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Résumé:

Le but de ce travail est d'extraire les huiles essentielles du clou de girofle et d'étudier
leurs propriétés physico- chimiques. Nous avons effectué l'extraction par la technique
d’hydrodistillation.

Les Propriétés physico- chimiques et biologiques mesurées sont : le taux d’Humidité,
le pH; I’Indice de réfraction; la densité, I’indice d’acide, I’indice d’esters, indice de
saponification, I’activité antioxydante et antibactérienne.

Les résultats montrent que le clou de girofle est riche en antioxydants et possede une
activité antibactérienne tres importante.

Le résultat du rendement est compris entre 8,43% a 9,06% pour les différentes
expériences réalisées en faisant varier quelques paramétres tel que : la masse de clou de
girofle utilisée initialement, le volume ainsi que la nature du solvant d’extraction.

Mots clés: huiles essentielles, clous de girofle, indices physiques et indices chimiques.

Abstract :

The objective of this work is to extract essential oils of cloves and to study their
physicochemical properties. We carried out the extraction by hydrodistillation technique.

The physicochemical and biological properties measured are: the humidity rate, the
pH; refractive index; density, acid index, ester index, saponification index, antioxidant and
antibacterial activity.

The results show that clove is rich in antioxidants and has a very important
antibacterial activity.

The result of the yield is between 8,43% and 9,06% for the various experiments
carried out by varying a few parameters such as: the cloves mass used initially, the volume as
well as the nature of the extraction solvent

Key words: essential oils, cloves, physical indices and chemical indices.
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Introduction

Depuis plusieurs années, I’homme est habitué a utiliser les plantes pour leurs
propriétés médicinales et nutritives. Les produits naturels présentent un grand intérét
comme matiere premiere destinée aux différents secteurs d’activité tels que: le

cosmétique, la pharmacie, 1’agroalimentaire, le phytosanitaire et I’industrie [1].

L'huile essentielle de clous de girofle posséde de nombreuses propriétés
médicinales, dues a I'eugénol : elle est anti-inflammatoire, antiseptique, parasiticide et
anesthésiant local (utilisé a ce titre par les dentistes). Elles sont utilisées dans certains
médicaments, en parfumerie, en phytothérapie ou comme agent de saveur dans

I'alimentation [2].

Notre travail de recherche constitue une tentative dont 1’objectif est d’étudier les
propriétés physico-chimiques de clou de girofle et I’extraction de son huile essentielle.
La caractérisation de son huile essentielle permet de connaitre sa composition
chimique, son effet antibactérien ainsi que son activité antioxydante, ces propriétés

montrent les effets thérapeutiques de cette plante médicinale importante.

Notre travail est organisé en trois grandes parties :

- La premiére partie présente une synthese bibliographique regroupant les
différentes définitions, les méthodes d’extractions et de caractérisation des
huiles essentielles existants.

- La deuxieme partie regroupe les différents modes opératoires et matériels
utilisés pour nos expériences

- Latroisieme partie represente les résultats obtenus et leurs interprétations.

Enfin, nous terminons par une conclusion et des perspectives pour des nouvelles

études.
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I. Géneéralité sur les huiles essentielles
I.1. Historique

Les essences parfumées connues dés I’origine des civilisations, furent d’abord utilisées
pour des usages sacrés. Rites funéraires, embaumement des morts, onctions des élus, sacrifices
aromatiques aux ancétres et aux divinités apparaissent comme une constante des mondes antiques
[2], de la Chine a la Perse et de 1’ Arabie a la Gréce [3].Le nom huile essentielle a été inventé au
16°™siecle par le réformateur suisse de la médecine, Paracelsus Von Hohenheim qui a appelé le
composant efficace essentia de Quinta de drogue [4].Trois milles huiles essentielles environ sont
connues, dont environ 300 sont destinées a un usage commercial [5]. Parallelement, nous
retrouvons 1’utilisation de végétaux dans les pratiques thérapeutiques de ces diverses civilisations,

selon différents stades évolutifs liés a leur utilisation [6].

1.2. Définition des huiles essentielles

L’huile essentielle, essence ou également appelé huile volatile, est I'ensemble d'extraits
volatils de complexe obtenu des plantes aromatiques.
L’Association Francaise de Normalisation AFNOR a defini les huiles essentielles comme étant
des produits obtenus soit a partir de matiéres premieres naturelles par distillation a I'eau ou a la
vapeur d'eau, soit a partir des fruits de citrus par des procédés mécaniques et qui sont séparés de la

phase aqueuse par des procédés physiques [7].

1.3. Origine et localisation des huiles essentielles :

Les huiles volatiles peuvent étre considérées comme des résidus du métabolisme végétal.
Suite a la photosynthése au niveau des chloroplastes, I’énergie produite (sous forme de glucides,
NADPH et d’ATP) contribue au développement de la plante et indirectement & la biosynthése de
multiples composés secondaires parmi elles les huiles essentielles.

Les essences sont synthétisées par les végétaux supérieurs, il y aurait environ 17500
especes aromatiques réparties dans une cinquantaines de familles dont les Lamiaceae, les
Asteraceae, les Rutaceae et les Lauraceae. Ces espéces sont caractérisées par la présence
d’organes spécifiques responsables de la synthése et de stockage deshuiles essentielles : les
poches (Myrtacees, Rutacées) ou les canaux secréteurs, les poils sécréteurs (Lamiaceae) et les

cellules sécreétrices (Zingiberaceae, Lauraceae). L’accumulation des huiles essentielles peut étre
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dans toutes les parties de la plante : sommités fleuries (lavande), écorces (cannelier), rhizomes
(Gingembre), fruits (Anis)...etc. [8].

1.4. Composition chimique des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont constituées principalement de deux groupes de composés odorants
distincts selon la voie métabolique empruntée [9]. 1l s’agit de groupe des terpenes de formule
brute générale est (CsHg), spécialement les monoterpenes (n=2) et les sesquiterpénes (n= 3),
prépondérants dans la plupart des essences, et le groupe des composés aromatiques dérivés du

phénylpropane [10].

I-4.a. Les terpénes

Les mono terpénes est les plus simples constituants des terpenes dont la majorité est rencontrée
dans les huiles essentielles (90%), selon le mode de couplage « téte-queue ». lls peuvent étre
acycliques, monocycliques ou bicycliques. A ces terpenes se rattachent un certain nombre de

produits naturels a fonctions chimiques spéciales [11].

I-4.b. Composes aromatiques

Les dérivés du phénylpropane ou appelés composés phénoliques sont moins répondants que les
terpénoides [12]. IIs sont généralement caractérisés par la présence d’un groupement hydroxyle
fixé a un cycle phényle. Néanmoins elles sont caractéristiques dans certaines HE d’Apiaceae

(anis, fenouil, persil, cannelles) eugénol, myristicine, asarones, cinnamaldéhyde [13].

I-4.c. Composés d'origine diverses
Il existe un nombre non négligeable de produits résultants de la transformation de molécules non
volatiles issues soit de la dégradation des terpenes non volatils qui proviennent de 1’auto-

oxydation par exemples des caroténes ou des acides gras [12].

I-5. Propriétés des huiles essentielles

I-5-1. Propriétés biologiques

La diversité des constituants présents dans les huiles essentielles entraine des Activités [14] :

- proprieté de diurése : faisant fonctionner les quatre grands émonctoires (peau avec ses trois
glandes, reins, poumons et intestins) et facilitant le drainage des déchets et des Résidus
hormonaux solubles et insolubles vers leurs émonctoires.

3
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- propriétés spasmolytiques et sédatives : de trés nombreuses drogues a huiles essentielles
(badiane, menthe, verveine,...) sont efficaces pour diminuer ou supprimer les spasmes gastro-
intestinaux.

- propriétés irritantes : augmentent les mouvements de 1’¢pithélium cilié au niveau de 1’arbre

bronchique et I’élimination rénale d’eau par effet local directe

I-5-2. Propriétés physiques des huiles essentielles

En ce qui concerne les propriétés physique, les HE forment un groupe tres homogene; les
principales caractéristiques sont :

Les HE sont liquides a température ambiante.

Sont volatils contrairement aux huiles fixes ; d’ou leur extraction est faite par la vapeur d’eau.
Sont rarement colorées.

Ont une odeur aromatique.

YV V VYV V V

Ont une densité inféricure a celle de I’eau sauf les essences de Cannelle, Safran, Camomille,
Girofle.

» Leur indice de réfraction est elevé.

» lls sont Insolubles ou peu solubles dans 1’cau.

» Sont solubles dans les huiles fixes, I’eau les alcools et solvants organiques apolaires.
» Leur volatilité augmente avec la chaleur.

» Leur consistance est huileuse mais non grasse

1.6. Utilisation des huiles essentielles

Ces HE agissent selon leur tropisme ; ce terme signifie que chaque huile exerce ses
pouvoirs curatifs sur un organe ou une zone en particulier, ces substances volatiles pénétrentles
tissus et l'organisme. Par exemple, I'H E de basilic est particulierement actif au niveau de la
digestion. Celle de cyprés améliore la circulation. Il est donc trés important de se renseigner sur
les effets thérapeutiques des H E car leur usage peut comporter des inconvénients. Par exemple,
une HE de menthe des champs est indiquée pour stimuler les personnes fatiguées, elle soulage les
douleurs névralgiques mais ne doit jamais étre utilisée dans un bain, sous peine d'irritation

sérieuse de la peau. Outre ces propriétés principales, elles ont toutes une vertu [15].
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1.7. Toxicité des huiles essentielles :

Dans le monde actuel des produits naturels, il convient de ne pas utiliser ces substances de
facon abusive. Les huiles essentielles doivent étre prises a bon escient et a doses adaptées afin
d’¢éviter de dommageables effets secondaires, parce que I’efficacité et la toxicité ce n’est souvent
qu’une question de quantité [16,17]. Il convient d’ailleurs de relativiser ce risque car il concerne
essentiellement les personnes fragiles, notamment les bébés et les enfants, les personnes agées et
les femmes enceintes ou allaitantes. La toxicité provient de la présence de certaines molécules
aromatiques pour lesquelles des risques ont été identifiés suite a des tests. Une famille
biochimique particuliére, celle des cétones, est ici particulierement visée: elle présente une
neurotoxique et un risque abortif.

1. Pour une autre famille, celle des phénols, sa causticité sera particulierement tournée vers la
peau (dermocausticité) et le foie (hépatotoxique). Ces huiles essentielles a phénols ne
s’utiliseront donc pas ni par voie cutanée ni par voie rectale, seule la prise orale sera
possible. En cas de traitement long, pour éviter tout risque hépatotoxique, il faudra
observer une fenétre thérapeutique.

2. Une autre toxicité provient des HE contenant des furocoumarines et pyrocoumarines.

Leur application cutanée, ou méme leur prise par voie orale, peut provoquer, sous 1’effet prolongé
du soleil, des réactions érythémateuses susceptibles de favoriser la carcinogenese et 1’accélération
de la mélano-genése.

Enfin, I’absorption orale d’huiles essentielles riches en mono terpénes (toutes les espéces depins
et de sapins, de genévriers et méme le santal blanc) sur de longues périodes peut enflammer et
détériorer a terme, les néphrons (les unités fonctionnelles du rein). C’est ce que 1’on nomme une
néphrotoxicité [18, 19].

Lorsque tous ces effets toxiques sont présents a I’esprit, avoir recours aux huiles
essentielles en parfaite innocuité n’est qu’une question de choix : celui de I’huile, de la dose, de la
durée et de la voie d’administration. Comme pour un médicament, il existe pour chaque huile
essentielle un équilibre entre le béneéfice et le risque qui doit aussi étre envisagé en fonction du
sujet.

I-8. Méthodes d’extraction des huiles essentielles
Il existe plusieurs méthodes d’extraction des huiles essentielles. Le choix de la méthode la

mieux adaptée se fait en fonction de la nature de la matiére végétale a traiter, de caractéristiques
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physico-chimiques de I'essence a extraire, de I'usage de I'extrait et I'ardbme du départ au cours de
I'extraction [20]. Les principales méthodes d’extraction sont [21] :

» Entrainement a la vapeur d'eau.

L'hydrodiffusion.

L'expression & froid.

Extraction par solvants.

Hydrodistillation.

Extraction par les corps gras.

YV V V VYV V V¥V

Extraction par micro- ondes.

I-8-1.Entrainement a la vapeur d’eau

Les méthodes d'extraction par I'entrainement a la vapeur d'eau sont basées sur le fait que la
plupart des composes volatils contenus dans les végétaux sont entrainables par la vapeur d'eau, du
fait de leur point d'ébullition relativement bas et de leur caractere hydrophobe [22].
Sous l'action de la vapeur d'eau introduite ou formée dans I'extracteur, I'essence se libére du tissu
végétal et entrainée par la vapeur d’eau. Le mélange de vapeurs est condensé sur une surface

froide et I'huile essentielle se separe par décantation.[23]

En fonction de sa densité, elle peut étre recueillie a deux niveaux :

¢+ au niveau supérieur du distillat, si elle est plus l1égére que I'eau, ce qui est fréquent.

¢+ au niveau inférieur, si elle est plus dense que I'eau.

Les principales variantes de I'extraction par l'entrainement a la vapeur d'eau sont I’hydro

distillation, la distillation a vapeur saturée et I'nydrodiffusion[24].

réservoir d'eau

source de
vapeur d'eau

2 phases lig

Figurel.1:Montage d’entrainement a la vapeur d'eau.
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1-8-2. Hydrodiffusion

Elle consiste a pulser de la vapeur d'eau a travers la masse végétale, du hautvers le bas.
Ainsi le flux de vapeur traversant la biomasse végétale est descendant contrairement aux
techniques classiques de distillation dont le flux de vapeur est ascendant [25].
L'avantage de cette Technique se traduit par I'amélioration qualitative et quantitative de I’huile

récoltée, I’économie du temps, de vapeur et d'énergie.
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Figure 1.2 : Montage d’ Hydrodiffusion

I-8-3. L'expression a froid

L'extraction par expression est souvent utilisée pour extraire les huiles essentielles des
agrumes comme le citron, ’orange, la mandarine, etc. Son principe consiste a rompre
mécaniquement les poches a essences. L'huile essentielle est séparée par décantation ou
centrifugation [26].

D'autres machines rompent les poches par dépression et recueillent directement I'huile

essentielle, ce qui évite les dégradations liées a I'action de I'eau [27].

I-8-4. Extraction par solvants
La méthode de cette extraction est basée sur le fait que les essences aromatiques sont
solubles dans la plupart des solvants organiques. L'extraction se fait dans des extracteurs de

construction variée, en continu, semi-continu ou en discontinu.
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Le procédé consiste a épuiser le matériel végétal par un solvant a bas point d'ébullition qui par la
suite, sera éliminé par distillation sous pression réduite. L'évaporation du solvant donne un
mélange odorant de consistance pateuse dont I'huile est extraite par 1’alcool [28]. L'extraction par
les solvants est tres colteuse a cause du prix de I'équipement et de la grande consommation des
solvants.

Un autre désavantage de cette extraction par les solvants est leur manque des électivité ; de
ce fait, de nombreuses substances lipophiles (huiles fixes, phospholipides, caroténoides, cires,
coumarines, etc.) peuvent se retrouver dans le mélange pateux et imposer une purification

ultérieure [29].

Appareil de Soxhlet Apparcil Lickens-Nickerson

Figurel.3 :Montage d’extraction par solvant

1-8-5. Hydrodistillation

Le principe de I'nydrodistillation est celui de la distillation des mélanges binaires non
miscibles. Elle consiste a immerger la biomasse végétale dans un alambic rempli d'eau, que I'on
porte ensuite a I'ébullition. La vapeur d'eau et I'essence libérée par le matériel végétal forment un
mélange non miscible

Les composants d'un tel mélange se comportent comme si chacun était tout seul a la
température du mélange, c'est a dire que la pression partielle de la vapeur d'un composant est
égale a la pression de vapeur du corps pur. Cette méthode est simple dans son principe et ne

nécessite pas un appareillage codteux.
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Cependant, a cause de l'eau, de l'acidité, de la température du milieu, il peut se produire des
réactions d'hydrolyse, de réarrangement, de racémisation, d'oxydation, d'isomérisation, etc. qui

peuvent tres sensiblement conduire a une dénaturation [29].

Figure 1.4 : Montage d’hydrodistillation

1-Thermomeétre, 2-Réfrigérant,3-Bécher. 4-support élévateur, 5-ballon, 6-chauffe-ballon,
A-sortie d’eau, B-entrée d’eau.

1-8-6. Extraction par les corps gras

La méthode d'extraction par les corps gras est utilisée en fleurage dans le traitement des
parties fragiles de plantes telles que les fleurs, qui sont tres sensibles a I'action de la température.
Elle met a profit la lipo-solubilité des composants odorants des végétaux dans les corps gras.
Le principe consiste a mettre les fleurs en contact d'un corps gras pour le saturer en essence
végétale. Le produit obtenu est une pommade florale qui est ensuite épuisée par un solvant qu'on
élimine sous pression réduite.

Dans cette technique, on peut distinguer I'enfleurage ou la saturation se fait par diffusion a
la température ambiante des ardmes vers le corps gras et la digestion qui se pratique a chaud, par

immersion des organes végétaux dans le corps gras [28].
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Figure 1. 5: Montage d’extraction par les corps gras

I-8-7. Extraction par micro-ondes

Le procédé d'extraction par micro-ondes appelée (Vacuum Microwave Hydro Distillation)
(VMHD) consiste a extraire I'huile essentielle a lI'aide d'un rayonnement micro-ondes d’énergie

constante et d'une séquence de mise sous vide. Seule I'eau de constitution de la matiére végétale

traitée entre dans le processus d'extraction des essences [25].

Sous l'effet conjugué du chauffage sélectif des micro-ondes et de la pression réduite de
fagon séquentielle dans l'enceinte de ’extraction, l'eau de constitution de la matiere végétale
fraiche entre brutalement en ébullition. Le contenu des cellules est donc plus aisément transféré
vers l'extérieur du tissu biologique, et I'essence est alors mise en ceuvre par la condensation, le
refroidissement des vapeurs et puis la décantation des condensats. Cette technique présente les

avantages suivants : rapidité, économie du temps d'énergie et d'eau, extrait dépourvu de solvant

résiduel [29,30].
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Figurel.6:Montage d’extraction assistée par micro-onde.

1-9. Clous de Girofle

Figure 1.7 : Clou de girofle Figure 1.8 : Giroflier

Classification systémique

Classe Angiosperme

Sous- classe Tiporées

Ordre Myrtales

Famille Myrtaceae

Genre Syzygium

Espece Syzygiumarmaticum
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1-9-1. Définition

Le girofle ou giroflier est un arbre originaire des Iles Moluques dans I’archipel indonésien.
Les clous sont en fait des boutons de fleurs de couleur verte puis rouge une fois mdrs, les clous se
séparent de leur jolie couleur brune lors de la phase de séchage, qui se déroule a I’air libre pendant

un mois [31].

1-9-2.Historique

L'épopée indienne du Ramayana, décrit le giroflier comme un arbre apparu 200 ans avant
Jésus Christ utilisaient comme une épice. Les Chinois utilisaient déja les clous de girofle sous la
dynastie Han 206 ans avant Jésus Christ. En les machant pour avoir meilleure haleine, ainsi que
pour ses vertus médicinales et culinaires. Les Grecs et des Romains utilisaient les clous de
girofles au 1%siecle. Une récente découverte archéologique suggére que le commerce du girofle
avec l'occident pourrait en fait avoir commencé bien plus tot. En effet, on a trouve un clou de
girofle parmi des restes calcinés sur le sol d'une cuisine incendiée du site mésopotamien de Terga
dans l'actuelle Syrie, daté de 1700 avant Jésus Christ [32]. En Europe, le clou de girofle apporté

les Arabes, étant d'un usage réservé aux riches Siennois [33].

1-9-3. Caractéristique Botanique

Originaire de I’archipel des Moluques, cet arbre apprécie les sols tropicaux maritimes
drainés. Ses feuilles sont opposées, coriaces et persistantes. Ses fleurs blanc rosé sont groupées en
petites cymes compactes et ramifiées. Le bouton floral (clou) a une morphologie typique : partie
quadrangulaire et une téte globuleuse, entourée par les 4 sépales et constituée des 4 pétales

enfermant de trés nombreuses étamines recourbées.

1-9-4. Composition Chimique et Propriétés
I-9-4-a. Composition Chimique

Le clou de girofle renferme une quantité importante d’huile essentielle 15 a 20%, des
tanins (famille des polyphénols), un peu d’amidon et des matiéres fibreuses cellulosiques.
Le pédoncule floral (griffes) renferme 5 a 6%d’huile, dans les feuilles la quantité d’huile est de 3a
4%. L’huile de girofle est trés riche en eugénol de 70 a 85%. On trouve aussi d’autres composés

terpéniques (dont environ 10 % caryophylléne), aliphatiques, aromatiques et hétérocycliques.
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1-9-4-b. Propriétés
Le clou de girofle posséde des propriétés qui sont dues essentiellement a 1’eugénol qui est
rapidement métabolisé et excrété, et considéré comme non cancérigene. Il peut étre présent dans

les aliments jusqu’a une concentration de 1500 ppm [34].

1-9-5. Utilisations

Le clou de girofle trouve sont application dans divers domaines :
1-9-5-a. Domaines médicinale et cosmétique

Les boutons floraux du giroflier possedent des propriétés antiseptiques et anesthésiques
qui sont reconnues depuis trés longtemps et proposées dans les douleurs dentaires. Il entre dans la
composition du khol, primitivement onguent ophtalmique. Le clou de girofle est un anti
inflammatoire et antibactérien, il est utile pour lutter contre beaucoup d'infections urinaires,
digestives et cutanees vu qu’il renferme une quantité importante en eugénol [34].

L’eugénol, composé phénolique, sert & fabriquer la vanilline artificielle. Les essences de
clous, de griffes, de feuilles, de branches et d’antofles servent également en pharmacie pour la
préparation de divers médicaments, en parfumerie, en savonnerie, pour la préparation de pates
dentifrices pour la préparation de certaines peintures et vernis, en chirurgie (propriétés
bactéricides et anesthésiant).

Le clou de girofle sert de parfum d'ambiance sous forme de « pomme d'ambre » que I'on fabrique

en piquant toute la surface d'une orange de clous de girofle [35].

1-9-5-b. Domaine culinaire

En cuisine, il est présent dans le pain d'épices, les biscuits en mélange avec la cannelle, les
marinades, la choucroute et il est indispensable a la plupart des currys, comme il est utilisé en
infusion avec le thé.

Le giroflier est surtout cultivé pour ses "clous" qui servent d’aromates dans 1’alimentation
d’un grand nombre de pays. On cultive également le giroflier pour ses feuilles dont on extrait une
essence tres riche en eugénol.

1-9-6. Les différentes H.E. issues du giroflier
Le giroflier est a ’origine de plusieurs types d’huiles essentielles, de qualité différente

selon la partie de la plante utilisée. Il existe I’essence de clous, des feuilles, des griffes et
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des tiges. L’huile essentielle de clou est essenticllement utilisée en parfumerie et en
aromathérapie, alors que I’huile essentielle de feuille est de loin la plus commercialisée,
notamment pour la production d’eugénol du fait de son faible cofit et de sa récolte plus facile.

Dans la Pharmacopée francaise et dans la Pharmacopée européenne, sont répertoriees les
monographies du clou de girofle, de I’huile essentielle du clou de girofle, et depuis 2007 la
monographie de I’huile essentielle de feuille de giroflier.
1-9-6-a. H.E du clou

Elle est extraite des clous du giroflier, ¢’est a dire des inflorescences a 1’état de bouton, par
distillation a la vapeur d’eau.
Les clous renferment a I’état frais environ 15 a 20% d’huile essentielle, dont 78 a 98%d’eugénol.
Selon la pharmacopée européenne, I’HE de clous de girofle est un liquide jaune, limpide, virant
au brun lorsqu’il est exposé a I’air.
En ce qui concerne la composition, la Pharmacopee définit des intervalles de quantite
recommandée pour chaque constituant [36] :
de 75,0 a 88,0 % pour ’eugénol, de 5,0 a 14,0 % pour le B-caryophylléne et de 4,0 & 15,0 %
pour ’acétyleugénol (acétate d’eugényle).
1-9-6-b. H.E de griffe

L’huile essentielle de griffe est essentiellement produite pour des raisons économiques. En
effet, lors de la récolte des clous, ceux-ci sont séparés de leurs pédicelles: c’est le griffage. Les
griffes recueillies sont alors elles aussi distillées en tant que « produit secondaire ». Les griffes
renferment de 4 a 6% d’huile essentielle dont 80 a 95% d’eugénol.
1-9-6-c. H.E de feuilles

Cette huile est plus facile a obtenir car les feuilles peuvent étre récoltées toute 1’année, ce
qui assure une source de revenu plus stable pour les producteurs. Cependant sa composition est
moins intéressante du point de vue de 1’aromathérapie [37]. Elle est utilisée pour sa ressource en
eugenol qui constituait la matiére premiere de la fabrication de la vanilline. Les feuilles

contiennent 1 a 3 % d’huile essentielle dont 75 a 88% d’eugénol.

1-9-6-d.H.E de tiges
De méme que I’H.E de griffe, I’H.E de tige ne présente pas un intérét majeur, elle est

produite afin d’optimiser le rendement des récoltes.
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1-9-7. La genese des molécules aromatiques

La photosynthése est le phénomeéne nécessaire et indispensable au métabolisme végétal. Il
conditionne la synthese des métabolites actifs de la plante. Le principe de la photosynthese est le
suivant : le pigment vert situé dans les feuilles de la plante, la chlorophylle, capte le rayonnement
solaire (photons). La chlorophylle utilise cette énergie pour scinder la molécule d’eau en
hydrogéne et oxygeéne. L’oxygeéne est en majeure partic rejeté dans 1’air ambiant, tandis que
I’hydrogene réagit avec le dioxyde de carbone absorbé par la plante afin de former des sucres
[38].

Lumiere
BCO. + 68 HoO — %  » CaH.20s + 602

Dioxyde de carbone + Eau glucose + dioxygene

A partir de ces sucres et par des procédés d’oxydo-réductions, la plante élabore des
molécules spécifiques (métabolites primaires et métabolites secondaires). Il existe deux voies
principales de biosynthése [39]:

- la voie des terpenes.
- la voie des phénylpropanes.
La voie des terpénes fait intervenir de I’isopenténypyrophosphate (I.P.P) et aboutit a la synthese
de monoterpénes (CioHig), sesquiterpénes (CisHos) et de diterpénes (CyoHsp). A partir de ces
molécules, et par I’intermédiaire des réactions d’oxydo-réductions, d’autres métabolites se
forment comme les alcools, aldéhydes, phénols, cétones, oxydes, acides, esters, etc.. [38].
La voie des phénylpropanoides emploie 1’acide shikimique, et forme directement des cCOmposés
aux fonctions biochimiques variées : phénols, acides, coumarines, etc. Celles-ci entreront par la
suite dans la composition d’autres molécules comme les lactones ou les méthyl éthers [38].
On parle alors de deux grandes classes de constituants dans les huiles essentielles: les terpenes et
les composés aromatiques. Les composés aromatiques présentent au moins un cycle benzénique.
Les autres constituants des H.E. existent a 1’état de traces et neconditionnent pas I’activite de
I’huile essentielle [37].
Ci-aprés sont présentées les principales molécules de I’H.E de clou de girofle.
a- Les sesquiterpene
Le PB-caryophylléne constitue un exemple de sesquiterpene présente dans I’H.E. de
giroflier (5 a 14%).

15



Chapitre | Synthese bibliographique

Figurel.9: B-caryophylléne

L’H.E. de giroflier contient des sesquiterpénes comme 1’a-humuléne <1%, camphéne 1%, et le y-
pinéne<1% [40].

b- Les composés aromatiques
Le composé prépondérant dans les huiles essentielles du giroflier est I’eugénol (figure 10).
Issu de la dégradation de la phénylalanine (acide aminé), I’eugénol posséde une structure en CgCs,
a laquelle se greffent d’autres fonctions.
L’eugénol appartient aux phénylpropanoides (molécules dérivées du phénylpropane), mais

il est rattaché au groupe des phénols monoterpéniques car ses propriétés s’en rapprochent [38].

CH;—CH--CH,

Figurel.10: L’eugénol

Parmi les 3 « phénols » les plus puissants dans les H.E. : carvacrol, thymol, et eugénol, 1’eugénol

est le moins toxique [41].

L’eugénol est un principe actif qui, a la différence des autres phénols, possede un pouvoir
anesthésiant. L’étude de KLEIN AH, CARSTENS ML et CARSTENS E a permis de comparer ce

pouvoir anesthésiant a celui du carvacrol sur la langue. 524 personnes y ont participé. Les
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résultats démontrent ainsi que 1’eugénol peut augmenter le seuil de détection pour un faible
stimuli tactile (jusqu’a 0,2 mm). En revanche, le carvacrol ne modifie en rien la perception de ces
stimuli [42].
Autre caractéristique de I’eugénol, cette molécule procure une forte activité antiagrégante
plaquettaire a 1’huile essentielle [43]. D’aprés plusieurs recherches son action cible le facteur
d’activation plaquettaire [44]. C’est aussi un antagoniste de 1’acide arachidonique (inducteur de
I’agrégation plaquettaire). Il a été démontré en comparant les IC50 (Concentration inhibitrice
médiane) de I’eugénol et de I’aspirine, que 1’eugénol possédait un pouvoir antiagrégant
plaquettaire plus puissant que 1’aspirine [45] (jusqu’a 5 fois supérieur selon certaines études)[46].
L’aspirine est prescrite pour ses propriétés antiagrégantes a dose minimum de 75mg. L’huile
essentielle de clou de girofle, quant a elle, est utilisée a raison de 3 gouttes par jour en moyenne.
Ce dosage correspond a environ 65mg d’huile essentielle, soit 52mg d’eugénol.
A la posologie recommandée dans le cadre d’un conseil officinal, un risque d’inhibition de
I’agrégation plaquettaire est possible avec I’H.E de clou de girofle. Il conviendra donc de faire
preuve de vigilance envers les personnes traitées par un anticoagulant ou un antiagrégant
plaquettaire.
c- Leséthers
Il s’agit en fait de phényléthers, du fait de la présence d’un cycle benzénique. Un exemple

de phényléther est le méthyl-eugénol de la figure 11 :

H;CO P

H5CO
Figure 1.11: Méthyleugénol

Bien qu’en général ces composants apportent des propriétés intéressantes aux huiles essentielles,
dans le cas du méthyleugénol, sa concentration devra étre inférieure a 0,5% afin de minimiser les
risques d’irritations et d’allergies cutanées.
d- Les esters aromatiques
Un ester est le produit de la combinaison chimique d‘un alcool aromatique et d’un acide.

L’ester d’une huile essentielle proviendra en général de 1’alcool qu’elle contient [40].
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Dans le cas de I’H.E. de clou de girofle, I’ester est I’acétate d’eugényle (figure 12), issu de

I’eugénol.

OCOCH,
OCH,

CH,CH = CH,

Figure 1.12: Formule de la molécule d'acétate d'eugényle

Un autre exemple d’ester aromatique est le salicylate de méthyle, qui lui est présent en trés petite
quantité dans I’huile essentielle (<1%) [38].

Ce sont des molécules antispasmodiques musculotropes et neurotropes. Au méme titre que
I’eugénol, I’acétate d’eugényle possede également des propriétés antibactériennes.

Mais c’est surtout un stimulant général, trés utile en cas de dépression hivernale par exemple [37].

e- Autres composants
Bien que présents en faible quantité dans I’huile essentielle de clou de girofle, ces
composants renforcent 1’action des constituants, révélant une synergie d’action.
f- Les Aldéhydes aromatiques
L’oxydation de I’eugénol aboutit a la formation d’un aldéhyde aromatique : la vanilline.
C’est par le biais de ce procédé que 1’arome artificiel de la vanille a été synthétis¢ durant de
nombreuses annees.
g- Les oxydes sesquiterpeniques
Ces molécules sont issues de 1’oxydation des sesquiterpénes, et sont peu représentées dans
les huiles essentielles. Leurs propriétés restent mal connues, mais il s’agirait de molécules anti-
inflammatoires et faiblement anxiolytiques [37]. Parmi elles, ’oxyde de caryophylléne qui est

présent dans I’H.E. de clou de girofle (<1%).
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I-10.Caractérisation des huiles essentielles

1-10-1. Caractéristique organoleptiques

Les Caractéristiques organoleptiques (apparence, couleur, odeur, gout) étaient autrefois les
seules indications permettant d’évaluer la qualit¢ d’une huile essentielle, mais comme ces
propriétés ne donnent que des informations tres limitées sur ces essences, il est nécessaire de faire
appel a d’autres techniques de caractérisation plus précises. La qualité d’une huile essentielle et sa
valeur commerciale sont définies par des normes admises et portant sur les indices

physicochimiques.

I-10-2. Caractéristiques physicochimiques des HE

Les HE sont caractérisées par leurs propriétés physiques (densité, indice de réfraction, taux
d’humidité,...) ainsi que par leurs propriétés chimiques (pH, indice d’acide, d’ester, d’iode)
permettant d’évaluer la nature des composés organiques (acide, ester, alcéne) présents dans
I’essence.

Ces normes ont ¢ét¢ déterminées par plusieurs organisations connus a 1’échelle mondiale comme :
ISO : International Standard Organisation.

AFNOR : Association Francaise de Normalisation.

AOAC: Association of Official Agricultural Chemist.

a- Rendement en huile essentielle
Le rendement en huile essentielle est le rapport entre le poids de 1’huile extraite et le poids
de la plante a traiter. Le rendement est calculé comme suit :
RHE = M’/M.100
RHE : rendement en huile essentielle des clous de girofle ;
M' : masse de I’huile essentielle obtenue en gramme ;

M : masse des clous de girofle broyés en gramme.

b- La mesure de la densité
La densité (la masse volumique) est une grandeur physique qui caractérise la masse d’un matériau
par unité de volume. C’est le rapport entre un certain volume de I’huile essentielle et la masse de

ce méme volume ; la densité est ainsi obtenu par g /cm3.
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c- Indice de réfraction

C’est le rapport entre le sinus des angles d’incidence et de réfraction d’un rayon lumineux
de longueur d’onde déterminée ; passant de 1’aire dans huile essentielle maintenue a une
température constante
L’indice de réfraction n’a pas d’unité car c’est le rapport de deux vitesse ; plus la lumiére est
ralentie ; plus la matiére a un indice de réfraction éléve
L’indice de réfraction des huiles essentielles est généralement élevé, il est supérieur a ceux de
I’eau a 20c® =1.33556 ; et de I'huile d’olive a 20c°=1.4684 ceci montre leur richesse en

composants qui devient la lumiere polarisée

)

3 T
/.4
s

Figure 1.13: Réfractometre.

L’appareil employé pour mesurer I’indice de réfraction est le réfractometre, qui est un instrument
optique servant a déterminer substance c’est a dire la mesure laquelle la lumicre est déviée en

traversant la substance.

d- Mesure de pH :

Le pH [D’abréviation de potentiel d’hydrogéne mesure 1’activité chimique des ions
Hydrogenes (H+) (appelés aussi couramment protons) en solution. Plus couramment, le pH
mesure 1’acidité ou la basicité d’une solution.

Il s'agit d'un coefficient permettant de savoir si une solution est acide, basique ou neutre : elle est

acide si son pH est inférieur a 7, neutre s'il est égal a 7, basique s’il est supérieur a 7
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e- Indice d’acide Ia :
C’est le nombre de milligramme d’hydroxyde de potassium (KOH) nécessaire a la
neutralisation des acides libres contenus dans 1g d’HE. Les acides libres sont neutralisés par une
solution Ethanol titrée d’hydroxyde de potassium, ¢’est-a-dire la mesure de I’indice acide réalisée

par titrage.

f- . Indice de saponification Is :
Indice de saponification représente la quantité de potasse (KOH) ou de la soude (NaOH)
en mg nécessaire pour saponifier un gramme de 1’huile essentielle.
Is=((VO-V1) *M*N)/m

g- Indices d’iode Ii
L’indice d’iode est le nombre de gramme d’iode que peuvent fixer les doubles liaisons de
100 g d’huile, quel que soit le réactif halogéne utilisé.

Les liaisons éthyléniques fixent les halogénes d’aprés la réaction suivante :

R-CH=CH-R’ + X, R-CHX-CHX-R’

X=Cl, Br, I

h- Indice d’ester Ie
L’indice d’ester est le nombre de mg d’hydroxyde de potassium (KOH) nécessaire pour

neutraliser les acides libérés par hydrolyse en milieu basique des esters contenus dans 1g d’HE.

R-CO2-CH2-R’+KOH->RCO2K+R’-CH20H

I-Spectroscopie infrarouge :

La spectroscopie IR est une classe de spectroscopie qui traite de la région infrarouge du
spectre électromagnétique. Elle recouvre une large gamme de techniques, la plus commune étant
un type de spectroscopie d'absorption. Comme pour toutes les techniques de spectroscopie, elle

peut étre employée pour l'identification de composés ou pour déterminer la composition d'un
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échantillon. Les tables de corrélation de spectroscopie infrarouge sont largement présentes dans la
littérature scientifique.
L’IR se situe entre 2 um et 50 um en longueur d'onde, mais on utilise dans ce domaine les

nombres d'ondes notés ©, exprimés en cm™[47]

J- Chromatographie en phase gazeuse(CPG)

La CPG s’est montrée une méthode appropriée pour la séparation et I’identification des
composants d’une HE, elle réalise a la fois une analyse qualitative et quantitative.
L’échantillon est injecté en téte de colonne. L’¢lution est assurée par un flux de Gaz inerte qui sert
de phase mobile. La CPG est basée sur le partage de produit analysé entre une phase gazeuse
mobile est une phase (liquide ou solide) immobilisée sur la surface d’un support inerte.
Les constituants des mélanges appelés généralement « solutés » sont inégalement retenus par la
phase stationnaire lors du transit dans la colonne. De ce phénomene appelé « rétention », les
solutés injectés se deplacent avec une vitesse inégale entre eux et inférieure a celle de la phase
mobile, ceci les conduit a sortir de la colonne les uns aprés les autres. On enregistre d’abord un
signal dit ligne de base en présence du gaz vecteur seul, puis un pic au passage de chaque soluté
séparé. Les appareils a chromatographie gazeuse sont principalement composes :
- d’un four.
- d’un systeme d’injection, permettant d’introduire et de vaporiser notre échantillon.
- d’une colonne de séparation.

- d’un systeme de détection.

k- Activité antioxydant

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité de résister a 1’oxydation.
En effet, la plupart des antioxydants de synthése ou d’origine naturelle possédent des groupes
hydroxyphénoliques dans leurs structures et les propriétés antioxydantes sont attribuées en partie,
ala capacité de ces composés naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux
hydroxyles(OH") et superoxydes (O",) [48].

Les antioxydants sont des molécules qui aident le corps a lutter contre les radicaux libres
en les neutralisant, afin qu’ils deviennent inoffensifs [49], ils peuvent étre classes en deux groupes

selon le niveau de leur action : les antioxydants primaires et les antioxydants secondaires.
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k-1.Les antioxydants primaires

IIs sont appelés également les antioxydants vrais ou antioxydants radicalaires, sont des
molécules (notées AH) capables d’interrompre la chaine auto catalytique de 1’oxydation en
bloquant les radicaux lipidiques R® et ROO" par transfert d’un atome d’hydrogéne pour reformer
RH et ROOH. De la méme maniére, ils peuvent transformer les radicaux RO"en ROH, bloquant

ainsi la formation des aldéhydes [50].

k-2.Les antioxydants secondaires

Ils sont appelés aussi préventifs qui assurent 1’inhibition de la production des radicaux
libres. Ce sont des molécules exogenes; des substances décomposant les hydro-peroxydes en
alcools, des thiols (glutathion, acides aminés soufrés) ou des disulfures, des protecteurs vis-a-vis
des UV [51]. Contrairement aux enzymes antioxydants, une molécule d’antioxydant piége un seul
radical libre. Pour pouvoir fonctionner a nouveau, cette molécule d’antioxydant doit donc étre

régénérée par d’autres systémes [52].

k-3. Les sources des antioxydants
a-Sources synthétiques
Ils constituent une source importante d’antioxydants. Actuellement, les classes
thérapeutiques comme les anti-inflammatoires non stéroidiens, les anti-hyper-lipoprotéinémiques,
les p-bloquants et autres antihypertenseurs ont été évalués pour leurs propriétés antioxydantes
(Figure.14) [53].

/ CH OH [l)H \
(H3C)sC T,—%ﬁr _C(CHa)s ’J%j.erC(CHa}a _~~._~C(CHs)z
|Y' N d
CHa OCHs OH
2 .6- di-tert -Butyl-p- 2- tert-Butyl-p — tert-

hydroxytoluene (BHT) methoxyanisole (BHA) Butylhydroquinone

\ (TBHQ) _/

Figure 1.14:Structures chimiques de quelques antioxydants synthétiques.

23



Chapitre | Synthese bibliographique

b-Sources naturelles
Les antioxydants d’origine alimentaire sont nombreux, certains sont liposolubles comme :

tocophérols ; B caroténe ; lycopéne, d’autres sont hydrosolubles comme I’acide ascorbique ; et

d’autre sont plus hydrosolubles que liposolubles comme les polyphénols.

HO
o0 o PR )
~°r PR N
SOl | R
HO OH
Acide ascorbique p- Caroténe
o |
oy "™
T \|L z B k
OH cT)/ .---"'\j,/ Ne = I P
Apigenin Vitamine E
OH
jl\ j ,\ /H ’j‘ﬁ/OH
Quercetine Silibinin

Figure 1.15 : Structures chimiques des antioxydants naturels.

I-10-3. Caractérisation biologique: Activité antimicrobienne

a- Introduction
L’organisme humain, constamment exposé a une multitude de microbes, bactéries, virus,

parasites, champignons), posséde un systeme complexe de défense qui lui permet de rencontrer ou
d’héberger ces microbes sans leur permettre d’envahir ses tissus [54,55]. Cependant, dans
certaines conditions, 1’infection peut entrainer une maladie infectieuse grave [56].

Les maladies infectieuses causées par les bactéries et les champignons affectent des millions de
personnes dans le monde entier, et causent de lourdes pertes au niveau économique. De nombreux
programmes ont été conduits pour découvrir et developper de nombreux agents antimicrobiens
d’origine biologique [57].
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b- La diversité du monde microbien

b-1. Les bactéries

Les bactéries sont des organismes vivants unicellulaires et procaryotes présents dans tous
les milieux. La plupart des bactéries possédent une paroi cellulaire glucidique. Les bactéries les
plus grosses mesurent plus de 2 um et, jusqu'au début du XXle siécle, les spécialistes
considéraient que les plus petites mesuraient 0,2 um, mais il existe des « ultramicrobactéries », y
compris en eau douce [58].

Les bactéries présentent de nombreuses formes : sphériques (coques), allongées ou en
batonnets (bacilles), des formes plus ou moins spiralées.

Pour distinguer entre les bactéries au microscope optique, une méthode importante et
largement utilisée en bactériologie, c'est "la coloration de Gram". Elle consiste a traiter des
bactéries fixées a la chaleur, par un colorant basique (violet de gentiane) puis une solution iodo-
iodurée (mordancage), toutes les cellules se colorent en violet. Soumises ensuite a l'action de
I'alcool éthylique elles se répartissent en : cellules qui conservent la coloration violette dites a
gram positif et qui sont décolorées, appelées a gram négatif. Pour mieux distinguer ces deux
catégories, le frottis bactérien est finalement traité par de la fuchsine basique, les bactéries a gram
négatif sont roses et celles a gram positif restent violettes [59].

Apres leur réaction avec les différents colorants utilisés par cette méthode, les bactéries se
divisent en deux groupes majeurs : bactéries a gram positif (colorées en violet), bactéries a gram
négatif (colorées en rose). Cette distinction de réponse a la coloration de gram est due a la
différence qui existe dans la composition des parois bactériennes, celles des bactéries a gram
négatif laissent passer la solution alcoolique, tandis que celles des bactéries a gram positif

représentent une véritable barriere que la solution alcoolique ne peut franchir (Figl6 ; 17) [59,60].
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Figure 1.16: Gram positif. Figure 1.17 : Gram négatif.
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b-1-1. Bactéries a gram négatif
a-Escherichia coli
Le genre Escherichia fait partie de la famille des entérobactéries et comprend cing especes
dont une seule, I'Escherichia coli, est utilisée a titre d’indicateur de la qualité des eaux. La presque
totalité des souches d' I'Escherichia coli sont pas pathogénes puisque cette bactérie est un hote
normal de I’intestin des mammiféres [61]. L’Escherichia coli est le seul qui soit sans équivoque
toujours d’origine fécale et, a ce titre, il est de plus en plus considéré comme I’organisme

indicateur spécifique d’une pollution fécale.

b- Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa, autrement connu sous le nom de bacille pyocyanique, bacille du
pus bleu, est une bactérie gram-négative du genre pseudomonas. Les bacilles sont fins, droits et
tres mobiles gréace a un flagelle polaire : ciliature monotriche, dépourvus de spores et de capsules.
IIs apparaissent la plupart du temps isolés ou en diplobacilles. Elle peut, dans certaines conditions,
étre pathogene. Trés résistante, elle est avec d'autres bactéries a gram négatif de plus en plus
souvent responsable d'infections nosocomiales. C'est I'une des bactéries les plus difficiles a traiter
cliniguement. Le taux de mortalité atteint 50 % chez les patients vulnérables (immunodéprimés)
[59]. Est une cause rare mais connue de septicémie néonatale et d'une forme de méningite a
évolution grave, provoquant une mortalité de 10 a 80 %. Plusieurs infections ont été mises en

rapport avec la consommation d'aliments pour nourrissons.

b-1-2. Bactéries a gram positifs
a-Staphylococcus aureus

Les staphylocoques sont des bactéries sphériques, qui se divisent sur plusieurs plans pour
former des amas réguliers ou irréguliers en grappe de raisin, d’ou leur nom (en grecstaphylos), ils
sont immobiles et cultivent sur des milieux contenant 5% de NaCl et pour certains jusqu'a 10 et
méme 15%. Ils sont aérobies ou anaérobies facultatifs.

Le staphylococcus est responsable d'intoxications alimentaires, d'infections localisées
suppurées et, dans certains cas extrémes, de septicémies physiques (greffe, protheses cardiaques).

Staphylococcus aureus se présente comme une coque en amas (grappes de raisin), gram positif et
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catalase positif. Sa teneur en caroténoides lui confére une couleur dorée a I'origine de son nom
[58].
b-Enterococcusfaecalis

Enterococcusfaecalis est une bactérie commensale a gram positif, habitant dans le tube
digestif des humains et d'autres mammiféres.

Comme d'autres espéces du genre Enterococcus, E.faecalispeutcauser des infectionsmort
elles chez I'hnomme et le singe, particulierement dans un environnement hospitalier : le haut niveau
de résistance naturelle aux antibiotiques de la bactérie contribue a sa pathogénicité et au risque

nosocomial. Elle peut aussi déclencher des inflammations chroniques de I'intestin [62].

27



Chapitre I

Matériels et méethodes




Chapitre 11 Matériels et méthodes

11- Matériels et méthodes
11-1.But de I’étude

Ce travail de recherche a été réalisé au laboratoire de biologie de 1’université de
Médéa. Son objectif est 1’étude des propriétés physicochimiques des huiles essentielles de

clou de girofle ainsi que I’étude de ses propriétés antibactériennes.

Notre travail a consisté, dans un premier temps, a extraire 1’huile essentielle de clou
girofle par hydrodistillation ensuite a effectuer son analyse par les différentes méthodes de
caractérisation. Une partie de cette caractérisation a été réalisée aux laboratoires physico-
chimique et microbiologique du groupe SAIDAL de Médéa.

11-2.Le matériel végétal

Le matériel végétal, clou de girofle, a été acheté du marché de la ville de Médéa

11-3. Matériels et produits utilisés

Matériels Produits
- Pilon et mortier - Girofle
- Beécher - Eaudistille
- Erlenmeyer - Chlorure de sodium
- Réfrigérant - Diéthyl éther
- Balance - Cyclohexane
- Ballon - Sulfate de magnésium anhydre,
- Pierres ponces MgSQy (s)
- Chauffe ballon - Phénolphtaléine
- Ampoule a décanter - solution de KOH
- Balance - DPPH° (M=394,3 g/mol)
- Agitateur magnétique - Ethanol
- Pycnometre - TWEEN 80
- Réfractométre
- Papier pH
- Etuve
- Pipette
- Rotavapeur
- Burette
- Spectrophotométre UV-visible
- Spectrophotométre IR
- Papier filtre
- Boites a Petrie
- Tubes essais
- Seringue
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I1-4. Procédé d’extraction
a- Technique d’hydro-distillation
On fait piler dans un mortier 30 g de clous de girofle a 1’aide du pilon. On Introduit
la poudre obtenue dans un ballon de 500 ml. On ajoute 200 ml d’eau distillée et 3 grains de
pierres ponces, puis on réalise le montage de la figure I1.1, ci-dessous, correspondant a

I’hydrodistillation.

On fait circuler I'eau froide dans le réfrigérant a eau, puis, a l'aide du chauffe-
ballon, On porte le mélange a ébullition, ce qui entraine la formation d’une vapeur qui va
entrainer les constituants volatiles, ces vapeurs s’¢lévent et passent dans le réfrigérant qui
est constamment refroidi.

Au contact des parois du réfrigérant, les vapeurs chaudes se condensent et s’écoulent au
goutte a goutte dans un erlenmeyer ou elles forment le distillat. Ce dernier est liquide de
couleur blanchatre contenant de 1’eau et de fines gouttelettes d’HE en suspension.

On fait fonctionner 1’hydrodistillation jusqu’a recueillir 100 a 120 ml de distillat puis on

stoppe le chauffage. Le distillat obtenu est récupéré dans une ampoule a décanter,

1- Ballon

2- Chauffe ballon,

3- Thermomeétre

4- Réfrigerant

5- Erlenmeyer

6- Meélange réactionnel
7- Distillat

8- Support élévateur,

Figure 11.1 : Montage d’hydrodistillation

b- Relargage
Le distillat ainsi obtenu ne permet pas la récupération de I’HE par simple
décantation, il faut effectuer un relargage.
On ajoute au distillat 40 mL de solution saturée de chlorure de sodium (sel de

cuisine) puis on ferme I’ampoule a décanter et on agite.
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c- Extraction liquide-liquide
On verse 15 mL de diéthyléther ou de cyclohexane dans I’ampoule a décanter
contenant le distillat.
On bouche I’ampoule puis on agite 2 minutes en effectuant un dégazage de temps a autre
puis on laisse décanter.
On vide la phase aqueuse puis la phase organique dans un bécher. On remet la phase
aqueuse dans ’ampoule a décanter et on procéde a une 2°™ extraction en ajoutant 15 mL

de cyclohexane. On vide la phase organique dans le méme bécher.

d- Séchage de la phase organique

Il a pour but d'éliminer les traces d’eau encore présentes dans la phase organique.
On ajoute pour cela des cristaux d’un agent desséchant, le sulfate de magnésium anhydre,
MgSQq ().

Le sulfate anhydre capte les traces d’eau qui pourraient encore rester dans la phase
organique. Enfin on effectue une filtration et on récupére la phase organique.
Apreés filtration de la solution on effectue 1’évaporation du solvant d’extraction avec le
rotavapeur et récupération de I’huile essentielle de clou de girofle (35°C pour le

diéthyléther et 80°C pour le cyclohexane).

L’huile finale obtenue est conservée dans des flacons en verre opaque a une
température de 4°C
Les expériences sont réalisées en faisant varier le volume du solvant d’extraction

ainsi que la masse de clou de girofle utilisée au départ.

11-5. Caractérisations

11-5-1. Détermination du rendement d’extraction
Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en huile essentielle (RHE), est défini
comme étant le rapport entre la masse de I’huile essentielle obtenue apres extraction (Me)

et la masse de la matiere végétale utilisée séché (Mv). Il est donné par la formule suivante:

R%-= (Me / Mv) * 100
R%: Rendement en %.
Me : Masse d’huile essentielle extraite

Mv : Masse de la matiére végétale utilisée pour I’extraction.
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11-5-2. Taux d’humidité
Le taux d’humidité est la quantité d’eau contenue dans le végétal frais.

On prend une quantité de 20g en poudre de clou de girofle et on met dans une étuve a 105
°C durant 2h

On calcule le pourcentage d'eau contenue dans la poudre par la formule :
H% = [(mo-m1) /mo] x 100.
H(%0) : Taux d’humidité exprimé en pourcentage.
mo : Masse de I’échantillon prise avant séchage en g.

m; : Masse de I’échantillon aprés séchage en g.

11-5-3. La densite
La densité d’une huile est définie comme étant le rapport de la masse de I’huile sur
celle de I’eau pour un volume déterminé a une température donnée.
D= (mz-mo) / (m1-mg)
mo : la masse du pycnomeétre vide (en g).
m; : la masse (en g) du pycnometre, remplie d’eau distillée.
My : la masse (en g) du pycnometre, remplie de I’huile.

D : la valeur de la densité

11-5-4. Indice de réfraction

L’indice de réfraction est largement supérieur a 1 pour les huiles essentielles, sa
mesure sera mentionnée avec 3 ou 4 chiffres aprés la virgule. L’appareil le plus
couramment utilisé pour mesurer l'indice de réfraction est le réfractometre d Abbe (figure
I1.2), les indices de réfraction sont déterminés dans l'intervalle 1,300 a 1,700.

Pour effectuer la mesure, le réfractometre est préalablement étalonner par 1’eau
distillée dont I’indice de réfraction est connu (Ir (eau) = 1,335) a 20°C.
On fait déposer ensuite quelques gouttes d’HE entre les deux faces des prismes. A 1’aide de
I’oculaire et le bouton de réglage, I’interface entre la zone sombre et la zone éclairée est
amené au centre du réticule. Les irisations sont supprimées pour obtenir une ligne nette

entre les deux zones. Puis la valeur de I’indice est notée par 1’échelle de lecture.
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11-2. Refractométre

11-5-5. Mesure du pH
On met quelques gouttes d’H E sur un bout de papier pH (figure 11.3), apres le

changement de la couleur du papier on la compare avec une gamme de couleurs qui varient

selon le pH. La mesure du pH est réalisée aussi a I’aide d’un pH métre numérique (figure

11.4).

Figure 11.3. Papier pH 11-4. pH metre

11-5-6. Indice d’acide la
On introduit 0,5 g d’HE dans un erlenmeyer propre et sec, on ajoute 5ml d’éthanol

avec la pipette et quelques gouttes de phénolphétaléine.
On dose la solution obtenue avec du KOH contenue dans la burette. Apreés le virage de la

couleur vers le rose, on arréte le titrage et on note le volume de la solution de KOH utilisée

(figure 11.5).
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Figure 11-5. Détermination de 1’la par titrage

L’indice d’acide est calculé par la formule :

la=(V*N*M)/m

M: masse molaire de KOH (56.1 mol/l).

V : le volume, en millilitres, de solution d’hydroxyde de potassium utilisé pour le titrage.
N : normalité de la solution de KOH (0.1N).

m : la masse, en grammes, de la prise d’essai.

11-5-7. Indice d’ester I¢

L’indice d’ester, est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium nécessaires a la
neutralisation des acides libérés par hydrolyse des esters contenus dans un gramme d’huile.

(AFNOR).
ePrincipe :

Hydrolyse des esters par chauffage dans des conditions définies, en présence d’une
solution éthanoique titrée d’hydroxyde de potassium et dosage de 1’exceés d’alcali par une

solution titrée d’acide chlorhydrique.
eRéactifs :

Ethanol a 96% volumique.

C (KOH)= 0.5 mol/l.

C (H ChH=0.5 mol/l.
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eMode opératoire :

-Introduire dans un ballon 0.5 g d’huile essentielle, ajouter a 1’aide d’une burette 25ml de

la solution d’hydroxyde de potassium KOH ainsi que des fragments de pierre de ponce;

-Adapter un tube en verre au réfrigérant puis placer le ballon sur le bain d’cau bouillante

pendant une heure;

-Laisser le ballon refroidir, démonter le tube, ajouter 20 ml d’eau puis 5 gouttes de solution
de phénophtaléine, comme indicateur et enfin titrer I’excés d’hydroxyde de potassium avec

une solution d’acide chlorhydrique.
L’indice d’ester est donné par la formule suivante:

le= M. C/m (Vo-V)-la

M : Masse molaire de KOH (56.1 g :mol)

C : concentration molaire (0,5 M)

Vo: le volume en millilitre de la solution d’acide chlorhydrique dans le test blanc.
V: le volume en millilitre de la solution d’acide chlorhydrique utilisée.

m: la masse en gramme de prise d’essai.

la: la valeur d’indice d’acide.

11-5-8. Détermination d’indice de saponification

C’est le nombre qui exprime en milligrammes la quantité d’hydroxyde de potassium
nécessaire a la neutralisation et a la saponification des esters, présents dans 1g de
substance. (AFNOR).

L’indice de saponification est donné par la formule suivant :

Is-1a+1E

11-5-9. Analyse infrarouge a transformée de Fourier FTIR
Les spectres infrarouges ont été obtenus grace a un spectrophotometre FTIR- 8400
de marque SHIMADZU , a partir de pastilles de KBr anhydre renfermant environ 1 % en

masse de poudres d’échantillons constituées de poudre de clou de girofle.
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Dans un premier temps on effectue la préparation de I'échantillon en pastille (figure
I1.6). L'échantillon en poudre est incorporé a un support qui n'absorbe pas dans I'IR
moyen, c’est le bromure de potassium KBr.

Un mélange homogene a I'état 1% de poudre / poudre KBr est préparé puis déposé
dans un moule qui est soumis a une trés forte pression dans une presse hydraulique (figure

11.7). 1l est ensuite extrait du moule sous forme d'une pastille.

Figure 11.6. Moule contenant la pastille Figure 11.7.Presse hydraulique de laboratoire

La pastille est placée dans le compartiment de mesure du spectre. Le signal enregistré par
le détecteur donne le spectre IR de I’échantillon (figure 11.8).

Figure 11.8 Spectrophotomeétre FTIR

11-5-10. Activité antioxydante
Le test DPPH permet de mesurer le pouvoir antiradicalaire de molécules pures ou
d’extraits végétaux dans un systeme modele (solvant organique, température ambiante). 1l

mesure la capacité¢ d’un antioxydant (AH, composés phénoliques généralement) a réduire
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le radical chimique DPPH°® (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) par transfert d’un hydrogéne.
Le DPPH?, initialement violet, se transforme en DPPH-H, jaune péle.

VIOLET JAUNE

La réduction du DPPH® est facilement mesurée par spectrophotométrie a 517 nm (A max
DPPH°®). La réaction sera plus ou moins rapide selon la nature de I’antioxydant, et la

quantité de DPPH-H formée dépendra de la concentration en antioxydants.

Mode opératoire
Le pouvoir antiradicalaire a été testé en utilisant le DPPH. Cette derniere
comprend les étapes suivantes :

- On préparé La solution de DPPH par dissolution de 4 mg de DPPH dans 100 ml
d’éthanol.

- On prend des volumes Différents d'huile essentielle de clou de girofle dans des
tubes a essai (20 pl, 40 pl, 60 pl, 80 pul, 100 ul, 150ul, 200 ul).

- Dans chaque tube, on ajoute I’éthanol jusqu’a un volume total de 1000ul (1ml).

- On ajoute 1ml de solution de DPPH a chaque tube, en suivant la disparition de la
couleur violette d’une solution éthanolique contenant le radical libre DPPH (2,2-
Diphényl-1-picryhydrazyle) et I’apparition de la couleur jaune qui correspond a la
forme non radical (DPPH-H).

Aprés agitation, les tubes sont laissés dans I'obscurité et a température ambiante
pendant 30 minutes.

Les lectures de 1’absorbance sont effectuées au spectrophotomeétre (UV-visible) a
longueur d’onde A=517nm.

Le blanc est préparé dans les mémes conditions citées en remplacant la quantité
d’HE par I’éthanol.
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L acide gallique est un antioxydant de référence utilisé comme témoin positif.

A%-= Abs control —Abs échantillon / Abs control x 100

A% : Rapport d'activité des radicaux libres.

Abs control : L’absorbance de la solution blanc.

Abs échantillon : L’absorbance de 1’échantillon.

IC50 : Concentration en antioxydant nécessaire pour réduire 50% du DPPH initial
Plus la valeur d’IC50 est basse, plus l'activité antioxydante d'un composé est

grande.

11-5-11. Activité antibactérienne

- Mode opératoire

a) Préparation de I’inoculum

- Réaliser une suspension bactérienne a partir de culture jeune de bactéries (18-24h),
prélever quelques colonies isolées et incorporer dans 5 ml d’eau physiologique.

- Agiter et homogénéiser la suspension manuellement.

- 4 tubes correspondant aux 4 souches utilisées ont été préparés

- Mesurer la densité des suspensions bactériennes a 1’aide de densitométre (0.5 Mac
Farland) pour chaque suspension.

- Incubé les suspensions bactériennes dans 1’étuve a 37°C pendant 20 a 25 mn.

b) Préparation des milieux de culture

- Liquéfier les milieux de culture gélosés dans un bain marie a 95°C et garder la surfusion
dans une étuve a 45°C.

- Sous hotte a flux laminaire, verser aseptiqguement les milieux de culture gélosés sur les
boites de pétrie en raison d’épaisseur 4mm de boite pétrie.

- Laisser refroidir et solidifier a température ambiante et conserver dans des conditions

évitant toute modification de leur composition.

c) Ensemencement
- Imbiber aseptiquement un écouvillon avec la suspension bactérienne.
- Essorer I’écouvillon en pressant fermement et entourant sur la paroi interne du tube, afin

de décharger du surplus de suspension.
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- Ensemencer aseptiquement une boite de Pétrie en frottant délicatement 1’écouvillon sur la
surface de la gélose en stries serrées, répéter 1’opération trois fois, en entourant la boite a
60°C de facon a croiser les stries, finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la

périphérie de la gélose.

d) Dépébt des disques

- Prélever aseptiquement un disque stérile de 9 mm avec une pince stérile.

- Mettre en contacte le bout de disque avec huile essentielle pure, qui va étre absorbée par
le disque par capillarité.

- Déposer le disque ainsi imbibé d’huile essentielle a la surface de la gélose, au centre de
boite de Pétrie.

- Incuber les boites & 37°C durant 24 h.

e) Lecture

- Observer 1’absence ou la présence de la zone claire autour des disques.

- Mesurer avec preécision le diamétre de la zone d’inhibition a 1’aide d’un pied a coulisse.
Les résultats sont exprimés par le diamétre de la zone d’inhibition. L'échelle d'estimation
de l'activité antimicrobienne est donnée par Mutai et al (2009) [63]. IIs ont classé les

diamétres des zones d'inhibition (D) de la croissance microbienne en 5 classes:

. Tres fortement inhibitrice : D >30 mm.

. Fortement inhibitrice : 21 mm <D <29 mm.

. Modérément inhibitrice : 16 mm <D <20 mm.
. Légerement inhibitrice : 11mm <D <16 mm.

. Non inhibitrice: D < 10 mm.

Figure 11.9 Les milieux spécifiques des Figure 111.10. Boites a pétries
souches bactériennes contenants les souches bactériennes
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Chapitre 111 : Résultats et interprétations

I11-1.Propriétés organoleptiques des huiles essentielles

Les propriétés organoleptiques de notre huile essentielle aspect, couleur, odeur sont résumés
dans le tableau suivant:

Tableau 1 : Propriétés organoleptiques de I’H E du clou de girofle

Aspect Couleur Odeur

Norme AFNOR Liquide mobile Epicée
limpide parfois, Jaune trés clair caractéristique de
légerement I’eugénol
visqueux

Huile Essentielle Liquide mobile Jaune clair Epicée

Etudiée limpide

On remarque que notre huile essentielle obtenu en utilisant la technique d’hydrodistillation
présente selon le tableau 1 des caractéristiques : aspect, couleur et odeur qui sont les mémes

décrits par les normes AFNOR.

111-2. Taux d’humidité

Les végétaux sont riches en eau, les plantes fraiches renferment 60 a 80 % d’eau

[63]. Pour assurer une bonne conservation, la teneur en eau doit étre faible.
Aprés 2 heures de séchage, le poids se fixe a 17,79g pour une masse de 20g
initialement utilisee.

H%= [(mo-my) /mg] % 100.

mo = 20 g.

m; = 17,79¢.

H(%) =11,05%

Les résultats d'analyse de notre échantillon montrent que la teneur en eau est de
11,05%, Cette valeur est légérement élevée ; cela n’influe pas beaucoup sur sa bonne
conservation.

Un taux d’humidité assez €élevée influe négativement sur la bonne conservation

de I’HE, sur la durée d’extraction et donc sur le rendement.
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111-3. Propriétés physico-chimiques

Les propriétés physico-chimiques constituent un moyen de Vérification et de contrdle de la
qualité des huiles. Ci-dessous quelques propriétés sont déterminés.

a- Rendement de I'extraction

Le rendement en HE est influencé par plusieurs paramétres parmi lesquels citons : la
teneur en eau, la nature de la plante, I’origine, la période de récolte, la durée de séchage et la
technique d’extraction utilisée.

La plante des régions dont le climat est sec donne un rendement assez élevé en HE, vu
qu’elle contienne une teneur faible en eau.

Les résultats obtenus, en faisant varier quelques parameétres tel que : la masse de la
plante utilisée, le volume ainsi que la nature du solvant d’extraction, sont regroupés dans le
tableau 2.

Tableau 2 : Résultats des rendements en HE

Expériences Solvant Volume du Masse de clou de Masse | Masse de | Rendement
d’extraction solvant girofle utilisée séche I’H.E
d’extraction obtenue
1 Cyclohexane 20 30 26.7 2,25 8.43
2 Diéthyléther 20 30 26.7 2,29 8.57
3 Diéthyléther 30 30 26.7 2,34 8.76
4 Diéthyléther 40 30 26.7 2,42 9.06
5 Diéthyléther 30 15 13.35 1,15 8.61

Le rendement est calculé par rapport a la masse de la matiére végétale seche. Le
tableau 2 montre des valeurs de rendements inférieurs a 10 % alors que le clou de girofle
renferme entre 15 a 20% d’HE [64]. Cela est peut étre d0 a la méthode d’extraction utilisee.
L’hydrodistillation malgré qu’elle représente 1’une des meilleures méthodes d’extraction
donnant une HE pure, elle représente quelques inconvénients de perte en HE volatils. D’apres
Fadil et al [65], le rendement est influencé par le temps d’hydrodistillation, par le rapport
masse matiére végétale/eau ainsi que la durée de séchage de la plante, il est important

d’étudier I’influence de ces paramétres sur le rendement dans de prochaines études.

Un autre paramétre qui peut étre la cause de ce résultat est la nature et le volume de
solvant d’extraction utilisé. D’apres les résultats du tableau 2, il apparait clairement que le
volume du solvant d’extraction influe sur le rendement en HE, le meilleur résultat est obtenu
avec 40ml de solvant, Le volume de 20ml peut étre insuffisant pour extraire toutes les gouttes

d’HE qui se trouvent en suspension dans la phase aqueuse, vu que la densité de 1’eugénol,
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constituant principal de I’huile essentielle (environ 80%), est de 1.06 (proche de celle de
I’eau) pour cela la séparation des 2 phases organique et aqueuse, ne peut pas se faire par une
simple décantation.

Nous avons procédeé au relargage pour separer les deux phases. Le relargage est une
opération qui consiste a rajouter du NaCl au mélange afin de permettre la récupération de
I’Eugénol a travers des 2 phases.

L’ajout de NaCl qui est soluble dans 1’eau, augmente la densité de la phase aqueuse qui
va se trouver enfin au dessous de la phase organique par différence de densite.

L’Eugénol étant soluble dans le solvant d’extraction (cyclohexane, diethylether), ce
dernier est rajouté au mélange qui est bien agité pour permettre la récupération des molécules
d’Eugénol qui sont dispersées méme dans la phase aqueuse. La densité des solvants
d’extraction, cyclohexane et diethylether, est inférieure a celle de la phase aqueuse, donc la
phase organique va se trouver enfin au dessus de la phase aqueuse ce qui permettra une bonne
séparation par décantation.

Lorsque le volume du solvant d’extraction est assez suffisant et pour une expérience
réalisée dans de bonnes conditions on peut atteindre un rendement compris entre 15 a 20%
d’HE de clou de girofle

Le rendement obtenu pour une masse de 15 g de clou de girofle utilisée initialement est
de 8.61%, celui obtenu avec 30g de clou de girofle pour le méme volume de solvant
d’extraction est de 8.78 %. On remarque que le rendement n’est pas trop influencé par la
masse de plante utilisée initialement mais beaucoup plus par le volume de solvant qui doit étre

suffisant pour extraire toute la quantité d’HE se trouvant dans la masse de plante utilisée.

b- La densité
La densité est le rapport de la masse d’un volume d’un composé sur la masse d’un méme

volume de corps de comparaison. Le corps de comparaison pour les liquides c’est 1’cau.

d = (my-mg) / (M1-mo)
mo : la masse du pycnomeétre vide (en g).
My : la masse (en g) du pycnometre, remplie d’eau distillée.
m; : la masse (en g) du pycnometre, remplie de ’huile.
d : la valeur de la densité
mp = 47,71g.
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m;=53,71 g
m,=54,25¢
d=1,09
La densité de notre HE est de 1,09, ce résultat est conforme aux normes de pharmacopée

européenne 2008.

c- Indice de réfraction

L’indice de réfraction obtenu (Tableau 3), est conforme avec les normes AFNOR
généralement utilisé pour I’identification et comme un critére de pureté des huiles essentielles

et de composés liquides divers.

Tableau 3: Valeur de I’indice de réfraction

HE Norme AFNOR
Minimum maximum
Indice de réfraction 1.525 1.5280 1.5346

d- Mesure de PH

En utilisant le papier pH, ce dernier change de couleur vers le jaune. En effectuant la
comparaison avec une gamme de couleurs qui varient selon le pH ; on trouve que le pH de
notre HE est compris entre 5 et 6.

En mesurant le pH de I’huile essentielle de clou de girofle avec le pH métre
numerique on trouve une valeur de pH = 5.78. Cette valeur indique que I’HE du clou de

girofle est Iégérement acide.

e- Indice d’acide la

la=(V*N*M)/m
M: masse molaire de KOH (56.1 mol/l).
N : normalité de la solution de KOH (0.1N).
m= 0,5g¢.
la=16,83

f- Indice d’ester
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Ie=[M. C/m (Vo-V)] - la

M : Masse molaire de KOH (56.1 g :mol)

C : concentration molaire (0,5 M)

Vo: le volume en millilitre de la solution d’acide chlorhydrique dans le test blanc.
V: le volume en millilitre de la solution d’acide chlorhydrique utilisée.

m: la masse en gramme de prise d’essai (0,5Q).

la: la valeur d’indice d’acide.

Vo=2,45ml
V=1,1ml

le= 28.05/0,5(2,45 — 1,1) - 16,83
I = 58,90

g- Indice de saponification

Is=la+Ig

Is =16,83+58,90 = 75,73

h- Analyse infrarouge

Les spectres infrarouges ont été obtenus grace a un spectrophotomeétre FTIR de marque
Shimadzu 8400, sur des pastilles de KBr anhydre renfermant environ 1 % en masse de poudre
de clou de girofle.

Les spectres FTIR correspondants a la poudre de clou de girofle et I’huile essentielle

extraite sont représentés sur les figures I11. 1 et 111.2 respectivement.
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Figure 111.1 Spectre FTIR de la poudre de clou de girofle
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Figure 111.2 : Spectre IR de HE de clou du girofle

La région infrarouge plus utile pour le type d'études que nous réalisons est comprise
entre 4000 et 400 cm™. Chaque bande est caractérisée par sa fréquence, sa largeur et sa forme
géneérale. La fréquence, ou la longueur d'onde d'absorption dépend des masses relatives des
atomes, de la constante de force des liaisons et de la géométrie des atomes. La largeur de la
bande est proportionnelle entre autres a la vitesse de mouvement de la molécule. Les spectres
obtenus sont caracteristiques des composants présents dans I'échantillon. 1ls nous fournissent
de l'information sur la structure chimique et sur la conformation et la dynamique de

I'échantillon étudié.
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L’huile essentielle de clou de girofle contient plusieurs composés [64]:

- des sesquiterpenes : comme alpha et béta caryophyllénes

- des esters : comme I’hexanoate d'éthyle, acétate de 2-heptanyle, Acetate d'eugénol (de
4 a10%),

- des phénols : eugénol (75 & 85%), cis et trans isoeugénol, 4-allylphénol.

- des oxydes : oxyde de caryophylléne, époxyde d’humuléne.

H
S
| ]
~ (¢]
H = CI>
CHa CH;
CHgz
p-caryophylléne Acétate d’eugénol

god
= 0

CHa

Eugénol

Figure III. 3. Principaux constituants de I’HE du clou de girofle [64]

L’Eugénol, constituant principal de I'HE de clou de girofle, est un composé
phénolique ; il est caractérisé par la bande d’absorption caractéristique du groupement OH
située a 3524 cm™ sur les deux spectres correspondants & la poudre et & 'HE du clou de

girofle. Cette bande large et intense caractérise la liaison hydrogéne du phénol [47].

La bande d’absorption située a 2850 cm™ sur les deux spectres est caractéristique du
groupe méthoxy CHs3-O de I’ester; la bande située entre 1700 et 1790 caractérise le
groupement C=0 de ’ester.

Ces bandes d’absorption correspondent aux esters présents dans I’HE de clou de girofle
en particulier I’acétate d’eugénol qui se trouve en pourcentage plus élevé en comparaison aux

autres esters.

Les bandes d’absorptions entre 1625 et 1680 cm™ caractérisent le groupement C=C de
I’alcéne des sesquiterpénes, et celles entre 1450 et 1600 cm™ caractérisent le C=C aromatique
de I’eugénol et de I’acétate d’eugénol ainsi que les autres composes aromatiques se trouvant

en faibles pourcentages dans notre HE.
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Tableau 4 : données IR de quelques groupements fonctionnels [47]

Liaison Fonction R d:?udﬂ =
cm
C-H Alcane 2810 — 3000
C-H Aromatique 3030 - 3080
C-H Alcéne 3000 - 3100
O-H Alcool 3300 - 3600
C=0 Aldéhyde et cétone 1650 — 1730
C=0 Ester 1700 — 1790
C=0 Amide 1650 — 1700
C=C Aromatique 1450 — 1600
C=C Alcéne 1625 — 1680

i- Activité antioxydante

Le test antioxydant est réalisé en utilisant la méthode de DPPH. Les résultats

obtenus sont regroupés dans le tableau 5.

- Résultats

Abs control est ’absorbance de solution a blanc 0,245.
A%= (Abs control —Abs échantillon / Abs control) x 100

Le pouvoir antioxydant du clou de girofle est bien illustré sur la courbe de la figure I11.4.

Tableau 5. Absorbances des différents échantillons testés

Concentration de | Abs échantillon A%
I’HE (u/ml)

20 0,230 6.1
40 0,196 20
60 0,172 29,6
80 0,144 41,1
100 0.129 47
150 0,110 55
200 0,090 63
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Absorbances
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Figure 111.4. Variation de I’absorbance des échantillons de DPPH
en fonction de la concentration en HE de clou de girofle

Sur cette figure, il apparait clairement que le clou de girofle possede une activité

antioxydante. La diminution de I’absorbance de la solution de DPPH, contenant I’HE de clou

de girofle a différentes concentrations en HE, traduit la réduction du DPPH’ en DPPH-H donc

la diminution de la concentration initiale de ce radical en comparaison avec le controle (Acide

gallique). La quantité de DPPH-H formée dépend de la concentration en antioxydants.
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Figure 111.5. Variation du pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction des

concentrations en HE du clou de girofle

Le IC50 est inversement lié a la capacité antioxydante d'un composé, car il exprime la

guantité d'antioxydants requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50%. Plus la

valeur de IC50 est basse, plus I'activité antioxydante d'un composé est grande.

48



Chapitre 111 Résultats et interprétations

A partir de la courbe de variation du pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction de
la concentration en HE de clou de girofle illustrée sur la figure I11.5, on tire la valeur de
I’inhibition de 50% du DDPH : IC50 =118 pl/ml

En utilisant la masse volumique de I’HE de clou de girofle, on détermine le IC50 en
mg/ml :

m=p *v p =1.09 g/ml

m= 1.09 * 118 *10° = 0.000128 g

IC50 =0.128 mg /mi

L’huile essentielle du clou de girofle avec un IC50 de 0,128 mg/mL montre une
activité antioxydante inférieure a celle de I’acide galique (0.0065 mg/ml), de la quercétine
(0.0075 mg/ml) et la rutine (0.0092 mg/ml) comme c’est montré sur la figure III. 6.
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Figure 111.6. Pourcentages d’inhibition du DPPH
en fonction des concentrations des étalons

La propriété antioxydante de I’HE du clou de girofle explique son effet thérapeutique.
Son utilisation réguliere permet d’augmenter globalement la réponse immunitaire aux
agressions extérieures. On l'utilise en période de convalescence, en cas de fatigue de fin
d’hiver, d'épidémies, d'infections (bactéries, virus, champignons), en diffusion (avec du citron
par exemple) en cas de maladie tropicale (amibiase, fievre typhoide, etc.) comme le paludisme

ou lorsque le systéme immunitaire est affaibli [1].
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Une alimentation riche en antioxydants protege la personne de plusieurs maladies liées
aux radicaux libres tel que : le cancer, I’arthrite, 1’athérosclérose, la maladie d’Alzheimer et le
diabete.

J-  Activité antibactérienne
11 s’agit de déterminer le diametre d’inhibition et la concentration minimale inhibitrice
(CMI). La plus faible concentration se traduit par 1’inhibition de la croissance visible des

bactéries en utilisant la méthode de disque.

- Etude de I’effet antimicrobien par la méthode de disque

La méthode de disque a permis de déterminer 1’action de 1’huile essentielle du clou de
girofle dissout dans le TWEEN 80 sur les différentes souches. Celle-ci se traduit par
I’apparition d’une zone d’inhibition autour du disque de papier préalablement imprégné de
I’HE comme témoin de 1’absence de la croissance bactérienne dans cette zone.

Le diameétre de la zone d’inhibition différe d’une bactérie a une autre et d’un extrait a
un autre. La variation de I’activité antimicrobienne des échantillons explique les variations de
leurs compositions chimiques

L’¢évaluation de I’activité antimicrobienne de I’huile essentielle extraite du clou de
girofle en utilisant le diéthyléther et celle obtenue en utilisant le cyclohexane comme solvant
d’extraction a été réalisée par la méthode de diffusion en milieu gélosé. Celle-ci permet de
déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) a partir d’une gamme de
concentrations des différents extraits (30%, 50% et 100%) en mesurant les diameétres des
zones d’inhibition de la croissance microbienne autour des disques. Ces derniers représentent

I’activité antimicrobienne maximale. Nous illustrons ces résultats sur la figure 111-7.
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¢’) Staphylococcus aureus

d) Staphylococcus pidermidis d’) Staphylococcus épidermidis

Figure 111.7. Zones d’inhibition obtenues par I’action de I'HE de clou de girofle sur les souches testées
a différents pourcentages dans le tween 80 : 30%, 50% et 100% en HE.
(Série : a,b,c,d : HE utilisée obtenue en utilisant le cyclohexane comme solvant d’extraction ; Série :3,
b’, ¢’, d’ : HE utilisée obtenue en utilisant le diéthyléther comme solvant d’extraction
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Tableau 6: Valeurs des diamétres d’inhibition des souches bactériennes utilisées

Souche Milieux de Solvant d’extraction Solvant d’extraction
culture Cyclohexane diéthyléther
HE dansle | Diametre HE dans le Diametre
Tween 80 | d’inhibition | Tween 80 d’inhibition
en % (mm) en % (mm)
Staphylococcus Soja agar 30 19 30 17
aureus 50 22 50 20
100 26 100 24
Staphylococcus Milieux 11 30 35 30 32
Epidermidis 50 40 50 37
100 53 100 48
Pseudomonas Cetrimide agar 30 11 30 11
aeruginosa 50 13 50 12
100 14 100 14
Escherichia coli Soja agar 30 16 30 13
50 19 50 17
100 21 100 19

Les différentes valeurs du tableau 6 montrent des diamétres d’inhibition supérieurs de
2 mm pour I’HE obtenue en utilisant le cyclohexane comme solvant d’extraction, en
comparaison a celle obtenues avec I’HE extraite avec le diéthyléther.

Le cyclohexane, qui peut exister en traces dans notre HE, posséde donc un effet
antibactérien mais il reste un solvant toxique.

Il est recommandé dans une prochaine étude de tester 1’effet antibactérien des solvants
d’extraction avant de procéder a leurs utilisations et d’éviter I’utilisation de solvants toxiques

qui peuvent rester en traces dans notre HE.
L’activité antibactérieénne de I’HE de clou de girofle différe d’une bactérie a une autre,

son effet est plus important sur Staphylococcus Epidermidis en comparaison aux autres

souches. Cette variation est bien illustrée sur I’histogramme de la figure III.8.
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Figure I11.8. Valeurs moyennes des diamétres de 1’activité antibactérienne de :
S1: Staphylococcus aureus, S2 : Staphylococcus Epidermidis, S3 : Pseudomonas aeruginosa
et S4 : Escherichia coli

La concentration minimale inhibitrice pour la souche S3 est de 30%, pour les autres
souches elle doit correspondre a une valeur inférieure a 30%. Il est recommandé dans de
prochaines études de tester 1’inhibition pour des concentrations inférieures a 30% en HE (soit

20% et 10%) pour détecter la valeur minimale inhibitrice.

L’activité antibactériénne de I’HE de clou de girofle montre bien ses effets
thérapeutiques car il permet de combattre le rhume ainsi que divers problémes digestifs en
particulier le mal de ventre. Il est utilisé depuis longtemps pour soulager le mal de dents vu ses

propriétés antiseptiques et anti-inflammatoires [64, 66, 67].
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Conclusion

Les plantes médicinales et aromatiques sont utilisées depuis longtemps comme
remedes des maladies humaines puisqu’elles contiennent des composants chimiques de valeur
thérapeutique. Selon ’OMS, plus de 80% de la population mondiale dépendent encore de la
médecine traditionnelle pour prendre soin de leur santé.

En Algérie, nombreuses sont les plantes décrites pour leurs vertus médicinales, c’est

pour cela que nous nous sommes intéressés a étudier 1’une de ces plantes, clou de girofle.

Notre travail s’est intéressé a 1’étude des propriétés physico-chimiques de I’huile

essentielle de cette plante médicinale importante ainsi que ’activité antibactériénne.

Les résultats obtenus montrent que les propriétés physicochimiques telles que la
densité, I’indice de réfraction, pH, sont conformes aux normes AFNOR. La détermination des
indices chimiques: indice d’acide, d’ester et de saponification a montré certains
renseignements sur la pureté¢ de nos huiles essentielles ainsi que la quantité d’acides libres
présents dons notre huile.

Notre huile extraite par hydrodistillation présente un rendement compris entre 8,43 et

9,06. Cette variation est liée et influencée par le volume et la nature du solvant d’extraction.

L’analyse IR de I’HE a fait apparaitre des bandes d’absorptions caractéristiques des
groupements fonctionnels : de phénol, de fonction alcénes, d’oxydes, d’ester et de cycles

aromatiques correspondants aux différents constituants de notre HE.

Notre huile essentielle est capable de neutraliser le radical DPPH® au cours du temps et
en fonction de la concentration des antioxydants, ceci se traduit par la diminution de la

concentration initiale de ce radical en comparaison avec le controle Acide gallique.

De méme P’activité biologique de I’huile de clou de girofle présente un pouvoir
antibactérien trés important sur toutes les souches bactériennes surtout sur la souche
Staphylococcus Epidermidis, 1’huile essentielle du clou de girofle peut servir comme

bactéricide naturel.
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Perspectives
Ce travail de mémoire doit étre poursuivi par d’autres €tudes comparatives avec

d’autres plantes en effectuant d’autres analyses telle que la chromatographie et en illustrant

d’autres propriétés telles que : I’activité antifongique et antiparasitaire.
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