aide d'L
évaporateur rotatif de type HEIDOLPH a une tempgeatde 40°C et a la pressi

atmosphérique.

Fig.18 :Evaporateur rotatif de type HEIDOLPH.
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|.7-Séchage
Le séchage dhuile sert a éliminer les traces d'egae contient le produit apres
I'extraction.
Les desséchants chimiques sont des solides ingugamiqui fixent I'eau lorsqu’ils sont
ajoutés au milieu humide. lls sont choisis parms dels anhydresusceptibles de
s’hydraterM gSo, (le plus efficaceNa,S0, , CaCl, (pour les hydrocarbures et les dérives
halogénés).
Le choix du desséchant tient compte des critérearsis
* |l ne doit pas provoquer, de réactions chimiquedWuile a sécher ;
» Il doit avoir un pouvoir desséchant efficace eidap
* Il ne doit pas se dissoudre dans le liquide a séche
» |l doit étre aussi économique que possible.
Le desséchant utilisé dans notre travail étall §50,
1.8- Détermination des parameétres physico-chimiques
1.8.1- La Densité
La mesure de la densité relative a 20°C a éteé taffeca I'aide d’'un pycnomeétre de
capacité 5.024ml en verre.
1.8.2- L'indice de réfraction
L'indice de réfraction a 20°C a été mesuré avecéfractometre.
1.8.3- pH
La mesure de pH a 20°C a été realisé a l'aida gid metre de type HANNA et de
papier pH.
[.8.4- L'indice d’acide
L’indice d’acide a été fait a I'aide d’une burette capacité 25 ml et de ballon de 50ml.
1.8.5- L’indice de saponification
L’indice de saponification a été réalisé avec uneetbe graduée de capacité 25 ml, un
ballon de 250 ml et un réfrigérant a reflux.
[.8.6- L’indice de peroxyde
L’indice de peroxyde a été fait a I'aide d’'une liteede capacité 25ml et un ballon de
250ml.
La détermination des indices a été réalisée somda de 03 essais pour chaque indice et le

tableau 06 regroupe les résultats obtenus.
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1.9- Analyse chromatographique et spectroscopique
1.9.1-Les chromatographies sur couche mince (M)
La chromatographie sur couche mince (CCM) a écnfée sur des plaques de silice et
la révélation a été effectuée par I'iodB )
L’éluant utilisé est constitué, de mélange bmaies deux solvants : Toluéne et d’alcool

(éthanol a 96%) avec des proportions volumiques 80%0% respectivement.

1.9.2-spectroscopie infrarouge (IR)
La spectroscopie infrarouge a été réalisée a dailun spectrophotométre a
transformation de Fourrier Shimadzu FTIR-8400, @wotatoire de Chimie Appliqué de
'Université Mouloud MAMMERI de Tizi-Ouzou, Les éahtillons d’huile ont été dilués
dans une matrice de KBr (transparente aux infrasugt Les fréquences d’absorptieh (

sont données en cm-1.

1.9.3- spectroscopie ultra-violet /vis (UV/Vis)
Les échantillons d’huile ont été dissouts danhédabl (96%) et les mesures d'absorbance
ont été enregistrées sur un appareil de marquedslzimde type UV-1601PC, dans des
cellules en quartz suprasil Hellma (laboratoire dehimie Appliqué de I'Université
Mouloud MAMMERI de Tizi-Ouzou).

1.10-Test microbiologique

Le test d’activité antibactérienne d’huile essdtdide clou de girofle a été réalisé au
laboratoire commun de la Faculté des Sciences @imles et des Sciences Agronomiques
- Université Mouloud Mammeri, Tizi Ouzou.

L’évaluation de l'activité antibactérienne a ététdaselon la méthode de diffusion sur

milieu solide ; les germes utilisés pour les tesi# : S. aureus, B. cereus, S. paratyphi A.,
S. flexneri, et E. coli.
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Tevd g e aes [Ereiey

Escherichia coli

STeizeil flexn

Fig.19 : Les souc

o7 Bucilius cerens

hes utilisées.

Ces cingsouches bactériennes qui ont été utilisées dans mavail sont des bactéri

Gram-positif (G+):S. aureuet B. cereus, et des bactéries Gradgatif (C-): S. paratyphi

A., S. flexneri, et E. coliCes souches bactériennes ont été fournies paritd

Universitaire de Tizi Ouzo

Tableau QL : Liste des souches microbiennes utilisé

Nom de la Gram Famille Principal
souche infection causée
Escherichia. G- | Enterobacteriaece | -Dommages au niveau de la muque
Coli digestive.
-Commensale du tube dige:
Salmonella G- | Enterobacteriaceae,Les fievres typhoides et paratypho.
paratyphi A
Staphylococcus| G+ Micrococcaceae | -Infections urinaires
aureus -Syndromes gastrointestinaux de ty
crampes abdominales, vomisseme
nauseées, diarrhées.
Bacillus G+ Bacillaceae
cereus )
Shigella.flexneri| G- | Enterobacteriacea¢ provoquent dedysenteries bacillaire
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[I-METHODES
II.1- Extraction d’huile essentielle de clou de giofle

L’extraction a été effectuée par hydrodistillatdun clou de girofle broyé, le jour méme de
broyage pour chaque échantillon. Pour cela, l&ptisssai a été introduite dans un ballon
de 1000 ml contenant 500 ml d’eau distillée. Nousna utilisés un dispositif simple
(fig.17.)

Le principe consiste a mettre les clous de girfifleebroyat) dans I'eau et a faire bouillir le
meélange. Pour cela, 'eau contenue dans le balkinmése a chauffer jusqu'a une
température de 99°C. Le courant de vapeur d’eaaiastles substances volatiles ensuite
les vapeurs de I'eau atteignent le réfrigérant ¢4 &ortie du réfrigérant, le liquide de
condensation est recupéré dans un flacon dansllage forme une émulsion.

Le distillat obtenu est formé d'eau dans laquebat sdissoutes tres peu d'especes
odorantes; et de I'H.E qui est constituée d'espedesantes. L'opération de distillation
dure environ 4 heures. Les deux phases doivert lfaltjet d'une séparation a l'aide d’un
rota- vapeur apres un relargage et une décontation.

Les résultats des rendements obtenus sont résumgdadtableau 03.

Il.2-Détermination des caractéristiques physico-chmiques

1.2.1- La densité relative d39

a)- Préparation de pycnometre
Le pycnometre d’'une capacité de 5.024 ml a étéoyetet rincé avec de I'alcool et de
'acétone. Ensuite, il a été séché dans I'étuvel0@°C, puis laissé refroidir pendant

guelque minute.

b)- Pesée de I'eau distillée
On a rempli le pycnometre avec de I'eau distillées ghauffée aux environs de 20°C.
Lorsque I'équilibre de température est realisépdeage de pycnometre rempli muni de

son bouchon est réalisé a I'aide d’'une balanceyigaé.

c)- Pesée de I'huile essentielle
Le pycnomeétre précédent est vidé puis rincé etésdoh a effectue les mémes opérations

gue précédemment mais, I'eau a été remplacéehalel’essentielle pour chaque essai.
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Formule de calcul

20_m2-mo0
dZO_

m1l-mo0

Ou:

mO : est la masse en gramme du pycnomeétre vidé@ 20

m1l : est la masse en grammes du pycnometre relfepli a la température 20°C,

m2 : est la masse, en grammes du pycnomeétre refhpiliie essentielle a la température

20°C.Les résultats obtenus sont présentés dans le tiabfea

[1.2.2- L’indice de réfraction
L’indice de réfraction est particulierement utilaral renseigne sur I'état de dégradation
d'une huile. En effet, la présence d'acides gréset abaisse fortement l'indice de
réfraction et une forte teneur en monoterpenesetarum indice élevé [62].
On fait passer un courant d’eau dans le réfract@metfin de maintenir I'appareil a la
température de 20°C a laquelle les lectures do@eateffectuees.
On porte I'échantillon a une température de 20°gea pres égale a celle a laquelle la
mesure doit étre effectuée, puis on l'introduitsléappareil.
Expression des résultats :
La variation de l'indice de réfractiaoi est fonction linéaire de la température. Elle varie
en moyenne de 0.0004 par degré au voisinage de 20°C

L'indice de réfractionn2® a la température de référence 20°C est donné fambale :

n2%=n}+0,0004(t-20) ;

Ou:

n} est la valeur lue, obtenue a la température tuelbea été effectuée la détermination.
Pour cette lecture directe, la précision de lardé@teation doit étre de + 0,0002.

0.0004 : facteur de correctidres résultats sont regroupés dans le tableau 05.

I1.2.3-Evaluation de la miscibilité a I'éthanol

a)- Prise d’essai

On introduit dans une fiole, 1ml d’huile essenéiathesuré a I'aide d’'une pipette. On place
la fiole dans le bain marie pour la maintenir @ température de 20°C.
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b)- Miscibilité

On ajoute a l'aide de la burette de 10ml, un méarnydroéthanolique de titre
alcoomeétrique déterminé (96%) préalablement amemdeatempérature de 20°C, par
fractions de 0,1ml, jusqu'a miscibilité complete agitant aprés chaque addition. Le
mélange obtenu doit étre limpide.

- Expression des résultats

* Miscibilité

La miscibilité de I'huile essentielle a I'éthancd ditre t, a la température de 20°C, est
exprimée de la fagon suivante : un volume d’husieeatielle dans V volumes d’éthanol de
titre t.

[1.2.4- indice d’acide
C’est la neutralisation des acides libres par uokitisn d’hydroxyde de potassium
éthanoique.
On pese a 0,5mg prés, 2g de I'échantillon d’husleeatielle pour essai. On introduit dans
un ballon cette prise d'essai. On ajoute 5ml d'étthaet 5 gouttes de solution de
phénolphtaléine, comme indicateur coloré.
A l'aide d’'une burette de capacité 25ml, graduéeOgsml et contenant une solution
d’hydroxyde de potassium (0.5N), on verse goutgoatte la solution basique jusqu’au
virage de l'indicateur coloré.
La détermination de cet indice a été réaliséeasbake de 03 essais. On a obtenu alors un

indice moyen de 1.2 mg KOH/g d’huile essentielleke de girofle.

L’indice d’acide est donné par la formule

5.61.V
Iy =

m

Ou V est le volume en ml de la solution d’hydroxyt#epotassium utilisé et m est la masse

en gramme de la prise d’essai.
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[1.2.5-Indice de saponification
On pese 2g de I'échantillon d’huile essentielle dbarlenmeyer. On ajoute a la prise
d’essai, a I'aide de la pipette 25ml de la soluétimnolique d’hydroxyde de potassium en
agitant. On ajoute a la solution chaude de 0.5fwhhde la solution de phénolphtaléine, et
on titre avec la solution d’acide chlorhydrique N.fusqu’a ce que la couleur rose de
I'indicateur disparaisse.
Un essai a blanc dans les mémes conditions, &é€tué en utilisant également 25ml de

la solution éthanolique de KOH, mais en omettaptrise d’essai.

L'indice de saponification Is est donné par la falensuivante

Avec :
_28,05.(V0-V1)

m

I,

VO : Volume d’HCI utilisé dans I'essai a blanc ;

V1 : Volume d’HCI utilisé dans I'essai avec la néa#i grasse ;

VO — V1 : Volume d’HCI qui est utilisé pour neuissr la potasse combinée a la prise
d’essai;

m : masse de la prise d’essai.

La détermination de cet indice a été réalisée stilmmnorme AFNOR NFT 60-206 et le

résultat obtenu est donné dans le tableau 06.

[1.2.6- Indice de peroxyde

On pése 2g de I'échantillon d’huile essentiellesdane fiole de 250ml. On ajoute 25 ml
d’'un mélange qui se compose de 10ml de chlorofaetnge 15ml d’acide acétique puis
1ml d’'une solution d’iodure de potassium (KI) 0JI1.On agite pendant une minute et on
laisse a I'abri de la lumiere pendant 5 mn. 75 ead distillée ont été ajoutées a la prise
d’essai avec quelques gouttes d’empois d’amidon.

A Taide d’'une burette de capacité 25ml et cont¢nee solution de thiosulfate de sodium
0,01 M, on verse goutte a goutte la solution desthifate de sodium jusqu’au virage de
l'indicateur.

On effectue un essai a blanc dans les mémes morslit
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L’indice de peroxyde est calculé selon la formule/ante

_V-Vo

P m

1 *10 (en meq O2/Kg d’huile).

Avec :
V : volume de la solution de thiosulfate de sodiutitisé pour I'essai.
VO : volume de la solution de thiosulfate de sadiutilisé pour I'essai a blanc.

m : prise d’essai en « g ».

[1.2.7- Controle du pH

Le pH de chaque échantillon utilisé estsuré a I'aide d’un papier pH et un pH-metre.

[1.3-Test microbiologique
-Méthode de diffusion sur disques (aromatogrammes)

L'aromatogramme ou méthode par diffusion en miliglosé ou encore méthode de
disques est une technique qualitative permettantdéerminer la sensibilité des

microorganismes vis-a-vis d'une substance répuimiarobienne.

Le principe de cette méthode repose sur le pounaratoire des H.Es a l'intérieur d'une
boite de Pétri, dans un milieu nutritif solide (Mae Hinton) ou des disques stériles de
papier Wattman (D=6 mm) imprégnés d'une quantiéEd'sont déposés au centre de ces
boites. Celles-ci sont ensuite fermées et laisséfeser pendant 20 mn puis incubées a 37
°C pendant 24 h. Aprés incubation, l'absence dessance bactérienne exprimant une
activité antimicrobienne se traduit par un halmsiacide autour du disque, de méme
couleur que la gélose stérile et dont le diametteresuré a l'aide d'un pied a coulisse (ou
une regle) (exprimé en mm) [63]. Des témoins négaiilisant uniqguement des disques

placés sur gélose inoculée sans I'H.E.

La sensibilité des différentes souches vis-a-vis HeEs étudiées est classée selon le

diamétre d'inhibition selon les criteres regrougss le tableau 02.
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Tableau 02 :La sensibilité des différentes souches -a-vis des H.E<[50]

le diametre d'inhibitio « D » Sensibilité
<8 mmr non sensible (-)
compris 14 mm sensible (+)
15-19 mnr tres sensible (++)
>20 mn extrémement sensible{+)

Il est important de noter que la quantité d'H.Epa¥€e sur le disque varie selon

auteurs, excluant toute comparaison des valeurdiametres mesurés.

Doite de pér
Enzemencemant de la geloze

Bf1 TRAppre par 1ml e Finncidhem

Gélose Mncller Himbon

Dépdd aseplicue dun disguoe
mmbibe de Flwie essenticlle

£ rone diinhibiticn

Fig. 2C: La méthode d'aromatogramme[50].
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Résultats et discussion

I-Extractions de 'huile essentielle

L'étude entreprise sur I'huile essentielle de ctlmigirofle a donné les résultats consignés
dans le tableau 03.

Mode de calcul de rendement

L’expression de la teneur en huile en pourcentagaasse du produit tel quel est donnée par

1
Rendement % =:—0 .100
Ou:
mO : représente la masse des clous de girofl@érait

m1 : masse de I'huile récupérée.

lI-Caractérisation de I'huile essentielle de clou d girofle
Les caractéristiques physico-chimiques de I'hudectbu de girofle, en particulier, la densité
relative, les indices de réfraction, d’acide, deoggde ainsi que l'indice de saponification

ont été déterminés selon des méthodes normalisé #2\pNOR.

Il.1-Caractéristiques organoleptiques
Une huile essentielle est caractérisée par sorcasg@ecouleur et son odeur, c’est a dire ses
caractéristiques organoleptiques, qui la différentcdes autres huiles.

Ainsi les résultats obtenus apres les déterminaont consignés dans le Tableau 04.

-
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Tableau 03 : Résultats d’extraction.

Masse 10 10 10 20 20 20 30 30 30 40 40 40 50 50 50
traitée(g)
Volume d’eau | 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500
(ml)
Durée 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4

d’extraction

(h)

Masse d’huile | 1.1175 | 1.2502 | 1.1752 | 2.415 | 2.5214 | 2.4985 | 3.814 | 3.888 | 3.7987 | 4.7248 | 4.7582 | 4.812 | 5.77 5.815 | 5.525
obtenue(g)

Rendement | 11.175 | 12.502 | 11.752 | 12.075 | 12.607 | 12.492 | 12.713 | 12,96 | 12.66 | 11.81 | 11.89 | 12.03 | 11.54 | 11.63 | 11.05
(%)

Rendement 11.81 12.39 12.78 11.91 11.407
moyen

Discussion
L’extraction par hydrodistillation a donné un rentent environ égal & 11 % pour les déférentestiggsmntraitées. Cette valeur est du méme

ordre de grandeur que celle trouvée par d’autresues) et qui est de 11.21 % dans les mémes consliti extraction [72]. Il est constaté que le

rendement le plus élevé est trouvé avec une niaisée de la matiére premiere de 30 g cela peet@xpliqué par le rapport d’entrainement.
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Tableau 04: Caractéristiques organoleptiques deHuile essentielle de clou de girofle.

Aspect Couleur Odeur

Liguide mobile | Jaune ajaune padle  Aromatique, &piagréabl@uissante, avec une
odeur Aldehydée.

Discussion
Les parametres organoleptiques de notre H.E sordceard avec ceux rapportés par la

littérature.

II.2- Caractéristiques physiques
La détermination des caractéristiques physiqud$dige essentielle de clou de girofle a été
réalisée au Laboratoire chimie pharmaceutique doaBément de Chimie de 'TUMMTO.

Les résultats obtenus sont résumés dans le ta@teau

Tableau 05: Caractéristiques physiques d’huile esagelle de clou de girofle.

Caracteéristiques physiques HE de clou de girofle
Densité relative a 20°C 1.065-1.066
Indice de réfractionn3 1.54-1.56

[1.2.1- Densité relative a 20°C
Pour tous les essais, les résultats obtenus sombé&tne ordre de grandeur ; la densité
relative de cette huile étant comprise entre 1€166066.
Le clou de girofle fournit une huile d’'une dengilés élevée que les autres huiles, puisque
elle est legerement supérieure a 1[32].
La composition chimique (75% a 85% de I'eugénol gsi un composé lourd) pourrait
expliquer la densité élevée observée par raguoriautres huiles.

[1.2.2- Indices de réfraction a 20°C
Les indices de réfraction mesurés pour cette uésentent de grandes similitudes (indices
compris entre 1,54 et 1,56). lls sont d’ailleurstta fait comparables a ceux trouvé dans la

=)
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littérature. Un indice de réfraction variant esgdle@ment avec la teneur en monoterpénes et

en dérivés oxygenés. Une faible teneur en monategéonnera un indice faible [65].

Il. 3- Caractéristiques chimiques

Il. 3.1-Miscibilité a I'éthanol
Utilisant la technique décrite au numéro NFT 75-H&k normes AFNOR, il a fallu
meélanger un volume d’éthanol a 96% (V) a tempéeatumbiante, pour obtenir une solution

limpide avec un demi volume (V/2) de I'huile esselfe¢ de clou de girofle.
Il. 3.2 —Les indices chimiques
La détermination des indices chimiques de cettie lsa@lon les méthodes décrites au numéro

NFT dans les normes AFNOR a permis d’obtenir lssltéts rapportés dans le tableau 06.

Tableau 06: Indices chimiques de 'huile essentiellde clou de girofle.

Indices Résultats
(1) acide 1.2
(2) peroxyde 6.34
(3) saponification 186

(1) exprimé en mg KOH/g d’huile ; moyenne de 3 issa
(2) exprimé en meéqO2/kg d’huile ; moyenne de 3isssa

(3) exprimé en mg KOH/g d’huile ; moyenne de 3 iBssa

11.3.2.1- Indice d'acide
La valeur d’indice d’acide trouvée est de I'ardie 1, cette valeur est tres faible et
révelent le parfait état et la bonne qualité teile extraite.
La quantité d'acides gras libres formée est négflilgetraduit la non altération de cette huile.
Ceci est sans doute d( aux précautions prisesléosa conservation. Résultats de leur non
dégradation.
Un la inférieur a 2 est une preuve de bonne coatiervde I'essence. Inversement, un la
supérieur a 2 peut trouver une explication dam®fradation de I'H.E (hydrolyse des esters)

durant sa conservation [65].

-
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[1.3.2.2- Indice de peroxyde
L’indice de peroxyde mesuré sur cette huile efstible (inférieur a 10 meq/kg
d’huile) [66] ; ce qui traduit un état non avancéxgdation de notre huile et ce qui
confirme bien le parfait état et la bonne qualitéuile extraite déja supposé a cause d'un

indice d'acide faible.

11.3.2.3- Indice de saponification Is
La détermination de I'indice de saponification Ipeamis d’enregistrer la valeur de 186. En
rappelant que la valeur d’ls refléte la longueulalehaine des acides gras, on vérifie bien
sur le tableau 7 que les huiles a courtes chaiossne le coton et le palme ont des Is
supérieurs a 200, tandis que les huiles a chalnesdgngues comme le soja, I'arachide, le
tournesol, et aussi les huiles de grenadille etodege ont des Is inférieurs a 195 [67].
D’aprés ces données rapportées dans la littéréalvkeau 07) et le résultat obtenu on peut

dire que I'huile essentielle de clou de girofle @se¢ huile a chaine longue.

Tableau 07 : Indices de saponification d’huiles végales [76].

Corps gras IS Acides gras majeurs
Huile de coco 256 Cl12
Huile de palme 200 C16
Huile de soja 192
Huile d’arachide 190 C18
Huile de tournesol 190

11.3.2.4-Contrdle du pH

Les résultats sont résumés dans le tableau suivant

Tableau 08: Les résultats obtenus confirment la nate « acide » de cette huile.

Méthodes| Papier pH pH métre
pH 3-5 4.25
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Conclusion

Au terme de I'étude des caractéristiques physicotcfues, il est intéressant de dresser une
fiche technique pour cette huile. C’est une dénmncécessaire dans une perspective de
commercialisation des huiles. Cette fiche technicpst représentée par le tableau

récapitulatif suivant :

Tableau 09 : Données analytiques sur I'huile de aliode girofle.

Couleur Jaune a jaune pale
Densité 1.065-1.066
Indice de réfraction 1.54-1.56
Indice d’acide 1.2
Indice de saponification 186
Indice de peroxyde 6.34

Il.4- Caractérisation chimique
[1.4.1-Analyse chromatographique sur couche minceGCM)

Pour contrdler la pureté et déterminer le compoageun d’huile que nous avons obtenue
une recherche d’éluant qui pourrait donner la lewié résolution sur colonne de silice a été
entreprise au travers une analyse chromatograplsgueouche mince. Apres quelques
essais le mélange toluéne /éthanol (96%) (9/1,) \&\été retenu pour la séparation des
constituants chimiques sur couche mince.

Nous avons obtenus deux taches et les résul@aikf dbtenus aprés révélation a I'aide de

(I12) sont rapportés dans le tableau suivant :

Tableau 10: les résultats des Rf.

Expériences Rf
1 0.95 0.29
2 0.87 0.31
3 0.88 0.33

Discussion

L’analyse chromatographique sur couche mince deesda montré la présence de deux

taches ayant des rapports frontaux identiques aragyportées dans la littérature [68].

Cette analyse confirme la présence de deux pmchajoritaires dans I'huile essentielle de

clou de girofle. Aprés cette observation, nougvons dire que ce que nous avons obtenu

par hydrodistillation contenait de [l'eugénol (Rf3D. et dacétyleugénol (Rf=0.9)

o
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correspondant a la tache supérieure de la plaquehdematographie). Comme nous

n’observons aucune autre tache on peut dire que pooduit était quasiment pur.

I1.4.2- Analyses spectroscopiques
Le produit obtenu a été analysé par les méthodmregcopiques suivantes

11.4.2.1-Etude en spectroscopie UV/ilde
L'échantillon a été dissout dans I'éthanol (96%4)0ax* M , puis analyser en faisant un
balayage sur un intervalle de 200 a 900 nm, noassagbtenus un graphe qui montre
I'apparition de deux bandes ; une qui absorbe @ftPeet 250 nm (fig.21) correspondante a
(C=0) et une bande qui absorbe entre 250 et 306ammaspondante a ( C=C) [79].

3,54

(C=0)
(C=C)

2,04

1,54

Absorbance

1,0 1

0,5

0,04

T T
200 300

Longueur d'onde en nm

Fig.21 : Spectre UV/vis du I'H.E dans L’éthanol 20~* M.
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[1.4.2.2- Analyses par spectroscopie Infra Rouge R)

60
50+
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Fig.22 : Spectre IR du I'H.E.
Nous avons observé (fig.22) une bande large 380&m™1, sur laquelle se superposent

les bandes caractéristiques des liaisons (C-H) gresipements alkyles. La bande
représentative de la fonction (C-O) est intengs 1@6@m~1, Une autre bande apparait
vers 170xm~1qui est caractéristique du groupement (C=0) derlation ester ou cétone.
D'autres bandes caractérisent les doubles liaig@¥C) du cycle aromatique sortent entre
1500 cm~let 160@m 1.

Comme on peut diviser ce spectre infrarouge ieq zones spectrales qui apportent des
informations sur les fonctions chimiques des estasides gras :

- la zone 1200-60@m~! comprend de nombreuses vibrations attribuables cluatnes
saturées et insaturées.

- la zone 1300-1206m™~1 est caractéristique des élongations (C-O),

- la zone 1500-1306m™~? est caractéristique des déformations (C-H),

- la zone 1800-166@m ™! correspond aux élongations (C=0) des esters,

- la zone 3040 -2800 cm-1 est caractéristique dmmtions d’élongations (C-H) pour les

chaines saturés et instaurés.

Il en résulte que la spectrométrie UV-VIS donneatiegément peu d’informations

qualitatives si on la compare, par exemple, adégspmétrie infrarouge.

£
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[1.5- Test d’activité antibactérienne

-Pouvoir antimicrobien

Il s’agit de déterminer le diametre d'inhibitioni@e la méthode d’aromatogramme. Nous
avons testé [l'effet antimicrobien, sur cing soucHmactériennes et Les résultats

expérimentaux sont présentés dans le Tableau 11.

Tableau 11: Halos d'inhibition (mm) provoqués par H.E. des clous de girofle.

Souches le diametre d’inhibition sensibilité
E. coli 16.5 +++ Tres sensible
B. cereus 15.8 +++ Trés sensible
S. paratyphi A 12.5 ++ : sensible
S. flexneri 12.3 ++ : sensible
S.aureus 11 ++ : sensible

Discussion :

D’aprés les résultats obtenus, nous pouvons diectgutes les especes testées présentent
une certaine sensibilité vis-a-vis de I'H.E. desuslde girofle. Cependant, E. coli et B.
cereus se sont révélées tres sensibles, tandiS.gilexneri, S. paratyphi A et S. aureses

sont révélées sensibles.

Des bactéries Gram - se sont montrées généralgrhentésistantes que les Gram + en

raison des lipopolysaccharides présents dans labna® externe, mais ce n'était pas

toujours vrai [69].

.




CONCLUSION GENERALE

Les produits naturels sont et restent toujourssmece inépuisable de structures complexes
et diverses. lls jouent un role important dans dmbreuses applications : la parfumerie,
lindustrie pharmaceutique, cosmétique et agrmatitaire. Au cours de ce travail, nous
avons constaté que le clou de girofle renferme goantité d’huile que I'on peut extraire a

I'aide de I'hydro distillation avec un rendemeng Hl %.

Nous avons pu constater que cette H.E. est complesdeux constituants majoritaires qui
sont l'eugénol et l'acétate d’eugényle mais nouavons pas pu déterminer les autre
COMpOSES.

Cette étude nous a permis également d’établir edéterminer les caractéristiques physico-

chimiques ainsi que I'effet antibactérien de céette.

Cette huile est miscible a I'éthanol a 96% (W)/ avec un demi volume de I'huile
essentielle. Sa densité est comprise entre 1.060@&6 et son indice de réfraction entre 1.54
et 1.56. La connaissance de ces propriétés estripgstante pour apprécier la qualité et le
prix des huiles essentielles a mettre sur le marchés études chimiques et
pharmacologiques des huiles essentielles permettaaborer leur fiche technique qui sont

tres utiles a la dynamisation de la filiere hugsentielle.

Ce travail a permis de nous initier et de nous lianmser aux techniques de laboratoire, aux
normes d’hygiéne et de sécurité puis surtout adétchimique des substances naturelles,

notamment I'extraction et I'identification des heslessentielles.

Etant donné que cette espéce végétale aromatiquean’ fait I'objet de beaucoup d'études
en Algérie, pour 'avenir ou la suite de ce traydilest indispensable de se focaliser sur
'étude de la variabilité de la composition chimeqgat I'extraction de I'eugénol pur pour

toute ses utilisations possibles notamment la¢abdn du ciment dentaire.




Béfnces Bibliographiques

[1]- Hurtel J.M.; (2001). Phytothérapie, plantes médicinales, aromathéralpigles
essentielleswww.phytomania.com

[2]- Laredj H.; (2004). Les plantes médicinales: Extraction des huiles résdies et
activités antibactériennes. Premieres journéeshdengacie. Université, Badji Mokhtar -
Faculté de Médecine, Annaba (Algérie) ; pp : 17-29.

[3]- Garneau Francois-Xavier ; (2006).Le matériel végétal et les huiles essentielles ;
Laseve-UQAC ; Chicoutimi (Québecixgarnea@ugac.ca.

[4]- Mayer Florence ; (2012)Utilisation thérapeutique des huiles essentieligsde de cas
en maison de retraite. Thése pour obtenir le DipladiEtat de Docteur en Pharmacie ;
université de Lorraine ; page : 22.

[5]- Guilhem Jocteur ; (2006). Huiles Essentielles : Atouts majeurs dans le dbrise
I'officine ; page : 04.

[6]- Verreck J.; (2007).Journées portes ouvertes a I'IS| de Gembloux (@&t de 12 a
15 fév 2007.

[7]- Whish J. P. M. and Williams R. R. ; (1996).Effects of post harvest drying on the
yield of tea tree oil (Melaleuca alternifolia). Joal of Essential Oil Research ; 8: 47-51.
[8]- Roulier Guy;(2001). Fabuleuse Amazonie, Ses plantes et huiles estesitieds.
Dangles ; pp : 20-24.

[9]- FranchommeP., Jollois R. et Pénoél D. ; (1990) 'aromathérapie exactement. Roger
Jollois, éditeur, Limoges, France ; pp : 44-48.

[10]- Silva J., Abebe W., Sousa S.M., Duarte V.G., MachadM.l.L., Matos F.J.A. ;
(2003)Analgesic and anti-inflammatory effects of esséntidls of Eucalyptus. J.
Ethnopharmacol ; 89 : 277-283.

[11]- Hellal Zohra;(2011). Contribution a I'étude des propriétés antibactéres et anti
oxydantes de certaines huiles essentielles des ¢imémoire de magister ; page: 03.

[12]- Silos Thomas, Marc Malanda, Laurent Loubaki ; (2004). Optimisation de
I'extraction de I'huile essentielle de Cymbopogiratusgrace a un plan factoriel complet
23.Journal of Food Engineering ; 65 : 219-223.

[13]- Azevedo N.R., Campos |.F., Fereira H.D., Prtes T.ASantos S.C., Seraphin J.C.,
Paula J.R. & Ferri P.H ; (2001). Chemical variability in the essential oil of Hypti
Suaveolens. Phytochemistry; 56: 733-736.

[14]- Violaine Chassaing ;(2008).L’aromathérapie: les huiles essentielles au serdic

cheval. Eds ; page: 2, 4.



Béfnces Bibliographiques

[15]- Bakkalia. F, Averbeck. S, Averbeck. D, Idaomar.M.;(2008)Biological effects of
essential oils. A review. Food and Chemical Toxagyt 46: 446—475.

[16]- Padua L.S., Bunyapraphatsara N., Lemmens R.H.M.J; (1999).Plant Resources of
South-East Asia; paget2.

[17]- Piochon M. ; (2008).Etude des huiles essentielles d’especes végélalda flore
Laurentienne: These de doctorat, université du @uélkChicoutimi, canada ; page : 25.
[18]- Carson C.F. & Riley T.V; (1995).Antimicrobial activity of the major components of
the essential oil of Melaleuca alternifolia Appl Bacteriol; 78: 264-2609.

[19]- Caccionni D., Guizzardi M., Biondi D., Agantio R., Guiseppe R.; (1998
Relationship between volatile components of cithust essential oils and antimicrobial
action on penicillinum digitatum and penicilliunalicum. International J. Food Microbiol ;
43 :73-79.

[20]- Franchomme P. ;(1981).’aromatologie a visée anti-infectieuse. Phytoméue¢

pp: 25-47.

[21]- Zakarya D., Fathallah T., Chasctrette M. ; (1993).Use of multifunctional
autocorrelation method to estimate molar volumealkénes and oxygenated compounds.
Comparison between components of autocorrelatiotov®and topological indices. J. Phys.
Org. Chem.; 6(10): 574-582.

[22]- Bilgrami K.S. , Sinha K.K & Sinha A.K.; (1992). Inhibition of aflatoxin production
and growth of Aspergillus flavuby eugenol, onion, and garlic extracts. IndianMéd.
Res. ;96 :171-175.

[23]- Chaumont J.P., Leger D. ; (1989)Propriétés antifongiques de quelques phénols et
de composés chimiguement trés voisin. Relationcstra —activité. Plant Med. Phyto. ;
23(2) : 124-126.

[24]- Maach A., Jemali A. ; (1986);Etude des caractéristiques physico-chimiques des H
de deux plantes aromatiques cultivées au MarocntideNaa Naa Abdi, Coriandre. IAV

Hassan Il, Rabat, Maroc ; pp : 25-77.
[25]- Blayn J-F ; (1980); Parfums Cosmeétique Arémes, N°117.

[26]- Zambonelli A., D’Aurelio A.Z., Severi A., Benvenuti E., Maggi L., Bianchi A. ;
(2004).Chemical composition and fungicidal activity of certial essential oils of thymus
vulgaris L.J. Essent. Oil Res; 16(1) : 69-74.

[27]- Maach A., Jemali A.; (1986);Etude des caractéristiques physico-chimiques des



Béfnces Bibliographiques

HE de deux plantes aromatiques cultivées au M&vlecthe Naa Naa Abdi,
Coriandre. IAV Hassan Il, Rabat, Maroc ; pp : 8910

[28]- RouessacF., Rouessac A. ;(1998)Analyse Chimique. Méthodes et Techniques
Instrumentales Modernes. Cours et Exercices Réstdmse Eds. Dunod, Paris ; pp : 24-54.

[29]- Skoog ; (2007) Principles of Instrumental Analysis, Eds., Thom&yooks ; pp 169-
173.

[30]- El Haib Abderrahim;(2011).Valorisation de terpenes naturels issus de plantes
marocaines par transformations catalytiques. Tldesdorat. L'Université Toulouse |l

(Paul Sabatier) ; page : 8.

[31]- Meyer-Warnod B.;(1984). Natural essential oils: extraction processes and

applications to some major oils, Perfumer & Flashr9: 93-103.

[32]- Normes AFNOR ;(1992). Recueil des normes francaises. Huiles essentielles
AFNOR, Paris.

[33]- Gramegn Morchio ;(2004).Extraction de I'eugénoAndrea Biochimie.

[34]- Benjilali Bachir; (2006).Extraction des plantes aromatiques et médicinal=s
particulier de I'entrainement a la vapeur d’eausets équipementsDépartement des
sciences alimentaires et nutritionnelles, Instiigtonomique et vétérinaire (1.A.V.) Hassan
Il, Rabat, Maroc ; pp : 18-23.

[35]- Pavida D.L., Lampman G.M., Kriz G.S.; (1976).Introduction to organic laboratory
techniques, W.B. Sauders Grhiladelphia, USA; page: 567.

[36]- Moyler D.A.; (1993). Extraction of essential oil with carbon dioxiddawour and
Fragrance Journal; 8: 235-247.

[37]- Perrut M. ; (2003).Extraction par fluides supercritiques. Techniquesidgénieur ;
J2770.

[38]- Besombres Colette;(2008)Contribution a l'étude des phénoménes d’extraction
hydro-thermo-mécanique d’herbes aromatiques. Thiesgtorat de l'université de la
Rochelle ; page : 49, 50.

[39]- Ganzler K., Salgo A., Valko K.; (1986).A novel sample preparation method for
chromatography Journal of Chromatography A; 37B-206.



Béfnces Bibliographiques

[40]- Sousa E., Chiavone filho O., Moreno M.T, Silva D.NMarques M.O.M et Meireles
M.A.A. ;(2002). Experimental results for the extraction of esséntid from Lippia
sidoidescham. Brazilian journal of chemical Engnmeg 19 (2): 229-241.

[41]- Lawrence B.M. ;( 1980).Essential oils. Perfumer and flavorist; page: 117.

[42]- Vinatoru M.; (2001). An overview of ultrasonically assisted extractioinbioactive

principles from herbs. Ultrasonics Sonochemistrng3@-313.

[43]- Hromadkova Z., Ebringerova A., Valachovic P.; (199). Comparison of classical
and ultrasound-assisted extractions of from Sadfiiainalis L. Ultrasonics Sonochemistry;
5:163-168.

[44]- Dubois G.E., Grosby G.A., et Saffron P.; (1977Non nutritive sweetneners: taste
structure relationships with for some new dihyddcbnes. Science ; 195 : 397-399.

[45]- Boelens M.H., Valverde F., Sequeiros L., Jimenez K. 1990). ParfumFlavor ;
page : 15, 11.

[46]- Lagunez Rivera Luicita; (2006).Etude de I'extraction de métabolites secondaire de
différentes matiéres végétales en réacteur chaaifénduction thermomagnétique directe ;
These doctorat de I'institut national polytechnigigeToulouse ; pp : 21-47.

[47] - Vinatoru M., Toma M., Radu O., Filip P.O., LazurcaD., Mason T.J.; (1997).

The use of ultrasound for the extraction of bioactprinciples from plant materials.
Ultrasonics Sonochemistry; 4 : 135-139.

[48]- Garnero J.; (1985). Semipreparitive separation of terpenoids from resase oil.
Phytotherapy ; page : 15, 19.

[49]- Derridj A., Ghemouri G., Meddour R., Meddour-Sahar O.; (2009). Approche
ethnobotanique des plantes médicinales en kabwiéay@a de Tizi Ouzou, Algérie)
International Symposium on Médicinal and Aromatiarfes. SIPAM ; page : 33-45.

[50]- Boubrit Souhila; Baassad Nafaa ;(2007 Détermination in vitro du pouvoir
antibactérien des huiles essentielles d'eucalyptyste, clous de girofle et sarriette, et leur
application a la conservation de la viande. Mémdiggéniorat en biologie ; page : 35.

[51]- Speck Brigitte, Ursula & Fotsch Christian ; (2011). Connaissance des herbes ;
EGK-Caisse de Santé ; www.egk.ch.

[52]- Auzis ; (2007).Madagascar ; eds petit ; page : 694.



Béfnces Bibliographiques

[53]- Pesson et Louveaux ;(1984Pollinisation et production végétales ; édition NR
page : 663.

[54] - G.-J., Chavanne M., Flamand E., Jullien A. ; (1986) Protocoles d’extractions, TP
Chimie organique expérimentale. Belin ; page : 02.

[55]- Jean Minelle ;(1959).L’Agriculture a Madagascar ; eds. Librairie Marédviere et
Cie ; page : 3-6.

[56]- Bruneton ;(1999). Pharmacognosie. Phytochimie - plantes médicin8&% Eds.
Paris.

[57]- Speck Brigitte, Ursula & Fotsch Christian ; (2011).Connaisance des herbes ; EGK-
Caisse de Santé ; www.egk.ch.

[58]- Teuscher E., Anton R., Lobstein A. ; (2005Plantes aromatiques : épices, aromates,
condiments et huiles essentielles, Ed. FrancaiseT®oc., Lavoisier ; page : 110.

[59] -Treiner J. (2000). Extrait du Bulletin officiel n°® 6 du 12 ao(t 199Brance ; page :
143.

[60]- Beylier-Maurel M.F.; (1976)Activité bactériostatique des matieres premiéres de
parfumerie. Rivista Italiana. E.P.P.0O.S.; 58: 288-2

[61]- Pesce C.; (1985)0il palms and other oil seeds of the Amazpublications, INC,
Michigan; pp: 79-90.

[62]- Fauchere J.-L., Avril J.-L. ;(2002). Bactériologie générale et médicale. Eds. Ellipses
Paris ; page : 365.

[63]- Pibiri M.C. ;(2005). Assainissement microbiologique de l'air et desté&yes de
ventilation au moyen d’huiles essentielles. Thése ddbctorale. Ecole poly technique
fédérale, EPFL. Lausanne (Suisse) ; pp : 54-68.

[64]- Bachelot Coraline, Blaise Aurélie, Corbel Tanguy et.e Guernic Aurélie ; (2006).
Les huiles essentielles, extraction et compargish.O Bretagne Nord ; page : 09.

[65]- Kanko C. , Sawaliho Be., Kone S., Kone S., Koukoua., N'guessan YT. ; ( 2004).
Etude des propriétés physico-chimiques des huilesergielles de Lippia multiflora,
Cymbopogoncitratus, Cymbopogon nardus, Cymbopogon giganteuSomptes rendus
Chimie ; 7 :1039-1042.

[66]- Didier Bereau ; (2001).Huiles et fractions insaponifiables de huit espé&mepalmiers

Amazoniens. These de doctorat de l'institut polytegue de Toulouse ; page : 63.



Béfnces Bibliographiques

[67]- Rafidimanantsoa Patrice ;(2010).Caractérisation de I'huile de Pepins de Passiflora
Edulis et de I'huile de Pepins de Pepo ; Mémoiiag#niorat ; université d’Antananarivo ;
page : 63.

[68]- Goffard M. ; (2000)Huiles essentielles — Extraits naturels ; MENRT,BENet GTD

de physique-chimie ; page : 27.

[69]- Oussalah M., Caillet S., Saucier L., Lacroix M. (207). Inhibitory effects of selected

plant essential oils on the gr owth of four pathugebacteria: E. coli Salmonella
Typhimurium, Staphylococcus aureus and Listeria megtogenes. Food Control; 18: 414-
420.

[70]- Svoboda K.P, Hampson J.B.; (1999)Bioactivity of essential oils of selected
temperate of aromatic plants: antibacterial, amdiamt,anti-inflammatory and other related
pharmacological activities. Plant biology departth&ac Aucheneruive Ayr. Scotland; pp:

224-232.

[71]- Lucchesi ; (2005)Extraction sans solvant assisté par micro-ondessd kde doctorat
université de la Réunion ; page : 24.

[72]- Melle Baleh Hinane ;(2011).Valorisation du Rosmarinus Officinalee Kabylie.
Recherche de [leffet thérapeutique de Tlhuile eBsk®m et des formulations
médicamenteuses afférentes mémoire de magistpre3g37.

[73]- Colette Besombes ; (2008Lontribution a I'étude des phénomeénes d’extraction
hydro-thermo-mécanique d’herbes aromatiques. Tteswrat de l'université de la

Rochelle ; page : 71.
[74]- Anonyme 1 ; (2008) www.websters-online-dictionary.org
[75]- Anonyme 2 ; (2012\Wikipedia.org/Wiki

[76]- Aiboud Kamal ; (2011) Etude de I'efficacité de quelques huiles essepsedl I'égard
de bruche de niébé Callosobruchus maculatus etcismpi@s traitements sur la germination

des grains de Vigna ungniculata ; Mémoire de Magish Biologie (UMMTO) ; pp : 21.

[77]- March Gea Sébastien Cereghetti, Saidi Karim, SwisGivaudan- Liceo Cantonale
Mendrisio S.A.; (2009) .Isolation et purification d’'une huile essentiellgilisée en

parfumerie ; page : 05.

[78]- Philippe Galez; (2011). Mesures Physiques Annecy — MPh2 SE3 ME3 -
Techniques spectroscopiques d’analyse / Spectroptéitie UV/visible ; pp : 7-17.



Annexe

Les microorganismes utilisés

1- Escherichia coli.

C'est I'une des espéces bactériennes les plus reorerecontrées en pathologie humaine.
Escherichia coli est l'espece type du genre Egtfiarides entérobactéries. Appelée
communément "colibacille" c.-a-d. "bacille a célpétte espéce qui a fait I'objet d'un trés
grand nombre d'études constitue le modéle desldméil Gram- aérobies. La plupart des E.
coli se multiplient rapidement (18 a 24 h) sur tedieux habituels. Les colonies ont en

moyenne 2 mm de diamétre, elles sont rondes, plasta bords réguliers. Cette bactérie est
connue depuis longtemps comme commensale du tgestidiet pathogene pour I'appareil

urinaire et qui se transmet par voie orofécale.
2- Salmonella paratyphi A.

Le genre Salmonella est caractérisé par des badilleoloration Gram, non sporulants, la

plupart du temps doués d'une mobilité propre géédes flagelles péritriches (a I'exception de
Salmonella gallinarum).La taille des batonnetsevaritre 2 et 5 um de longueur sur 0,7 a 1,5
um de largeur. lls sont aéro-anaérobies. Les Sahesnsont des bactéries de l'intestin. Chez

de nombreux sujets, elles peuvent étre présenteesdrainer de symptémes (porteurs sains).
3- Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus C'est un coque a Grdm 0,5 a 1 um de diameétre, non sporulé,
immobile, aéro-anaerobie facultatif, catalase+mfartant le glucose. C'est une bactérie
ubiquitaire, présente dans tous les milieux nasuat, poussiéere, sol, eau, égouts, vétements)
mais également chez les animaux et chez les hor@hassle plus régulierement pathogene,
d'origine humaine, animale (volaille, bovin, ovinaprin...), environnementale ou non

spécifique.



Annexe

4- Bacillus cereus

Les Bacillus sont des bacilles Grana spore de 1 a 1.2 um de large sur 3 a 7 um de lidsg
sont aéro-anaérobies facultatifs ou parfois aésadtiécts .Les souches de Bacillus cereus sont
constituées de bacilles, aux extrémités arrongj@seralement mobiles grace a une ciliature
péritriche, d'une longueur supérieure a 3 um et diametre moyen de 1,4 um, souvent
groupés en chaines. B. cereus est un germe ulgigBattérie vivant dans les sols et dans les

eaux, peut survivre dans I'environnement sous fatengpores.

5- Shigella flexneri

Ce sont des entérobactéries a tropisme exclusiviediggstif, tres proches d'E. coli. Le genre
Shigella appartient a la famille des Enterobacteaa. Les Shigella sont des entérobactéries a
Gram, immobiles, qui provoquent des dysenteries baela Les plus rencontrées sont
Shigella flexneri responsable des formes endémiaieS. sonnei. Ce sont des bactéries
strictement humaines a transmission féco-orale.nfsgd'une maladie diarrhéique aigue a
transmission direct (mains sales, porteurs sginsu..indirect (aliment ou eau de boisson

contaminés par les matieres fécales).

- Le Milieu de culture :

Gélose Mueller-Hinton : Sa faible teneur en thymine —thymidine « élémanhthiteur de
I'activité des sulfamides. » diminue les phénomeatesepousse autour des disques et permet

une meilleure détermination des diameétres d’iniabs.

Composition :

Formule théorique en g/l d’eau purifiée :
Peptones de viande « Bovin » 2g
Peptones de caséine « Bovin » 17.5¢
Fécule de pomme de terre « amidon » 1.5g
lon Ca++45a75 mg/l

lon Mg++ 20a35mg/l

Agar 179



