N° d’ordre :

REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DE L'ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

UNIVERSITE MOULOUD MAMMERI DE TIZI-OUZOU
FACULTE DES SCIENCES

DEPARTEMENT DE CHIMIE

DOMAINE : SCIENCES DE LA MATIERE
FILIERE : CHIMIE

MEMOIRE DE MASTER

SPECIALITE : CHIMIE PARMACEUTIQUE

THEME

Etude des propriéetés physico-chimiques et antibactérienne du
clou de girofle (Syzygium aromaticum).

Présenté par : REZOUG SAMIA
BOURIHANE AMEL

Evalué, le 11/10/2021, devant le Jury composé de :
Mme LOUNI DALILA MACC UMMTO PRESIDENTE

Mme HEDJAL MERIEM Professeur UMMTO ENCADREUR
Mme AIT MOULOUD LILA MACC UMMTO EXAMINATRICE







"\ Remerciements

Tout d"abord, nous remercions Diew de nous avoir accordé la force et la patience afin de
réaliser ce modeste travail.

Nous tenons a remercier notre promotrice Mme Hedjel Meriem Professeur au département
de Biologie a ["Université Mouloud Maameri de Tizi-Ouzou d avoir accepté de nous
encadré, et proposé le théme de ce mémoire.

Nous remercions [ensemble de membres du jury Mme LOUNI et Mme AIT MOULOUD
pour le grand honneur qu'ils nous font en acceptant de juger ce travail.

Nous remercions également Mme Aissaoui Fatma pour sa disponibilité, ses conseils et son
aide dans la réalisation de ce travail.

Un grand merci a Censemble de [équipe des laboratoires pédagogiques pour leur aide et leur
disponibilité, nous leur exprimons notre sincére gratitude.

Nous tenons a exprimer notre vive gratitude, a tous les enseignants du département.

Merci a tous ceux et celles qui, d’une maniére ou d une autre ont contribué de prés ou de loin

/

a la réalisation de ce travail.




Dedicace

Avec laide S ALLAH, j'ai pu réaliser ce modeste travail que je dédie

A mes trés chers parents

Aucune dédicace aussi parfaite ne serait exprimer mon affection, ma reconnaissance, ma
gratitude, mon respect les plus profonds et tout 'amour que je vous porte.
Ce travail représente le fruit de votre soutien, vos sacrifices et vos encouragements Puisse
Dieu, le trés haut, vous accorder santé, bonheur et longue vie.

A mes chers Sceurs et mes Fréres

Je vous remercier Pour votre affection, compréhension, soutien, et patience
Puisse Dieu vous garde, éclaire votre route et vous aide a réaliser vos veeux_les plus chers.

A mon support dans ma vie mon trés cher "Abdelhak "

Aucun mot ne pourrait exprimer mon amout, ma gratitude et mon respect, tu na jamais cessé
de me soutenir et de m épauler.
Tu as partagé avec moi les meilleurs moments de ma vie, aux moments les plus difficile, tu
étais toujours a mes cotés
Je remercie le bon Dieu qui a croisé nos chemins. Puisse ALLAH nous procure le bonheur.

A toutes mes amies en particulier Samia, Wissem, Zina, Driffa avec quij'ai partagé des
beaux souvenirs, je vous dédie ce travail et je vous souhaite une vie pleine de bonheur.

A tous ceux que j'aime et qui m aiment

Que ce travail soit une part de ma reconnaissance envers vous.



Dedicace

Louanges a ALLAIH le clément,
Le tout puissant qui m'a procurée la patience,
La force et le courage d'aller au bout de mon objectif

Je dédie cet humble travail avec grand amour, sincérité et fierté :

A « mes trés cher - parent s pour lous leurs sacrifices, leur amour, leur
tendresse, leur soutien et leurs prierves tout au long de mes études et
leur affection qui mont enormement aidee pour ma reussite. Avec
toute ma fidelite el tout mon amour pour Vous, je ne pourrar Jamais
egaler votre merite el je prie Dieu de me les protege.

A mes chers et adorables fréves el s@wurs, pour [Curs encouragements
permanents, leurs soutten, pour la jote et la bonne fiumeur que vous
procurez dans ma vie, je vous soufiaite une vie pleine de bonheur et de

succes et que Dieu, le tout puissant, vous protége et vous garde.

A mon cher SAID QOui na pas cessé de me conseltller, encourager et
soutenir tout au long de ce projet. Que dieu te protége el toffre la
chance et bonheur.

A mes cherves amies WISSEM FT AMFEL mes confidentes, merct pour
volre encouragemernt, vos soutien et les peaux Souvenirs, que dieu
Vous protege et vous guide vers le bonfieur et la reussite.

A toute ma famille pour leur soutien tout au long de ma vie, Que ce
travail soit [accomplissement de vos vaeux tant allegues, Merci détre
toujours (a pour mor et de m avory permis de deventr ce gue je Suls.




Liste des Figures

Figure 1 : Allure d’un giroflier de MadagasCar ...........cccovieieriineiie e e 3
Figure 2 : Les feuilles de giroflier..........cov oo 4
Figure 3 : Boutons floraux et fleurs de giroflier ... 4
Figure 4 : Clous de girofle récolté avant et aprés le SEChage .........cccoevvevveieiieci s 5

Figure 5 : Une carte géographique des principaux producteurs de clou de girofle au monde... 5

Figure 6 : Clous rose récoltés avant 1’épanouissement de la fleur.........c.occvvvveveerniievivesecnnn 6
Figure 7: Egriffage des clous aprés 1a réCOoIe ... 7
Figure 8: Séchage des Clous & MadagasCar ..........ccveueiverireiesieseee e e see e sae e 7

Figure 9: Quelques produits issus du giroflier A. Poudre de clou de girofle bio. B. Huile

essentiel bio de clou de girofle. C. Huile de cloue de girofle ..o, 7

Figure 10 :
Figure 11 :
Figure 12 :
Figure 13 :
Figure 14 :
Figure 15 :
Figure 16 :
Figure 17 :
Figure 18 :
Figure 19

Figure 20 :

Quelques exemples de spécialités contenant de I’'HE de clous de girofle.............. 10
| D8 110 5] (<) 1 LTRSS UPROTPPRPUPPTPIN 11
Quelques COMPOSES tEIPENIGUES .....c.vvevererierieeetesie et 12
Structure de quelques dérivés de phénylpropane ..........ccoceeeerereienesereseseneeenes 12
Entrainement a la vapeur d’eau ascendante et descendante .............ccevveriieerinnnne. 13
Montage d’extraction assisté par MiCro-0ONdeS ..........cceverrerereiesieneseese e 15
Bourgeons de clou de girofle Sec ULIliSE...........ccooeiiiiiiiiiiii e, 23
Clous de girofle DIOYE ..o e 23

Montage d’hydroditillation type CIEVENGEY .......ccoiiiiiiiiiie e 24

2 SPECLrOPNOtOMELIE IR .....oiciiieice e 26

Détermination de 1’INdICE A aCIAE ....ovvvvvvreeee ittt r e e a s 29



Figure 21 :

Figure 22

Figure 23 :

Figure 24 :

Détermination de I’indice de Saponification ............cccevcveiiiiiienic i 30
> Infusion de poudre des clous de gIrofle.........cccviiiiiiii i 31
Protocole des tests microbDiOlOgIQUES ........ceeiviiiieeiieeie e 33

Spectre IR de ’HE de clou de girofle..........cccooviiiiiiiiie 38



Tableau 1 :

Tableau 2 :

Tableau 3 :

Tableau 4 :

Tableau 5 :

Tableau 6 :

Tableau 7 :

Tableau 8 :

Tableau 9 :

Tableau 10

Tableau 11 :

Tableau 12 :

Tableau 13 :

Tableau 14

Liste des Tableaux

Classification botanique de Syzygium aromatiCum .........ccceevveevvesiiiereesiieesineeineens 2
Dénomination national du syzygium aromatiCum ...........cccceeeeveeveiieseereseeseenns 3
Composition majeur de I’huile essentielle de Syzygium aromaticum.................... 19
Liste des souches microbiennes ULITISEES..........covveiiiiniiiiiiee e 26
Caractéristique organolePLiQUE .........ccvevuveieiiereeie e 34
Résultat du rendement d’HE de I’espéce Syzygium aromaticum.............ccccveuvenee. 34
Résultat de la densité de I’huile essentielle de Syzygium aromaticum .................. 35
Résultat du pH d’HE de Syzygium aromatiCum............cccevvvevverieseeneerieseesneeennns 35
Résultat de I’indice d’acide de I’espéce Syzygium aromaticum ..............cccceveneen. 36
: Résultat de I’indice de saponification d’HE de clou de girofle .............cccoc........ 36

Indice de saponification d’huiles VEQEtales ...........ccooevereiriieiiiine e 37

Résultat de I’indice d’ester d’HE de clou de girofle...........cccooooeiiiiiiiiicien, 37

Résultats des testes phytochimiques de clou de girofle.........c.cccoeeiiiiiiieinennn, 40

: Résultats des aromatogrammes de I’HE de Syzygium aromaticum ..................... 41



Liste des Abréviations

AFNOR : Association Frangaise de Normalisation.
UMMTO : Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.
IR : indice de réfraction.

HE : Huile essentielle.

d3): Densité relative a 20°C.

g : Gramme.

MH: milieu de Mueller Hinton.
IA : Indice d’acide.

IS : Indice de saponification.
IE : Indice d’ester.

Kg : Kilogramme.

UV : Ultraviolet.

IR : Infra Rouge.

ul : Microlitre.

% : Pourcentage.

pH : Potentiel hydrogéne.

°C : degré Celsius.

T : température.

h : heure.

mn : minute.

mm : millimetre.

nm : nanometre.



] 8 o 18 od [ o OSSR 1
1. Etude Bibliographique
Chapitre 1 : Etude de la plante

1.1, HisStoire de GIrOTIIEr ...cc.veeiee e 2
1.2. DeSCrIPtION DOTANIQUE .....c.voiiiiiiiieiiieeee bbbt 2
1.2.1. CIASSITICALION ...ttt ettt ettt et sb e aeene e 2
1.2.2. Description MOrphOIOGIGUE..........couiiieiiieiere e 3
1.3. Origine / Répartition geographigUE..........c.coveieiiieiie it se et 5
I UL (] (=N A 100 L ST 6
1.5. Utilisation des produits de giroflier...........covi i 7
1.5.1. Dans le domaing MEAICAL .........c.cuiiiiriiiieiese e 7
I 0 O T I [T 0 S =P P PSR 8
TN I Vo] 40 1L 1=T T o =SSR 8
1.5.1.3. EN MEAECINE VELEIINAITE .....cveiviiieeiieiieieie sttt ettt sreens 8
1.5.2. Dans le domaine d’agriCulture .............ccveiiiiiiiiiieiiii e 9
1.5.3. Dans le domaine de 1’alimentation............ccceeiiiiiiiiiiiiiee e 9
1.5.4. Dans le domaine cosmeétique et ParfUMErie .........cccocveveiieieeie s 9
1.5.5. Dans le domaing CUNINAITE ........couiiiiiiiie et 9
1.5.6. AULIES UOMAINES .....uiiuiiiiiteiti ittt bbbt b et e bbb bbb e e s e e 10
Chapitre 2 : L’huile essentielle du clou de girofle

1.1, LeS NUIIES @SSENTIEIIES ........oviieiiieiiece e 11
1.1.1. Définition des huiles €SSENLIENIES ..........cccevviiiieieieee e 11
1.1.2. Composition chimique des huiles essentielles ...........cccooveiieiiici i, 11
1.1.2.1. LeS COMPOSES TIPENIGUES. .. ..ueerrereerreeteasiesieesteeseesreesseaseesseessesssesseessesssessesssesssessenssenns 11
1.1.2.2. LeS COMPOSES ArOMALIGUES .......eeveerreirieireeiesteesteeeesteesteeeesteesteeseesteesteeeesseesreensesseessens 12
1.1.2.3. CompOSES A’ OTIZINES AIVETSES ...uvvveiuirieiiiieiiieesieeesiteeesiteessibeesssreessseesssreesbreessreesnseeens 13
1.1.3. Procédés d’obtenir les huiles eSSentielles. ..o 13
1.1.3.1. Distillation par entrainement & 1a VAPEUT ..........cccoviieieiiie i 13
1.1.3.2. HydrodiStiIatioN.........c.ooiiiiieciie e 14
1.1.3.3. L’extraction par SOIvant OTZANIQUE ........c.eevruvieririeiiieeesiieesiiessireessiresssieeesiressseeesseeens 14

1.1.3.4. Extraction assiStes par MICrO-0NUE. .........cccvvrveierierierie e 15



1.1.3.5. L’extraction par 1€ UltraSomns .........c.covueriiiiiieniiiiesieeie e 15

1.1.4. Caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles..........c.cccvvvveiieiviiciienenn, 16
1.1.4.1. DENSIté relative G20 .........coovvveiriesrriessiesres s s 16
1.1.4.2. Indice de réfraction nzdo ................................................................................................. 16
1.1.4.3. Miscibilit€ @ I’€thanol............ccueiiiiiiiie e 16
1.1.4.4. Indice d’acide TA ......ooii ittt e e 16
1.1.4.5. Indice de SapoNIfiCAtION IS........ccooiiiiiiiiiieie e 17
1.1.4.6. INdice d’StET IE ....ooviiiiiiie ittt rna e 17
1.1.5. Etude qualitative et quantitative de I’huile essentielle ...........covvriririeneneneniseceeee, 17
1.1.5.1. SPectroSCOPIE INFrArOUQE ......vviivii ettt e s 17
1.1.5.2. Analyse par spectroscopie UV-VIiSiDIe .........cccoveiiiiiiiiie e 17
1.2. L’Huile essentielle du clou de girofle ... 18
1.2.1. Composition chimique de clou de girofle ..., 18
1.2.2. Propriétés biologiques de I’huile essentielle clou de girofle...........c.cccooviiniiiiiiien, 19
1.2.2.1. ACLIVItE anti-DACEITENNE .......oiuiiiiiieieie bbb 19
1.2.2.2. ACHIVITE @NTIVITAL.....cviieiieii ettt 19
1.2.2.3. ACHIVItE aNtITONGIGUE ... .ccveiieitieie ettt re e 20
1.2.2.4. ACHIVItE @NtIPArASIAINE ........ceiieierieieie ettt reene e 20
1.2.2.5. ACHVItE aNtIOXYUANT ......eoviiiiiiee ettt ae e sre e e e 20
1.2.2.6. Activité anti-inflammatoire ..........ccooereieii i 21
1.2.2.7. Activité antithrOmMBOTIQUE ........ccoveiieiiee e 21
1.2.3. Toxicité de I’huile essentielle du clou de Girofle .........ocooviiiiiiiiiiieiii e, 21
1.2.4. Conservation de I’huile essentielle clou de girofle ..o, 22

2. Matériel et méthodes

2.1, ODJECHIT U trAVAIL......vi i e 23
P T (- T P RSPSSS 23
2.2.1. MALEIIEl VEQELAL.......c.ei et et e e e e e nre s 23
2.2.2. EXEFACTION ...ttt sttt ettt e b e st e e bt e sbe et e e neenteenbeeneenre s 24
2.2.3. Etude analytique de I’huile essentielle de Syzygium Aromaticum ...........cccoevvevveieieennnn 24
2.2.3.1. CalCul de reNUEMENT.......eeiiiie ettt e sneenneas 24
2.2.3.2. Les analyses phySiCO-ChIMIQUES ........ccuoiiiiiiiiiiece et 25
2.2.3.2.1. Caractéristiques organoleptiQUES...........ccoeirirriirirenieeses et 25

2.2.3.2.2. LA UBNSITE ... ettt ettt e e e et e ettt e e e e e e e e e e 25



2.3.3.2.3. MBSUIE TU PH ...t b bbb 25

2.2.3.2.4, °INAICE A’ ACTAC. ...cuvvieiiiieiiii ettt 25
2.2.3.2.5. L’indice de SapOnifiCaAtiON .......ccueiiiiieiiiiiiiieieie e 25
2.2.3.3. ANalySes SPECIIOSCOPIGUES ... .eveereerresieeieeseesteesteeseesseesaeesesseesteeseesseesraeseeneesseensesneesreas 25
2.2.3.3.1. Spectroscopie INfrarouge (IR) ...c..ooviiiiiiiieeee e 25
2.2.4. Mateériel MiCroDIOIOGIQUE .........eeiiieie ettt nre s 26
2.2.4.1. SOUCHES DACIEIIENNES. ... ..ecvieeieieiee ettt 26
2.2.4.2. MIIEU 08 CUITUIE ...ttt bbbt 26
2.3 IMBTNOUES ...ttt sttt ettt neene e neens 27
2.3.1. Extraction de I’huile essentielle de clous de girofle.........covvviiiiiiiiiiiiii i, 27
2.3.2. Analyses phySICO-CRIMIQUES ...........coiiiiiiiiieiee e 27
2.3.2.1. La densité relative d27 ... 27
2.3.2.2. MIESUIE AU PH ...t 28
R T TR U T § (o1 - Tl Ta (<SR 28
2.3.2.4. Indice de SAPONITICALION ........ceiiiiiiiieiie ettt nne s 29
2.3.2.5. INAICE A @STOT .vviiiuiiie ittt ettt b e b s bt e et e e nnnes 30
2.3.3. Screening PRYLOChIMIQUE...........oiiiiiieiie e 30
2.3.3. L INFUSTON. .. bbbttt bbb bt 30
2.3.3.2. LS FIAVONOTUES. ... .eveeieieiceie ettt sttt et et sreesteeaesneenneas 31
2.3.3.3. LS SAPONOSIAES .....vevieieeieeriesieeie ettt ettt e et e e te et esreesbeeseessaesseeneennaesteeaeanaenneas 31
2.3.3.4. LS TANINS ..ottt sttt ettt et se et e et e e ne e e re et e enteeneesreenteeneenneas 31
2.3.3.5. LS TEIPENOIAES .....vevieiieie ettt te et et e e esseeste e s e nneestaeeeenaenneas 32
2.3.3.6. LS STEIOIES ...ttt ettt re e e 32
2.3.3.7. LS AICAIOTUERS ...ttt bbb 32
2.3.4. Etude de 1’activité antibaCteriCNNe ..........ccccvveeiieeeiiieeiiieesieeesiiee e e s e e esae e sieeesaaeeeneeas 32
2.3.4.1. Méthode de diffusion sur disques (aromatogrammes) ...........ccoevrereerererereereseseeennen. 32

3. Résultats et discussion

3.1. Description de I’huile essentielle de clou de girofle ..........cccoovvviiiiiiiiiiis 34
3.1.1. Caracteristiques OrganOlePLIGUES. ........cueirerieirerieieerie et 34
3.2. Les analyses de I'huile eSSentielle..........ccoviiiiiiiiiiiiiiiiicsiense e 34
3.2. 1. RENUEIMENT. ...ceitiieeie bbb ettt n e anes 34
3.2.2. ANAIYSES PRYSIQUE ...t e 35
3.2.2. 1. LA GBNSITE ... 35

3.2.3. ANAIYSES CRIMIQUES......c.eiiiiiitieiti ettt sttt et e e nneas 35



3.2.3.1. CONLIOIE AU PH ..ottt 35

3.2.3.2. LeS INAICES CNIMIQUES ....veivveiieeiecieeeieeie st e sttt e ste e ste e ste e e s esraeeesneesnaeneesnaenneas 36
1720 TP R 0 11 T | (T« ATt o (< SR 36
3.2.3.2.2. L’indice de SaponifiCatiOn ........ccueeiiiuiiiiiiiiiiiiesiieesieeesiee st siee e 36
I 00 TR0 TR D 11T | (T« AT 1 oSSR 37
3.2.4. Analyse par spectroscopie Infra ROUGE (IR) ....cvviveiiiieiiece e 38
3.3. Etude PhYtOCRIMIQUES ......c..iiiiiiiieee et 39
3.4. Evaluation de 1’activité antibaCtEriENNE ...........c.vvveeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeer s e e e eeeean 41
(0] 0 [od 11 5] o] o SO SPRTPRPRTRPRR 43

Références bibliographiques
Annexe
Reésumé



Introduction



Introduction

Les plantes s'imposent sur la planete par leur aspect, leur exubérance et leur mystere.

A travers des ages, ’homme s’est toujours servi des plantes pour subvenir a ses
besoins pour : se nourrir, se vétir, se loger, se chauffer, se parfumer....mais aussi pour
maintenir son équilibre, soulager ses souffrances, préserver et soigner les maladies qui nuisent
a sa santé.

Les épices et les plantes aromatiques et médicinales sont caractérisés par la
biosynthése de molécules odorantes qui constituent ce qu’on appelle les huiles essentielles.
Elles sont issues de la sécrétion naturelle élaborée dans les différentes parties de la plante : la
fleur, la feuille, le fruit, I’écorce... La composition chimique des huiles essentielles est tres
complexe, les principaux constituants sont les terpenes et composants aromatiques, on y
retrouve également, et en faibles concentration des Cétones et des coumarines volatils. C’est
la nature chimique du composé majoritaire (Phénol, Alcool, Aldéhyde, cétone....) qui joue un
role prépondérant dans 1’efficacité de leurs activités biologiques [1].

Du genre syzygium est un membre important dans la famille des Myrtacées. Le
bouton floral du giroflier est d’origine Madacascar, iles Moluques en Indonisie, et possede
une odeur caractéristique et une saveur chaude et piquante. la plante renferme 15 a 20%
d’huile essentielle extraite a partir des boutons floraux, 1’essence renferme 70 a 85% Eugénol.

Les propriétés principales du clou de girofle sont antiseptiques et analgésiques. Mais
cette Huile Essentielle posséde également des propriétés antibactériennes, antivirales et
antifongiques [2].

L’objectif de notre travail est de caractériser I’huile essentielle de clou de girofle et
tester son activité antibactérienne.

Pour cela notre travail s’est porté sur trois parties distinctes :

Dans la premiére partie, nous abordons 1’¢tude bibliographique par la présentation du clou de
girofle, généralit¢ sur les huiles essentielles, les méthodes d’extraction, ainsi les

caractéristiques et propriétés de 1’huile essentielle de clou de girofle et son usage.

La deuxiéme partie décrit le matériel et les méthodes avec une présentation des techniques
d’extractions, détermination de la composition chimique, les caractéristiques physico-

chimiques de I’huile essentielle ainsi que propriété antibactérienne.
Les résultats et leurs discussions sont abordes dans la troisieme partie.

Enfin, nous achevons ce travail avec une conclusion.
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Chapitrel Etude de la plante

1.1 Histoire de giroflier

Le Giroflier, Syzygium aromaticum ce que 1’on nommera « clou de girofle » étais déja connus
des chinois plus de deux siécles avant 1’eére chrétienne, a cette époque lorsque les officiers de
la cour étaient invités a s’adresser a leur souverain, il fallait se rafraichir I’haleine en machant

quelques clous, le « hi-sho-hiung ». Mais cette plante n’était pas indigéne a la chine pourtant.

Il a commencé a apparaitre en Europe vers le 1V® siécle lorsque ’empereur Constantin, le
nouveau chrétien offre au pape Sylvestre de nombreux vases d’or et d’argent, d’encens et

d’épices parmi les quelles 150 livres de clous de girofles [3].

La culture du giroflier fut longtemps confinée presque exclusivement en Indonésie et elle était
contr6lée par les Hollandais. Aujourd’hui, Zanzibar deviendra I’un des plus importants

centres de production (fin XVIIleme), puis viendra le tour de Madagascar et de I’Indonésie
[4].

1.2 Description botanique

1.2.1 Classification

La classification du clou de girofle est présentée dans le tableau 1.

Tableau 1 : Classification botanique de syzygium aromaticum [5] [6] [7].

Nom botanique Eugenia caryophyllata
Régne Plantea
Sous-régne Tracheobionta
Embrochement Magnoliophyta (=phane)
Sous-embrochement Magnoliophytina (=angiospermes)
Ordre Myrtales
Famille Myrtaceae
Sous-famille Myrtoideae
Classe Angiosperme
Sous-classe Tiporées
Genre Syzygium

Espéce Syzygium aromaticum
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- Caryophyllus aromaticus L.(1753)
- Eugenia caryophyllata Thunb.(1788)
- Eugenia caryophyllus Spreng.(1825)
Synonymes - Eugenia aromatica (L.) Baill.(1876)
- Jambosa caryophyllus (Thunb.) Nied. (1893)
- Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry, (1939)

La dénomination nationale du clou de girofle est présentée dans tableau 2.

Tableau 2 : Dénomination national du syzygium aromaticum [8].

Nom commun Giroflier
Francais Clou de girofle, Giroflier
Anglais Clove

Arabe Kourounfoul (J_alt)
Allemand Nelke
Espagnol Clavo de especia

Italien Garofano
Portugais Cravinho, cravo da India

1.2.2 Description morphologique
Le giroflier est un arbre de la famille des Myrtacées, qui pousse uniquement dans les pays

tropicaux [9].

C’est un arbre a feuilles persistantes avec une hauteur moyenne de 10 a 12 métres (figure 1),

qui peut atteindre une hauteur de 20 métres, avec un port pyramidal et un tronc gris clair [10].

Figure 1 : Allure d’un giroflier de Madagascar [11].
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Ses grandes feuilles sont pétiolées, coriaces, elliptiques a lancéolées, de 9 a 12 cm de long sur
3,5 a 4,5 cm de large (figure 2); leur limbe est ponctué de nombreux points correspondant aux

poches sécrétrices.

Figure 2 : Les feuilles de giroflier [11].

Les fleurs sont regroupées en cymes terminales en forme de parapluie divisé en 3 partie, de 10
a 14 mm de long (figure 3), elles sont de couleur pale et deviennent progressivement verts,

apres elles se développent en un rouge vif, lorsqu'ils sont préts a étre collectés [12].

Figure 3 : Boutons floraux et fleurs de giroflier [11].

Les clous de girofle sont récoltés de 1,5 a 2 cm de long, elles sont constituées d'un long calice
et se terminant par quatre sépales et quatre pétales non ouverts qui forment une petite boule

au centre [13].

Lorsque la fleur a été fécondee, elle se transforme en une sorte de baie brun-violacée,

charnue, contenant une graine assez volumineuse (figure 4) [14].
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[
Figure 4: Clous de girofle récolté avant et apres le séchage [11].
1.3. Origine / Répartition géographique

Le clou de girofle est originaire de 1’ Archipel des Moluques (Indonésie) [15], le giroflier est
largement cultivé dans les régions tropicales, ils sont cultivés a Madagascar ; qui est le
principal et le premier exportateur mondial. Il couvre environ 37 000 hectares de superficie,
c’est le second pays producteur (10-15 000 T) [16], ainsi que dans I'ouest de I'Inde, @ Sumatra,
aux Antilles, a la Réunion, a I’ile Maurice, aux Seychelles, en Tanzanie, Malaisie, Sri Lanka
et au Brésil (figure 5) [17].

Figure 5: Une carte géographique des principaux producteurs de clou de girofle au monde [18].
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1.4. Culture et récolte

Le giroflier est cultivé par semis au printemps ou par bouturage en été. Il est cultivé deux fois
par an [19], comme beaucoup d’autres plantes de la famille des Myrtacées. Il préfére un sol
volcanique riche, peu humide, bien drainé et abrité, dans des régions équatoriales dont le
climat est chaud et humide. Les graines doivent étre placées a quelques centimétres de

profondeur et espacées par 30 cm, et ils doivent étre fréqguemment arrosés.

Lorsque la plante a 1 m de hauteur il faut 1égérement I’ombrager durant les premiers mois. A
I’age de 6 ans il peut atteindre 7 métres de hauteur. Il nécessite beaucoup d’ensoleillement et

un arrosage par temps sec afin d’étre productif [8].

Figure 6: Clous rose récoltés avant 1’épanouissement de la fleur [11].

Aprés six a huit années de mise en culture, les fleurs deviennent rose-orangé de 1 cm de
longueur. lls doivent étre récoltés avant la chute de la corolle (deux fois par ans en juillet a
décembre). Les clous sont égriffés pour eliminer les pédicelles floraux (figure 7), puis ils sont
séchés au soleil sur des nattes ou au four pendent trois jours et ils deviennent durs et prennent
une couleur brun rouge (figure 8). La récolte s’effectue a la main (de 3 a 4 kg par arbre). Le

stockage doit se faire dans un endroit ventilé et sec et I’emballage doit étre aéré [20].
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Figure 7: Egriffage des clous aprés la récolte [11]. Figure 8: Séchage des clous a Madagascar [11].

1.5. Utilisations des produits de giroflier

Le girofle est un arbre a deux produits, il a la particularité par rapport a d’autres plantes a
épices ; les boutons floraux qui donnent I’huile essentielle et 1’essence produite par
distillation des feuilles, ce qui fait que les domaines d’usages et les produits issus sont trés

variés (figure 9) [21].

A B C

Figure 9: Quelques produits issus du giroflier [21]

A. Poudre de clou de girofle bio. B. Huile essentiel bio de clou de girofle. C. Huile de clou
de girofle.

1.5.1. Dans le domaine médical

L’essence et I’HE du clou de girofle est tres utilisée en pharmacie, en médecine humaine et

vétérinaire et par les dentistes pour ses différentes et divers propriétés thérapeutiques [22].
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1.5.1.1. En dentisterie

Pendant de nombreuses années, le girofle été frequemment utilisé par les chirurgiens
dentistes, a cause de ses propriétés anti-infectieuses, analgésiques et anesthésiant permettaient
de soulager rapidement le patient. L’eugénol qui est le principal constituant de son HE est
toujours utilisé par les dentistes, il se retrouve couplé a 1I’oxyde de zinc pour la pose provisoire
de couronnes dentaires, ou lors de petites complications douloureuses [23]. Le clou de girofle
inhibe aussi préférentiellement le Streptococcus mutans qui est la bactérie responsable des
caries, d’ou I’emploi du clou de girofle dans des dentifrices ou les bains de bouche est donc

justifié pour lutter contre la plaque dentaire et 1’apparition de caries [24] [25].

1.5.1.2. En aromathérapie

Le giroflier et son huile essentielle de ces boutons floraux possédent de trés nombreuses et
différentes  caractéristiques et  propriétés  médicinales et  pharmacologiques.
Traditionnellement, ils étaient utilisés en aromathérapie pour le traitement des maux de dents,
de la bouche, de la gorge, de I’inflammation de la muqueuse buccale, de la mauvaise haleine
et en cas de regles douloureuses et comme un tonique utérin dans la préparation a

I’accouchement.

En usage externe contre le rhumatisme, les douleurs musculaires, la sciatique et anesthésiant
local dans les soins des plaies et pour soigner 1’acné etc. En usage interne, il est utilisé comme
antispasmodique qui permet de soulager les problémes de digestion : lenteur, ballonnements,
douleurs, spasmes digestifs etc, les études ont montrés que le Syzygium aromaticum peut étre
fonctionné comme un agent antiulcéreux et purgatif et un agent gastroprotecteur, il a un effet
anti-diarrhéique. Un stimulant général, physique et intellectuel, il redonne la vitalité et
I’énergie [26] [27] [28].

1.5.1.3. En médecine vétérinaire

L’infusion de clous de girofle administrée par voie orale inhibe significativement la
progression du cancer de poumon chez 1’animal [29]. Ainsi que I’eugénol de I’HE de clou de
girofle offre une option intéressante pour induire une anesthésie et de 1’analgésie chez les
amphibiens et chez les poissons et pourrait présenter des avantages anesthésiques

intéressantes comme un temps d’induction réduit chez les rats et les souris [30].
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1.5.2. Dans le domaine d’agriculture

En agriculture, I’huile essentielle de clou de girofle & un effet herbicide, et protecteur il
protege les plantes contre les champignons [31], et il posséde un effet insecticide sur les

charancons nuisibles des grains en stocks [32].
1.5.3. Dans le domaine de I’alimentation

Les clous de girofle sont connus par ses propriétés antibactériennes, pour cela ils étaient

utilisés pour conserver les aliments, notamment la viande [33].

Et grace aussi aux girofliers, aujourd’hui la production de vanilline de synthese a pu se

développer ; La vanilline est la molécule présente dans 1’ar6me de la vanille [34].
1.5.4. Dans le domaine cosmétique et parfumerie

La propriété odoriférante de son huile essentielle confére une consommation importante en
parfumerie et en cosmétique. Le parfum que dégagent les clous de girofle est souvent utilisé
en parfumerie. Il permet d’apporter une note orientale, boisée et épicée, Ce sont toujours des

parfums chauds, classiques...

Quelques exemples de parfums contenant des notes de girofle : Gentleman de Givenchy ®,
Kenzo Jungle ®, Coco Chanel ®, Miss Dior ®, Opium de Yves Saint Laurent ® [11].

L’essence des feuilles de giroflier servent aussi a la production des savons et la préparation

des pates dentifrices, vernis etc. [35].

1.5.5. Dans le domaine culinaire

C’est un épice utilisée dans de nombreuses cuisines orientales ou occidentales, c’est un
ingrédient indispensable a la plupart des currys, du pain d’épices ou de la choucroute, utilisé

en infusion avec le thé [12].

Les clous de girofle en poudre, servent a aromatiser les conserves de légumes, le chou rouge

ou la choucroute, les compotes de pommes et autres fruits [36].
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1.5.6. Autres domaines

Production de Kreteks : Une grande partie de la production mondiale de clou de girofle sert
a la fabrication des «kreteks», qui sont des cigarettes traditionnelles indonésiennes composées
d’un melange de tabac et de clous (60% tabac, 40% girofle) [37].

En pharmacie : L’industrie pharmaceutique emploie 1’huile essentielle du clou de girofle
sous différentes formes ; sprays assainissant pour purifier I’atmosphére, sprays pour la gorge,
créeme gels antalgique chauffante, traitements antiseptiques des voies respiratoires, bains de
bouches, lotion, antipoux, pastilles, gélules, dentifrices...etc. Ces préparations répondent a la

reglementation des médicaments a base de plante.

Quelques exemples de spécialités contenant de I’'HE de clous de girofle :

- Aromasol® (Naturactive®) : médicament en solution pour inhalation par fumigation.

- Gouttes aux essences® (Naturactive®) : solution buvable en cas d’affection bronchique
aigle bénigne.

- Baume Aroma® (Mayoly-Spindler®) : créme antalgique d’action locale.

- Nazinette du Dr Gilbert ® (Pharma Développement®) : pommade nasale pour le traitement
des affections rhinopharyngees.

- Baume du tigre et baume chinois : baume en cas de douleurs musculaires ou articulaires
[11].
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Figure 10 : Quelques exemples de spécialités contenant de I’HE de clous de girofle.
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Chapitre 2 L’huile essentielle du clou de girofle

1.1. Les huiles essentielles
1.1.1. Définition des huiles essentielles
v Selon la pharmacopée européenne

Ce sont des "produits odorants, généralement de composition complexe, obtenus a partir
d’une matiére premiére végétale botaniquement définie, soit par entrainement par la vapeur

d’eau, soit par distillation séche, ou par un procédé mécanique approprié sans chauffage”.
v Selon la norme 1SO 9235

« produit obtenu a partir d’une matiere premicre naturelle d’origine végétale, soit par
entrainement a la vapeur d’eau, soit par des procédés mécaniques a partir de I’épicarpe de
fruits de citrus (agrumes), soit par distillation seche, aprés séparation de I'éventuelle phase

aqueuse par des procedés physiques. »
1.1.2. Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes pouvant contenir plus de 300 composés
différents. Les composants comprennent deux groupes d'origine biosynthétique distincte. Le
groupe principal est composé de terpénes et l'autre de constituants aromatiques et

aliphatiques, tous caractérisés par un faible poids moléculaire [38].
1.1.2.1. Les composés Terpéniques

Les terpenes sont des molécules organique constituées par un multiple de 5 atomes de
carbones de formule générale (CsHig), avec n=1 La molécule de base est I’isopréne (figurell)
[39].

Suivant les valeurs de n, on a les hémiterpénes (n=1), les monoterpénes (n=2), les
sesquiterpénes (n=3), les triterpénes (n=6), les tétraterpenes (n=8) et les polyterpenes. Les

constituants des huiles essentielles sont tres variés. [40]

Figure 11 : L’isopréne. [40]

11



Chapitre 2 L’huile essentielle du clou de girofle

Monoterpénes

OoH
H2C CH3

Limonene Camphre Thymol

Sesquiterpenes

a-Humuléne B-Caryophilléne a-Bisabolol

Figure 12 : Quelques composés terpéniques

1.1.2.2. Les composés aromatiques

Les composés aromatiques des huiles essentielles sont principalement des dérivés du
phénylpropane (figure 13), cette classe comporte des composés odorants bien connus comme
la vanilline, I'eugénol, I'anéthole, I'estragole et bien d'autres. Ils sont davantage fréquents dans
les huiles essentielles d'Apiaceae (persil, anis, fenouil, etc.) et sont caractéristiques de celles

du clou de girofle, la vanille, la cannelle, le basilic, I'estragon etc. [41].

= " \CO,CH, =

OCH3

OH CHs

Meéthylchavécol ou

Eugénol Z-cénnamate de méthyle
estragol

Figure 13 : structure de quelques dérivés de phénylpropane [38].
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1.1.2.3. Composés d’origines diverses

Il existe un nombre non négligeable de composés volatils issus de la dégradation de terpenes
non volatils. Les composés d’origine variée de faible masse moléculaire, entrainables lors de
I’hydro- distillation, sont des hydrocarbures aliphatiques a chaine linéaire ou ramifiée porteurs

de différentes fonctions [42].
1.1.3. Procédés d’obtenir les huiles essentielles
1.1.3.1. Distillation par entrainement a la vapeur

Distillation par entrainement a la vapeu, c'est la méthode la plus acceptée pour la production a
grande échelle d'huiles essentielles et I’un des procédés d’extraction les plus anciens [43].
Dans ce systeme d’extraction, le matériel végétal est soumis a I’action d’un flux de vapeur
descendant ou ascendant sans macération préalable (figurel4). Le plus souvent, de la vapeur
d’eau est injecté au bas d’une charge végétale. Les vapeurs chargées en composeés volatils
sontcondensée avant d’étre décanté et récupérées dans un essencier (vase de décantation pour
les huiles essentielles) [44].

arrivée de
vapeur d'eau

N

|
vapeur d'eau saturée en
composés aromatique

réfrigérant matériel

in 3 veégé i
serpentin a w végéal
eau

-

3
B

*
T
(rotxoc,o,\(' 4’::02
b condenseur

v NIK 240
¢ AV . v o0

d A

s : . - . § )
arrivee 'de vapeur d'eau i b= huile essentielle huile essentielle
vapeur d'eau recondensé

Entrainement a la vapeur d'eau Hydrodiffusion

Figure 14 : Entrainement a la vapeur d’eau ascendante et descendante [45].
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1.1.3.2. Hydrodistillation

L'hydrodistillation, proprement dite est la méthode normées pour I’extraction des huiles
essentielles et le contrble qualité. [44] Son principe consiste & immerger directement le
matériel végétal a traiter (intact ou éventuellement broy¢) dans un alambic rempli d’eau qui
est ensuite porté a ébullition a pression atmosphérique. Les vapeurs sont condensées dans
réfrigérant et I’huile essentielle se sépare de I’hydrolat par différence de densité [46].

A I'heure actuelle, l'appareil Clevenger semble étre le séparateur d'huiles essentielles le plus

couramment utilisé [43].
1.1.3.3. L’extraction par solvant organique

L'extraction par solvant organique est la technique la plus courante et la plus économique
pour extraire les aromatiques dans l'industrie de la parfumerie moderne. Le principe de
I'extraction par solvant est que Les matieres premiéres sont immergées et agitées dans un
solvant capable de dissoudre les composés aromatiques souhaités. Les composants des
matériaux solides se déplacent vers le solvant. Ainsi, I'extraction par solvant du matériel
végétal entraine le transfert de masse de principe actif soluble (ingrédient médicinal) vers le

solvant, et ce dans un gradient de concentration.

En général les solvants utilisés sont non aqueux : le benzéne, I'hexane, les alcools éthyliques,

I'acétone et I'éther de pétrole, etc. [47].
Mais le solvant choisi doit répondre a de tres nombreuses exigences :

e ¢&tre non miscible dans 1’eau, car le cas contraire rendrait impossible la séparation entre
I’eau, le solvant et I’huile essentielle ;

e avoir une température d’ébullition basse afin d’étre facilement et rapidement éliminé apres
I’opération d’extraction, par évaporation sans

e [D’application d’une température élevée qui pourrait altérer la qualité du produit final ;

e étre suffisamment puissant pour dissoudre les molécules responsables du parfum, mais
sans extraire les autres molécules inutiles dans la composition du parfum, comme les
pigments par exemple ;

e ctre liquide a la température et la pression sélectionnées pour I’opération d’extraction, tout
en étant ininflammable ;

e étre non réactif avec les composants du produit final [48].
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1.1.3.4. Extraction assistés par micro-onde

L’extraction assistée par micro-onde est une méthode utilisée pour I’extraction des molécules
aromatiques volatiles issues des matieres végétales (figure 15) [49].

Son Principe consiste a chauffer par micro-onde la matrice végétale immergée dans un solvant
trés absorbant (tel que méthanol) pour I’extraction des composés polaires ou dans un solvant a
faible absorption (tel que le n-hexane) pour I’extraction des composés non polaire. Le
mélange (matiere végétale +solvant) est chauffé pendant de courtes périodes, sans atteindre le
point d'ébullition, suivi d'étapes de refroidissement. Lorsque les glandes oléiféres de la plante
sont soumises a un stress thermique sévére et a une haute pression localisée, comme dans le
cas du chauffage aux micro-ondes, la pression qui s'accumule a l'intérieur des glandes dépasse
leur capacité d'expansion, ce qui provoque leur rupture plus rapidement. Les métabolites
libérés sont dissous dans le solvant organique et sont ensuite séparés par extraction liquide-
liquide [50].

Réfrigerant ———————————

Huile essentielle

Phase aqueuse — |

\
Matériel Végétal —7 \

Four Micro-ondes ——

Figure 15 : Montage d’extraction assisté par micro-ondes [51].

1.1.3.5. L’extraction par les ultrasons

Les ultrasons sont des ondes mécaniques capables de se déplacer dans un milieu élastique a
une fréquence supérieure a la limite maximale d’audibilité de I’oreille humaine (16 kHz). Les
ultrasons de puissance fonctionnant & une intensité entre 20 et 100 kHz sont utilisés pour

I’extraction des ardmes et bien d’autres molécules des plantes [52].Le principe de la technique
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repose a la fois sur phénomene cavitation qui est la formation de bulles d’air ou de vapeur

liquide a la suite d’une propagation d’une onde ultrasonore dans milieu d’extraction [53].

Les bulles vont imploser a coté de la surface solide (le matériel végétal) et provoquer la
rupture des membranes des cellules qui libérent leur contenus a I’extérieur Puisque les
glandes des huiles essentielles sont généralement présentes a la surface des plantes
aromatiques, lI'implosion des bulles de cavitation détruit les glandes qui libérent I'HE dans le

milieu environnant [52].
1.1.4. Caractéristiques physico-chimiques des huiles essentielles

(Selon la norme AFNOR)

1.1.4.1. Densité relative dgg (NFT75-111/I1SO)

La densité relative a 20°C d’une huile essentielle est le rapport de masse d’un certain volume

d’huile essentielle a 20°C a la masse d’un égal volume d’eau distillé a 20°C.
1.1.4.2. Indice de réfraction nzdo (NFT 75-112)

L’indice de réfraction d’une huile essentielle est le rapport entre le sinus de 1’angle de
d’incidence (01 ) et le sinus de 1’angle de réfraction (0r ) d’un rayon lumineux de longueur
d’onde déterminée passant de ’air dans I’huile essentielle maintenue a une température
constante. La longueur d’onde spécifiée ou de référence est A= 589.3 £ 0.3nm et la

température de référence est de 20°C d’ou la notation précédente.
1.1.4.3. Miscibilité a I’éthanol (NFT75-101)

Un huile essentielle est dite miscible a V volume et plus d’éthanol de titre alcoométrique
déterminé, a la température de 20°C, lorsque le mélange de un volume de I’huile essentielle
considérée avec V volume de cet éthanol est limpide et le reste aprés graduelle d’éthanol de
méme titre, jusqu’ & un total de 20 volumes.

1.1.4.4. Indice d’acide IA (NFT75-103 1982/1SO)

L’indice d’acide (I.A.) est le nombre en milligramme d’hydroxyde de potassium KOH
nécessaire a la neutralisation des acides libres dans un gramme d’huile essentielle. L’indice
d’acide augmente au cours du vieillissement de I’huile et indique le degré d’altération des

esters (essentiellement des triglycérides) présents dans les corps gras. Cette caractéristique
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rend compte de 1’état de dégradation d’une huile dans la mesure ou les acides gras libres sont

des produits de dégradation et plus particulieérement d’hydrolyse des triglycérides.
1.1.4.5. Indice de saponification IS (NFT 60-206)

L’indice de saponification est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium
nécessaire pour saponifier 1g de matiere grasse dans les conditions opératoires déterminées.

L’indice de saponification est inversement proportionnel aux poids moléculaires des acides
gras. Elle permet d’avoir une idée sur la longueur moyenne des chaines grasses : plus 1’indice

de saponification est élevé, moins longue est la chaine les acides gras.
1.1.4.6. Indice d’ester IE (NFT 75-104-1982/1SO)

L’indice d’ester correspond au nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium nécessaire
a la neutralisation des acides libérés par I’hydrolyse des esters contenus dans 1mg d’huile

essentielle.
1.1.5. Etude qualitative et quantitative de I’huile essentielle

1.1.5.1. Spectroscopie infrarouge

La spectroscopie infrarouge est utilisée depuis une centaine d’année pour identifier et
quantifier la composition d'un échantillon .Elle est considérée comme une méthode analytique
trés puissante car elle permet d’identifier un grand nombre d’espéce chimique.

Elle recouvre large gamme de techniques, la plus commune étant un type de spectroscopie
d'absorption. Les tables de corrélation de spectroscopie infrarouge sont largement présentes
dans la littérature scientifique.

Spectroscopie infrarouge repose sur le phénomeéne de vibration interne (d’élongation et de
déformation) des molécules. Elle exploite le fait que les molécules possédent des fréquences
spéecifiques pour lesquelles elles tournent ou vibrent en correspondance avec des niveaux
d’¢énergie discrets (mode vibratoires). Quand une lumiere IR traverse un échantillon, certaines
liaisons absorbent de 1’énergie pour changer de fréquence de vibration, faisant apparaitre des

bandes dans le spectre [54].
1.1.5.2. Analyse par spectroscopie UV-Visible

La spectrophotométrie UV/Visible est une méthode d’analyse quantitative, fondée sur 1'é¢tude
du changement d'absorption d’une lumiére monochromatique par un milieu en fonction de la

variation de la concentration d'un constituant. Cette méthode d'analyse est intéressante et
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s'applique a un trés grand nombre de dosages. Elle permet de travailler sur de faibles quantités

de substances et elle n’est pas destructrice vis-a-vis de I'échantillon.

Le principe de la quantification consiste a doser directement le soluté en utilisant la relation
de Beer-Lambert. Elle permet de déterminer la concentration de chaque substance dans

I’échantillon a analyser selon la relation ou loi suivante :

A : Absorbance (sans unité).

&: Coefficient d’extinction molaire (L.mol-1.cm-1).

| : Trajet optique (cm).

C : Concentration de la substance dans la solution (mol/L).

Pour pouvoir appliquer cette loi quantitative, il faut connaitre le coefficient d’extinction de la
substance (¢). Ce dernier varie en fonction du solvant dans lequel la substance est dissoute et

de la longueur d’onde d’absorption.

Si le € n’est pas connu, il est nécessaire de tracer une courbe d’étalonnage de I’absorbance en
fonction de la concentration avec une gamme des concentrations d’un témoin ou la loi de

Beer-Lambert est verifiée (linéaire) [55].
1.2. Huile essentielle du clou de girofle
1.2.1. Composition chimique de clou de girofle

La composition du clou de girofle varie en fonction des conditions agroclimatique dans
lesquelles il est cultive, traité et stockeé. Le clou de girofle de bonne qualité contiennent 15 a
20 % d'huile essentielle, des tanins, un peu d’amidon et des matieres fibreuses cellulosique.
L’huile essentielle du clou de girofle est trés riche en eugénol de 70 a 85%, de p—
caryophyllene (5 a 14 %), et d'acétate d'eugényle (4 a 15 %) [56]. Le tableau 3 représente les

compositions chimiques du I’huile essentielle de Syzygium aromaticum.
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Tableau 3 : Composition majeur de I’huile essentielle de Syzygium aromaticum [57].

Composé %

Eugénol 80,19
Acétate d’eugénle 7,91
p-Caryophylléne 3,79
Furan, tetrahydro-3-méthyle 2,26
2-propane,méthylhydrazone 1,54

1.2.2. Propriétés biologiques de I’huile essentielle clou de girofle

Les essais in vitro montrent de bonnes et divers capacités biologiques telles que des propriétées

antibactériennes, antifongiques, antioxydants et insecticides etc. on cite quelques-uns.

1.2.2.1. Activité anti-bactérienne

L’huile essentielle du clou de girofle posséde une forte activité antibactérienne. Les études
sont nombreuses démontrent son efficacité contre de nombreuses bactéries, les bactéries gram
positives, telles que Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Acinetobacter sp et
Helicobacter pylori et contre les bactéries gram négatives, telles que Escherichia coli,
Proteus mirabilis, Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes, Klebsiella pneumoniae,
Proteus vulgaris et Pseudomonas aeruginosa. Cette activité pourrait étre attribuée
essentiellement a I’eugénol qui est un phénol ; le composé majoritaire de 1’huile essentielle
[58]. Ce dernier n’est pas le seul a étre actif, I’eugényle acétate, présent généralement a 10%
environ, possede également des propriétés bactéricides sur des bactéries aussi bien gram

négatif que gram positif.

Ces propriétés bactéricides sont démontrées dans 1’¢tude réalisée par MUSTHAFA KS et
VORAVUTHIKUNCHI SP. A la concentration de 150ug/ml, I’eugényl acétate inhibe la
production des facteurs de virulence comme la pyocyanin et pyoverdin et diminue I’activité
des protéases de P.aeruginosa. Avec la méme concentration, I’eugényle acétate diminue

I’activité hémolytique du S.aureus et diminue la production du pigment staphyloxanthin [59].

L’huile essentielle des clous de girofle pourrait é&tre donc une alternative a I’utilisation

d’antibiotique afin de lutter contre I’apparition de certaines souches résistantes [11].

1.2.2.2. Activité antiviral

L’huile essentielle de Syzygium aromaticum est un agent antiviral puissant, elle a un effet

inhibiteur contre le virus de I'herpes simplex (HSV) a une concentration de 10 pg/ml [60],
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inhibe deux types de HSV : le HSV-1 et le HSV-2 grace a son principal principe actif,
I’eugénol [61].

Elle exerce aussi des effets sur les virus plusieurs niveaux : sur la fusion des cellules virales,

antiHCV protéase dans le traitement de I’hépatite virale, inhibition de la synthése de I’ADN
viral [26].

1.2.2.3. Activité antifongique

L’huile essentielle du clou de girofle posséde une forte activité antifongique efficaces sur
différentes mycoses (cutanées, orales, unguéales), contre les dermaphytes et les champignons
pathogénes et opportunistes, tels que les levures du genre Candida (C. albicans, C. tropicalis,
C. parapsilosis, C. krusei, C. glabatr) qui inhiberait compléetement son développement dés
une concentration de 0,25 ml/I, également contre Aspergillus fumigatus créant un cercle de 28
mm de diametre, et contre Cryptococcus neoformans, Cladosporium herbarum, Penicillium

glabrum, P. expansum et A. niger [62] [63].

Elle est particuliéerement connue pour son efficacité dans le traitement des candidoses cutano
muqueuses telle que, la candidose vulvovaginale. L’activité antifongique de [’huile est

attribuée essentiellement a son composé majeur 1’eugénol [64].
1.2.2.4. Activité antiparasitaire

L’huile essentielle des clous de girofle a une forte action antiparasitaire démontrés sur divers
parasites tels que Giardia lamblia, Fasciola gigantica, Haemonchus contortus et Schistosoma

mansoni [65].

Elle est incluse dans le protocole du Dr Huda Clark pour I'élimination des parasites du
systeme digestif. Il a également été constaté qu'une solution d'eugénol a 0,05% est suffisante
pour tuer B. tuberculoses. Elle tue les parasites intestinaux ce qui justifie son utilisation

traditionnelle comme traitement des vers intestinaux et d'autres affections digestives [66].
1.2.2.5. Activité antioxydant

L'huile essentielle de clou de girofle possede le plus haut pouvoir antioxydant de toutes les
huiles essentielles, peut-étre I'un des plus élevés connus pour un aliment ou un complément.
Elle a été incluse dans certaines formules de "longévité". Utilisé pour prévenir ou réduire les

maladies chroniques comme les maladies cardio-vasculaires, les cancers et le diabeéte.

20



Chapitre 2 L’huile essentielle du clou de girofle

Son activité antioxydant est comparable a celle des antioxydants synthétiques, le BHA et le

pyrogallol et comparable aussi a celle de I'antioxydant naturel, I'a-tocophérol [67] [68].

Elle présente également un effet inhibiteur significatif contre les radicaux hydroxyles et agit

comme un chélateur du fer.
Elle peut également étre utilisée pour aider a rompre la dépendance au tabac.

L'eugénol inhibe I'activité de la 5-lipoxygénase et le leucotriéne-C4 dans les cellules PMNL

humaines [56].
1.2.2.6. Activité anti-inflammatoire

L'eugénol, le principal composant de 1’huile du clou de girofle, fonctionne comme une
substance anti-inflammatoire, inhibe les molécules impliquées dans le processus
inflammatoire déclenché par 1’organisme en réaction a une agression subie. Cela permet
d’éviter D’apparition de rougeurs et la sensation de chaleur qui en découle.
Dans les études animales, I'ajout d'extrait de clou de girofle a des régimes déja riches en
composants anti-inflammatoires (comme I'huile de foie de morue, avec sa teneur élevée en
acides gras ®-3) apporte un effet synergique. Dans certaines études, il réduit encore les
symptémes inflammatoires de 15 % supplémentaires. Le clou de girofle contient également
une varieté de flavonoides, dont le kaempférol et la rhamnetine, qui contribuent également
aux propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes du clou de girofle. Un autre constituant de

I'nuile de girofle, le b-caryophyllene, contribue également a I'activité anti-inflammatoire [69].
1.2.2.7. Activité antithrombotique

L'huile de clou de girofle est un inhibiteur efficace de l'agrégation des plaquettes humaines
induite par I'acide arachidonique, le facteur d'activation des plaquettes ou le collagéne. Elle
inhibe aussi I'agrégation plaquettaire et la synthese du thromboxane et agit comme un agent

antithrombotique [70].
1.2.3. Toxicité de I’huile essentielle du clou de girofle

Le clou de girofle soit en usage externe ou interne n’est pas sans risque, son huile essentielle
peut s’avérer toxique si on ne respecte pas les précautions d’emploi. Elle peut provoquer des
effets indésirables comme des nausées, des vomissements, des diarrhées, de fortes

hémorragies digestives, des sensations de brilure, une irritation locale de la peau, un cedéme
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pulmonaire, une sensibilité de la bouche et une fermeture soudaine des voies respiratoires

inférieures etc.

Elle est déconseillé aux femmes enceintes ou allaitantes, aux enfants de moins de 12 ans qui
peut leurs provoquer un risque de coagulation intravasculaire disséminée et d’acidose, ainsi
qu’aux personnes ayant une peau fragile ou des ulcéres gastriques ou le syndrome du colon

irritable et les personnes souffrant d’hypertension ou de problémes hépatiques.

La dose acceptable journaliére chez I’homme a été établie a 2,5 mg/ kg/jour, ce qui représente
environ huit gouttes par jour pour un adulte de 70 kg. Il est préférable de ne pas dépasser une
durée de traitement de cing, voire sept jours. Donc il faut l'utiliser sur de courtes durées et
avec I’avis du médecin, car elle contient plus de 80% d’eugénol, qui est une molécule

aromatique classee parmi les 26 composes odorants allergénes.

Son utilisation en diffusion, doit étre mélangée avec d’autres huiles essentielles plus douces
[71] [72].

1.2.4. Conservation de I’huile essentielle clou de girofle

Pour obtenir une huile essentielle de qualité il est nécessaire de respecter obligatoirement
certaines regles et précautions indispensables de conservation. Apres I’extraction de I’HE de
clou de girofle, il est obligatoire de la conservée dans des flacons en verre opaques brun ou
bleu hermétiquement fermées pour la préserver de la lumicre et de 1’oxygene, il faut
également éviter le contact avec l'air, pas d'ouverture prolongée des flacons, car les huiles
essentielles sont volatiles, par conséquent elles s’évaporent dans 1’atmospheére et perdent
progressivement leurs propriétés et leurs ardbme. Les flacons doivent étre stockés en position
verticale, car en position horizontale il y a un risque que le bouchon soit attaqué par 1’huile,
les huiles essentielles ont une action corrosive sur le plastique et particuliérement du clou de
girofle. Il faut les tenir loin des sources de chaleur, et les gardée les a une température basse
entre 4-5 °C.

En général, dans ces conditions, les huiles essentielles se conservent plusieurs années, elles
ont méme tendance a se bonifier avec le temps, a ’exception des huiles essentielles extraites

des zestes d’agrumes qui ne se conservent pas plus de 2 ans [73] [74].
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2.1. Objectif de travail
Cette étude vise particulierement a :

» Procéder a I’extraction de Syzygium Aromaticum (clous de girofle) par hydrodistillation

type Clevenger.

>
>
>

Calculer le rendement de I’huile essentielle de Syzygium Aromaticum.

Effectuer une étude des caractéristiques physico-chimiques.

Effectuer une analyse de la composition chimique par les deux méthodes spectroscopiques
IR.

Effectuer une étude phytochimique.

Etudier I’activité antibactérienne de 1’huile essentielle a différentes concentrations sur

deux souches pathogenes Escherichia coli et Staphylococcusaureus.

2.2. Matériel

2.2.1. Matériel végétal

Le materiel végétal est constitué de clous de girofle, c’est la partie utilisé de la plante (les

boutons floraux). Il est importé de 1’'Indonésie et disponible sur le marché tout au long de

I’année. Nous 1’avons acheté dans un marché local de la ville de Tizi-Ouzou et broyé avec un

moulin électrique (figure 16 et 17).

Figure 16 : Bourgeons de clou de girofle sec utilisé. Figure 17 : Clous de girofle broyé.
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2.2.2. Extraction

L’huile essentielle de clou de girofle a été extraite par hydrodistillation type Clevenger a laide

de montage qui est constitué des éléments suivants et qui est présenté sur la Figurel8.

Réfrigerant

Ballon de 2000ml

Chauffe-ballon

Figure 18 : Montage d’hydroditillation type Clevenger.

2.2.3. Etude analytique de I’huile essentielle de Syzygium Aromaticum

Dans le but d’estimer la qualité commerciale de 1’huile essentielle étudiée, nous avons calculé

suivant 1’association francaise de normalisation AFNOR les indices physiques et chimiques
[78].

2.2.3.1. Calcul de rendement

Le rendement en I’huile essentielle est le rapport entre le poids de I’huile extraite et le

poids de la plante a traiter. Le rendement est calculé selon la formule suivante :

RHE(%) = (M1/MO0) X100
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RHE : Rendement en huile essentielle des clous de girofle.
M1 : Masse de I’huile essentielle obtenue en gramme

MO : Masse des clous de girofle broyés en gramme.
2.2.3.2. Les analyses physico-chimiques
2.2.3.2.1. Caractéristiques organoleptiques

Les caractéristiques organoleptiques (aspect, couleur, odeur) sont des indications qui

permettant d’évaluer initialement la qualité d’une huile essentielle.

2.2.3.2.2. La densité

La densité relative & 20 °C d’une huile essentielle est le rapport de sa masse volumique a la

masse volumique d’un corps pris comme référence ; de I’eau distillée a 20°C.

La détermination de la densité relative a 20 °C a été réalisée a 1’aide d’un pycnométre

capacité de 5 ml.
2.2.3.2.3. Mesure du pH
La mesure de pH & 20°C a été réalisée a I’aide d’un papier pH.

2.2.3.2.4. L’indice d’acide

L’indice d’acide a été fait a I’aide d’une burette de capacité de 25 ml et de ballon de 50ml.
2.2.3.2.5. L’indice de saponification

L’indice de saponification a été réalisé avec une burette graduée de capacité de 25 ml, un

ballon de 250 ml et un réfrigerant a reflux.
2.2.3.3. Analyses spectroscopiques

2.2.3.3.1. Spectroscopie infrarouge (IR)

La spectroscopie infrarouge a été réalisée a 1’aide d’un spectrophotometre AVATAR 320, au
laboratoire de Chimie de 1I’Université Mouloud MAMMERI de Tizi-Ouzou, Les échantillons
d’huile ont été dilués dans une matrice de KBr (transparnte aux infrarouges) et Les fréquences

d’absorption (v) sont données en cm-1 (figure 19).
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Figure 19 : Spectrophotometre IR.

2.2.4. Matériel microbiologique

Le test d’activité antibactérienne de I’huile essentielle de clou de girofle a été réalisé au
laboratoire de la Faculté¢ des Sciences Biologiques a 1’universit¢ Mouloud Mammeri, Tizi-
Ouzou.

2.2.4.1. Souches bactériennes

L’évaluation de I’activité antibactérienne a été faite selon la méthode de diffusion sur disques.

Le tableau 4 représente les souches utilisées pour les tests.

Tableau 4 : Liste des souches microbiennes utilisées.

Souches bactériennes Gram Famille Code
Escherichia. Coli G- Enterobacteriaeceae ATTC25922
Staphylococcusaureus G+ Micrococcaceae MU50

Ces deux souches bactériennes qui ont été utilisées dans notre travail 'un est une bactérie
Gram-négatif (G.) qui est Escherichia. Coli et I’autre une bactérie Gram-positif (G+)
Staphylococcusaureus. Le choix des souches a été porté sur la base de leur importance en tant

qu’agents infectieux dans le domaine de la santé.
2.2.4.2. Milieu de culture

Suivant la méthode employée et les souches étudiées, le milieu de culture utilisé est la gélose
Mueller Hinton (MH).
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2.3. Méthodes
2.3.1. Extraction de I’huile essentielle de clous de girofle

L’extraction de I’huile essenticlle des clous de girofle a été réalisée par hydrodistillation a
I’aide d’un appareil de type Clevenger (Figurel8) 100 g de matiére végétale seche a été mise
dans un ballon de 1000 ml a fond rond additionné d’un volume de 750ml d’cau distillée. Le
tout est porté a I’¢bullition pendent 1h30 a 2h. Les vapeurs chargées d’huile essentielle sont
entrainées et condensées dans un réfrigérant. Le liquide recueilli résulte en un distillat avec
des gouttes d’huile essentielle. Apres repos du liquide, I’huile se sépare de l’eau par

différence de densité.

Donc I’huile extrait est ensuite récupérée et conservée a 4°C dans un tube en verre opaque,

fermé hermétiquement pour la préserver de I’air et de la lumiére.
2.3.2. Analyses physico-chimiques
2.3.2.1. La densité relative d»®® (NFT75-111/1SO)

La méthode de référence utilise des pycnomeétres. Des volumes d’huile essentielle et d’eau

sont successivement pesés

A T’aide d’une balance analytique, effectuer les pesées successives de volume égal d’huile et

d’eau a la température de 20°C d’un pycnometre.

& Bien nettoyer le pycnométre et le sécher.

9

Déterminer la masse My du pycnométre.

& Remplir les deux pycnometres d’huile essentielle et d’eau distillée et les mettre au
bain marie a 20°C pendant 30 min.

@ Determiner la masse m; du pycnométre remplie d’eau distillé.

@ Déterminer la masse m, du pycnometre contenant 1’huile essentielle.

On calcule la densité avec la relation suivante :

m2 —mo0
" m1—mo
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mO : Masse du pycnométre vide.
Avec : m2 : Masse du pycnométre remplie avec I’huile.
m1 : Masse du pycnométre remplie d’eau distillée.
2.3.2.2. Mesure du pH

Le pH I’abréviation de potentiel d’hydrogene mesure 1’activité chimique des ions
Hydrogénes (H+) (appelés aussi couramment protons) en solution. Plus couramment, le pH
mesure ’acidité ou la basicité d’une solution. Il s'agit d'un coefficient Permettant de savoir si
une solution est acide, basique ou neutre : elle est acide si son pH est inférieur a 7, neutre s'il

est égal a 7, basique s’il est supérieur a 7 [79].

Nous avons mis quelques gouttes d’huile essentielle sur un bout de papier pH, apres le
changement de la couleur du papier on la compare avec une gamme de couleur varient selon

le pH.

2.3.2.3. Indice d’acide (NFT75-103 1982/1SO)

0,5 g d’huile essentielle sont introduites dans un ballon contenant 1,5 ml d’éthanol neutralisé
et 2 a 3 gouttes d’indicateur coloré phénolphtaléine, nous titrons ensuite le liquide avec la

solution de KOH (0,1N).

Nous poursuivons 1’addition jusqu’a 1’obtention du virage persistant de la solution rose
pendant 30 secondes. Nous notons le volume de la solution d’hydroxyde de potassium KOH

(figure 20).

L’indice d’acide (IA) est calculé par la formule suivante :

561.V.N
IA=———

IA: Indice d’acide

N: normalité de KOH.
V: le volume consommé de KOH en ml.

m : masse de I’huile en g.
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S |

Figure 20 : Détermination de I’indice d’acide.

2.3.2.4. Indice de saponification (NFT 60-206)

Dans un ballon de 250 ml munie d’un réfrigérant a reflux, on introduit 100 mg d’huile
essentielle, on ajoute 25 ml de KOH alcoolique (0.5N) en agitant. Chauffer a reflux pendant
30 mn. Et puis on ajoute 1ml de phénolphtaléine. Titrons immédiatement par HCI (0.5N)
(figure 21).

On effectue un essai a blanc dans les mémes conditions.

L’indice de saponification est évalué a I’aide de la relation :

o _ 5610V - V)
N m

Vo : Volume d’HCI utilisé dans I’essai a blanc (en ml).
V : Volume d’HCI utilisé dans 1’essai avec la matiére grasse (en ml).
Vo -V : Volume d’HCI qui est utilisé pour neutraliser la potasse combinée a la prise d’essai.

m : masse de la prise d’essai (en g).

29



Matériel et méthodes

Figure 21 : Détermination de I’indice de Saponification.

2.3.2.5. Indice d’ester (NFT 75-104-1982/1SO)

Il est déterminé a partir de la relation suivante :

IE=IS-I1A

Avec : IE : Indice d’ester.

IA : Indice d’acide.

IS : Indice de saponification.
2.3.3. Screening Phytochimique

Le screening phytochimique met en évidence la présence des familles de molécules actives,

c’est une étude qualitative utilisée pour connaitre la composition chimique globale des extraits
[80].

2.3.3.1. Infusion

Dans un bécher on introduit 10 g de poudre végétale des clous de girofle dans 100 ml d’eau
distillé bouillant, qu’on laisse infuser pendant 15 mn a une température ambiante puis on

filtre et on rince avec un peu d’eau chaude de maniére a obtenir 100 ml de filtrat (figure 22).
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Figure 22: Infusion de poudre des clous de girofle.

2.3.3.2. Les Flavonoides

5 ml d’alcool chlorhydrique dilué 2 fois et 2 a 3 copeaux de magnésium sont ajoutés a 5 ml de

I’extrait, il ya un dégagement de chaleur.

La coloration rose-orangé ou violacée, aprés 3 mn d’incubation a température ambiante

indique la présence des flavonoides.

2.3.3.3. Les Saponosides

Les saponosides sont caractérisés par un indice de mousse. Leur détection est réalisée en
ajoutant Iml d’eau a 2 ml de I’extrait, aprés agitation, le mélange est abandonné pendant 15
minutes et la teneur en saponosides est évaluée:

Pas de mousse = test négatif (-)

Mousse moins de 1cm = test faiblement positif(+)

Mousse de 1-2cm = test positif (++)

Mousse plus de 2cm = test tres positif (+++).

2.3.3.4. Les Tanins
L’ajout de quelques gouttes de FeCls diluée 1% a 1ml d’extrait et 1 ml d’eau distillé permet
de détecter la présence ou non de tanins. L’apparaition d’une coloration verte foncée au bleu

noir indique la présence des tanins.
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2.3.3.5. Les Terpenoides

On ajoute a 5 ml de notre extrait 2 ml de chloroforme et 3 ml de H,SO,4 concentré. La
présence des terpenoides est révélée par I’apparition de deux phases et une couleur marron en

interphase.
2.3.3.6. Les Stéroles

5 ml de I’extrait a lequel on rajoute 1 ml d’anhydride acétiques, nous avons ajouté 0.5 ml
d’acide sulfurique concentré au triturat. L appariation a I’interphase, d’un anneau pourpre ou

violet, virant au bleu puis au vert, a indiqué une réaction positive.

2.3.3.7. Les Alcaloides

Les testes sont réalisés par des réactions de précipitation avec le réactif de Mayer, on introduit
5 g de poudre végétale seche dans un erlenmeyer, a laquelle 50 ml de H,SO, dilué au 1/10
avec de I’eau distillé est ajouté. Ce mélange a été agité et macéré pendant 24 h. ensuite, 1 ml
du filtrat, 5 gouttes de réactif de Mayer sont ajoutées. L.’appariation d’un précipité blanc ou

brun révele la présence d’alcaloides.
2.3.4. Etude de I’activité antibactérienne
2.3.4.1. Méthode de diffusion sur disques (aromatogrammes)

Le test de sensibilité des bactéries est réalisé in vitro par la méthode de diffusion en milieu
gélosé. Les différentes souches bactériennes sont repiquées par la méthode des stries sur
gélose Mueller Hinton, puis incubées a 1’étuve a 37°C pendant 24 heures. A partir de ces
cultures jeunes, des colonies pures sont isolées pour préparer I’inoculum bactérien. Chaque
colonie est mise en suspension dans 2.5 mL d’eau physiologique stérile. L’ensemencement de
I’inoculum est réalisé par écouvillonnage, en effectuant des stries serrées sur la gélose. Cette
opération est répétée 3 fois en tournant la boite de 60°. Tous les disques stériles de papier
Wattman de 6 mm de diamétre sont déposés délicatement sur le milieu gélosé ensemencé
préalablement avec une suspension bactérienne des souches testées. Ensuite, des doses
différentes de 4,8, 12, 16 ul de I’HE sont déposées.

Apreés incubation a 37 °C durant 24 heures, les diamétres des zones claires d’inhibition autour

des disques sont mesurés a l'aide d'un pied a coulisse ou une régle.

Le protocole des tests microbiologiques est représente dans la figure 23.
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Préparation des boites de Pétri,
dans un milieu nutritif gélosé et
stérile.

L’ensemencement de
I’inoculum par écouvillonnage.

Les boites de pétrie prétes a
mettre dans 1’étuve.

Les colonies des souches
microbiennes testées.

Dépot des disques stériles dans les
boites de pétrie.

b

Incubation a 37°C pendant
24h a I’intérieur de 1’étuve.

Préparation de la suspension
bactérienne.

Dépot de I’'HE par une
micropipette sur chaque
disque.

Mesure des diameétres
d’inhibition a 1’aide d’un pied
a coulisse.

Figure 23: Protocole des tests microbiologiques.
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3.1. Description de I’huile essentielle de clou de girofle
3.1.1. Caractéristiques organoleptiques

Les résultats mentionnés dans le tableau montrent une comparaison entre les caractéristiques

de notre huile essentielle extraite de clou de girofle avec les normes d’AFNOR.
Le tableau 5 représente les caractéristiques organoleptiques.

Tableau 5: Caractéristiques organoleptiques.

Aspect Couleur Odeur

Norme AFNOR Liquide mobile Jaune trés claire Epicée
Limpide parfois (caractéristique de
Légerement visqueux I’eugénol)

Huile essentielle Liquide mobile Jaune tres claire Epicée

étudié limpide

Selon ces résultats obtenus, on remarque les parametres organoleptique de notre I’huile

essentielle sont en accord avec celles décrites par les normes AFNOR.
3.2. Les analyses de I’huile essentielle
3.2.1. Rendement
Le rendement de I’H E extraite par Clevenger a I'échelle de laboratoire des clous de girofle est

mentionné dans le tableau ci-dessous :

Tableau 6 : Résultat du rendement d’HE de 1’espéce Syzygium aromaticum

Huile essentielle étudiée Norme AFNOR
Rendement%o Minimum Maximum
3.62 5 3

Au vu de notre faible rendement qui est de 3,62 est probablement dd & une perte d'huile dans
la phase aqueuse du distillat. On peut dire qu'en termes de quantité, malgré que ce
pourcentage semble inférieur par rapport aux normes AFNOR, ce rendement reste dans la

pratique satisfaisant pour mener bien a une telle étude.

En termes de valeurs, le rendement en H.E. de Clous de Girofle est significativement (P<5%)

meilleur par rapport aux rendements obtenus en H.E par Adli, (2015) qui a obtenu un
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rendement égale a 0.84%. [30]. Selon certains auteurs, la composition chimique et le

rendement en H.E.varient suivant diverses conditions :

La méthode employée, les parties végeétales utilisées et les produits et réactifs utilisés pendant
I'extraction, I'environnement, le génotype de la plante, son origine géographique, la période de
récolte de cette plante, le degré de séchage, les conditions de séchage, la température et la

durée de séchage, présence de parasites, de virus et mauvaises herbes [81].
3.2.2. Analyses physique
3.2.2.1. La densité

La détermination des caractéristiques physiques de 1’huile essentielle de clou de girofle a été
réalisée au Laboratoire chimie pharmaceutique du Département de Chimie de ’'UMMTO.

Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 7 : Résultat de la densité de ’'HE de I’espéce Syzygium aromaticum

HE étudiée Selon la norme AFNOR
La densité 1,062 minimum maximum
' 1.042 1.054

Le résultat obtenu est du méme ordre de grandeur : la densité de cette ’huile est 1.062. Le
clou de girofle fournit une huile d’une densité plus élevée que les autres huiles, puisqu’elle est

Iégerement supérieure a 1.

3.2.3. Analyses chimique

3.2.3.1. Controle de PH
Le tableau 8 représente le résultat du pH de I’huile essentielle de Syzgium aromaticum.

Tableau 8 : Résultat du pH d’HE de Syzgium aromaticum.

HE étudié Selon la norme
AFNOR
Minimum | maximum
55 7

PH 5.5
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Selon les analyses notre PH est entre 5 et 6, C’est un pH légérement acide; ceci est di a la
composition chimique des HE de Syzgium aromaticum qui se considére comme donneur des
H+.

3.2.3.2. Les indices chimiques

3.2.3.2.1. L’indice d’acide

L’indice d’acide est un critére de qualité¢ de I’huile. Il permet de déterminer la teneur en acide
gras libres, la stabilité et la pureté de 1’huile essentielle.

Le résultat obtenu lors de la détermination de cet indice pour notre I’huile est représenté dans
le tableau ci-dessous :

Tableau 9: Résultat de I’indice d’acide de I’espéce Syzygium aromaticum.

L’indice chimique Résultat Norme AFNOR

L’indice d’acide (la) 7.46 Maximum 2
(en mg KOH/qg)

La valeur d’indice d’acide de I’huile essentielle est de 7.46 en mg KOH/g d’huile, on constate
que notre résultat est supérieur a 2. Ce qui indique que notre 1’huile a subit une dégradation

oxydative durant sa conservation.
3.2.3.2.2. L’indice de saponification

L’indice de saponification nous informe sur la longueur de la chaine carbonée des acides
constituant I’huile.

Le résultat obtenu lors de la détermination de cet indice pour notre I’huile est représenté dans
le tableau ci-dessous :

Tableau 10 : Résultat de I’indice de saponification d’HE de clou de girofle.

L’indice chimique Résultat

L’indice de saponification(Is) 188,56
(en mg KOH/qg)

La détermination de I’indice de saponification (Is) a permis d’enregistré la valeur 188.56. En
rappelant que la valeur de IS reflete la longueur de la chaine des acides gras, on vérifie bien

sur le tableau 11 que les huiles a courtes chaines comme le coton et le palme ont des IS
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supérieurs a 200, tandis que les huiles a chaines plus longues comme le soja, I’arachide, le
tournesol, et aussi les huiles de grenadille et de courge ont des IS inférieurs a 195 [82].
D’aprés ces données rapportées dans le tableau 11 et le résultat obtenu on peut dire que

I’huile essentielle de clou de girofle est une huile a chaine longue.

Tableau 11 : Indices de saponification d’huiles végétales

Corps gras Indice de saponification(ls) | Acides gras majeurs
Huile de coco 256 Ci2
Huile de palme 200 Cis
Huile de soja 192
Huile d’arachide 190 Cis
Huile de tournesol 190

3.2.3.2.3. L’indice d’ester

A partir des deux indices (1’indice d’acide et I’indice de saponification) nous pourrons déduire
I’indice d’ester de notre I’huile essentielle.
Le résultat de I’indice d’ester est représenté dans le tableau suivant :

Tableau 12: Résultat de I’indice d’ester d’HE de clou de girofle.

L’indice chimique Résultats

L’indice d’ester (Ie) 181.1
(en mg KOH/qg)

L’indice ester est un indicateur renvoyant directement a la qualité de I’huile essentielle
¢tudi¢e. En effet, ’huiles essentielles de trés bonnes qualités renferment une trés grande
quantité d’esters (et proportionnellement, plus la qualité d’une huile est élevée, et plus elle
contiendra d’esters). D’apres notre résultat enregistré dans tableau 12 on constate que 1’indice
d’ester trouvé est ¢leveé, ce qui traduit que notre I’huile est de trés bonnes qualité renferment

une grande quantité d’ester.
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3.2.4. Analyse par spectroscopie Infra Rouge IR
Le spectre infrarouge est représenté dans la figure 25.

180— I

|||1[ll|1[|||1||1|1||1r|||1r|||1l|||1|||r|||'|r|||'|r

X500 J000 2500 2000 1750 1500 1250 100N T80 500

cme
Nombre d’onde en cm-1

Figure 24 : Spectre IR de I’HE de clou de girofle.
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Nous observons sur le spectre IR obtenu une bande vers 3000 cm™ qui caractérise les liaisons
(C-H) des groupements alkyles, une autre bande apparait vers 1550cm™ qui caractérise la
liaison C=C du cycle aromatique, la bande qui présente la fonction C-O est a 1300 cm-1, et la

bande apparait vers 1050 cm™ caractérise la liaison C-C.

Comme on peut diviser ce spectre infrarouge en quatre zones spectrales qui apportent des

informations sur les fonctions chimiques :

— 500-1100 cm™comprend de nombreuses vibrations attribuables aux chaines saturées et
insaturées.

— 1000-1300 cm™ caractérise des élongations (C-O).

— 1400-1600 cm™ correspond aux élongations (C=C).

— 2850-3000 cm™ correspond aux vibrations d’élongations (C-H) pour les chaines

saturés et instaurés.

3.3. Etude phytochimiques
Les résultats des tests phytochimiques sont réalisés sur un extrait infusé sont présentés dans le

tableau suivant.
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Tableau 13 : Résultats des tests phytochimiques de clou de girofle.

Métabolites secondaires Résultats
Saponosides ++
Tanins +
Steérol -
Térpénoide +
Alcaloide -
Flavonoide ++
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(+++) : Fortement présent.

(++) : Moyennement présent.

(+) : Faiblement présent.

(-) : test négatif.

Les résultats obtenus indiquent la présence des flavonoides, saponosides en quantités
importantes, et la présence d’une quantité modérée des térpénoides et tanins et enfin I’absence

des alcaloides et stérol.
3.4. Evaluation de activité antibactérienne

Cette étude est basée sur la mesure des diamétres d’inhibition mesurée avec précision a
I’extérieur de la  boite fermée a 1'aide dun pied a  coulisse.
Le Classement des bactéries se fait dans 1’une des catégories : sensible ou résistante. La

souche ayant un diametre [83] :

D< 8mm : Souches résistante (-).
9mm=<D<14mm : Souches sensible (+).
15mm<D<19mm : Souches trés sensible (++)
D> 20 mm : Souches extrémes sensible (+++)
Le tableau 14 représente les résultats des aromatogrammes du I’huile essentielle de Syzgium

aromaticum.

Tableau 14: Résultats des aromatogrammes de I’HE de Syzgium aromaticum.

E.coli

S.aureus

Nous avons testé I’effet antimicrobien, sur E.coli et S.aureus. Les résultats expérimentaux

qu’on a obtenus sont trés satisfaisants, Nous constatons que 1’huile essentielle de Sysygium
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aromaticum a été trés active contre ces deux souches bactériennes Staphylococcusaureus et
Escherichia coli, cette derniére s’est avérée étre plus sensible que la premiére, avec une zone
d’inhibition d’un diamétre maximal de 20 mm. On remarque également que la concentration
de I’huile essentielle a une relation avec les zones d’inhibitions ; plus la concentration est
¢levée, plus la zone d’inhibition est grande.

De nombreuses études, ont démontré que I’'HE de Clou de Girofle est fortement
antibactérienne. Selon 1’é¢tude de Rhayour, I’'HE du clou de girofle exerce son activité
bactéricide principalement grace a son constituant majoritaire qui est 1’eugénol qui appartient
a la famille des phénols. Il semble donc que I’activité bactéricide des HE débuterait par une
fixation de ces molécules sur les membranes bactériennes provoquant des altérations de
structure et de permeabilité, conduisant a la perte de constituants cellulaires due a une lyse

importante des cellules bactériennes [84].
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Conclusion

Les plantes médicinales et aromatiques constituent une véritable source inépuisable des

substances et composés biochimiques actives connus pour leurs propriétés thérapeutiques.

Le présent travail avait pour objectif d’extraire I’huile essentielle, d’étudié les
caractéristiques physico-chimiques, déterminer les compositions chimiques et d’évaluer

I’activité antibactérienne de 1’espéce Syzygium aromaticum.

L’huile essentielle extraite par hydrodistillation révele un rendement faible de 3,62% ceci est
du a une perte d’huile dans la phase aqueuse, néanmoins ce résultat reste conforme aux
normes AFNOR.

L’¢étude des propriétés physico-chimiques de I’huile essentielle de clou de girofle ont
montré que notre 1’huile présente une densité de 1,062 et son pH est de 5.5 révéle qu’elles
sont conforment aux normes établies par les différentes pharmacopées et proches de certains
travaux antérieurs.

Et la détermination des indices chimique (indice d’acide, saponification et d’ester) nous a
permis d’avoir certains connaissances sur la qualité, la pureté de notre I’huile et la quantité

des acides gras présents dans notre 1’huile .

Par la suite, I’étude phytochimique et 1’analyse spectroscopique IR nous a permis de
découvrir les molécules existantes responsables des activités biologiques de 1’huile

essentielle de clou de girofle.

L’évaluation du pouvoir antibactériens du I’huile essentielle de clou girofle par la méthode de
diffusion sur disques montre que notre I’huile est trés active contre les deux souches :
Escherichia coli et Staphylococcusaureus avec une zone d’inhibition varie entre 10mm et

20mm.

De ce fait, I’huile essentielle de clou de girofle testée présente un large spectre d’activité
antibactérien qui peut étre utilisé comme étant un conservateur et un antiseptique dans les

industries alimentaires, cosmétique et pharmaceutique.

La continuité de ce travail s'avere primordial et plusieurs axes de recherche sont ouverts. En
perspectives, il serait donc intéressant de mener une étude plus approfondie sur la plante (clou
de girofle).
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Annexe

«» Les souches des bactéries testées

e Escherichia coli

Escherichia  coli,  également  appelée colibacilleet  abrégée enE.coli, est
une bactérie intestinale (Gram négatif) des mammiferes de la famille des Enterobacteriaceae,
en forme de béatonnet, trés commune chez I'étre humain. Elle est une bactérie anaérobie
facultative que I'on trouve dans l'intestin des vertébrés. En effet, elle compose environ 80 %
de notre flore intestinale aérobie. Découverte en 1885 par Theodor Escherich, dans des selles
de chevres, c'est un coliforme fécal généralement commensal. Cependant, certaines souches
d’E.coli peuvent étre pathogénes, entrainant alors des gastro-entérites, méningites, elle
provoque également des infections urinaire ; génitales ; hépatobiliaires ou digestives,
infection alimentaires, manifestation intestinales telles que des diarrhées variables selon la
souche en cause : diarrhées des voyageurs ou turista greve destruction des globules rouge et
Iésions rénales due a la souche secrétant une puissante toxine appelée toxine Véro vomisse

ment.

Escherichia coli
e Staphylococcus aureus
Ce sont des coques gram positif arrondis d’environ lum de diametre immobiles dépourvus de
spores et de capsules un membre des Firmicutes, un membre habituel de la flore
microbienne du corps, fréquemment trouvée dans le tractus respiratoire supérieur et sur
la peau . Elle est responsable de septicémie, infection alimentaire et entérocolites aigue ;
inflammation locales et infection cutané muqueuse, panaris abces du poumon, entérites,

inflammation de épithélium vulvo-vaginal.

Staphylococcus aureus


https://fr.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9rie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Intestin
https://fr.wikipedia.org/wiki/Gram_n%C3%A9gatif
https://fr.wikipedia.org/wiki/Mammif%C3%A8re
https://fr.wikipedia.org/wiki/Homo_sapiens
https://fr.wikipedia.org/wiki/A%C3%A9robie
https://fr.wikipedia.org/wiki/1885
https://fr.wikipedia.org/wiki/Theodor_Escherich
https://fr.wikipedia.org/wiki/Coliforme
https://fr.wikipedia.org/wiki/Mati%C3%A8re_f%C3%A9cale
https://fr.wikipedia.org/wiki/Commensalisme
https://fr.wikipedia.org/wiki/Souche_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Pathog%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Gastro-ent%C3%A9rite
https://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9ningite
https://en.wikipedia.org/wiki/Firmicutes
https://en.wikipedia.org/wiki/Microbiota
https://en.wikipedia.org/wiki/Microbiota
https://en.wikipedia.org/wiki/Respiratory_tract
https://en.wikipedia.org/wiki/Human_skin

Annexe

% La paroi des bactéries a Gram positif et négatif

La paroi est une structure rigide et résistante qui protege la bactérie et lui donne sa forme. Sa
nature variable est a I’origine de la coloration de Gram qui permet de distinguer deux grands

groupes bactériens, les bactéries a Gram positif et les bactéries a Gram négatif.

v Bactéries Gram négatif
Les bactéries a Gram négatif ont une paroi plus complexe. La couche de peptidoglycane est
plus fine que celle des Gram positif, et elle est entourée par une membrane externe composée

de lipopolysaccharides et de lipoprotéines.

Les bactéries a Gram  négatif sont  mises en  évidence par une technique
de coloration appelée coloration de Gram. Les bactéries a Gram négatif apparaissent alors
roses au microscope. La  technique de coloration repose sur les
caractéristiques membranaires et de paroi de la bactérie. Néanmoins, il ne s'agit pas d'un
facteur de classement phylogénétique : en effet, les groupes Gram + et Gram — sont tous deux
non-monophylétiques. Les bactéries Gram négatifs ont adopté une solution différente pour

protéger leur Membrane cytoplasmique.
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Schéma de la paroi des bactéries a Gram négatif.

v Bactéries Gram positif

Les bactéries Gram positif protégent leur membrane avec une paroi épaisse qui est constituée
d’une couche de peptidoglycane, a laquelle sont associés des polymeres d'acide, le Composant
majeur de la paroi est polymeére complexe de sucres et d’acides aminés, appel muréine ou

peptidoglycane.
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Schéma de la paroi des bactéries a Gram positif.
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Annexe

% Technique utilisé (Aromatogramme)

L'aromatogramme est basée sur une technique utilisée en bactériologie medicale, appelée
antibiogramme ou méthode par diffusion en milieu gélosé ou encore méthode des disques.
C’est une technique qualitative permettant de déterminer la sensibilité des microorganismes
vis-a-vis d'une substance réputée antimicrobienne. Cette méthode repose sur le pouvoir
migratoire des huiles essentielles. Cette méthode a I'avantage d'étre d'une grande souplesse
dans le choix des huiles essentielles testées, de s'appliquer a un tres grand nombre d'especes
bactériennes, et d'avoir été largement évaluée par 50 ans d'utilisation mondiale. 1l s'agit d'une
méthode en milieu gélosé réalisee dans des boites de Pétrie. Le contact se fait par
I'intermeédiaire d'un disque de papier sur lequel on dispose une quantité donnée d’une huile

essentielle.

¢+ Milieu de culture utilisé

e La gélose Mueller-Hinton

La gélose Mueller-Hinton est une gélose riche pour la réalisation de I'antibiogramme
standard. Permet la croissance de nombreuses bactéries. Le nom Mueller-Hinton vient de
leurs codécouvreurs : le microbiologiste John Howard Mueller et le docteur vétérinaire

Jane Hinton de l'université Harvard.

e Preéparation
Pour préparer ce milieu

» On pése 389 de la poudre.
» porter a I’ébullition jusqu’a dissolution compléte.

» Répartir en tubes ou flacons et stériliser a I’autoclave a 121 °C pendant 15 minutes. Au
moment de 1’emploi, faire fondre le milieu au bain marie bouillant et le couler en boites
pétrie, 1I’épaisseur de la couche de gélose doit étre de 4mm. Sécher les boites 30 min a
37°C.

e Composition

Formule théorique en g/l d’eau purifiée :

Peptones de viande « BOVIN .......cccviieiiieieie e 29
Peptones de cas€ing « BOVIN » ......ccccecvviiiiiiiiic e 17.59
Fécule de pomme de terre « amidon » ......cccocovveenneiineinsenseeees 1.5¢
JON €Attt 45a75mg/l
JON MG e 20a35mg/I

AT .. o e e —————— 179
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Résumé

L’objectif de cette étude est d’extraire I’huile essentielle du clou de girofle par
hydrodistillation afin d’effectuer une étude de D’activité antibactérienne et des propriétés
physicochimiques y compris une analyse spectroscopique IR et une étude pyhtochimique qui
met en évidence la présence des familles de molécules actives, pour connaitre la composition
chimique globale de I’extrait.

L'extraction de I’huile essentielle des boutons floraux de Syzygium aromaticum est réalisée
par la méthode d’hydrodistillation type Clevenger. Le test de mise en évidence de son pouvoir
antibactérienne est effectué sur deux souches bactériennes : Escherichia coli et
Staphylococcus aureus.

Les résultats ont montré que 1’huile essentielle du clou de girofle possede une forte activité
antibactérienne représentée avec des diametres d’inhibition variant entre 10 mm et 20 mm
pour les souches bactériennes. Le rendement obtenu est de 3,62% ce pourcentage malgré sa
faiblesse reste meilleur que ceux obtenus par d’autres auteurs, et nos résultats des analyses
physicochimiques sont conformées aux normes AFNOR. L’analyse de sa composition
chimique et sa pureté par les méthodes spectroscopiques (IR) et pytochimiques ont permis de

découvrir les molécules existantes responsables des activités biologiques.

Mots clés: Clou de girofle, Syzygium aromaticum, huile essentielle, activité antibactérienne,

Extraction.



Abstract

The objective of this study is to extract the clove essential oil using the steam distillation in
order to perform a study of the antibacterial activity and physicochemical properties including
an IR spectroscopic analysis and a pyhtochemical study that highlights the presence of

families of active molecules, to know the overall chemical composition of the extract.

The extraction of the essential oil from the flower buds of Syzygium aromaticum was obtained
by steam distillation using a Clevenger type system. In this study we have tested the
antibactérial activity on two strains: Escherichia coli and Staphylococcus aureus.

The results showed an important antibacterial activity represented with diameters of inhibition
for both bacterial strains varying between 10 mm and 20 mm. The yield obtained is 3.62%;
this value is acceptable which despite its weakness is better than those obtained by other
authors, the results of analyses physicochemical were adapted to the AFNOR norms. The
analysis of its chemical composition and its purity by spectroscopic (IR) and pytochemical

methods allowed us to identify the existing molecules responsible for biological activities.

Key words: Clove, Syzygium aromaticum, essential oil, antibacterial activity, Extraction.
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