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Introduction

Depuis longtemps, les moyens thérapeutiques naturels étaient les seules remedes dont disposait
I’humanité. Ils ont utilisées les plantes médicinales et aromatiques dans le processus de la lutte

contre les maladies infectieuses.

Si on définit la phytothérapie d'un point de vue étymologique, le terme "phyto" provient du grec
ancien avec le terme plus précis "phyton” et signifie "végétal. La phytothérapie est donc la
"thérapie par le végétal dans un but préventif ou curatif mais également esthétique (Boukhobza et
Goetz, 2014).

Dans le domaine médicale, le role des huiles essentielles est de venu indéniable puisqu’elles sont
utilisées dans le traitement de divers pathologies, Les huiles essentielles ont été tout d’abord
reconnues pour leurs propriétés antibactérienne par de La Croix en 1881 (Burt, 2004) plus tard elles
se sont révélées dotés de pouvoirs anti parasitaires (George et al.,2009), insecticides (Kim et
al.,2003) ,antiviral (Astaniet al., 2011) antifongique (Silva etal., 2011) et antioxydant (Brenes et
Roura,2010). On leur attribue également des pouvoirs antispasmodiques, diurétiques,
expectorants, cicatrisants et sédatives, elles ont également une action antitoxique, antivenimeuse et
anticancéreuse (Valn et, 2005; Haddouchi, 2008).

L’objectif général de notre travail consiste a la valorisation de la flore , par la recherche des
huiles essentielles qui peuvent avoir une utilisation thérapeutique. A cet effet, on est intéressé a
étudier I’activité antibactérienne de 1’huile essentielle du clou de girofle (Syzygium aromaticum) et

du gingembre (Zingiber officinale) par deux méthodes (aromatogramme et puits).
Ce travai articule autour de trois grandes parties.
I.  Lapremiere partie de ce mémoire est consacrée aux données bibliographiques.
Il.  Laseconde partie aborde ; Matériel set méthodes.

I1l.  Latroisieme partie; Résultats et discussion.
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1. Géneralité sur les plantes médicinales

Depuis longtemps, les remedes naturels et surtout les plantes médicinales furent le principal
recours de la médecine de nos grands-parents, malgré I’important développement de 1’industrie
pharmaceutique qui a permis a la médecine moderne de traiter un grand nombre de maladies
souvent mortelles. Environ 80% de la population mondiale profite des apports de la médecine
traditionnelle a base des plantes les plus connues ainsiles savoirs empiriques de nos
ancétres(Bourekba W.etLamri C. (2022)).

La plupart des especes végétales qui poussent dans le monde entier possedent des vertus
thérapeutiques, car elles contiennent des principales molécules bioactives qui agissent directement
sur l'organisme. On les utilise aussi bien en médecine classique qu'en phytothérapie : elles
présentent en effet des avantages dont les médicaments sont souvent dépourvus. Les progres de la
physiologie, puis de la pharmacologie, ont permis de comprendre les mécanismes d’action de ces
substances naturelles. Depuis quelques décennies, la compréhension des relations qui existent entre
la structure d'une molécule et son activité biologique permet la conception et la fabrication de
médicaments synthétiques aux performances améliorées ou aux effets indésirables mieux
contrélés(Bourekba W.etLamri C. (2022).

2. Clou de girofle (Syzygium aromaticum)

2.1.Définition

Syzygium aromaticumest une épice utilisée depuis longtemps par les guérisseurs traditionnels
ayurvédiques de I'Inde pour soigner les affections respiratoires et digestives. Elles sont aussi
considérées comme une source riche en composés anti microbiens.

La recherche dans divers domaines teste les effets des épices sur la santé humaine a titre

d’exemple le clou de girofle (Haddouche et Dernani,2018).

2.2.Historique

Dans le domaine médical, il est beaucoup utilisé en medecine dentaire grace a sa proprieté

d’anesthésique locale. Il tue egalement les germes de la bouche en particulier.

Autour du 16eme siecle, les Portugais ont brisé I'arabe monopole du commerce desepices en mer
(Francois, 1936). Au début du 17eme siecle, la direction hollandaise enléve desgirofliers de toutes

les Tles sauf Amboinaanterne, afin d'en augmenter le prix(Bouzaa et al ;2022).
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La Compagnie Francaise des Indes missionna-t-elle Pierre Poivre pour aller chercher ce

fameux clou de girofle. Lors d’un premier voyage, il transporta clandestinement quelques plants de

muscadier de Timor a I’ile de France, sans résultat.

En 1773, il réussit a obtenir quelques plants des épices séquestrées par les hollandai qui furent
plantés dans I’ile de la Réunion (Bouzaa et al ;2022).

2.3.0rigine (Reépartition géographique)
Le Giroflier est un arbre tropical appartient a la grande famille des myrtacées, originaire
d’Indonésien, dans la partie sud des philippines et les iles de Moluques, d’Afrique et d’Amérique du

sud, principalement dans des pays tropicaux (Haddouche etDernani,2018).Comme suit(Figure 01)

N#icing

Figure 01:Carte géographique des principaux producteurs de clou de girofle

du monde (Bouzaaet al., 2022).
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2.4.La classification
La classification botanique de clou de girofle est comme suit (Tableau 01).
Tableau 01:Classification scientifique de Syzygium aromaticum

(Haddouche et Dernani,2018).

Régne Plantae

Classe Angiosperme
Sous-classe Tiporées

Ordre Myrtales

Famille Myrtales

Genre Syzygium

Espece Syzygiumaromaticum

2.5. Toxicité de (Syzygium aromaticum):

L’usage abusif du clou de girofle peut devenir toxique. De grandes quantités doiventétre évitées
pendant la grossesse. Le clou de girofle peut étre irritant pour les voies gastro-intestinales,il devrait
étre évité chez les personnes ayant des ulcéres gastriques ou le syndrome du c6lon irritable. Dans
les surdoses, les clous de girofle peuvent causer des nausées, des vomissements, des diarrhées et de

fortes hémorragies digestives (Bouzaaet al., 2022).

2.6. Effet thérapeutique et utilisation traditionnelle:

Tableau 02:Différentes propriétés et usage du Syzygium aromaticum(Bourekba et Lamri,

2020).
Utilisation Interne UtilisationExterne
= Action anti-inflammatoire: soulage- = Proprieties antiseptiques:
les douleursmusculairesou legiroflepermet de
lesrhumatismes. désinfecter les plaies.

= Actions antibactériennes: Apaise les = Contrela mauvaisehaleine:

infections urinaires. employéecommeremede.
= Troubles Digestifs: Atténue les = Contre les douleursdentaires:
divers mauxd'estomac. mauxdegorge, herpeés labial.

= Anesthésiant local.
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3.Gingembre (Zingiber officinale)

3.1.Deéfinition

Zingiber officinale est une plante condimentaire et médicinale depuis plus de 3000 ans et
originaire de 1’Inde, qui appartient a la famille des Zingibéracées.

Les Zingibéracées (47 genres et 1400 espéces) sont des monocotylées de I'ordre des scitaminales,
groupe tres homogene comprenant aussi des musacees (bananier), des cannacées (canna) et des
maranthacées (marantha).

Le genre Zingiber comporte 80 a 90 especes asiatiques. Le gingembre est cultivé en Inde, en
Chine, dans tout le sud-est asiatique (Indonésie, Philippine, etc.) Ainsi qu’en Afrique tropicale
(Nigeria) (Mauzaoui et Khemis, 2021).

3.2.Historique

Le terme « Gingembre » est dérivé du nom Anglais « Ginger ». Cette plante est aussi appelé
Zingiberies en grec et Zingiberi en latin, bien que dans la médecine indienne le Zingiber officinale
est connu en tant que «vishwabhesaj», qui veut dire «remede universel».

Cette plante condimentaire et médicinale depuis plus de 3000 ans est originaire de 1’Inde. De 1a,
le gingembre s’est ensuite rapidement répandu grace a son commerce a partir de toute 1’Asie du
Sud-Est, jusqu’en Afrique de I’Ouest et aux Caraibes.

Cette épice orientale a probablement traversé la premiere fois la mer Méditerranée grace aux
Phéniciens pour gagner I’Europe durant I’Empire romain dés le ler siecle. Le gingembre est une des
plus anciennes plantes connues par le peuple, et il est aussi I'une des premiéres épices orientales.
Plusieurs revuesont été publiées dans la littérature a propos de cette plante, ce qui peut refléter la

popularité de son utilisation comme une épice et une plante médicinale. (Bourai et Azzouk,2018)
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3.3.0rigine et réparation géographique
Comme toutes les Zingiberaceae, le gingembre est majoritairement cultivé dans les pays
de I’hémisphére sud (Mauzaouiet Khemis,2021) ;comme suit (Figure 02) .

Figure 02 : Répartition mondiale des plantes de la famille des Zingiberaceae
(Mauzaoui et Khemis, 2021).

3.4.Classification

La classification botanique du gingembre est comme suit(Tableau 3).

Tableau03: Classification botanique du gingembre (Ait amer Meziane Benelhadj,2021).

Régne Plantae

Classe Liliopsida (ouMonocotylédones)
Sous-classe Zingibéridae

Ordre Zingibérales

Famille Zingiberaceae

Sous-famille Zingibéroidées

Genre Zingiber

Espece Zingiber officinale
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3.5.Toxicité du Zingiber officinale

Le gingembre est généralement considéré comme une plante médicinale sans danger. La
littérature scientifique abondante sur le gingembre ne met pas en évidence de toxicité particuliere
concernant cette plante. Les précautions d’emploi résident, comme d’habitude, dans la prévention
des risques encourus par I’emploi de I’huile essentielle.

D’apreés les littératures, le gingembre est considéré comme une plante médicinale slre, carlaDLsg
est de 6.284g/Kg d’oléorésines (Bourai et Azzouk, 2018).

3.6.Effet thérapeutique et utilisation

Depuis l'antiquité, le rhizome du gingembre a été utilisé dans les systemes de la médecine
alternative grecque, romaine, asiatique, indienne, sri-lankaise, tibétaine, méditerranee et arabe. Dans
ces systemes de médecine, le gingembre est utilisé pour traiter les rhumes, les migraines, les
nausees, les troubles gastriques, la diarrhée, I'indigestion, I'arthrite, les affections rhumatismales et
les douleurs musculaires (Aoun et Hafsa, 2022).

Aujourd’hui, le rhizome de Zingiber officinale, comme de nombreuse plantes et épices, n’est pas
considéré comme un médicament, il entra cependant dans la composition d’une multitude de

compléments alimentaires, d’indication diverses (Ait Amer et Benelhadj, 2021).
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1. Cadre d’étude

Notre travail a été réalisé au laboratoire de physiologie végétale, a 1’école supérieure de
I’enseignement technologique (ENSET) de Skikda, sur deux espéces : le clou de girofle (Syzygium
aromaticum) et le gingembre (Zingiber officinale),nous les avons achetés chez un herboriste notre
choix pour ces espéces est justifié par le fait qu’elles soient riche en huiles essentielles notamment

les procyanidines, les flavonoides, les acides phénols, les diterpenes et les mucilages connus pour
leurs activités biologiques diverses.

1.1. Partie utilisée

Nous avons utilisé le clou de Syzygium aromaticum et les racines pour Zingiber officinale.

Figure03: Partie utilisée.

Tableau 04:Partie utilisée et quantité de la prise d’essai.

Syzygium aromaticum Clou 100g

Zingiber officinale Racines 1559
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1.2. Méthodes d’extraction
Plusieurs procédés sont utilisés pour extraire les huiles essentielles des plantes aromatiques.
Chaque procéde possede plusieurs variantes technologiques en fonction du matériel végétal a traiter
Thiery et al., (1988) ; Pare et al., (1989) ; Bruneton, (1993).

L’hydrodistillation simple consiste a immerger directement le matériel végétal a traiter (intact ou
éventuellement broy¢) dans 1’eau qui est ensuite portée a ébullition. Les vapeurs hétérogenes sont
condensées sur une surface froide et I’huile essentielles sépare par différence de densité (
Bruneton, 1995).

Figure04: Dispositif de I’hydrodistillation.
Le temps nécessaire pour le traitement de la matiére végétale est de 03h00 pour chaque espéce.

La caractérisation d’une essence deSyzygium aromaticumet Zingiber officinaleconsiste a:

. Vérifier sescaractéristiquesorganoleptiques(Aspect,couleur,odeur).

. Déterminer le rendement et ses indices physico-chimiques (indice de réfraction, échelle de
Brix, potentiel d’hydrogene.)

. L’activité antibactérienne des huiles essenticlles de Syzygium aromaticumet Zingiber
officinale.

1.3. Explication P’extraction des huiles essentielles
1.3.1.Syzygium aromaticum

. Utiliser le clou de girofle total avec une prise d’essai de 100 g.
. Introduire dans un ballon de 1000ml.
. Ajouter 250ml d’eau distillée.
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. Faire circuler I’eau froide dans un réfrigérant, et laisse le mélange d’ébullition.
. La durée d’extraction 03h00.
1.3.2. Zingiber officinale

Utiliser les racines avec une prise d’essai de 155g.

. Couper le gingembre en petit tranches.

. Introduire dans un ballon de 1000ml.

. Ajouter 250ml d’eau distillée.

. Faire circuler I’eau froide dans un réfrigérant, et laisse le mélange d’ébullition.

. La durée d’extraction 03h00.

Matériels végétales : Hydrodistillation de Séparation la
clou de girofle et type clivenger. phase organique
gingembre. B mi phase

Conservation HE a ‘ Récupération I’HE.

4C°. l_‘

Figure 05 : Les étapes d’extraction des huiles essentielles de S.aromaticumetZ. officinale.

1.4. Séparation des deux phases (I’huile et I’eau)

Cette méthode et tres simple, elle consiste a laisser décante le distillat ce qui provoque le dép6t
I’HE de clou de girofle et gingembre sous I’effet de différence des densités. L’HE ainsi séparée de

la phase aqueuse est récupérée ; comme le suit la figure suivante

La phase
organique HE.

La phase aqueuse

-
< | ool weee
TR d’HE.

Figure 06 : Les étapes de séparation des phases du distillat.
10
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1.5. La conservation de I’huile essentielle

La conservation des huiles essentielles exige certaines précautions indispensables, apres 1’extraction
I’HE avait été conservée dans des flacons en verre opaques bien scellé de maniere a les protéger de
la lumiére, il faut également éviter le contact avec l'air (pas d'ouverture prolongée des flacons), par

la suite il faudra garder les flacons a une température basse entre (4 a 5C°)(Bekhechi et al,.2008).

2. Caractéristiques organoleptique
L’analyse organoleptique des 1’huile essentielles de clou du girofle et gingembre consiste a évaluer
les propriétés tel que ; 1’aspect, I’odeur et la couleur:

2.1. Odeur
L’odorat est un sens chimique trés sensible et 1’habilité des parfumeurs a classer et caractériser des
substances chimiques parviennent a doser les produits naturels et leur perce ptionpeutaller jusqu’au

dix millioniémes de grammes par litre d’air.

2.2. Couleur
La coloration d’une huile essentielle dépend des produits qui la constituent. Certains solvants ont le

pouvoir d’extraire beaucoup de pigments, ce qui intensifie la couleur d’une huile donnée.

2.3. Aspect
L’aspect d’un extrait dépend des produits qui la constituent, qui peuvent nous apparaitre sous forme

solide ou liquide.

3. Propriétés physico-chimiques

Les caractéristiques organoleptiques (aspect, couleur, odeur) étaient autre fois les seules indications
permettant d’évaluer la qualité 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 (Mohamdi, 2005).

Les méthodes utilisées pour déterminer les indices physico- chimiques sont celles indiquees par le

recueil de normes de 1’ Association Frangaise de Normalisation (AFNOR,1986).

11
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3.1. Le rendement

Le rendement en huile essentielle (RHE), est défini comme étant le rapport entre la masse de 1’huile
essentielle obtenue aprés extraction (Me) et lamasse de la matiére végétale utilisée (Mv).
(Kapadiya& Desai, 2017) ; Il est exprimé en pourcentage (%) est calculé par la formule suivante:

R(%6)= (Me /Mv) x100

Me : Masse d’huile essentielle extraite exprimé en gramme (g).

R9%b: Rendement en %.

Mv : Masse de la matiere végétale utilisée pour 1’extraction exprimée en gramme (g).

3.2. Indice de réfraction
L’indice de réfraction d’une huile essentielle est le rapport entre le sinus de 1’angle d’incidence et le
sinus de 1’angle de réfraction d’un rayon lumineux de longueur d’onde déterminée, passant de 1’air
dans I’huile essentielle maintenue a une température constante (AFNOR, 2000).
Les mesures ont été effectuées a 1’aide d’un réfractométre d’Abbé Prisma- CETIconvex. Quand la
détermination est effectuée a une température différente de 20°C, on effectue la correction a 20°C

par le biais de la formule:
I20 =1t +0,00045 (T —20°C),
loo = Indicea20°C,

It = Indice a la température ambiante ou de mesure, T=Température ambiante.
Les produits étalon de qualité pour réfractométrie servant a ajuster le réfractometre sont les

suivants :

-Eau distillée(1,333),
-P-cymeéne(1,4906),
-Benzoate(1,5685),

-Bromo-1-naphtaléne(1,6585)

12
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Figure 07: Appareil @ mesurer I’indice de réfraction.

3.3. Echelle de Brix
Sert a mesurer en degrés Brix (°B ou °Bx) la fraction de saccharose dans un liquide, c'est-a-dire le
pourcentage de matiere seéche soluble. Plus le °Brix est élevé, plus 1’échantillon est sucré. L'appareil
utilisé pour la mesure est un réfractometre ou un aréomeétre. Voir aussi sorbetometre.
L'aréometre se base lui sur la mesure de la densité de I'échantillon. Par extension, le degré Brix peut
servir a mesurer la concentration d'une solution, non pas en sucre, mais d'autres substances influant
I'indice de réfraction (mesure de la salinité d'une saumure, de la concentration d'une solution en
acide aminé...). Si la solution est assez concentrée en une seule substance, une table de conversion
Permet de remonter simplement de la mesure en Brix & la concentration massique de la solution
(https://fr.wikipedia.org/wiki/Echelle_de Brix).

Figure 08: AppareilEchelle de Brix.

13
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3.4. Potentiel d’hydrogéne

Le pH mesure I’activité chimique des ions hydrogenes H+ (appelés aussi protons) en solution, le pH
mesure I’acidité ou la basicité d’une solution.
I1s’agitd’uncoefficientpermettantdesavoirsiunesolutionestacide,basiqueouneutre (https://www.daniel

efesty.com).

Figure 09: Papier pH utilisé.

4. Evaluation I’activité antibactérienne

4.1. Choix des microorganismes

Notre travail a été réalisé au laboratoire de microbiologie, a université 20Aout 1955 Skikda.

Le choix des bactéries a été porté sur 04 souches fréquentes en pathologie humaine. Ces especes
sont souvent responsables d’intoxication alimentaire (TIA), constituant ainsi un probleme majeur de

la santé publique, et par leur résistance naturelle a divers agents antibactérienne.

4.1.1. Les souches bactériennes
Les souches bactériennes testés sont regroupées dans le tableau suivant :

Tableau 05 :Les espaces bactériennes et origine.

Groupe de genre Espace Origine
Gram negatif Esherishia .coli ECBU
Gram positif Staphylococcus aureus PUS
Gram positif Streptecoccussp PUS
Gram négatif Klebsiella pneumoniae ECBU

14
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Ces souches nous ont été fournies aimablement par le responsable de laboratoire d’analyses médical
(Dr. Bouhdjila) a El Harouche, Skikda, elles ont été procurées dans des tubes stériles contenant 10

ml de gélose de conservation.

4.2. Repiquage des souches pathogenes
Les differentes souches bactériennes ont été repiquees par la méthode des stries, puis incubées a
I’étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures afin d’obtenir une culture jeune et des colonies isolées. Les

colonies isolées ont servi a préparer 1’inoculum (Moroh et al, 2008).

Ensemencement Résultats
Sens des stries Colonie
|
1 2 @ : !
3 ! —
Dépot ﬁ% \_/%j/ x/%j/
1 2 2

initial w w

Figure 10 : Technique derepiquage des souches pathogénes sur gélose par la méthode de strie

(https://fac.umc.edu.dz/snv/faculte/tc/2021/TP_n_2_ microbiologie.pdf ).

4.3. Préparation la suspension bactériennes

Préparer des suspensions bactériennes dans des écouvillons contenant 5ml de bouillon nutritif et

quelques colonies bactériennes, et les incuber dans une étuve pendant 24h a 37C°.

4.4. Etude de Pactivité antibactérienne
Pour évaluer P’activité antimicrobienne des huiles essentielles, nous avons adopté la méthode de
diffusion sur milieu gélosé en utilisant des disques stériles : appelée aromatogramme et la méthode

des puits.

4.4.1. Diffusion sur milieu gélosé

Le principe de la méthode repose sur la diffusion du composé antibactérienne en milieu solide dans
une boite de Pétri, avec création d’un gradient de concentration aprés un certain temps de contact
entre le produit et le microorganisme cible. L’effet du produit antibactérien sur la cible est apprécié
par la mesure d’une zone d’inhibition, et en fonction du diamétre d’inhibition. La souche sera

qualifiée de sensible, trés sensible, extrémement sensible ou résistante.

15
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Disque mmprégneé  Croissance
d'HE microbienne

A4

Zone d'mnhibition

Figure 11: Mesure du diameétre de la zone d’inhibition(Ponce et al., 2003).

4.4.2. Protocoleexpérimental
= Couler aseptiqguement le milieu de culture gélosé Mueller Hinton (M.H) en surfusiondans des
boites de Pétri a raison de 15 ml par boite.
= Laisser refroidir et solidifier sur la paillasse,

= Ensemencerles biotes par la suspension bactérienne déja préparée.

4.4.3. Dépot des disques
= A I’aide d’une pince stérile, prélever un disque stérile, diamétre :(6mm), puis déposer sur la
gélose MH dija ensemencer par la suspension.
= L’imbiber avec I’huile essentielle a tester en mettant seulement en contact le bout du disque,
celui-ci va absorber progressivement I’huile essentielle jusqu’a 1’imprégnation totale du
disque (02, 04, 06et 08ul).
= Les boites de Pétris ont en suite fermées et laissées diffuser a température ambiante pendant

30 mn, puis mises a I’étuve a la température de 37°C, pendant 24 heure.
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<«——  Boite de pétrie.
1. Ensemencement de

I’inoculum sur la gélose. <« Gélose Mueller

Hinton.

2. Formation les puits sur Les disques

la gélose, puis le dépbt de

I’extrait.

3. Apres incubation :

@ @ ' Zone
d’inhibition.
Formation Zi. @ @

Figure 12 : Méthode évaluation activités antibactériennes des extraits

Par la méthode des disques.
4.4.4. Méthode des puits
= Réaliser les puits a I'aide d’un embout jaune stérile (Diamétre = 6mm).
= Introduire dans chaque puits 05, 10, 15 et 20pL d’huile essentielle. Laisser
ensuitediffuserl/2h a température ambiante.
= Les boites de Pétri sont ensuite fermées et laissées diffuser a température ambiantependant30

mn, puis mises a 1’étuve a la températurede37°C pendant 24heures.
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—Boite de pétrie.

1. Ensemencement de

Pinoculum sur la gélose. —Gélose Mueller

©

Hinton.
2. Formation les puits sur la - ~Les puits
geélose, puis le dépot de
I’extrait. O
| Zone

3. Apres incubation : d’inhibition.

Formation Zi.

Figure 13: Méthode évaluation activités antibactériennes des extraits

Par la méthode des puits.

5. La lecture

L’activités antimicrobienne est déterminée a 1’aide d’une régle mesurant les diamétres des zones
claires (mm).

La sensibilité des souches envers I’'HE est classe selon les diameétres des halos d’inhibition de

(Ponce et al, 2005).
Tableau06 : Les diamétres des taux d’inhibition.

Le diameétre La sensibilité des souches
@ <8 mm Non sensible(-) ou résistante
9 <@ <14 mm Sensible(+)

15 <@ <19 mm trés sensible (++)

@ >20 mm extrémement sensible (+++)
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Culture bactérienne

o

v
Préparation d’une suspension bactérienne dans un écouvillon

remplie par 5ml BN+des colonies pathogénes.

-l

~

Ensemencement des boite de pétrie qui remplie par
gélose MH par la suspension bactérienne.

-
Utilisée deux méthodes :
Meéthode de disque et méthode d’puits.
N o

Application déférents volume de I’'HE.

|

~
Incubation pendant 24h a 37C°.

(=

La lecture apres incubation.

©

(=

Mesure des zones d’inhibition en mm.

Figure 14 : Les étapes de réalisation I’activité antibactérienne.
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1. Propriétés organoleptiques
Le tableau 07 présente les propriétés organoleptiques de 1’huile essentielle de clou du girofle et
gingembre selon la norme AFNORNFT 7.
Tableau 07: Propriétés organoleptiques de I’huile essentielle du clou de girofle et du gingembre
selon la norme AFNOR NFT 7.

Echantillon Aspect Couleur Odeur
Syzygium Liquide plus ou Jaune a jaune Epicée
aromaticum moins visqueux. clair. typiquede
I’eugénol
Zingiber Liquide mobile. Jaune a pale Epicée fraiche.
officinale jaune brun.

2. Propriétés physico-chimiques

2.1. Expression du rendement d’extraction

Il faut dire que le rendement d’extraction des huiles essentielles, varié selon la méthode
d’extraction, plus précisément des conditions opératoire (temps d’extraction, ratio matiere/solvant,
etc.), il est aussi fonction de la zone géographique de récolte, la composition du sol, la période de
récolte de la plante, le stade végétatif de la plante, etc.

Dans le cadre de notre travail, nous utiliserons la méthode d’hydrodistillation pour extraire les
huiles du clou de girofle et du gingembre.

Le rendement d’extraction de I’huile essentielle du clou de girofle et du gingembre ont été

calculés a I’aide I’équation (AFNOR, 1986).
Rdt=M1/M0%100
Oou:
Rdt : Rendement d’extraction de I’huile essentielle des plantes.

MO : Masse de la matiere végétale utilisée.

M1:Masse de ’huile essentielle obtenue.
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Tableau08: Rendement d’extraction.

Echantillon Rdt%
Syzygium aromaticum 2.4 %
Zingiber officinale 0,32 %

L’expérience révele que le rendement d’extraction de 1’huile essentielle du clou de girofle et du
gingembre est proportionnel a la durée de ’hydrodistillation, c’est-a-dire que quand la durée de
distillation augmente, le rendement d’extraction de 1’huile essentielle augmente également.

Le rendement moyen en huile essentielle extraite du Syzygium aromaticum étudié est de I'ordre
de 2.4 %. Cette performance est élevée a celle obtenue pour la méme espéce dans différents pays de
la région du Golfe avec un pourcentage de rendement d'environ0,7-0,92 % (Hossainet al., 2014).

D’apreés les résultats obtenus par Ait Amer et Benelhadj, (2021), le meilleur rendement
d’extraction a été enregistré dans 1’extrait aqueux du Zingiber officinalesec avec 12.40%. En

revanche, I’extrait aqueux du Zingiber officinalefrais a un faible rendement d’extraction de4.02 %.

2.2.Indice de réfraction
L’indice de réfraction c’est le rapport entre la célérité de la lumiere dans le vide et la célérité de
la lumiére dans le milieu considéré. Ce rapport indique la capacité de I’huile essentielle a réfléchir

la lumiére.

L’indicesderéfractionaétécalculésetramenésa20°Cal’aided’unréfractomeétre AbbéPrisma-CETI, et

qui est présenté dans le tableau ci-dessous.

Tableau 09: Indice de réfraction obtenu.

Echantillon Indice de réfraction (Obtenu)
Syzygium aromaticum 1,5376+0,000
Zingiber officinale 1,4912+0,001

Les valeurs de I’indice de réfraction de nos échantillons correspondent aux normes d’AFNOR
(1.5379-1.5378 pour clou de girofle et1.4900 -1.4924 pour gingembre). Elles indiquent leur faible

réfraction a la lumiére.
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2.3.Echelle de Brix
L’indices de Brix a été calculés et ramenés a 20°C a 1’aide du méme réfractométre Abbé Prisma-

CET]I, et qui est présenté dans le tableau ci-dessous.

Tableau 10:Echelle de Brix obtenue.

Echantillon Indice de Brix (Obtenu)
Syzygium aromaticum 0+0
Zingiber officinale 80.2+0,458

La valeur Brix est € gal a zéro pour Syzygium aromaticum :I’huile essentielle ne contient pas de
fraction de saccharose, par contre Zingiber officinaleavec (80.2+0,458) : I’huile contient la fraction
de saccharose.

La valeur de I’indice de Brix de notre échantillon correspond aux Codex Alimentarius ( 00 pour

clou de girofle et Supérieura65% pour gingembre).

2.4. Potentiel d’hydrogéne
Le pH des huiles essentielles se situe entre 4 et 6. C'est effectivement 1égérement acide, mais
nettement moins que du jus de citron (pH 2) et dans tous les cas, moins quel pH de lI'estomac (pH
1).
Tableau 11: Potentiel d’hydrogéne obtenu.

Echantillon pH(Obtenu)
Syzygium aromaticum 6
5
Zingiber officinale

Les valeurs pH de nos échantillons correspondent aux normes d’AFNOR(6 pour clou de

girofle et 5 pour gingembre).
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3. Activités antibactériennes

Dans le but d’estimer le potentiel bactériende notre 1’huile essentielles (Syzygium aromaticumet

Zingiber officinale).Lechoix s’est porté sur quatre souches, chacune d’elles posséde des structures
cellulaires et un métabolisme particulier.

3.1. L’effet de I’huile essentielle de Syzygium aromaticum sur la croissance des souches
bactériennes

3.1.1. Méthode aromatogramme

Les résultats destestes antibactérienne sont instillé par les figures, et sont regroupée dans le tableau.

Figure 15 : L’effet antibactérien sur Escherichia.coli.

Figure 16 : L’effet antibactérien sur Staphylococcusauerus.
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Figure 17 : L’effet antibactérien sur Streptecoccussp

Figure 18 : L’effet antibactérien sur Klebsiella pneumoniae.
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Tableau 12:Résultats de la sensibilité a I’huile essentielle Syzygium aromaticum sur la

Résultats et Discussion

croissance des souches testées.

Les volumes 02ul 04ul o6ul 08ul
Esherishia. coli 14,33+ 19,33+ 18+ 18,66+
0.5773502 2,081666 2,6457513 4,163332
7 1
Staphylococcus 14,33+ 15,33+ 17+ 16,66+
auerus 0.5773502 1,5275252 1 2,081666
7 3
Streptecoccus 18+ 18+ 17+ 19+
sp. 2,6457513 1,7320508 2 4,3588989
1 1 4
Klebsiella 11,5+ 14,5+ 15,5+ 14,5+
pneumoniae 0,7071067 0,7071067 0,7071067 0,7071067
8 8 8 8
Saphylococcus Auerus Streptecoccus
20 25—
s T L 20— T T
15—
10 -
10—
5 =
o- T T 0- T T
2 4 6 8 2 4 8

25

20

15—

10—

Esherishia. Coli

2

T 1

T T
4 6 8

Klebsiela pneumoniae

20—

15—

10

2

T
4 6

8

Figure 19:Les taux d’inhibition des différents volumes de I’huile essentielle

Syzygium aromaticum sur la croissance des souches testées.
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D’apres les résultats obtenus nous avons remarquée que I’HE de Syzygium aromaticum a un effet
sur la croissance de toutes les souches bactériennes testées. Les diamétres des zones d’inhibition

sont différents d’une souchea ’autre.

¢ Esherishia. coliest trés sensible avec une zone d’inhibition comprise entre 14,33+0.57 a
19,33+2,08. Alors que Staphylococcus auerus et sensible a tres sensible avec une zone
d’inhibition entre 14,33+0.57 a 17+10. Ainsi que Streptecoccus sp.est tres sensible avec
une zone d’inhibition 17+20 a 19+4,35. Enfin Klebsiella pneumoniae est sensible a tres
sensible avec une zone d’inhibition 11,5+0,70 a 15,5+0,70710678.

3.1.2. Méthodes des puits

Figure 21 : L’effet antibactérien sur Staphylococcus auerus.
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Figure 22 : L’effet antibactérien sur Streptecoccus sp.

Figure 23 : L’effet antibactérien sur Klebsiella pneumoniae .
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Figure 24:Les taux d’inhibition des différents volumes de I’huile essentielle

Syzygium aromaticum sur la croissance des souches testées.

D’aprés les résultats obtenus par la méthode des puits, nous avons remarqué que 1I’HE de
Syzygium aromaticum a un effet sur la croissance de toutes les souches bactérienne testées. Les

diamétres des zones d’inhibition sont différents d’une souchea 1’autre.

Escherichia .coli et Extrémement sensible avec une zone d’inhibition comprise entre 33mm a
36mm. Alors que Staphylococcus auerus et tres sensible avec une zone d’inhibition del8mma
20mm. Ainsi que Streptecoccus sp. Estextrémement sensible avec une zone d’inhibition de20mma
22mm. Enfin Klebsiella pneumoniae est sensible a tres sensible avec une zone d’inhibition de

12mma 17mm.
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Quoi que se soit les deux méthodes utilisées (Méthodes aromatogramme et puits), pour évaluer
I’activitéantibactérienne de huile essentielle Syzygium aromaticum, les résultats obtenus ont
montré que cette huile essentielle a un effet considérable sur la croissance des quatre souches

testées.

L’activité antibactérienne de I’huile essentielle du clou de girofle a été démontrée dans plusieurs
recherches ;Atmani et Baira, (2015), Mahaboobali et al., (2005), Klein etal., (2013), Musthafa
and Voravuthikunchai,(2015),

L’importante activité de cette huile essentielle est en relation avec sa teneur en Eugénol. En effet,
plusieurs auteurs Pellecuer et al., (1980), Gergis et al., (1990), Panizzi et al.
,(1993),Sivropoulouet al.,(1996), Trombettaet al.,(2002), Satraniet al., (2008), ont montré que les
huiles essentielles riches en dérivés phénoliques possédent une forte activité antimicrobienne.
Effectivement, 1’huile essentielle du clou de girofle, riches en eugénol, a exercé une forte activité
antimicrobienne Amarti et al. (2008), Amartiet al., (2010), EI Ajjour iet al., (2008), El Ajjouri et
al.,(2010).Dorman et Deans (2000) ont montré que 1’eugénol est le composé qui posséde le plus
large spectre d’activité antibactérienne contre 25 genres de bactéries testées. Juvenet al., (1994) et
Lambert et al., (2001) ont expliqué ce phénoméne par le fait que 1’eugénol se lie aux protéines
membranaires et fait augmenter la perméabilit¢é de la membrane cellulaire bactérienne. D’autres
travaux ont suggéré aussi que ce compose¢ volatile est responsable de I’inactivation d’enzymes, y
compris ceux impliqués dans la production d’énergie et la synthése des constituants de structure
Juvenet al., (1994).

Les principaux composants actifs des huiles essentielles contre les agents pathogenes d’origine
alimentaire contiennent généralement 1% des composés phénoliques tels que le carvacrol,
I’eugénol, et le thymol (Dorman et Deans, 2000; Lambert et al.,2001); le citral1,8-cinéole et le
linalol (Cristianietal.,2007). Les propriétés antibactériennes de ces composés sont en partie liées a
leurs caractéres lipophiles menant a I’accumulation au niveau des parois bactériennes, perturbant
ainsi le fonctionnement et la permeabilité des membranes cellulaires; dégradation de la paroi
cellulaire (Helanderet al.,1998), détruisant la membrane cytoplasmique (Knobloch et al., 1989;
Ulteeet al., 2002), détruisant des protéines membranaires (Juvenet al.,1994;Ultee et al.,1999),
fuites du contenu des cellules (Oosterhavenet al., 1995 ; Lambert et al., 2001), coagulation du

cytoplasme et 1’épuisement de force motrice des protons (Ulteeet Smid, 2001).

Bouzaa et al., (2022), rapportent que 1’effet d’huile essentielle de clou de girofle sur les souches

bactériennes. Esherishia. Coli(30mm), Staphylococcus auerus (16mm), Bacillus subtilis (25mm),
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est positif (Sensible). Par contre Pseudomonas aeruginosa (Abs) et Entérococcus (Abe) ont

montré un effet négatif (Résistantes).

Cependant la comparaison de 1’efficacité des huiles essentielles a travers les différentes
publications reste difficile a réaliser, et cette difficulté liée au niveau des différents paramétres
externes incontrélables: comme la composition chimique des huiles essentielles qui varie selon les
conditions environnementales de la plante, méme au sein d’une méme espéce. Donc les activités
antimicrobiennes d’une huile essentielle peuvent changer par sa composition chimique, par les
génotypes, jusqu’aux méthodes employées pour évaluer I’activité antimicrobienne (la technique de
diffusion par disque sur agar ou par méthode de dilution) les résultats obtenus par chacune de ces
deux méthodes peuvent étre différents; selon le choix et condition physiologiques des
microorganismes, la période de 1I’exposition du microorganisme a I’huile essentielles, aux doses de
I’huile essentielle utilisées, le choix de I’émulsifiant pour solubiliser les huile essentielles. Soit

autant de facteurs pouvant expliquer par fois les résultats contradictoires de différentes études.

3.2. L’effet de I’huile essentielleZingiber officinale de sur la croissance des souches

bactériennes
3.2.1. Méthode aromatogramme

Les résultats des testes antibactérienne sont instillé par les figures, et sont regroupée dans le

tableau.

Figure 25 :L’effet antibactérien sur Escherichia. coli.
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Figure 26 :L’effet antibactérien sur Staphylococcus aureus.

Figure 28 :L’effet antibactérien sur Klebsiella pneumoniae.

31



Résultats et Discussion

Tableau 13 :Résultats de la sensibilité a I’huile essentielle Zingiber officinale sur la croissance des

souches testées.

Les volumes 02ul 04ul 06ul 08ul
Esherishia. 46,5+£9,19 40+0 40+0 40+0
coli
Staphylococcus 445,65 7,5+0,70 10+1,41 11+2,82
aureus
Streptecoccus 9,5+2,12 7 5,5+4,94 4,5+4,94
sp.

Klebsiella 16,5+4,94 20+2,82 23,5+0,70 24+1,41
pneumoniae
Saphylococcus Auerus Streptecoccus
154 15
10 10
-r T
5+ 54
0- T T 0- T T
2 4 6 8 4 6 8
Esherishia. Coli Klebsiela pneumoniae
60 30
—
40+ 204 il
20+ 10
0- T T 0- T T
2 4 6 8 4 6 8

Figure 29:Les taux d’inhibition des différents volumes de I’huile essentielle

Zingiber officinalesur la croissance des souches testées.
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D’apres les résultats obtenus nous avons remarqué que 1’HE de Zingiber officinalea un effetsur
la croissance de toutes les souches bactériennes testées. Les diamétres des zones d’inhibition sont
différents d’une souche a I’autre.

- Esherishia .coli est Extrémement sensible avec une zone d’inhibition de 40+0 a 46,5+9,19.
Alors que Staphylococcus auerus est moyennement sensible avec une zone d’inhibition de 445,65
a 11+2,82. Ainsi que Streptecoccus sp.est moyennement sensible avec une zone d’inhibition
4,5+4,94 4 9,5+2,12. Enfin Klebsiella pneumoniae et Extrémement sensible et trés fortement avec
une zone d’inhibition 16,5+4,94 a 24+1 41.

Auta et al.,(2011) ont montré que l'extrait éthanolique du gingembre (Zingiber officinale) a
20mg/ml avait un effet plus fort sur Pseudomonas aeruginosaque Escherichia coli. Contrairement
a une autre étude, I'extrait aqueux de gingembre a haute dose (500mg)n'a eu aucun effet
antimicrobien sur Escherichia coli, Salmonella, Shigella et Bacillus cereus.

L'activité antimicrobienne de I'huile volatile de Zingiber officinalea été testée contre Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, et il a montré des
activités antimicrobiennes significatives par rapport a la norme; Tétracycline. Les zones d'inhibition
étaient comprises entre 10,4et 12,5 mm et entre 8,3 et 12,5 mm pour les souches bactériennes,
respectivement. Le standard, la tétracycline, avait une zone d'inhibition de 10,0 a 15,0 mm. Une
forte activité antibactérienne contre Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa suivi
d'Escherichia coliqui était a égalité avec le standard (témoin positif) et plus faible que le standard

en vers Bacillus subtilis.(Pradeep et al., 2016).

Il a été rapporté que les huiles essentielles de gingembre (riches en sesquiterpénes) possédaient
un large spectre d'activité antimicrobienne (Baratta et al., 1998; Singh et al.,2008; Anwer,2009).
Les résultats obtenus corroborent les données précédemment rapportées de Dawet al.,(1994) et
Faraget al.,(1989b). En général, le mécanisme antimicrobien de I’extrait des huiles essentielles n'a
pas été complétement élucidé. Cependant, il a été proposé que la structure chimique des huiles
essentielles ou leurs principales pourraient jouer un réle important pour l'activité antimicrobienne
(Faraget al., 1989;Dawet al., 1994), Par conséquent, la bioactivité des huiles essentielles dépend
non seulement des composés majeurs mais également des structures chimiques de ces composés
(Faraget al., 1989).
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Conclusion

Ce travail a pour objectif d’évaluer I’activité antibactérienne de Syzygium aromaticum et
Zingiber officinale. Notre étude a montré que ses huiles essentielles sont trés efficaces sur la

croissance des quatre souches testées. Donc elles ont un intérét dans la médecine traditionnelle.

L’étude des propriétés organoleptiques content que notre huile essentielle présente un (aspect
liquide, mobile, de couleur jaune claire avec une odeur épicée). Ces résultats restent conformes avec
les normes AFNOR.

Concernant le rendement des huiles essentielles : Syzygium aromaticum et Zingiber officinale
ces derniére sont faible (2,4% et 0,32°), cependant ces résultats restent conforme aux normes
AFNOR.

Par ailleurs, I’étude des propriétés physiquo-chimiques des huiles essentielles de clou de girofle
et gingembre présentent par I’indice de réfraction, 1’échelle de Brix et pH. Conforment aux
normes AFNOR.

Les résultats de 1’activité antibactérienne ont montré que les huiles essentielles étudiées ayant

un large spectre d’action sur la croissance des bactéries testées.

Nous pouvons dire que I’huile essentielle du clou de girofle et du gingembre répond aux normes
internationales en plus elle est dotée d'une activité biologique importante. Ces analyses trouvent une
importante application dans I’industrie pharmaceutique comme elle peut trouver aussi une

application dans I’industrie alimentaire.
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Annexe

STRUCTURE ET MORPHOLOGIE BACTERIENNES.
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Figure : Structure et morphologie bactérienne.
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Résultats de repiquage des souches pathogenes :

Figure : Observation macroscopique Staphylococcus auerus
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Figure : Observation macroscopique de Klebsiella pneumoniae
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Activités antibactériennes de I’huile essentielle duSyzygium aromaticum par la méthode de
diffusion sur milieux gélosé:
Tableau :Les moyennes et les Ecartype d’halos d’inhibition en mm de la croissance des

souches bactériennes apres incubation 24h a37C°.

Volumes 02ul 04ul o6ul 08ul
Souche
Esherishia. coli 14 17 15 14
14 20 20 20
15 21 19 22
14,33+ 19,33+ 18+ 18,66+
0.57735027 2,081666 2,64575131 4,163332
Staphylococcus 14 17 18 19
Auerus 14 15 17 15
15 14 16 16
14,33+ 15,33+ 17+ 16,66+
0.57735027 1,52752523 L 2,081666
Streptecoccus 19 19 15 24
sp 20 19 19 16
15 16 17 17
18+ 18+ 17+ 19+
2,64575131 1,73205081 2 4,35889894
Klebsiella 11 14 15 14
pneumoniae 12 15 16 15
11,5+ 14,5+ 15,5+ 14,5+
0,70710678 0,70710678 0,70710678 0,70710678
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Par méthodes de puits :

Tableau : Les diamétres des zones d’inhibition en mm de la croissance des souches bactériennes

apres incubation 24h a 37C°.

Volumes 05ul 10ul 15ul 20ul

Staphylococcus 18 18 19,5 20

Auerus

Streptecoccussp 18 19 20 22

Klebsiella 12 15 15 17
pneumoniae

Activités antibactériennes de I’huile essentielle du Zingiber officinale par la méthode de
diffusion sur milieux gélosé:

Tableau : Moyennes d’halos d’inhibition en mm de la croissance des souches bactériennes apres

incubation 24h a37C°.
.coli 40 40 40 40
46,5+ 400 40+ 400
9,19 0
Saphylococcus 8 8 9 13
auerus 0 7 11 9
4+5,6 7,50 10+ 11+2,82
5 ,70 1,41
Streptecoccus sp 8 7 9 1
11 7 2 8
9,5+2 7 5,5+ 4,5+49
12 4,94 4
Klebsiella 20 22 24 25
pneumoniae 13 18 23 23
16,5+ 20£2, 23,5 24+1,41
4,94 82 +0,7
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Résumé

Ce travail a fait I’objet d’une étude concernant 1’activité antibactérienne de 1’huile essentielle de
deux plantes médicinales ; le clou de girofle (Syzygium aromaticum) et le gingembre (Zingiber
officinale) trés repandues en Algérie chez les herboristes, et largement utilisée par la population
pour ses propriétés médicinales. L’hydrodistillation constitue une méthode adéquate pour
I'extraction en termes de rendement. Dans un second lieu nous nous sommes intéressés a la
détermination des caractéristiques organoleptiques (Aspect, odeur et couleur), et de quelques
indices physico-chimiques (Indice de réfraction, échelle de Brix et le potentiel d’hydrogéne). Les
tests antibactériens par la méthode des disques et des puis se révélent positifs, cette activité
inhibitrice semble principalement liée a 1’ Eugenol, principal constituant de 1’huile essentielle du

clou de girofle et au zingiberéne principal constituant de I’huile essentielle du gingembre.
Mots clés : Syzygium aromaticum, Zingiber officinale, huile essentielle, I’activité antibactérienne.
Abstract

This work was the subject of a study concerning the antibacterial activity of the essential oil of two
medicinal plants; clove (Syzygiumaromaticum) and ginger (Zingiber officinale) very wide spread in
Algeria amongherbalists, and widelyused by the population for its medicinal properties.
Hydrodistillation is an adequate method for extraction in terms of yield. In a second place
wewereinterested in the determination of the organoleptic characteristics (Appearance, smell and
color), and of some physico-chemical indices (Refractive index, Brix scale and the hydrogen
potential). Antibacterial tests by the disc and thenmethod are positive, this inhibitory activity
seemsmainlylinked to Eugenol, the main constituent of clove essential oil and to zingiberene, the

main constituent of ginger essential oil.

Key words : Syzygium aromaticum, Zingiber officinale, essential oil, , , antibacterial activity
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