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Résumé :

Ce travail vise a évaluer I’activité antimicrobienne de I’huile essentielle de Syzygium
aromaticum. L’ huiles essentielle du clou de girofle a été extrait par la technique
d’hydrodistillation sur un appareil de type Clevenger ; L’huile extraite a révélé un rendement
de 4.5%

Le clou de girofle est connus pour contenir des huiles essentielles . L’ensemble de plantes
étudiées a donné des rendements allant de 4.5 %. En comparant séparément les rendements de
I’ huile essentielle obtenu au cours de notre étude avec ceux rapportés dans la littérature, nous
avons fait les constats suivants.

Activité antibactérienne des huiles essentielles

D’apres les zones d’inhibition générées par les huiles essentielles étudiées, 1’huile essentielle
de Clou de girofle présente la meilleure activité sur I’ensemble des souches testées. Le
présent travail a porté sur I’étude antibactérienne de I’huile essentielle de 1’épice et Syzygium
aromaticum et une etude comparatif avec le pierre d’alun .

L’évaluation du pouvoir antibactérien des extraits de Syzygium Aromaticum et du pierre
d’alun par la méthode des disques a révélé que 1’huile essentielle de 1’ épice possedent une
forte sensibilité sur les souches de la flore bucco-dentaire avec zone d’inhibition comprise
entre 3-4 mm.

La plus forte activité a été obtenue avec les pierres d’alun avec une zone d’inhibition de
croissance de 5mm a la concentration de 100%.

Activité antioxydante ; L'évaluation de 'activité antioxydante d’HE par le test DPPH et le
pouvoir réducteur a montré pouvoirs réducteur, antioxydant et anti-radicalaire tres puissant
associé a des activités anti-inflammatoires, antimicrobiennes intéressantes. L’application de
cette huile essentielle a donné une bonne acceptabilité et pour confirmer ce résultat nous
avons accompli une série de tests

I’ensemble des résultats présentés ici suggerent que 1’huile essentielle de clou de girofle est
une bonne source potentielle d'ingrédients actifs pour I'industrie alimentaire et
pharmaceutique.

Mots clés :

Syzygium aromaticum, huile essentielle, hydrodistillation, activité antimicrobienne,
aromatogramme



Abstract ;

This work aims to evaluate the antimicrobial activity of the essential oil of Syzygium
aromaticum. The essential oils of the clove were extracted by the hydrodistillation technique
on a Clevenger type device; the extracted oil revealed a vyield of 4.5%
Clove is known to contain essential oils. Yields of 4.5% were obtained from all the plants
studied. By comparing separately the yields of the essential oil obtained during our study with
those reported in the literature, we made the following observations.

Antibacterial activity of essential oils
Based on the inhibition zones generated by the essential oils studied, Clove essential oil has
the best activity on all strains tested. This work focused on the antibacterial study of the

essential oil of the spice and Syzygium aromaticum and a comparative study with alum stone .

The evaluation of the antibacterial power of the extracts of Syzygium Aromaticum and alum
stone by the method of discs revealed that the essential oil of the spice possess a high
sensitivity on the strains of the oral flora with inhibition zone between 3 - 4 mm .
The highest activity was obtained with alum stones with a growth inhibition zone of 5mm at

100% concentration.

Antioxidant activity; The evaluation of the antioxidant activity of HE by the DPPH test and
reductive power showed reductive, antioxidant and anti-radical very powerful associated with
anti-inflammatory, antimicrobial activities interesting. The application of this essential oil
gave a good acceptability and to confirm this result we carried out a series of tests
All the results presented here suggest that clove essential oil is a good potential source of

active ingredients for the food and pharmaceutical industry.

Key Words:
Syzygium aromaticum, essential oil, hydrodistillation, antimicrobial activity, aromatogram,

clov
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Liste des abréviations

% : Pourcentage

°C : Degré Celsius

ul: microlitre

CMI : concentration minimale inhibitrice
HE: huiles essentielle

MH: milieu de Mueller Hinton

BN : Bouillon Nutritif

Abs : Absorbance

CG : clou de girofle

g : Gramme.

H (%):Taux d’humidité

HEC : huile essentielle de clou de girofle.
ml : millilitre.

NaCl : chlorure de sodium.

pH: potentiel hydrométrique.

R(%): Rendement (%).

S.aromaticum : Syzygium aromaticum.
HEBBD : huile essentielle botaniquement et biochimiquement définies
T: Température.

V:Volume.

Cm : Centimetre.

Cm: Centimétre moins un.

d: diametre.
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Introduction

Introduction générale

Depuis la nuit des temps, pour calmer ses maux, I’homme s’est depuis toujours servi des
plantes, il ya 200 ans encore, les moyens thérapeutiques naturels étaient les seules remedes

dont disposait I’humanité.

La science confirme les différentes vertus des plantes aromatiques et de leurs huiles
essentielles et leurs extraits bruts dont les domaines d'applications sont trés variés et qui sont
trés utilisés dans l'industrie alimentaire comme additifs et dans les cosmétiques, les
parfumeries, les industries de savon et de détergents en volume impressionnant. Elles rentrent
également dans la composition de plusieurs médicaments, sous forme de crémes, gelules et

suppositoires.

Leur utilisation s'appelle "I'aromathérapie™, qui consiste a utiliser les huiles essentielles pour

le traitement de diverses manifestations pathologiques.

Les huiles essentielles sont des produits de composition complexe, renfermant des produits
volatils contenus dans les végétaux obtenus a partir d’une matiére premiére vegétale : fleur,
feuille, bois, racine, écorce, fruit, ou autre ; soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par

extraction mécanique. Le principal procédé d’extraction est la distillation a la vapeur d’eau.

Les huiles essentielles sont un assemblage de molécules complexes qui ont toutes des

propriétés particuliéres.

De par leur composition chimique, les plantes médicinales représentent un intérét économique
considérable par leur appartenance aux industries des produits agroalimentaires,

pharmaceutiques et cosmetiques.

Les épices sont classées parmi les plantes aromatiques qui font partie de plantes médicinales,
en effet, elles sont douées non seulement de qualités parfumates et culinaires, mais aussi de
vertus médicinales variées grace aux différents principes actifs qu’elles contiennent,

notamment les huiles essentielles (Benjilali.B, 2004)

Dans notre étude, nous sommes intéressés au giroflier (Syzygium aromaticum). Le giroflier est

une plante connue de tous, du moins son bouton floral, le clou de girofle.
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Cette plante médicinale est utilisée traditionnellement, sa richesse en métabolites secondaires
et plus spécifiquement en huile essentielle, confere plusieurs effets biologiques dont les
activités anti-inflammatoires, antimicrobiennes, anticancéreuses et anti oxydantes, cependant,

peu de personnes connaissent ses véritables propriétés. (barbelet, 2015)

Il évoque souvent les cabinets dentaires, ou encore cette astuce de grand-meére, les oranges

piquées de clous, pour assainir I’air en hiver.

Les recherches sur I’histoire de cette plante montrent que les clous de girofle avaient autrefois
beaucoup plus de valeur, des leur essor durant les Grandes découvertes qui ont engendré le
commerce des épices. Cette épice a su motiver plusieurs nations a partir a sa conquéte et cela

pendant plusieurs siecles (barbelet, 2015)
Notre travail a pour but :

=>» Extraire I’huile essentielle de ’espéce Syzygium aromaticum et d’évaluer son activité
antibactérienne.

=>» Etude de I’activité antibactérienne de la pierre d’alun.

=>» Faire une comparaison entre les activités antibactérienne de Syzygium aromaticum et

la pierre d’alun.
Ce travail est scindé en deux parties :

1. La premiere est une compilation des connaissances bibliographiques, elle-méme,
composée de trois chapitres. Le premier présente des généralités sur les huiles
essentielles, la description botanique de la plante.

2. La deuxieme partie du travail est expérimentale. Elle est composée de deux chapitres.

o Le premier illustre le matériel et les méthodes utilisés.

o Second présente et discute ’ensemble des résultats obtenus.

Enfin, une conclusion générale qui résume I'ensemble des résultats obtenus.
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Chapitre 1
Les huiles essentielles
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1 Historique

1.2 Histoire et origine des huiles essentielles

Les huiles essentielles, reconnues pour leurs puissantes propriétés thérapeutiques, ont été
utilisées pendant des millénaires en Chine, au Moyen Orient, en Inde, en Egypte, en Grece, en
Amérique et en Afrique. Puis, au Moyen-age, elles sont beaucoup moins utilisées. 1l faudra
attendre D’arrivée des Arabes pour assister a un nouveau développement de la médecine par

les plantes.

En France, c’est au début du XIX éme siecle que René-Maurice Gatte fossé, le pionnier de la
parfumerie moderne, se brlle les mains lors d’une explosion dans son laboratoire. 11 a
soudain, le réflexe de plonger ses mains dans un récipient rempli d’huile essentielle de
lavande, pensant que c’était de 1’eau : sa plaie se guérit avec une rapidité déconcertante.
Ainsi, il constate les effets cicatrisants et antiseptiques de la lavande, il décide alors d’étudier
les huiles essentielles et leurs propriétés. Ainsi, on assiste a la naissance de lI'aromatherapie

moderne.

Cependant, la concurrence des laboratoires de produits chimiques de synthese, financiérement
beaucoup plus puissants est 'une des raisons du demi-succeés de I’aromathérapie a cette
époque. (http://lessentieldeshuilesessentielles.e-monsite.com/pages/la-composition-des-

huiles-essentielles/histoire-et-origine-des-huiles-essentielles.html)

1.3 Définition d'une huile essentielle

Dabord, le terme "huile essentielle" a été défini par I'Agence nationale de sécurité du

médicament et des produits de santé (ANSM) :

« Produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir d’'une matiere
premiere végétale botaniquement définie, soit par entrainement par la vapeur d’eau, soit par
distillation seche, ou par un procédé mécanique approprié sans chauffage. L huile essentielle
est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé physique n’entrainant pas de

changement significatif de sa composition. »

Mais il a été également défini par I'Organisation internationale de normalisation (Norme
ISO) :
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« Produit obtenu a partir d 'une matiere premiere d’origine végétale, apres séparation de la
phase aqueuse par des procédés physiques : soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par

des procédés mécaniques a partir de l’épicarpe des Citrus, soit par distillation seche. »

L'huile essentielle est la sécrétion naturelle de la plante aromatique. Elle est fabriquée par les
organes sécréteurs qui sont dans différentes parties de la plante: semence, racine, bois,
feuilles, fleurs, fruits...

Alors qu’une huile essentielle est obtenue par la distillation de I’essence. Elle est donc
I’essence de la plante distillée. Contrairement a ce que son nom indique, il n’y a aucun corps
gras dans les huiles essentielles : une goutte déposée sur un papier s’évaporera sans laisser de
trace contrairement a une huile végétale. (Nicolas, CONSEILS ET UTILISATIONS DES
HUILES ESSENTIELLES LES PLUS COURANTES EN OFFICINE Directeur de thése : )

1.4 Les Propriétés des huiles essentielles

1.4.1 Les Propriétés biologiques

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

e Propriété de diurese : 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.

e Propriétés spasmolytiques et sédatives : de trées nombreuses drogues a huiles
essentielles (badiane, menthe, verveine,...) sont efficaces pour diminuer ou supprimer
les Spasmes gastro-intestinaux.

e Propriétés irritantes : augmentent les mouvements de I’épithélium cilié au niveau de

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

1.4.2 Propriétés physiques des huiles essentielles

En ce qui concerne les propriétés physique, les HE forment un groupe trées homogene; les

principales caractéristiques sont :

e Les HE sont liquides a température ambiante.

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

e Sont rarement colorées.
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e Ont une odeur aromatique.
e Ont une densité inférieure a celle de ’eau sauf les essences de Cannelle, Safran,
Camomille, Girofle.
e Leur indice de refraction est élevé.
e llIs sont insolubles ou peu solubles dans 1’cau.
e Sont solubles dans les huiles fixes, I’eau les alcools et solvants organiques apolaires.
e Leur volatilité augmente avec la chaleur.

e Leur consistance est huileuse mais non grasse. (Imene, 2016)

> Notion de Chémotype
Les huiles essentielles: Que signifie la notion de Chémotype ?

Les huiles essentielles sont souvent qualifiees de Chémotype, mais qu'est-ce que cela

signifie vraiment?

En effet, une huile essentielle contient des corps chimiques trés complexes, plus concrétement
chacune des molécules présentes dans ce corps disposes de propriétés différentes. C’est pour
cela qu'une connaissance approfondie de ces constituants chimiques est fondamentale pour un
thérapeute. Des techniques d'analyse chimique tres performantes ont donc été mises a
disposition des chercheurs pour ainsi permettre d'avoir cette connaissance approfondie des
constituants chimiques. Ces techniques vont nous permettre de définir précisement la nature

des sous-especes, des variétés, des cultivars et des taxons des plantes aromatiques.

Enfin, c'est cette étude capitale en aromathérapie qui va générer la notion de Chémotype ou

Race Chimique.

On peut parler alors d'une Huile Essentielle Chémotypée (H.E.C.T) lorsqu'elle appartient a
une classification chimique, biologique et botanique désignant la molécule majoritairement
présente dans I'huile essentielle. Les facteurs directement liés a cette classification sont tout
d'abord, les conditions de vie spécifiques de la plante dont est extraite I'huile essentielle c'est-
a-dire : le pays, le climat, le sol, I'exposition des végétaux, les facteurs phytosociologiques et
la période de récolte. (DESCHEPPER, 2017)

v
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1.4.3 ROle des huiles essentielles

e Les huiles essentielles sont des messagers chimiques utilisés par les plantes
aromatiques pour interagir avec leur environnement.

e Les huiles essentielles permettent d’éloigner les maladies, les parasites, mais aussi
jouent un role protecteur face aux rayonnements du soleil.

e Les huiles essentielles jouent un role important dans la reproduction et la dispersion
des espéces végeétales puisqu’elles permettent d’attirer les insectes pollinisateurs.

e Les huiles essentielles constitueraient enfin un moyen de défense de la plante vis-a-vis
des prédateurs tels que les micro-organismes (bactéries et champignons) et les
herbivores.

e Dans la nature, les huiles essentielles jouent un réle important dans la protection des
plantes en tant que substances antibactériennes, antivirales, antifongiques, insecticides
et aussi contre les herbivores en réduisant leurs appétits pour une telle plante. Elles
peuvent attirer aussi des insectes en favorisant la dispersion de pollens et graines, ou
au contraire repousser d’autres indésirables. (Bakkali,Averbeck, Averbeck &
Idaomar, 2008).

Figure 1:Exemples d'huiles essentielles issues de différentes parties de plantes

1.5 Criteres de qualité des huiles essentielles

Il existe plusieurs critéres qui permettent de vérifier la qualité d’une huile essentielle. Il est

donc important de les respecter pour choisir une bonne huile. (Nicolas)

-
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e Tout d’abord, il faut seulement choisir des huiles essentielles : 100% pures et 100%
naturelles puisque les huiles synthétiques, en plus de n’avoir aucune vertu
thérapeutique, peuvent étre toxiques avec l'appellation HEBBD (Huile Essentielle
Botaniquement et Biochimiquement Définies).

e |l faut que leurs especes botaniques soient identifiées et que leur nom soit inscrit en
francais mais aussi en latin. Avec 1’organe producteur utilisé ainsi que leur origine
géographique indiquée.

o En effet, ils apportent des précisions intéressantes sur les facteurs environnementaux
(aussi appelés biotype) de la plante aromatique et permettent de déterminer une
composition biochimique particuliere.

e Avec l'ensemble des molécules, qui composent majoritairement I’HE (aussi appelé
chémotype) détaillé avec le mode de récolte et de culture indiqué — celui-ci nous
indiquera si la plante est sauvage ou cultivée et issue d'une agriculture biologique.
Mais, le fait que la plante soit sauvage ne suffit pas, si I’'HE est utilisée pour des

raisons thérapeutiques.

Le mieux est qu’elles portent le label "bio" ou le label "simple" qui assurent que ces plantes

ont été cultivées ou cueillies a 1’abri des pollutions extérieures et avec un suivi strict.

Enfin, le mode d’extraction qui peut étre : I'hydrodistillation, I'extraction par expression a
froid, I'extraction par solvant, I'extraction par enfleurage ou encore l'extraction par CO2
supercritique influence également la composition de I'huile essentielle. (Agence Francaise de
Sécurité Sanitaire des produits de santé (AFSSAPS). Recommandations relatives aux critéres
de qualité des huiles essentielles. Contribution pour I’évaluation de la sécurité des produits

cosmétiques contenant des huiles essentielles. Ma)

-
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Figure 2:Des étiquettes d’huiles essentielles conformes

1.6 Conservation des huiles essentielles

La conservation des huiles essentielles necessite de respecter obligatoirement certaines
Regle :

> Les huiles essentielles se conservent bien a condition de ne pas les exposer a la
lumiere, c’est pourquoi il est recommandé de les stocker dans des flacons en verre
ambre ou foncé.

> Il faut les tenir loin des sources de chaleur.

» L’espace d’air dans un bocal favorise leur oxydation, c’est pour cela qu’on préfére
plusieurs petits contenants lors de I’embouteillage et ’achat.

> 1l faut bien refermer les flacons apreés usage, car les huiles essentielles sont volatiles,
par conséquent elles s’évaporent dans I’atmospheére et perdent progressivement leurs
propriétés et leur aréme.

> Les flacons doivent étre stockés en position verticale, car en position horizontale il y a
un risque que le bouchon soit attaqué par I’huile (les huiles essentielles ont une action

corrosive sur le plastique).

Dans ces conditions, les huiles essentielles se conservent plusieurs années, elles ont méme
tendance a se bonifier avec le temps, a I’exception des huiles essentielles extraites des zestes
d’agrumes qui ne se conservent pas plus de deux ans (BAUDOUX, 2002 ; ABADLIA et
CHEBBOUR, 2014).
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L’addition de groupements alkyls au noyau benzéne du phénol augmente le caractére
antifongique. Par conséquent, un certain degré d’hydrophobicité des composés phénoliques
ou aldéhydes aromatiques parait donc requis pour exprimer une caractéristique antifongique
optimale. L’activité des terpénes des huiles essentielles est en corrélation avec leur fonction
chimique. (https://123dok.net/document/eqo3320g-evaluation-activite-antibacterienne-

essentielle-syzygiumaromaticumvis-bacteriesresponsable-infections-urinaires.html )

1.7 Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des substances puissantes et tres actives. Elles représentent une
source inépuisable de remeédes naturels. Néanmoins, il est important de souligner que
I’automédication fréquente et abusive surtout en ce qui concerne le dosage ainsi que le mode

d’application interne ou externe par les essences est nocive.

Elle engendre des effets secondaires plus ou moins néfastes dans 1’organisme (allergies,
coma, épilepsie, etc....) .Principalement chez les populations sensibles (enfants, femmes

enceintes et allaitantes, personnes agées ou allergiques) (DEGRYS , 2008).

L’accumulation des essences dans ’organisme par des prises répétées peut conduire a des
nausées, des céphalées,...L’ingestion de plus de 10 ml d’huile essentielle est neurotoxique et

épileptogéne par inhibition de I’apport d’oxygeéne au niveau des tissus encéphaliques

(BAUDOUX, 1997)
» Toxicité aigule :
En général les huiles essentielles ont une toxicité aigiie par voie orale faible ou tres faible.

Anis, Eucalyptus, Girofle. Les plus toxiques sont les huiles essentielles de Boldo peuvent

provoquer des convulsions.

» Toxicité chronique :

La toxicité chronique des huiles essentielles est assez mal connue, au moins en ce qui
concerne leur utilisation dans le cadre de pratique comme I’aromathérapie et ce quelle que
soit la voie d’administration : les éventuelles effets secondaires ne sont que rarement signalés,
on dispose par contre de beaucoup de données expérimentales accumulées en vue d’évaluer le

risque que représente leur emploi
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» Toxicité dermiques :

L’application locales de certaines huiles essentielle peuvent étre responsable d’éventuelles
toxicité tel que le pouvoir irritant (Moutarde, Thym) ; sensibilisant (Saussurea) ou photo
toxique (Angélique, Bergamote). (https://123dok.net/document/eqo3320g-evaluation-activite-

antibacterienne-essentielle-syzygiumaromaticumvis-bacteriesresponsable-infections-
urinaires.html )
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Chapitre 2
Généralité sur les cloux de girofie et
la pierre d'alun

0
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Le girofle

1 Origine

Originaire des Tles Moluques, dans l'océan Indien, le giroflier, Syzygium aromaticum, est un
arbre de 20 metres de haut, d'une forme conique ou pyramidale. Il se développe sur des zones
tropicales et maritimes aux sols bien drainés. Le giroflier appartient a la famille des

Myrtacées, il est également appelé girofle.

Les clous de girofle sont en réalité les boutons de ses fleurs avant leurs éclosion. Ses feuilles
de couleur vert foncé sont effilées, coriaces et persistantes. Ses fleurs sont blanches,
légerement roseées. Elles sont groupées en petites cymes compactes et ramifiées. Le calice,

rouge et long, contient un bouton de fleur, qui s'ouvre en révelant quatre pétales.

Si elle est fécondée, la fleur du giroflier donne un fruit appelé mére de girofle ou antofle. La
partie la plus aromatique, et donc la plus prisée, n'est pas le fruit mais le bouton non éclos aux

pétales encore soudés les uns aux autres. (Barbelet, 2015)

1.1 Deéfinition

Le clou de Girofle appelé ainsi a cause de sa forme en clou, est le bourgeon non-ouvert ou

bouton floral séché du Giroflier.

Les boutons floraux présentent des propriétés antiseptiques et anesthésiques qui sont

reconnues depuis tres longtemps et proposées dans les douleurs dentaires.
Il entre dans la composition du khél, primitivement onguent ophtalmique.

En cuisine, il est utilise comme épice pour lever le godt des repas, il est présent dans le pain

d’épices, les biscuits en mélange avec la cannelle.

Au Pays-Bas, le Clou de Girofle entier est utiliseé pour parfumer un vieux fromage maigre de

frise a pate dure appelé Nagelkaas (fromage a clou) ou Kanterkaas. (Barbelet, 2015)
En Afrique du nord, le clou de girofle est utilisé en infusion avec le thé.

Le clou de girofle sert de parfum d’ambiance sous forme d’une version végétale de la pomme
d’ambre que 1’on fabrique en piquant toute la surface d’une orange de clous de girofle. (Fatiha
& Ouarda, 2016/2017)
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Les clous de girofle contiennent un composant chimique aromatique I’Eugénol.

Le giroflier est cultivé de facon industrielle dans d’autres pays que celui d’ou il est originaire.
L’arbre du giroflier peut vivre plus de 100 ans mais il commence a porter des fruits seulement
vers sa septiéme ou huitiéme année d’existence, avec une production maximale qui se situe
entre dix et vingt ans. Les boutons floraux du giroflier, de 1,5 a 2 cm de longs et odoriférants,
sont d’abord d’une couleur pale, et peu a peu, c’est le vert, aprés quoi il se transforment en
rouge vif, quand ils sont préts pour la collecte. Le giroflier atteint rarement la floraison, car
ses bourgeons floraux non-ouverts sont récoltés avant 1’éclosion de la fleur, puis ils sont
séchés au soleil jusqu’a obtenir une teinte brune foncée devenant le clou de girofle. Les
chinois en 206 av.J-C machaient les clous de girofle pour avoir une meilleure haleine.
(Barbelet, 2015)

Le clou de girofle aurait de multiples propriétés curatives et diverses vertus médicinales. C’est
un puissant antiseptique, antibactérien, antiparasitaire, anesthésique, anti-inflammatoire,
antinévralgique, antispasmodique, stimulant immunitaire, stomachique et carminatif. Le clou
de girofle est utilis¢é notamment pour traiter les troubles digestifs, le choléra, I’asthme, rhum et
grippe, le mal de dents, les crampes musculaires, le mal d’oreille. On utilise les clous de
girofle infusés dans de I’eau pour le traitement de malaises gastriques, des vomissements et

les diarrhées (Fatiha & Ouarda, 2016/2017)

Figure 3:l'arbre de Girofle (giroflier)
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Figure 4:boutons de clous de girofle sec
1.2 Description du giroflier

Le giroflier (Syzygium aromaticum) est un arbre persistant de la famille des Myrtacées portant
une luxuriante couronne conique de 10-12 m, allant parfois jusqu'a 20 m de haut, et débutant
assez has, si bien que son port est plutdt buissonnant. Les feuilles opposées sont de forme
allongée, élargie vers le sommet et terminée en pointe, mesurant 8 a 12 cm de long. Le limbe
présente des nervures hombreuses peu apparentes avec un teint vert sombre lustré, d'un joli
rose cuivré a leur naissance. Les racines sont peu développées et plutot superficielles,
certaines racines tracantes atteignent 4a 5m de long ce qui permet a l'arbre de puiser
aisément les minéraux de la litiére. Le pivot mesure jusqu'a 2 a 3 m de profondeur, mais cela

reste insuffisant pour résister a la violence de cyclones. Le bois est dur, mais assez cassant.

Les fleurs sont disposées en cymes bipares terminales et présentent pres de 25 boutons renflés
en extrémité, de 12 a 18 mm de long, qui donnent le fameux clou de girofle. Ces boutons
persistent plusieurs mois entre mars et mai avant d'éclore et se cueillent avant lI'ouverture de la
fleur pour étre séchés. La fleur est constituée dun calice a long tube pourvu de
4 sépales rouges, soudés entre eux et persistants, renfermant de nombreuses glandes
sécreétrices. Leur couleur s'intensifie lors de I'éclosion. Une sorte de capuchon appelé « téte du
clou », formé par 4 pétales blanc rosé, est expulsé a ce méme moment. Un gros bouquet
d'étamines jaunes se déploie alors comme un feu dartifice autour d'un pistil a 2 loges
comportant de nombreux ovules. La floraison intervient au printemps ou en été en fonction du

climat.
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Les fruits rouges, appelés « meres de girofle » ou « anthofles », mesurent 3 ¢cm sur 1 cm de
large avec le reste du calice au sommet. Ils renferment généralement une seule graine de
1,3 cm, baignant dans une chair pourpre. Ces baies comestibles apparaissent vers la fin de

I'été et sont consommeées en Indonésie, confites dans le sucre. (Barbelet, 2015)

Figure 5:giroflier (les feuilles d'arbre)
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1.3 Classification systématique

Le tableau représente la classification du giroflier selon L. Merril &Perry.

Tableau I:classification botanique du Syzygium aromaticum (Soraya)

Classification selon ’INPN

Régne Plantae
Sous-régne Viridaeplantae
Infra-regne Streptophyta

Classe Equisetopsida

Clade Trachiophyta

Clade Spermatophyta
Sous-classe Magnoliidae
Super-ordre Rosanae

Ordre Myrtales

Famille Myrtaceae
Sous-famille Myrtoideae

Tribu Syzygiae

Genre Sygyum

Espéces
Sygyum arromaticum
(L .)Merr & L.M PERRY 1939

1.4 Culture (Plantation du Giroflier)

La culture du giroflier n'est possible qu'en zone équatoriale marine avec une température
comprise entre 22°C et 30° C, des précipitations de l'ordre de 1500 a 3 000 mm/an et une
saison séche de moins de 3 mois. La quantité de pluie devra diminuer au cours de la
production de boutons, sinon la plante aura tendance a faire des feuilles. Le climat de

Zanzibar est de ce point de vue plus favorable que la cbte est de Madagascar.

Plantez-le dans une aire abritée du vent par des haies. L'essence tolere malgré tout quelques
faibles gelées passageéres.ll est également possible de faire pousser le giroflier dans une serre

chauffée et brumisée pour obtenir une humidité atmosphérique de 80 %.
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Placez-le en situation ensoleillée pour obtenir un maximum de boutons.

Offrez a votre plant un sol riche, acide ou neutre (pH voisin de 6,8) et suffisamment frais, pas

trop sableux et bien drainés.

Le giroflier pousse généralement jusqu'a 300 a 400 m d'altitude avec une préférence pour les
sols d'origine volcaniques ou sédimentaires comme les flancs de collines ferrallitiques a

Madagascar.

Pensez a sa future croissance : le giroflier a une croissance assez lente, cependant, en culture,

il est maintenu a 7-10 m de haut.

1.5 Récolte

> Les feuilles sont récoltées en vue de la distillation gréce a la taille de rameaux de 30-
40 cm de long réalisée tous les 3-4 ans sur chaque sujet.

> Cette taille s'étale sur 6 mois et se fait sur des arbres dont on ne récolte pas les clous
cette année-la.

> Les griffes de clou de girofle se récoltent une a deux fois par an, a la main au sol (dés
la mi-octobre a Madagascar) ou en grimpant dans l'arbre. Les boutons sont ensuite
séparés de la griffe, c'est-a-dire du bouquet de pédoncules, sur l'aire de séchage. La
pleine production est obtenue sur des plants agés de 15 a 20 ans. Les rendements
atteignent 2-3 kg par arbre a4gé de 10a 12 ans, jusqu'a 30 kg sur un arbre de 30 a
40 ans. L'arbre produit environ jusqu'a I'dge de 75 ans, cependant la récolte n'abonde
gu'une année sur trois. Les rendements sont en géneral de 900 kg a 2 tonnes par

hectare.

1.6 La conservation du clou de girofle

Les clous sont mis a sécher au soleil pendant 3 a 5 jours jusqu'a devenir brun rouge, mais pas
noirs, puis triés avant d'étre conditionnés en bocal ou réduits en poudre. Le séchage entraine
une perte de poids de 70 %. Si le produit est mouillé au cours du séchage, il brunit et se

déprécie.

100 kg de griffes distillées donnent 4 a 5 kg d'essence jaune clair a conserver a l'abri de l'air et

de la lumiére pour ne pas brunir.
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Cette essence contient 83 a 90 % d'eugénol et d'autres composés (de type caryophylléne,

alcool méthylique, furfurol, methylamicétone) voire 100 % sur une récolte survenue aux

Seychelles. Les rendements sont meilleurs qu'avec des clous distillés. (Soraya)

Figure 6:les clous de girofle conserves

Pierre d Alun

2 Composition de la pierre d’Alun

Un alun est un type de composé chimique, en général un sel double de sulfate d'aluminium
hydrateé, de formule générale XAI(SO4)212H20, ou X est un cation monovalent tel que le
potassium ou I'ammoniuml. En lui-méme, le terme «Alun» est souvent utilise pour
désigner I'alun de potassium, de formule KAI(SO4)212H20. Les autres aluns sont désignés

via le nom de leur cation monovalent, par exemple I'alun de sodium ou l'alun d’ammonium.

La pierre d'alun est un cristal translucide et blanc, d'apparence similaire a un glacon et
inodore. Elle peut provenir de certaines roches qui en contiennent naturellement: 1’alunite
(source traditionnelle), I’alun-K (source plus rare) et la kalunite (encore plus rare). Aprés
extraction de la roche dans les mines, elle doit subir une transformation : les minéraux sont

sépares et recristallisés pour obtenir la pierre d’alun. (Alexis Mahieu, 2014)
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Figure 7:Piere d'alun

2.1 Les trois catégories d'aluns

Il existe plusieurs types de pierre d’alun (naturelle ou synthétique) qui subissent toutes un

procédé de transformation mais plus ou moins naturel (avec ou sans produit chimique).

2.1.1 La pierre d'alun naturelle

Extraite de 'alunite et composée de potassium d’alum, ¢lément provenant de la nature. Elle
est purifiée et recristallisée avant d’étre mise sur le marché. On la reconnait par son aspect

final plus ou moins translucide.

2.1.2 La pierre d'alun “d’origine naturelle”

Elle obtenue aprés avoir subi plusieurs procédés chimiques. C’est la majorité des pierres
d’alun vendues sur le marché. Obtenue a partir d’alun de potassium synthétisé, elle est opaque
et toujours sous la méme forme dans le commerce. Elle est un peu plus blanchétre car il reste

dans le produit synthétisé un peu d’hydroxyde d’aluminium.

2.1.3 La pierre d'alun synthétique

Elle est composée d'ammonium d'alun et fabriquée, a bas colts, par les industries chimiques
asiatiques. Elle en ressort trés opaque et blanche. Certaines sont méme produites a partir de
sulfate d’ammonium obtenu par synthése, sous-produit de I’industrie chimique du nylon. Elles
n’ont donc rien de naturelles et sont mémes trés dangereuses pour la santé. (Fatiha & Ouarda,

2016/2017)
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2.2 Les propriétés de la pierre d’alun

Elle posséde des propriétés astringentes, antiseptiques et anti transpirantes. Elle laisse un fin
film transparent qui créer une barriere aux mauvaises odeurs et au développement des

bactéries.

La poudre d’alun est une substance qui inhibe les bactéries et nettoie la bouche en
permanence. Faire des bains de bouche quotidiennement avec de I’alun peut prévenir
I’apparition des caries. Par ailleurs, les propriétés astringentes de 1’alun aident a réduire
instantanément la douleur et I’inflammation des gencives lorsqu’il est appliqué localement.

Elle peut soigner les aphtes ou tous les autres problémes buccaux-dentaires.

Des études suggerent que I’alun resserre les vaisseaux sanguins dans les gencives, ce qui
contribue également a réduire les saignements des gencives. (Alexis Mahieu, 2014) (Fatiha &
Ouarda, 2016/2017)

2.2.1 Hémostatique

La pierre d’alun est utile pour stopper les petits saignements des coupures et permet d’apaiser
les éraflures ou encore pour guérir un aphte ou tous les autres problemes buccaux-
dentaires.On utilise la pierre d'alun avec succes sur les piqQres d'insectes pour éviter les

démangeaisons.

2.2.2 Hypoallergénique

La pierre d'alun est un produit parfaitement toléré par tous, méme par les peaux les plus

sensibles.

%+ Sans odeur : La pierre d'alun n'a pas d'odeur et n'interagira pas avec votre parfum.
“+ Economique : Une pierre d'alun de 60 g a une durée d'utilisation d'environ une année.
Remarquablement efficace : La pierre d'alun assure fraicheur et propreté tout au long

de la journée. Ceux qui l'ont essayé I'on définitivement adopteé .

2.2.3 L'alun pour guérir un bouton de fievre

Un petit bouton de fiévre pointe le bout de son nez. Préparez une solution d'eau et d'alun que

vous appliquerez sur votre herpes labial.

2.2.4 L'alun pour un ongle incarné
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Que ce soit pour les ongles des pieds ou des mains, si vous avez un ongle incarné et qu'il
cause de petites plaies, vous pouvez faire des bains d'eau et d'alun. L'alun est reconnu pour ses

propriétés antiseptiques et anti-inflammatoires.




Parie 1 Ftude bibliographique

Chapitre 3
Les infections de la bouche

-
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1 Les infections de la bouche et des dents

La bouche, comme toutes les surfaces de 1’organisme est colonisée par une flore bactérienne,
dite commensale, dont le role est de les protéger contre des invasions par des agents
pathogénes. Cette flore n’est pas pathogene mais peut le devenir dans certaines circonstances,
lorsque les bactéries sont déplacées vers des zones habituellement stériles (suite a une
blessure, une chirurgie...) ou lorsqu’elles se multiplient a la surface d’un corps étranger...

Deux types de flores coexistent :

v La flore supra-gingivale et la flore sous-gingivale, vivant en parfait équilibre. En cas
de modification de cet équilibre, un risque de pathologies bucco-dentaires peut
apparaitre.

v La flore supra-gingivale est alors a ’origine de la déminéralisation acide des tissus
durs dentaires, tandis que la flore sous-gingivale est responsable des pathologies du

parodonte. (https://www.antibio-responsable.fr/maladies/infections-bouche )

Les caries dentaires et les maladies parodontales sont des maladies infectieuses qui

surviennent lors du déséquilibre de 1’activité bactérienne de 1’écosysteme buccal.

La plupart des infections dentaires sont dues aux bactéries anaérobies. Les espéces les plus
fréquemment impliquées sont : Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis, Tannerella
forsythensis, Campylobacter rectus, Eubacterium species, Fusobacterium nucleatum et

Peptostreptococcus micros.

Mais dans ce type d’infections, les antibiotiques sont réservés a des situations peu fréquentes,
le traitement des foyers infectieux est le plus souvent non médicamenteux. L’hygiéne orale

revet un caractére fondamental dans la prévention des infections en médecine bucco-dentaire.

Dans le cas des infections bucco-dentaires, les antibiotiques sont réservés a des situations peu
fréquentes. Une antibioprophylaxie peut étre recommandée lors de certains actes invasifs
(traitement des caries, détartrage, soin parodontal, chirurgie parodontale, chirurgie osseuse,
chirurgie implantaire, ...) en fonction du profil du patient. Une antibiothérapie curative peut

aussi étre indiquée dans certaines circonstances en complément d’un traitement local efficace.
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Mais d’une manicre générale, le traitement des foyers infectieux est le plus souvent non
médicamenteux, et I’hygiéne orale revét un caractére fondamental dans la prévention des

infections bucco-dentaires (https://www.antibio-responsable.fr/maladies/infections-bouche )

La carie dentaire est actuellement classée par les experts de I'Organisation Mondiale de la
Santé(O.M.S) au troisieme rang des fléaux mondiaux, immédiatement apreés les affections

cancéreuses et les maladies cardio-vasculaires.

La thérapie par les plantes, encore appelée phytothérapie, nous permet de prévenir et méme de

guérir certains troubles de l'organisme de fagon naturelle.

Cette thérapie exige cependant des précautions car d'un mauvais usage d'une plante peut
résulter la maladie ; le dosage doit tenir compte de la plante (seche ou fraiche), du type de

préparation souhaitée (infusion, macération...) et de la quantité désirée (une tasse, un litre...).

De ce fait, nous étudierons les propriétés antibactériennes du clou de girfle et du pierre d’alun
ainsi que son activité sur Streptococcus mutans (https://www.antibio-

responsable.fr/maladies/infections-bouche )

2 Définition de la carie dentaire

La carie dentaire est une maladie infectieuse. L'émail de la dent est le premier touché. Une
cavité se forme dans la dent puis la carie se propage en profondeur. Si la carie n'est pas
soignée, le trou s'agrandit et la carie peut atteindre la dentine (couche sous I'émail). Des
douleurs commencent a se faire sentir, notamment avec le chaud, le froid ou le sucré. La carie
peut gagner la pulpe de la dent. On parle alors de rage de dents. Enfin, un abces dentaire peut

apparaitre lorsque les bactéries attaquent le ligament, I'os ou la gencive.

Les caries dentaires, trés fréquentes, touchent les dents de lait (une dent de lait cariée doit étre
soignée méme si elle est amenée a tomber) et les dents définitives. Elles atteignent plutot les
molaires et les prémolaires, qui sont plus difficiles a nettoyer lors du brossage. Les caries ne

guérissent jamais spontanément et peuvent entrainer la chute des dents.

<
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Figure 8:carie de sillon
2.1 Causes

Les sucres seraient l'un des principaux responsables de l'attaque de I'émail. En effet, les
bactéries présentes dans la bouche, principalement la bactérie Streptococcus mutans et les
lactobacilles, décomposent les sucres en acides. Elles se lient aux acides, aux particules
alimentaires et a la salive pour former ce qu’on appelle la plaque dentaire, a ’origine de la

carie dentaire. Le brossage des dents enleve cette plaque.

2.2 Symptomes

Les symptdémes de la carie dentaire sont tres variables et dépendent notamment du stade
d'évolution de la carie et de sa localisation. Au tout début, lorsque I'émail est le seul atteint, la

carie peut étre indolore.
Les symptémes les plus fréquents sont :

e Douleurs dentaires, qui s'accentuent avec le temps

e Dents sensibles

e Douleurs aigués en mangeant ou en buvant quelque chose de froid, chaud, sucré
e Douleurs en mordant

e Point brun sur la dent

e Pus autour de la dent

2.3 Facteurs de risque

L'hygiéne bucco-dentaire est un paramétre trés important dans l'apparition de caries
dentaires.Une alimentation riche en sucre augmente aussi considérablement le risque de

développer des caries.
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Un manque de fluor serait également responsable de l'apparition de caries. Enfin, les
désordres alimentaires comme I'anorexie et la boulimie ou les reflux gastro-oesophagiens sont

des pathologies qui fragilisent les dents et facilitent I'installation des caries.

2.4 Diagnostic

Le diagnostic est facilement réalisé par le dentiste puisque la carie est souvent visible a l'oeil
nu. Il pose des questions sur la douleur et la sensibilité des dents. Une radiographie peut

confirmer la présence d'une carie.

2.5 Prévalence

Les caries sont trés fréquentes. Plus de neuf personnes sur dix auraient eu au moins une carie.
En France, plus d'un tiers des enfants de six ans et plus de la moitié des enfants de 12
ans1’auraient été concernes par cette infection. Au Canada, 57 % des enfants agés entre 6 et

12 ans ont au moins eu une carie.

La prévalence des caries qui touchent la couronne de la dent (la partie visible qui n’est pas
recouverte par les gencives) augmente jusqu’a la quarantaine et se stabilise ensuite. La
prévalence des caries qui touchent la racine de la dent, souvent par déchaussement ou érosion

de la gencive, continue a augmenter avec I’age et sont fréquentes chez les ainés. (GG & MC)

3 Notions générales sur streptococcus mutans

3.1 Introduction

La flore microbienne buccale humaine constitue un bio film trés diversifie. Vingt-cing
especes de streptocoques buccaux résidents dans la cavité buccale humaine et représentent a

peu prés 20 % du total des bactéries buccales.

La taxonomie de ces bactéries est complexe et reste provisoire. Les streptocoques buccaux
englobent a la fois des bactéries inoffensives et dangereuses. Chaque espéce a développé des
propriétés spécifiques pour coloniser les différents sites buccaux soumis a de constants
changements de conditions, pour combattre les compétiteurs et pour résister aux agressions

externes (systéemes immunitaire de I’h6te, chocs physico-chimiques, frictions mécaniques).

Les déséquilibrés dans la flore indigene sont la cause de maladies buccales et sous des
conditions propices, des streptocoques commensaux peuvent devenir des pathogénes

opportunistes initiateurs de maladies et de dommages chez 1’hote. Le groupe des «
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streptocoques mutans » inclue les principales bactéries implique’es dans la formation de la
caric dentaire. L’espéce Streptococcus mutans, bien que naturellement présente dans la
microflore buccale humaine, est considére comme responsable de I’initiation des lésions
carieuses (P, Thomas, M, & M)

3.2 Définition

Streptococcus mutans est une bactérie cocciforme de type Gram positif. Elle fait partie de la
flore commensale de la cavité buccale. 1l s'agit de la bactérie la plus souvent en cause dans

les caries dentaires

Streptococcus mutans ne signifie pas forcément caries. Celles-ci seraient la conséquence du
régime alimentaire, principalement le saccharose, quiengendre une acidité ainsi qu'une
production de glucanes insolubles dans I'eau (par la présence de Streptococcus mutans), puis
fragilise I'émail dentaire avec la formation d'un biofilm, entrainant une virulence des

streptocoques mutants.

3.3 Morphologie

Streptococcus mutans est une bactérie cocci gram positif, immobile, de forme arrondie ou
ovoide, non capsulée, sporulé, anaérobie strict ou facultatif de 0,5 a 1 Micron, disposée en

chainette.

3.3.1 Habitas et pouvoir pathogene

Streptococcus mutans s'installent dans la bouche qu'apres la naissance des dents, en plus d'étre
a la base de la formation des caries, elles sont associées aux endocardites, gingivite... Ce sont

des commensaux de la bouche et de I’intestin.

Ils représentent 30 a 60% de la population bactérienne des surfaces des dents, des joues, de la
langue et de la salive. Les dents sont couvertes par la plague dentaire constitue d'une
agrégation de bactéries, de glycoprotéines salivaires, de sels inorganiques et de dextrane a
partir du saccharose présent dans l'alimentation. La plaque dentaire adhére a la surface de
I'émail des dents et aux gencives; ces tissus sont perméables aux bioproduits

microbiens(acides, antigénes et enzymes) et deviennent vulnérables a I'invasion microbienne.



https://fr.wikipedia.org/wiki/Streptococcus
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9rie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Gram_positif
https://fr.wikipedia.org/wiki/Carie_dentaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Saccharose
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sucre
https://fr.wikipedia.org/wiki/Glucane
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89mail_dentaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Biofilm
https://fr.wikipedia.org/wiki/Virulence
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La plague dentaire joue un réle étiologique prédominant dans la formation des caries et des
parondopathies. Ces liaisons sont a l'origine d'endocardites infectieuses, notamment aprés des

soins ou des extractions dentaires (4).

50 a 60% des endocardites infectieuses sont dues aux streptocoques non groupables (S.

sanguis, S. mutans, S. salivarius et S. milleri) .

3.3.2 Caractéristiques biochimiques

e Absence de catalase

e Croissance sur milieux hostiles

e Résistance a l'optochine et de la lyse des cultures par la bile

e Résistance sans gaz de nombreux hydrates de carbone (étude sur eau peptone
additionnée de bleu de bromothymol en 72H)

e Facilement différenciées par la caractérisation de ces polyosides sur des milieux
hyper saccharoses. Le principe du test est basé sur I'nydrolyse du saccharose en ses
composants mono saccharidiques par ces streptocoques. Certaines formes du dextrane

a partir du glucose .

3.3.3 Caractéristique antigéeniques

Sur le plan antigénique, nous distinguons chez les streptocoques :

e Une nucléoprotéine P spécifique du genre et correspondant a l'appareil nucléaire et au
cytoplasme

e Le polyoside C, responsable de la spécificité du groupe (Lancefield) correspond a un
acide teichoique. Ainsi les différents groupes de streptocoques sont désignés par les
lettres majuscules (A a H et K a U). certaines espéces ne possedent pas de polyoside

C(streptocoques non régroupables).

3.3.4 Caractere culturaux

Les streptocoques sont des germes tres exigeants qui repoussent difficilement sur les milieux
usuels pour streptocoques apres leur isolement d'une hémoculture (trouble uniforme du milieu
liquide). La mise en évidence de ces souches est possible en milieux de culture thiolés(L-

cystéine, acide thioglycolique, etc....) de pyridoxine et D-alanine. Le phénomeéne de
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satellitisme est caractérisé par la croissance des streptocoques déficients sous la forme de

colonies minutes entourant la culture en touche du genre révélateur.

e Aéroanaerobie facultatif

e Fragile et exigeant (gélose au sang) .

3.4 Résistance aux antibiotiques

La capacité pour une souche bactérienne de supporter une concentration d'antibiotiques
notablement plus élevée que celle qui inhibe la majorité des autres souches de la méme espéce
définit la résistance.

3.5 Reésistance naturelle

C'est un caractere présent chez toutes les souches appartenant a la méme espece. Les
streptocoques sont tous résistants a l'azide de sodium, au cristal violet, a I'acide nalixidique,
aux polymiximes et aux aminosides (resistance naturelle de bas niveau). Cette résistance est
due a un défaut de pénétration a travers la paroi cellulaire streptococcique. Les aminosides
n‘atteignent pas alors leur cible, c'est-a-dire les sous-unités ribosomiques 30S. La résistance
naturelle de bas niveau des aminosides rend compte de l'inefficacité de ces produits en

monothérapie.

La résistance naturelle serait alors sous la dépendance d'un gene; I'A.D.N de la bactérie
résistante ne code pas un des éléments intervenant dans le mécanisme d‘action, au niveau de la

paroi ou du cytoplasme.

3.6 Reésistance acquise

Elle apparait chez certaines souches d'une espéce considérée habituellement sensible. Elle
intervient soit lors d'une mutation chromosomique, soit lors d'une acquisition de géne par
transfert génétique (plasmide ou transposon) . (W, A, D, B, & A) (GG & MC)

4 Pathologies liées a streptococcus mutans

Streptococcus mutans provoque les pathologies suivantes: carie dentaire, gingivite,

parodonpathies, endocardites.... Seule la carie dentaire est développée dans ce travail.
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4.1 Parodonpathies :

Depuis quelques années, il est désormais avéré que la bactérie responsable des caries,
le streptococcus mutans, se retrouve parfois dans les tissus cardiaques. Naturellement
présente dans la microflore buccale de I’’homme, ce micro-organisme ne se contenterait pas
uniquement d’attaquer les dents dont I’émail est fragilisé. Opportuniste, la bactérie
s’insinuerait bien plus loin dans notre corps. Certaines analyses font état de sa présence au
niveau du cceur. Un constat d’autant plus alarmant puisque cet invité non-désiré serait a
I’origine d’une inflammation des valves du cceur. Une pathologie potentiellement mortelle

si elle n’est pas traitée a temps.

S. mutans c’est un agent étiologique majeur de la carie dentaire sont, premiérement, sa
capacité a produire rapidement des polysaccharides insolubles en présence de sucrose. Ces
glucans, en permettant ’adhésion a la structure dentaire, favorisent la colonisation des dents

par S. mutans en présence de sucrose ; Deuxi¢émement, il y a sa capacité a produire de 1’acide.

4.2 Prévention des caries

Afin de prevenir de nombreuses infections buccales, le contr6le mécanique, par un brossage

régulier, de ce biofilm est essentiel.

Des agents antimicrobiens peuvent étre utilisés en complément du brossage pour inhiber

davantage le développement du biofilm et par conséquent prévenir I’apparition des caries.
Les propriétés d’un antiseptique oral utilisé dans la prévention des caries sont:

e Une capacité a interférer avec une ou plusieurs étapes de développement de la carie,

e Une non-toxicité pour les cellules hotes,

e Une activité résiduelle durable,

e Le produit ne doit pas provoquer de déséquilibre dans la microbiologie orale. (GG &
MC)

5 Le clou de girofle et le pierre d’alun et prévention des caries.

Les pierres d’alun ainsi que le clou de girofle sont des produits naturels qui pourraient étre

une bonne alternative a la chlorhexidine. Elle serait aussi efficace que la chlorhexidine

.




Parie 1 Ftude bibliographique
comme agent antibactérien et anti plague dentaire tout en étant moins nocifs pour

I’organisme.

®,

«* Inhibition de la croissance de S mutans

Plusieurs études in vitro, réalisées dans différents pays du monde, ont montrées que le clou de
girofle inhibe la croissance de S mutans. Le mécanisme d’action de la pierre d’alun n’est pas
encore completement élucidé. Tandis que le clou de girofle, grace a ses composants
(notamment les flavonoides), désorganiserait le cytoplasme et la membrane bactérienne,

inhiberait la synthese protéique et provoquerait une bactériolyse partielle.

(Etude de sensibilité de streptococcus mutans aux extraits totaux de khaya
nyasica par Dieumerci DISADILA ) (manel, 2016)
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Dans cette partie, nous décrivons les méthodes utilisées ainsi que le matériel ayant servi dans

I'élaboration, la réalisation et I'aboutissement de notre étude.

1 Objectifs

De ce fait, nous étudierons les propriétés antibactériennes du clou de girofle et de la pierre d’alun ainsi

que son activité sur Streptococcus mutans et streptococcus beta hemolytiques.

2 Lieu et période d’étude

Ce travail a été réalisé durant la période allant de février a juin 2021 a la faculté de sciences de la

nature et de la vie, Université Djilali liabes sidi bel Abbes.

3 Type d’étude

Il s’agit d’une étude antibactérienne, antifongique, antiseptique et antioxydant du clou de girofle

et pierre d’alun vis-a-vis les bactéries de la plaque buccale.

4 Extraction de clous de girofle par hydro-distillation

4.1 Instruments et appareillage

Extracteur : Cl evenger.
Ampoule a décanté.
Rota vapeur.
Microscope optique.

Etuve.

L . S I S

Jarre anaérobie.

4.2 Matériels utilisés

* Boites de pétrie.
Ecouvillons.
Pipettes pasteurs.
Lames et lamelles.

Pense métallique.

LA D S S o

Anse de platine.
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4.3 Produits et réactifs

* Diéthyl éther

* NacCl

*x KMnSOq4

4.4 Extraction de clou de girofle (mode opératoire)

Matériel végétal : Le matériel est présenté par des boutons de clou de girofle.

> 1°7¢ étape : extraction

v'Introduire dans un ballon de 1000 ml, 100 g de clous de girofles broyés, quelques grains de pierre

ponce, 500 ml d’eau environ.

v' Réaliser le montage d’hydro distillation et chauffer (ébullition modérée) jusqu’a recueillir

environ 80 ml de distillat.
v' Les clous de girofle contenant ’eugénol sont placés dans de 1’eau en ébullition ("décoction").

v En se vaporisant, ’eau entraine I’huile essentielle.

v’ Les vapeurs arrivent dans le réfrigérant ou elles se condensent. Elles s’écoulent a I’état liquide et

forment le distillat.
v Ajouter au distillat une spatule de chlorure de sodium.

v Agiter jusqu’a dissolution.
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v

Figure 9:Extraction par hydro-distillation du clou de girofle

> 2°M€ &tape : la décantation

Phase aqueuse :
eau salée

Verser le distillat dans une ampoule a décanter.

Agiter et laisser décanter.
Phage organique :
dichlorométhane + HE

Ajouter 15 ml de diéthyle éther dans I’ampoule a décanter.

Agiter en effectuant, de temps a autre, un dégazage.

Laisser décanter.
La phase organique se trouve sous la phase aqueuse car le dichlorométhane est plus dense que

I’eau.

Extraire la phase organique (cette solution contient de I’eugénol et de ’acétyleugénol).
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Figure 10:Deécantation

> 3™ &tape : séparer le solvant de I’'HE :

Apreés la décantation on a passé au rota vapeur (L'évaporateur rotatif) afin d’éliminer 1’excés du
diéthyl éther et séparer I’huile essentielle du clou de girofle pure.

Placer la solution contenant le solvant a évaporer dans le ballon 1 et le mettre ensuite sous
rotation.

Ouvrir le robinet d'eau froide relier au réfrigérant.

Fermer ensuite la vanne reliant le montage a la pression extérieure (vanne de fermeture) et faire

le vide a [lintérieur de [lappareillage a [laide dune trompe a eau.

Si I'évaporation n'est pas assez rapide, plonger le ballon 1 dans le bain marie d'eau chaude.

Procéder a I'évaporation jusqu'a disparition compléte du solvant.

Ouvrir la vanne de fermeture pour remettre la pression atmosphérique a l'intérieur du dispositif.

Couper l'eau du réfrigérant et de la trompe a eau.

On ajuste le rota vapeur a 34°C / 100 rotation pendant presque % d’heure.

A la fin de I’évaporation, retirer le ballon du systéme de chauffage du bain-marie.
Attendre le refroidissement du ballon.

Couper la rotation.

Fermer la trompe a eau et la circulation d’eau dans le réfrigérant.

Eteindre le thermostat du bain-marie et le systéme de rotation.

E
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Figure 11:Séparation du solvant avec le rota vapeur

E
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5 Prélevement buccale humain des échantillons

5.1 Echantillonnage

Deux regles importantes sont a respecter :
e |l ne faut pas contaminer I’échantillon prélevé par une flore normale.

e || faut réduire au maximum le contact avec I’oxygéne de Iair.

v Les prélevements concernent des sujets présentant des dents cariées et des sujets
enfants entre 1 et 10ans présentant des caries dentaires avec 2 sujets streptocoques
beta hémolytique a positif (engins répétitifs ) un adulte et un enfant, ces prélevements
ont été soigneusement effectués dans des conditions d’asepsie, et transportés
immédiatement au laboratoire pour étre analysés.

v lls doivent étre effectués le matin, 12h aprés le dernier brossage des dents, et 2h aprés
le dernier repas.

v Le prélévement se fait a ’aide d’un écouvillon stérile pour chaque sujet.

v’ Ce dernier doit étre frotté sur les surfaces dentaires et inter-dentaires chez les sujets
indemnes de carie, etaussi dans les lésions carieuses pour ceux qui ont des caries (voir

figure 12) puis le mis dans son couvercle prés a manipuler.

Figure 12:Photos de prélevement (prise par un Smartphone Galaxy s3).
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5.2 Les criteres d’inclusion et d’exclusion

5.2.1 Les critéres d’inclusion

e Notre étude concerne des sujets agés de 20-25 ans, Les 05 adultes et 3 enfants.
e Sujets ne présentant aucune atteinte parodontale (aucun signe d’inflammation ou de

rougeur de la gencive) et/ou pathologie au niveau de 1’état général.

5.2.2 Les critéres d’exclusion

o L’antibiothérapie dans les derniers 3 semaines.
o Avoir moins de 24 dents permanentes.
o Patients avec mauvaise hygiene (ne se brossent pas les dents).

o Application de fluor dans les 48 heures qui précedent le prélevement.

5.3 Analyse des prélevements

Au niveau de laboratoire, I’inoculum va étre ensemencé, et cultivé en anaérobiose surmilieu

geélose au sang.

5.3.1 Milieux de culture

a) Gélose au sang : Est un milieu enrichi utilisé pour la culture des bactéries ou des micro-

organismes qui ne se développent pas facilement. Ces bactéries sont dites "fastidieuses™ car elles
exigent un environnement nutritionnel spécial et enrichi par rapport aux bactéries courantes. La

gélose au sang est utilisée pour cultiver un large éventail d'agents pathogénes.

b) Milieu Muller Hinton : Utilisée pour les tests de sensibilité aux agents antibactériens.
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5.3.2Isolement

Les prélevements fait d’un écouvillon sont ensemencés sur des boites de Pétri contenant la

gélose au sang.
Puis, les boites sont incubées en anaérobiose dans des jarres a 37°C pendant 5 jours enutilisant

des sachets générateurs d’anaérobiose.

Figure 13:Isolement des souches

5.3.3Repiquage

A partir des boites de pétri incubées, on effectue plusieurs repiquages en se basant sur 1’aspect
macroscopique des colonies dont chaque colonie fait I’objet de deux repiquages sur gélose au

sang frais par la méthode des stries.

Qui ont ensuite incubées dans la jarre en anaérobiose a 37°C pendant 5 jours.

E
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Figure 14:Repiquage des souches bactériennes

6 Identification phénotypique des isolats

L’identification bactérienne est basée sur I’examen microscopique et macroscopique, les tests
biochimiques (galeries commercialisées APl 20 Strep) et le test de sensibilité aux

antibiotiques.

6.1 Caracteres microscopiques

Les techniques d’examen microscopique permettent d’établir une pré- identification

«carte d’identité » pour les micro-organismes étudiés.

6.1.1L’état frais

» Une goutte de I’eau distillée est déposée au centre de la lame,

» Puis ensemence par une pipette Pasteur contenant la culture pure de colonies suspectes
» Puis la recouvrir par une lamelle au-dessous en évitant de créer de bulles d’air.

» L’observation se fait par microscope optique (grossissement x100) et

(grossissementx40).

41
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Figure 15:Observation microscopique d’un frottis

6.1.2 Coloration de Gram :

Cette coloration de Gram se réalise en 7 étapes:

1. On réalise un frottis sur une lame de microscope a partir d'une suspension bactérienne:
= on agite la suspension afin de I'hnomogénéiser et d'éviter d'avoir un culot au fond du
tube.
= Avec l'aide d'une anse que I'on aura préalablement stérilisé (en le passant sous le bec
benzéne).
= on préléve un peu de la solution bactérienne en plongeant le fil de platine de I’anse
dans le tube a essai.

2. On dépose ensuite ce prélevement au milieu de la lame en faisant des rotations jusqu'a séchage.

3. On procede a la fixation du frottis soit avec de I'éthanol a 90° (5 minutes) puis on enflamme la
lame ou on passe directement 3 fois la lame dans la flamme du bec Bunsen.
4. Lacoloration au violet de Gentiane (colorant basique):
= Ja lame est plongée pendant 2 a 3 minutes (en fonction de la concentration) dans la
coloration au violet de gentiane.
= Toutes les bactéries sont colorées en violet puis rincer a I'eau déminéralisée.
5. Mordancgage au lugol (solution iodo-iodurée) :
= étaler le lugol et laisser agir 20 secondes

= Rincer a I'eau déminéralisée. Cette étape permet de stabiliser la coloration violette.
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6. Décoloration a l'alcool:

= verser goutte a goutte I'alcool sur la lame inclinée obliquement.

= Surveiller la décoloration (5 a 10 secondes). Le filet doit étre clair a la fin de la
décoloration.

= Rincer sous un filet d'eau déminéralisée.

= L'alcool pénétre dans la bactérie. La coloration au violet de Gentiane disparait. Les
bactéries décolorées sont des bactéries Gram-. Si l'alcool ne traverse pas la paroi, on est
en présence de bactéries Gram+.

7. Contre coloration avec de la Fuchsine ou de la Safranine:

= laisser agir de 30 secondes a 1 minute.

= Laver doucement a I'eau déminéralisée.

= Sécher la lame sur une platine chauffante a 40°C, 10 a 15 minutes. Les bactéries Gram-
sont colorées en rose.

Figure 16:Coloration de gram

6.2 Caractcres macroscopiques

L’aspect macroscopique des colonies (forme, taille, couleur) est déterminé apres incubation a

37°C sur gélose au sang pendant 5 jours.

6.3 Caracteres biochimiques

6.3.1Test de catalase

Pour mettre en évidence cette enzyme, une partie de la colonie suspecte est diluée dans une
goutte d’eau oxygénée sur une lame stérile. Le dégagement de bulles de gaz indique la

présence de la catalase

E



Partie 2 Matéeriels et méthodes

Figure 17:Test catalase

6.3.2 Galerie API 20 Strep

6.3.2.1  Préparation de la galerie

v Réunir fond et couvercle d'une boite d'incubation et répartir environ 5 ml d'eau
distillée ou déminéralisée [ou toute eau sans additif ou derivés susceptibles de libérer

des gaz (Ex : CI2, CO2 ...)] dans les alveoles pour créer une atmosphere humide.

v Inscrire la référence de la souche sur la languette latérale de la bofte. (Ne pas inscrire

la référence sur le couvercle, celui-ci pouvant étre déplacé lors de la manipulation).

v’ Sortir la galerie de son emballage individuel et placer la galerie dans la boite
d'incubation.

6.3.2.2  Préparation de l'inoculum

v Ouvrir une ampoule d’API Suspension Medium (2 ml).
v" A laide d'un écouvillon, prélever,toute la culture préalablement préparée.

v’ Réaliser une suspension trées dense.

6.3.2.3 Inoculation de la galerie

= Dans la premiére moitié de la galerie (tests VP a ADH), nous avons réparti la

suspension précédente en évitant la formation de bulles :
e Pour les tests VP a LAP : environ 100 pl dans chague cupule.

e Pour les tests ADH : remplir uniqguement le tube.

= Dans la deuxieme moitié de la galerie tests RiB a GLYG :

e Nous avons ouvert une ampoule d’APiGP Medium et y avons transféré le

44
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reste de la suspension, soit environ 0,5 ml.

e Nous avons réparti cette nouvelle suspension dans les tubes uniquement.
e Nous avons rempli les cupules des tests soulignés ADH a GLYG avec
de TI’huile de paraffine puis refermé la boite d’incubation a 37°C en

anaérobiose pendant 24h.

. Cupuke
) Tuba

/7 Ineculation e la galarie Diétail d'un tube  ©Geomes Deiksi

R
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Figure 18: inoculation de la galerie api 20 strept

7 Test de sensibilité aux antibiotiques ou Etude de la sensibilité des
souches aux antibiotiques

La sensibilité des souches antibiotiques aux a été déterminée par la méthode de l'antibiogramme
standard par diffusion sur gélose Meller Hinton (V, . G, P, & P, 2002)

7.1 Disques d’antibiotiques
= Erythromycine
= Pénicilline G
= Chloramphénicol
= Tétracycline

® Pristinamycin
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7.2 Mode opératoire

v Apartir de la suspension bactérienne repiquer auparavant.

v" Avec un écouvillon essoré, ensemencer toute la surface du milieu Muller Hinton en stries

serrées (successivement 3 orientations décalées de 60°).
v Déposer les disques a la surface de la gélose en les appliquant délicatement a la pince stérile

v" Incuber les boites des souches anaérobies ou anaérobies facultatives en anaérobiose a 37°C
pendant 48 heures.

v’ Dans notre antibiogramme on a utilisé juste 5 disques d’antibiotiques (pénicilline g,
érythromycine, chloramphénicol, tétracyclin,pristinamycin) pour cause de la non-

disponibilité.

8 Aromatogramme

La technique consiste a utiliser des disques stériles en cellulose de 6 mm de diametre, imprégnés dans

les produits et déposés a la surface d’une gélose inoculée avec les souches microbiennes testées.

8.1 Revivification des souches microbiennes

v’ La revivification des souches microbiennes est une étape nécessaire avant leur utilisation car

leur activité biologique est nulle, a la raison d’obtention d’une culture jeune et pure.

v/ on a ensemencé en stries la surface de la gélose muller hinton préalablement coulée et
solidifiée dans les boites de pétrie quelques colonies des souches conservées pour les

bactéries.

v Les boites de pétrie renfermant chacune une souche microbienne sont incuber a 37°C pendant

24 h pour les bactéries.
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Figure 19:Préparation du milieu de culture pour I’aromatogramme

8.2 Préparation des disques

Des disques de 6 mm du papier wattman sont mis dans I’autoclave pendant 20 minutes a 120 °C.

8.3 Préparation des milieux de culture avec des suspensions microbiennes

v’ Cette étape consiste a liquéfier les milieux gélosés, le milieu Muller-Hinton (MH) pour les

bactéries.

v Dans un bain-marie a 95° C, puis nous coulons aseptiquement le milieu en surfusion dans des

boites de pétrie a raison de 15 ml par boite.

v" Nous laissons refroidir et solidifier sur la paillasse puis nous réalisons I’ensemencement par

écouvillonnage a I’aide d’un coton-tige stérile contenue des suspensions microbiennes.
8.4 Dépdt de disque
v Une fois le milieu de culture qui contient les suspensions microbiennes est solidifié.

v Nous prélevons aseptiquement a I’aide d’une pince stérile un disque absorbant stérile de 6
mm et I’'imbiber avec I’huile essentielle de clou de girofle jusqu’a imprégnation totale du

disque, puis nous le déposons sur la gélose préalablement préparée.

v Enfin, les boites sont ensuite fermées et laissés diffuser sur la paillasse pendant 30 min.

E
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Boite dePeftri avec zelose
MIuller Hinton
Tnocuium bactérien

Digcqueimpregsné
avec |l huile eszentielle

Incubation 48 h
Croissance
microbienne
i o

Zone d'inhibition

Figure 20: Etude de I’activité antimicrobienne par la méthode de disque
8.5 Préparation d’un antibiogramme pour la pierre d’alun

v A partir des cultures jeunes préparées, nous prélevons quelque colonie des bactéries, a I’aide

d’un écouvillon stérile ou d’une anse de platine.

v Puis on ensemence notre boites contenant la gélose Muller Hinton, une fois le milieu s’est
solidifier on prend quelques petit pierre déja préparer et on les dépose aseptiquement a I’aide
d’un pince stérile sur la gélose qui contient la suspension microbienne presque la méthode
des disques sauf que au lieu de déposer des disques d’antibiotiques on posera des petites

pierres d’alun (le méme concept qu’un antibiogramme ou un aromatogramme)

Figure 21: dépdt de pierre d’alun sur la culture bactérienne

48
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8.5.1 Incubation

Les boites de pétrie ont été incubée a 37° C pendant 24 h pour les bactéries.

8.5.2 Résultat

La lecture des résultats se fait par la mesure du diameétre de la zone d’inhibition autour de chaque

disque a ’aide d’une régle en mm.
9 Evaluation de l’activité antioxydant des huiles essentielles

Les méthodes qu’on a choisies pour sa facilité de mise en ceuvre et sa fiabilité pour I’évaluation de

’activité antioxydant des HE. 1l s’est agi du test au 1,1-Diphényl -2- picrylhydrazyle (DPPH).

Le test DPPH° permet de mesurer le pouvoir antiradicalaire de molécules pures ou d’extraits
vegétaux dans un systéeme modele (solvant organique, température ambiante). Il mesure la capacité
d’un antioxydant (AH, composés phénoliques généralement) a réduire le radical chimique DPPH®
(2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) par transfert d’un hydrogéne. Le DPPH®, initialement violet, se

transforme en DPPH-H, jaune pale.

9.1 MATERIEL ET REACTIFS

= Verrerie, pipettes...

= Spectrophotomeétre visible et cuves

= Meéthanol 96° (qualité spectrophotométrie ou HPLC)
= Solutions de DPPH° (M=394,3 g/mol)

9.2 Préparation de la solution de DPPH

v' Le 1,1-Diphényl -2- picrylhydrazyle (DPPH) est solubilisé dans du méthanol absolu a raison
de 2,4 mg dans 100 ml.
v Peser 0,0025 g de DPPH° dans une fiole jaugée de 10 mi.

v Ajouter 100ml de méthanol a I’obscurité.

9.3 Solutions d’huiles essentielles

Pour les tests antioxydants, les échantillons ont été préparés par dissolution dans le méthanol absolu.
Pour notre huiles essentielles, on prépare des solutions dans du méthanol absolu a raison de 250ul

pour I’huile essentielle de clou de girofle.
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Ces solutions dites solution mere, subit ensuite des dilutions pour en avoir différentes concentrations

de I’ordre de microgramme par ml.

Ainsi, a partir d’une solution mére d’huile essenticlle de 0,1 mg/ml, des solutions filles (diluées) de

concentrations ont été préparées par double dilution successive dans du méthanol.

Puis a chaque concentration, un volume de solution méthanolique de DPPH a été ajouté. Les
mélanges ont été agités au vortex et incubés dans l'obscurité a température ambiante pendant 30 min

a la température du laboratoire.

L’absorbance a été lue au spectrophotometre & 517 nm contre un blanc (solution d'éthanol) a l'aide
d'un spectrophotometre de type UV-VIS (http://chimactiv.agroparistech.fr/fr/aliments/antioxydant-
dpph/principe)

9.4 Réglage de spectrophotometre

e Faire le zéro du spectrophotométre avec du méthanol. Dans une premiere cuve du
spectrophotometre chaque minute pendant 15 minutes puis toutes les 15 minutes). Cette cuve
sera appelée cuve témoin et sera conservée a 1’obscurité entre deux mesures.

« Dans une seconde cuve du spectrophotometre, placer 3 ml de la solution fille de DPPH® a 6.10°
> mol/L. Ajouter 77 pl de solution contenant I’antioxydant (molécule pure ou extrait).

e Déclencher le chronométre et mesurer réguliérement 1’absorbance a 515 nm (ex : chaque minute
pendant 15 minutes puis toutes les 15 minutes jusqu’a atteinte d’ une valeur constante).

« Cette cuve sera appelée cuve échantillon et sera conservée a I’obscurité entre deux mesures.

e Préparer autant de cuves de spectrophotométre que d’échantillons antioxydants a tester
(différentes concentrations, différents antioxydants). (HADJER & KAOUTHER)

10 Identification des constituants par chromatographie sur couche mince
(C.C.M)

10.1 Principe Une chromatographie sur couche mince (CCM en abrégé)

Est basé sur la plus ou moins grande solubilité des espéces a analyser avec le solvant, appelé éluant,

et sur leur plus ou moins grande affinité avec la phase fixe (la couche de silice de la plaque).

Lors d’une chromatographie, 1’éluant monte par capillarité le long de la plaque, entrainant la

migration des especes. Sur le chromatogramme, les espéces sont séparées, la hauteur de migration est

une caractéristique physique unique, spécifique a chaque espéce pure trouvée. Ce qui permet une

identification par mesure et calcul des Rf, ou par simple comparaison.
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10.2 Matériels et produits

Huile essentielle de clou de girofle commerciale
Extrait obtenu

Di éthyle éther

Pence métallique

Cuve ou bécher

Une régle et un crayon

Acétate d’éthyle

Plaque de silice

Figure 22:matériels utilisés dans la CMM

10.3 Préparation de la cuve d'élution

Dans une cuve a chromatographie, introduire du diethyle ether sur une hauteur de 0,5 a 0,8 cm. Un
papier filtre, plongeant dans le diethyle ether et appliqué verticalement contre la paroi, contribue a

saturer I'atmosphére de la cuve en vapeur d'éluant.
10.4 Préparation des solutions diluées a analyser
La méthode de révélation utilisée ci-apres nécessite la dilution des substances a analyser.

v Prélever environl mL (c.a.d. un fond de bécher) dans 2 béchers distincts, de la solution de
dépbt (1 mL d'acétate d'éthyle dans 5 mL de cyclohexane) puis ajouter respectivement une
goutte d'huile essentielle commerciale (obtenue en pharmacie) et une goutte d'huile essentielle

obtenue en TP.

Ces 2 mélanges constituent les solutions a déposer sur votre plaque

5
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10.5Dép0t des substances a analyser sur la plague

Attention: la couche de silice est trés fragile.

v Sur une plaque de silice, tracer un léger trait de crayon parallele au bord de la plaque a une
distance de 1 cm environ, C'est sur cette ligne que I'on effectuera les dépots.
v' Marquer 2 croix sur cette ligne (pas trop prés des bords) pour repérer les positions des

dépdts. Réaliser les dépots.

= En premier de I’huile essentielle du clou de girofle commerciale

* En deuxie¢me une goute de I’huile de clou de girofle préparé

Figure 23:Produits utilisés dans CCM
10.6 Elution

v' Placer délicatement la plaque dans la cuve et surveiller la montée de I'éluant. Lorsqu'il arrive a
environ 1 cm du bord supérieur, retirer la plaque et repérer immédiatement au crayon le front

de I'éluant.

v’ Laisser "sécher" a l'air libre.
10.7 Révélation (sous UV ou par réaction chimique)
Sous UV : la plaque a été introduite apres séchage dans une chambre noir

Révélation du chromatogramme a UV est observé a une langueur compris entre 254nm et 356nm

cerclez les taches

3
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1 Description de ’huile essentielle de Syzygium aromaticum obtenue

Figure 24: résultats final de I’huile essentielle du clou de girofle extrait par la méthode d’hydro
distillation

1.1 Le rendement

Le rendement de I’H E extraite par hydrodistillation a I'échelle de laboratoire a partir des grains de
Clous de girofle est mentionné dans le tableau ci-dessous :

Tableau Il1:Résultat du rendement d’HE de I’espéce Syzygium aromaticum

Huile étudiée Norme AFNOR
Minimum maximum
Rendement (%) 45 5 8

Ce faible rendement qui est de 4,5 est probablement di a une perte d'huile dans la phase aqueuse du

distillat et pour la simplicité de notre dispositif d’hydro distillation.

On peut dire qu'en termes de quantité, malgré que ce pourcentage semble inférieur par rapport aux

normes AFNOR, ce rendement reste dans la pratique satisfaisant pour mener bien a une telle étude.

En termes de valeurs, le rendement en H.E. de Clous de Girofle est significativement (P<5%)
meilleur par rapport aux rendements obtenus en H.E par Adli, (2015) qui a obtenu un rendement
égale a 0.84%. Selon certains auteurs, la composition chimique et le rendement en H.E. varient

suivant diverses conditions :

La méthode employée, les parties végétales utilisées et les produits et réactifs utilisés pendant

I'extraction, I'environnement, le génotype de la plante, son origine géographique, la période de récolte
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de cette plante, le degré de séchage, les conditions de séchage, la température et la durée de séchage,

présence de parasites, de virus et mauvaises herbes (Naili,2013).

1.2 Etude des propriétes organoleptiques

Les résultats mentionnés dans le tableau2, montrent une comparaison entre les caractéristiques de

notre huile essentielle extraite des boutons de clous de girofle avec les normes d’AFNOR.

Tableau Il1:Caractéristiques organoleptiques de I’HE de I’espéce Syzygium aromaticum.

Aspect Couleur Odeur
Norme AFNOR Liquide mobile Limpide Jaune tres claire
parfois Légerement Epicée
visqueux (caractéristique de
I’eugénol)
HE étudie Liquide mobile limpide Jaune clair Epicée

Figure 25:HE extrais de clou de girofle

Selon ces résultats obtenus, On remarque que notre huile essentielle obtenu par hydrodistillation
présente plusieurs caractéristiques a savoir : ’aspect, la couleur et I’odeur qui sont identiques a celles

décrites par les normes d’AFNOR.
2 Activité anti microbienne
Nous avons obtenu 10 isolats dont 3 souches ont des aspects différents.

2.1 Isolement et purification des isolats

Les colonies des souches bactériennes prélevés de la flore buccale poussées sur le milieu gelose au
sang pendant 18/24 h a T° de 37°C sont d’aspects différents, de ce fait sont repiquées dans le milieu

d’isolement Muller Hinton.

3
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Figure 27:isolement des souches buccales (streptocogues mutans )

2.2 Caractérisation phénotypique des isolats

2.2.1 Aspect macroscopique de colonies obtenues

» Sur gélose au sang
Ils donnent de petites colonies grisatres, translucides, en grain de semoule, entourées d'une zone
d'’hémolyse totale (hémolyse béta) pour les strepto-coques des groupes A, tandis que les autres

streptocoques donnent une hémolyse partielle (hémolyse alpha) ou pas d'hémolyse du tout.

2.3 Caractérisation microscopique

La détermination de la morphologie, ’arrangement cellulaire, la mobilité et le Gram des isolats.
2.3.11¢tat frais

Les résultats montrent que toutes les bactéries sont immobiles avec des formes différentes

(cocci, bacille, coccobacille) regroupées en courte chainette ou en amas (voir tableau 01)
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2.3.2 Coloration de Gram

Les Résultats de la coloration de Gram pour chaque genre montrent la présence des coques ou des
bacilles homogenes violets ne présentent des formes bactériennes étrangeres

Figure 28: observation microscopique de coloration de Gram (photo prise par appareil
2.3.3 Activité anti bactérienne

Cette étude est basée sur la mesure du diamétre des halos d'inhibition de I'extrait du Syzygium
aromaticum obtenus dont on a mesuré avec précision les diametres des zones d’inhibitions a

I’extérieur de la boite de pétri fermeée.
Le Classement des bactéries se fait dans I’une des catégories : sensible ou résistante.
La souche ayant un diameétre :

D< 8mm : Souches résistante (-).
9mm<D<14mm : Souches sensible (+).

15mm<D<19mm : Souches trés sensible (++)

YV V V V

D> 20 mm : Souches extrémes sensible (+++) (http://www.dr-karazaitri-ma.com/pages/pour-

les-professionnels/divers/divers/coloration-de-gram-1.html)
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Figure 29:Sensibilité des bactéries vis-a-vis antibiotiques (antibiogramme)

Les résultats du pouvoir anti bactérien de ’HE de Syzygium aromaticum sur les souches étudiées
sont représentés dans le (tableau 6) :

57
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Tableau IV: Résultats de I’antibiogramme de ’HEC sur les trois souches bactériennes.

Souche
bactérienne Gram | Antibiotiques Diametre | Sensible(+)
enmm |/
Résistante(-
)
Streptocoques A :penicilline 4.7 +
mutans B :erythromicyne / -
C :chloramphénicol 4 +
D :pristinamycine 3.7 +
E :tetracycline 4.2 +
Streptocoques A :penicilline 4.7 +
b B :erythromicyne / -
hémolytique C :chloramphénicol 4 +
A D :pristinamycine 3.7 +
E :tetracycline 4.2 +

L’Huile essentielle du clou de girofle présente un effet positif c’est-a-dire sensible sur les souches

bactériennes de la flore bucco-dentaire : streptocoques mtans , streptocoques b hémolytique A

En comparant les résultats des disques, il est clair que les bactéries a gram positif ont des zones

d'inhibition plus grandes pour I’huile essentielle

De nombreuses études, ont démontré que les H.E. de Clou de Girofle sont fortement
antibactérienne. Cette activité pourrait étre attribuée a son composé majoritaire qui est "l'eugénol”.
Les travaux de Valero et Giner en 2006, ont prouvé que l’eugénol parmi d'autres composés a
provoqué l'inhibition de la croissance des bactéries. Par ailleurs, I’étude de Rhayour (2016), a
montré que I’HE de girofle exerce son activité bactéricide principalement grace a son constituant
majoritaire qui est I’eugénol qui appartient a la famille des phénols. Il semble donc que I’activité

bactéricide des HE débuterait
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par une fixation de ces molécules sur les membranes bactériennes provoquant des altérations de

structure et de perméabilité, conduisant a la perte de constituants cellulaires due a une lyse importante

des cellules bactériennes.

Résultats Aromatogramme clou de girofle : Les résultats de lactivité antibactérienne de huile
essentielle est positif sur toutes les bactéries testées

Figure 30: Effet de I’'H. ES du clou de girofle sur les souches bactériennes testées.

La lecture a été effectuée par mesure du diamétre de la zone d’inhibition autour de chaque disque a
I’aide d’une régle en (mm). Selon PONCE et al. ,2003 la sensibilité des souches vis a-vis des H.ES

est déterminée comme suit :

1 Non sensible (-) ou résistante, si le diametre est inférieur a 08 mm ;
(1 Sensible (+) si le diamétre est compris entre 09 mm et 14 mm ;

(1 Tres sensible (++) si le diamétre est compris entre 15 mmet 19 mm ;

[ Extrémement sensible (+++) si le diameétre est supérieur a 20 mm.
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Tableau V: Tableau récapitulatif des résultats du test de sensibilité des souches bactériennes
Diametre Resultats Diametre en
La souche en mm | HE de clou de girofle Pierre d’alun mm
testé
Streptocoques
mutans
4 5
Streptocoques
b hemolytique 4 5
A

3 Resultats aromatogramme « pierre d’alun»

Pour chaque souche testée, nous avons mesuré le diamétre d’inhibitions dont la valeur moyenne

résulte de trois essais.

L’étude antibacterienne a été effectuée par la méthode de diffusion sur gélose muller hinton . Elle
montre que le bio bain de bouche a base de la pierre d’alun possédent une activité antibacterienne sur

les différentes souches testees.
A remarque que la sensibilité des souches varie d’une souche a I’autre.

D’aprés ces resultats obtenues nous pouvons conclure que : Le bio bain de bouche a base de la pierre
d’alun inhibent les souches étudiées et entrainent des variations de diamétre, et ce, en fonction de

I’espece considéré.

Le bio bain bouche a base du pierre d’alun est fortement actif sur les souches bacteriennes de la flore

bucco-dentaire.

le bio bain de bouche possédent des capacités hautement bactéricides. lls sont particulierement

efficaces contre les streptocoques (bactérie gram positives)
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» Galerie api 20 strept :

Figure 31:résultats d’identification biochimique galerie API 20 strept

Nous avons obtenu 8 isolats dont I’aspect est différent, ces isolats appartiennent aux
genres suivants (on n’a pas pu aller jusqu’a I’espéce pour quelques isolats pour cause de la

quasi-rarete des plaques Api 20 Strep) :

Chez les adultes indemnes de caries, on a trouve : deux souches seulement : Streptococcus mutans ,,

et d’Enterococcus faecium.

Chez I’enfant on a trouve streptocoque b hémolytique A

La caractérisation macroscopique de la famille des Streptocoques nous a permis

d’observer de petites ou moyennes colonies blanchatres ou parfois jaunatres avec une activité
hémolytique sur gélose au sang frais a été constaté. L’aspect de I’hémolyse permet de

distinguer les Streptocoques B-hémolytiques et les non B-hémolytiques (Loubinoux, 2014).

-
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Code api (optionnel) : ESINEFEY

d B
g4 < o b o v =2
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EE
. W,

Calcul direct @) Calcul avec exclusion(s) €I Légende

Les calculs proposent (cliquez sur @ pour voir les détails du profil) :
1. Enterococcus faecium @ avec une probabilité de 100 % (excellente identification)

Les taxons ayant une probabilité trop faible (< 5%) sont éliminés.

UPBM 2017-2021

Figure 32:résultats et identifications de I'éspéce entrococus faecium par la galerie api 20 strept
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probabilité trop faible (< 5%)
sont éliminés.

Figure 33:résultats et identifications de I'espece S;M par la galerie api 20 strept
4 Activité anti fongique

L’activité¢ antifongique doit €tre expérimenté sur une souche de candida albicans dans notre
recherche a partir de notre prélévement on a pas trouver des champignons donc on I’a pas

expérimenté mais on sais que :

I’huile essentielle de clou de girofle posséde une puissante activité antifongique contre le pathogéne

fongique opportuniste, d’aprés les travaux d’Eugénia et ces collaborateurs (2009) sur le Candida

albicans et d’autre pathogenes fongiques.

D’autres travaux, ont montré que I’HE du clou de girofle, ainsi, ’Eugénol montre une grande

activité fongicide contre Candida albicans.
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5 Activité antioxydante
L’activé antioxydante del’ huiles essentielles du clou de girofle a été¢ évaluée par les méthodes de

DPPH

L’activité antioxydante de HE de clou de girofle vis a vis le radical DPPH a été évaluée par
spectrophotometre en fonction de sa réduction par un virage de la couleure violette a la couleur jaune

mesurable a 517nm (figure 34)

Figure 34: résultats du test DPPH

La mesure de I’absorbance (ou densité optique DO) a été effectuée par spectrophotométrie a 517 nm,

a partir des valeurs obtenues, nous avons calculé les pourcentages d’inhibition en utilisant la formule

donnée auparavant.

Les valeurs obtenues nous ont permis de tracer la courbe qui représente les variations de pourcentage
d’inhibition en fonction de la concentration des extraits, la détermination graphique d’IC50 se fait a

partir de la courbe, qui constitue I’activité antioxydant des extraits de clou de girofle.
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Figure 35:: Pourcentage de réduction du radical libre DPPH par I’huile essentielle du clou de girofle
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Résultats Tous les extraits de plantes étudiés montrent une capacité a diminuer 1’absorbance a 515

nm, et donc a diminuer la concentration du radical DPPH en solution.

On a vu précédemment qu’en présence d’un antioxydant, le radical DPPH est réduit : on observe une

décoloration de la solution.

Les propriétés antioxydantes sont mesurées et mises en évidence par la concentration efficace CE50.
Cela correspond a la réduction de 50% de la concentration du DPPHe dans le milieu réactionnel. La

capacité antioxydante d’un composé est d’autant plus élevée que sa CE50 est petite.
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Nos résultats permettent de mettre en évidence par le test du DPPH que notre huile essentielle du clou

de girofle étudiées possédent une activité antioxydante. Cependant, les valeurs de la CI50 varient de
0,04 4 1,51 mg.mi-1.

L’acide ascorbique a été utilisé comme un antioxydant de référence avec une CIS0 trouvé de

0,402238 mg .

Les résultats de I’activité anti radicalaire ont montré que les extraits de clou de girofle présentent une

forte activité anti radicalaire avec une valeur IC50 des extraits.
Les valeurs IC50 des extraits sont inferieure a valeur de I’acide ascorbique .

6 Résultats CCM

1. Huile essentielle du clou de girofle
2. Huile obtenu

Front du solvant

Ligne de dépot

Figure 36:plaque de ccm observer sous la lampe uv a 250nm
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Figure 37:apergu de la plaque de CCM obtenu avec I’huile essentielle de syzygium aromaticum

apres révelation aux UV

» On observe la présence de deux taches sombres ayant un rapport frontal presque identique :
la premiére au niveau du témoin et la deuxieéme au niveau de I’HE.
» On a constater que notre produit (HE du clou de girofle ) est :

v’ Pur
v A 99% qu’on a le méme produit que le HE commerciale

Remarqgue : le cercle bien visible dans le point (2) est due a une trés grande quantité de 1’échantillon

déposé

Facteur de rétention :

_ ladistance parcourue par l'eluant

" ladistance parcourue par le solvant

Rf=32 - 041
8.5

> La zone idéale de séparation se trouve entre les valeurs
0,1<= Rf<=0,4, la ou les facteurs de rétention correspondent a 2<= k <= 10 en

chomatographie sur couche mince
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Discussion générale

Notre travail a pour but de rechercher I'activité antibactérienne, antioxydant et antiseptique du clou de

girofle et pierre d’alun vis-a-vis la flore bucco-dentaire

Les résultats que nous avons obtenus montrent que l'ensemble a donné une efficacité sur les

streptocoques bucco testées.

Nos résultats sont en accord avec ceux rapportés par Boukhatem Fadhila a propos de I’Activité
antibactérienne de I’huile essentielle de deux épices : Syzygium Aromaticum et Illicium Verum ;
Boukartaba Halima/ Hammoum Karima( Etude de I’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle

de Syzygiumaromaticum L)

Par comparaison entre les résultats d’aromatogramme, d’antibiogramme , nous constatons que ’huile
essentielle de Syzygium aromaticum est la plus active. En effet, celle-ci a exercé une activité
supérieure a celle des antibiotiques étant donné qu’elle a pu inhiber la croissance de toutes les

souches bactériennes testées, alors que certains antibiotiques tels que, Erythromycine a été inactifs.

La méme observation est faite en comparant ’huile aux pierre d’alun qui avait une forte activité
antibactérienne. En effet, la pierre d’alun a ¢été plus sensible a ’huile (5 mm de diamétre) qu’a ces

derniers (3 mm et 4 mm, respectivement).

Une étude menée par (Cillet et lacroit, 2007) indique que les huiles essentielles ont majoritairement
un effet antibactérien. Cet effet se résume en trois phases générales : Premierement, les molécules de
I’huile essentielle vont attaquer la membrane de la bactérie. Deuxiémement, 1’huile essentielle va
acidifier l'intérieur de la bactérie pour bloquer la production d’énergie et de composantes de
structure. Enfin, si la bactérie survit, I’huile attaquera directement le matériel génétique de cette

derniére.

Cependant, la détermination exacte de 1’espéce utilisée est nécessaire pour éviter toute erreur

possible.

A la suite de notre présente etude, on recommande le développement d’une réglementation algérienne

concernant les huiles essentielles et une étude approfondit sur les HE des plantes algériennes.

Aussi, il serait intéressant de faire des compagnes d’information et de sensibilisation de la population

sur la meilleure fagon d’utiliser les plantes et leurs huiles essentielles. Car les huiles essentielles

.
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peuvent étre utilisées par presque toutes les voies d’administration, surtout locale, mais avec grandes

précautions.

.



Conclusion
Conclusion

La recherche sur les substances naturelles a partir des plantes, participe a I’effort national de
conservation des plantes médicinales, et a la valorisation de la médecine traditionnelle car ces plantes

restent toujours la source fiable des principes actifs connus pour leurs propriétés thérapeutiques.

Le présent travail avait pour objectif d’étudier I’activité antimicrobienne de I’huile essentielle de
Syzygium aromaticum. L’extraction de I’huile essenticlle du clou de girofle par hydrostillation a

révélé un rendement de 4.5%.

Les résultats de I’antibiogramme nous ont permis de constater que était sensible a I’action de quatre
antibiotiques  (penicilin (p), erythromycine (E), chloramphénicol (C), tetracycline (T) et

pristinamycine (p) Les diametre des zones d’inhibition varient de 4 mm a 5 mm.

L’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle de Syzygium aromaticum a été évaluee par la

méthode de diffusion des disques sur milieu gélosé (aromatogramme).

Les résultats montrent que ’huile a exercé un treés grand effet inhibiteur sur les trois souches
microbiennes de reférences, a savoir, streptocoques mutans , streptocoques b hemolytique et
enterocoques facium , Ces deux dernieres souches se sont avérées étre les plus sensibles a I’huile

essentielle ; le diametre de leur zone d’inhibition respectif est de 4 mm et 4.5 mm.

En comparant les résultats de 1’aromatogramme de 1’huile essentielle du clou de girofle avec les
résultats de ’aromatogramme du pierre d’alun , il est clair que la pierre d’alun posséde un pouvoir

antimicrobien supérieur a celui des agents antimicrobiens standards utilisés.
En effet, les diamétres des zones d’inhibitions enregistrés sont plus grands.

De plus, la croissance de toutes les souches microbiennes a été inhibée par 1’huile essentielle ; ce qui

n’est pas le cas de tous les antibiotiques.

A partir des résultats obtenus au cours de notre étude, on peut conclure et prédire que I’huile
essentielle du clou de girofle pourrait servir comme base de lutte biologique contre les germes
responsables des maladies infectieuses et pourrait étre de ce fait, une alternative aux antibiotiques et

aux antifongiques.

Toutefois, ce travail ne constitue qu’une étape préliminaire dans la recherche des substances

naturelles biologiquement actives.

Il serait intéressant d’approfondir et de compléter cette étude en :

0
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Déterminant les concentrations minimales inhibitrices, bactéricides et fongicides de 1’huile

essentielles

Analysant la composition chimique de I’huile essentielle par chromatographie en phase
gazeuse et spectrométrie de masse (CPG — SM)

Testant d’autres méthodes d’extraction de ’huile essentielle

Evaluant d’autres activités biologiques que I’huile essentielle pourrait posséder, telles que

’activité antioxydante, anti-inflammatoire, insecticide...etc

¢
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