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Résumé

Ce travail vise a évaluer D’activité antimicrobienne de [’huile essentielle de Syzygium
aromaticum. L huile extraite par hydrodistilation a révélé un rendement de 2.96%
L’antibiogramme nous a permis de constater que parmi les huit antibiotiques utilisés, seuls la
gentamicine, la polymyxine B et le Chloramphénicol, étaient actifs contre les trois souches
bactériennes testées Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 2785 et
Bacillus cereus ATCC 10876. Cette derniere s’est avérée €tre la plus sensible. Le plus grand
diametre de zone d’inhibition a été enregistré a 35 mm.

L’antifongiogramme a montré que Candida albicans ATCC 10231 était trés sensible a

I’éconazole et au clotrimazole avec des diametres respectifs de 22 mm et 15 mm.

L’évaluation de ’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle de Syzygium aromaticum par la
méthode d’aromatogramme, a montré qu’elle avait exercé un effet inhibiteur sur toutes les
souches microbiennes. Les plus sensibles sont Candida albicans ATCC 10231 et Bacillus cereus

ATCC 10876, les diameétres des zones d’inhibition sont de 35mm et 30mm, respectivement.
Mots clés :

Syzygium  aromaticum, huile essentielle, hydrodistillation, activit¢é antimicrobienne,

aromatogramme.



Abstract

This work aims to evaluate the antimicrobial activity of the essential oil of Syzygium
aromaticum. The oil extracted by hydrodistilation revealed a yield of 2.96%

The antibiogram showed that among the eight antibiotics used, only gentamicin, polymyxin B
and Chloramphenicol, were active against the three bacterial strains tested Escherichia coli
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 2785 and Bacillus cereus ATCC 10876. This
last proved to be the most sensitive. The largest inhibition zone diameter was recorded at
35 mm.

Antifungigram showed that Candida albicans ATCC 10231 was highly sensitive to econazole
and clotrimazole, with respective diameters of 22 mm and 15 mm.

The evaluation of the antimicrobial activity of Syzygium aromaticum essential oil by the
aromatogram method, showed that it had an inhibitory effect on all microbial strains. The most
sensitive one are Candida albicans ATCC 10231 and Bacillus cereus ATCC 10876, the

diameters of the inhibition zones are 35mm and 30mm, respectively.

Keywords :

Syzygium aromaticum, essential oil, hydrodistillation, antimicrobial activity, aromatogram.
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Introduction

Introduction

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), pres de 80 % des populations
dépendent de la médecine traditionnelle pour des soins de santé primaire (OMS, 2002). Des
avantages économiques considérables dans le développement de cette médecine, et dans
l'utilisation des plantes médicinales pour le traitement des diverses maladies, ont été¢ constatés.
Aussi, I’émergence de la résistance microbienne aux antibiotiques suite a I’utilisation massive et
parfois abusive de ces derniers, est devenue un réel probléme de santé publique (Hemaiswarya
et al., 2008). Ceci a poussé¢ les recherches thérapeutiques vers des solutions alternatives,
notamment la pharmacologie phytofiliére et, en particulier, I’aromathérapie, source importante
de médicaments potentiels grace a leur richesse en métabolites secondaires (huiles essentielles,

alcaloides, polyphénols...etc) (Girard, 2010).

Dans notre étude, nous nous sommes intéressés au giroflier (Syzygium aromaticum).
Cette plante médicinale est utilisée traditionnellement, sa richesse en métabolites secondaires et
plus spécifiquement en huile essentielle, confére plusieurs effets biologiques dont les activités
anti-inflammatoires, antimicrobiennes, anticancéreuses et antioxydantes, cependant, peu de

b r . r r 9 . .

personnes connaissent ses véritables propriétés. Les recherches sur I’histoire de cette plante
montrent que les clous de girofle avaient autrefois beaucoup plus de valeur, deés 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 (Kacemi, 2017).

Notre travail a pour objectif d’extraire I’huile essentielle de 1’espéce Syzygium
aromaticum et d’évaluer son activité¢ antimicrobienne. Ce travail est scindé en deux parties. La
premiére est une compilation des connaissances bibliographiques, elle-méme, composée de trois
chapitres. Le premier présente des généralités sur les huiles essentielles, le deuxieme s’intéresse
a la description botanique de la plante étudiée, tandis que le troisiéme, aborde les activités
biologiques des huiles essentielles. La deuxiéme partie du travail est expérimentale. Elle est
composée de deux chapitres. Le premier illustre le matériel et les méthodes utilisés, le second
présente et discute ’ensemble des résultats obtenus. Enfin, ce manuscrit est achevé par une

conclusion générale et des perspectives pour I'ensemble du travail.




Partie

bibliographique



Chapitre 1

Géneéralités sur les
huiles essentielles



Chapitre 1 Généralités sur les huiles essentielles

I- Les huiles essentielles

I.1- Définition

Les huiles essentielles désignent les composants liquides, odorants et hautement volatiles
des plantes. Elles sont obtenues a partir de différentes parties de la plante telles que, les feuilles,
les bourgeons, les fleurs, les graines, les écorces, les racines et les fruits, mais aussi, a partir des

gommes qui s’écoulent du tronc des arbres et parfois des troncs méme (Kone, 2001).

L’Association Frangaise de Normalisation (AFNOR, 2000), a défini les huiles
essentielles comme étant des produits obtenus a partir de mati¢res premicres d’origine végétale,
soit par distillation a ’eau ou a la vapeur d’eau, soit a partir de 1’épicarpe par des procédés

mécaniques et qui sont séparés, ensuite, de la phase aqueuse par des procédés physiques.

Les huiles essentielles sont des métabolites secondaires composés en moyenne de 20 a
60 composés peu complexes, contenant plusieurs familles biochimiques. Elles ne contiennent
aucun corps gras et n’ont de commun avec les huiles fixes ou végétales que leur aspect physique

et leur comportement apolaire (Bastien, 2008).
I.2- Localisation et lieu de synthese

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs. Les genres
capables d’¢laborer les constituants qui les composent sont répartis dans une cinquantaine de
familles botaniques parmi lesquelles les Lamiacées, les Astéracées, les Rutacées, les
Cannelacées, les Lauracées, les Myrtacées et les Zingibéracées (Bruneton, 1999). Les huiles
essentielles peuvent étre stockées dans tous les organes: fleurs (rose), feuilles (citronnelle,
eucalyptus, laurier), écorces (cannelier), bois (bois de rose, santal), racines (vetiver), rhizomes
(cucurma, gingembre), fruits (anis, badiane) et graines (muscade). La synthése et I’accumulation
des huiles essentielles sont généralement associées a la présence de structures histologiques
spécialisées, souvent localisées sur ou a proximité de la surface de la plante : cellules a huiles
essentielles des (Lauracées ou des et Zingibéracées), poils sécréteurs (Lamiacées, Geraniacées et
Rutacées), poches sécrétrices (Myrtacées, Auranthiacées et Rutacées), canaux sécréteurs des

(Apiacées, Ombelliferacées et Astéracées) (Sangw et al., 2001).
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Figure n°1 : Cellule sécrétrice d’une huile essentielle dans un rhizome de gingembre
(Zingiber officinale Roscoe) au microscope électronique a balayage (x813) (Svoboda, 2000)

Figure n°2 : Poils sécréteurs présents sur la face inférieure d une feuille de tomate

(Solanum lycopersicum L.) au microscope électronique a balayage (x504) (Howard , 2007)

Figure n°3 : Poches schizogénes d’une feuille d’Eucalyptus citronné vues en microscopie

électronique a balayage (x204) (Svoboda, 2000)




Chapitre 1 Généralités sur les huiles essentielles

1.3- Propriétés physico-chimiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont liquides a température ambiante. Il existe cependant des
exceptions, par exemple, I’huile est visqueuse chez la myrthe, pateuse pour le bois de gaiac,
solide pour le cédre de Virginie ou parfois la rose, ou encore, un mélange solide-liquide

lorsqu’elle est extraite de la badiane (Fernandez et al., 2012) .

Les huiles essentielles sont lipophiles et donc trés peu solubles dans 1’eau, certains
composants le sont cependant, comme par exemple la verbénone du romarin. Certains
composants sont méme trés hydrosolubles et favorisent 1’apparition d’émulsion dans le produit
de distillation lors de 1’extraction. C’est, entre autre, le cas de 1’huile essentielle d’écorce de
cannelle de Ceylan. Par ailleurs, la solubilité¢ des huiles essentielles est trés grande dans les
alcools et dans la plupart des solvants organiques, et est totale dans les huiles grasses

(Franchomme et al., 2001).

Les huiles essentielles sont volatiles, ce qui les rend entrainables a la vapeur et
particulierement odorantes. Ce caractére les différencie des huiles végétales grasses ou
« fixes ». Si ces dernieres laissent des taches indélébiles, la trace laissée par une huile essentielle
tendra a disparaitre plus ou moins rapidement. La volatilité¢ étant trés liée a la composition
chimique, les monoterpénes sont par exemple beaucoup plus volatiles que les sesquiterpenes

(Kaloustian et al., 2012).

La densité d’une huile essentielle est trés souvent inférieure a 1 sauf pour les huiles
essentielles de sassafras (Sassafras albidum), de clou de girofle (Syzygium aromaticum) et de
cannelle (Cinnamomum zeylanicum) (Bruneton, 1999 ; Desmares et al., 2008).

La plupart des huiles essentielles ont une couleur jaune presque imperceptible. Elles foncent au
court de leur vieillissement (oxydation). Dans certains cas extrémes, les huiles essentielles
vieillies et oxydées présentent un risque toxique important (Franchomme et al, 2001 ;

Kaloustian et al., 2012).

Les huiles essentielles sont actives sur la lumiére polarisée de manicre trés variable en
fonction de la nature et de la concentration des différentes molécules chirales qu’elles
contiennent (Faucon, 2012 ; Fernandez et al, 2012).L’indice de réfraction est généralement
¢levé. On peut donner comme exemple, ’huile essentielle d’écorce de cannelier (Cinnamomum
verum J.Presl.) dont I’indice de réfraction est compris entre 1,573 et 1,591 (Franchomme et al.,

2001 ; Fernandez et al., 2012).

.
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1.4-Roéle physiologique

L’existence des huiles essentielles dans les végétaux, méme si leur fonction n’est pas
toujours précisément connue, répondrait aux besoins d’une protection spécifique des especes en
fonction de leur environnement (Couic-marinier, 2013 ; Laurent, 2017). En effet, en raison de
leur immobilité, les plantes utiliseraient ces métabolites pour repousser les parasites et assurer
leur protection contre certaines maladies et ce, grace a leurs propriétés antifongiques, antivirales,
antibactériennes ou insectifuges. Elles se défendent également contre d’autres plantes, par
exemple, Erica cinerea, la bruyére cendrée diffuse des substances télétoxiques afin d’éviter la
pousse d’autres végétaux a proximité (une lande de bruyeére ne comporte aucune autre
végétation). Elles attirent, au contraire, les insectes pollinisateurs (fleurs parfumées, fécondées
par certains insectes butineurs) et permettent ainsi, a la plante d’assurer sa reproduction. Elles
aideraient a guérir diverses blessures et attaques auxquelles elles y sont soumises (Dunstan et

al., 2013).

Les huiles essentielles pourraient également permettre aux plantes de communiquer entre
elles. Par exemple, une plante attaquée par un herbivore pourrait envoyer des signaux d’alerte
(substances volatiles comme hexénal ou I’ociméne) aux autres plantes du secteur pour quelles
déclenchent des mécanismes de défense et représentent aussi une réserve d’énergie mobilisable

(ex: en cas de conditions climatiques défavorables) (Dunstan et al., 2013).

I.5- Composition chimique

D’une maniere générale, les huiles essentielles sont des mélanges complexes de
constituants appartenant a différentes familles chimiques. Les plus couramment représentées sont
les terpénoides et les composés aromatiques, mais on y trouve également des constituants
aliphatiques issus de la synthése des acides gras et plus rarement d’autres composants d’origines

diverses (dérivés soufrés, nitriles, thiocyanates...etc) (Nyegue, 2005).

I.5.1- Composés terpéniques

Les terpeénes sont largement rencontrés dans les huiles essentielles qu’ils aient des
structures treés diverses, ils sont tous formés par la réunion d’unités isopréniques (CsHg)
(Buchbauer, 2010). On distingue ainsi selon le nombre de carbone constituant les molécules de
ce groupe: les hémiterpenes (1 unité: Cs), les monoterpenes (2 unités: Cjy), les sesquiterpenes
(3 unités: Cys), les diterpénes (4 unités: Cy), les sesterpénes (5 unités: Cps), les triterpénes

(6 unités: Cjp), les tétraterpenes (8 unités: Cyp) et les polyisopreénes (n unités: Cs,). Les terpénes
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les plus rencontrés dans les huiles essentielles sont les terpénes les plus volatils dont la masse
moléculaire n’est pas trop élevée tels que les mono (Cjg) et les sesquiterpénes (C;s) (Couic-
Marinier, 2013 ; Lobstein, 2013). Les (C;o) constituent a eux seuls environ 90% des huiles

essentielles (Bakkali ef al., 2008) .
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Figure n° 4 : Exemples de composés terpéniques (Bakkali ez al., 2008)

Les dérivés oxygénés des terpénes sont appelés terpénoides. Une grande variété de
structures les caractérisent selon le nombre de carbones présents, le caractére saturé ou insaturé
des liaisons, la configuration spatiale (forme de chaise, bateau...) et la nature du groupe

fonctionnel (Bakkali et al., 2008).
1.5.2- Les composés aromatiques

Les composés aromatiques des huiles essentielles sont principalement des dérivés du
phénylpropane C¢-Cs. Ils sont beaucoup moins fréquents que les terpénes et peuvent comprendre
des phénols (chavicol, eugénol), des aldéhydes (cinnamaldé¢hyde), des alcools (alcool
cinnamique), des dérivés méthoxy (anéthol, estragol) ou méthyléne dioxy (myristicine, safrole)

(BakKkali et al., 2008).
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Figure n°S: Exemples de composés aromatique (Bakkali ez al., 2008)
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1.5.3- Les composés d'origines diverses

Compte tenu de leur mode d'extraction, les huiles essentielles peuvent renfermer divers
composés aliphatiques, généralement de faible masse moléculaire, entrainables lors de I'hydro
distillation. Ces produits peuvent étre azotés ou soufrés (Teisseire, 1991). Les alcools (menthol,
géraniol, linalol) ; les aldéhydes (géranial, citronellal), les cétones (camphre, pipéritone), les
phénols (thymol, carvacrol), les esters (acétate de géranyle), les acides (acide géranique.) et
les oxydes (1,8-cinéole). Des composants azotés ou soufrés tels que les glucosinolates ou des
dérivés d’isothiocyanate sont également caractéristiques des métabolites secondaires de diverses
plantes. A titre d’exemple, les composés soufrés sont majoritairement présents dans les huiles
essentielles des plantes de la famille des Alliacées (Iranshahi, 2012). On trouve aussi des
composés issus de la dégradation d’acides gras tels que les irones cétones en Ci4 (Georgetti et

al., 2003).
1.5.4- Le chémotype

Au sein d'une méme espéce de plante, la composition de I'huile essentielle des divers
individus peut présenter des profils chimiques ou chémotypes différents. L'exemple le plus
marquant est celui de l'espéce sauvage Thymus vulgaris. Il existe en effet six chémotypes
différents pour cette seule espece. Ces différences sont au niveau de la nature du monoterpene
majoritaire qui peut étre soit le géraniol, I'exterpinéol, le thuyanol-4, le linalool, le carvacrol ou
le thymol (Thompson et al, 2003). Ce polymorphisme chimique existe aussi pour d'autres
especes: Origanum vulgare (Mockute et al., 2001), Mentha spicata (Edris et al., 2003).

1.6- Les facteurs de variabilité de la composition chimique des huiles essentielles

La composition chimique d’une huile essentielle peut varier considérablement dans une
méme plante selon différents facteurs tels que, les organes (feuilles, fleurs, fruits, bois), le stade
végétatif, le site et la saison de récolte, les conditions de culture (ensoleillement, humidité,
fertilit¢ du sol), le chémotype (Fantino, 1990) mais aussi, selon les méthodes d’extraction

utilisées et les conditions de stockage et de séchage (Carette, 2000).

1.7- Domaines d’application
1.7.1- Agroalimentaire et agriculture

Les huiles essentielles ou leurs composés actifs peuvent étre employés comme agents de

protection contre les champignons phytopathogenes (Zambonelli er al, 1996), et les

.
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microorganismes envahissant les denrées alimentaires Les huiles jouent un rdle écologique dans
les interactions végétales, végétale-animales et pourraient méme constituer des supports de
communication par des transferts de messages biologiques sélectifs. En effet, elles contribuent a
I'équilibre des écosystémes, attirent les abeilles et des insectes responsables de la pollinisation,
protegent les végétaux contre les herbivores, les rongeurs et les insectes ravageurs, possédent
des propriétés antifongiques, antibactériennes, allopathiques dans les régions arides et peuvent

servir de solvants bioactifs des composés lipophiles (Kumar et al., 2011).

Les huiles essentielles et leurs composants peuvent également étre utilisés comme arome
alimentaire, et sont pour la plupart classés comme GRAS « généralement reconnus comme sains
» (generaly recongnized as safe), aussi bien dans le secteur salé, que sucré (alcools, boissons non
alcoolisées, confiserie, produits laitiers, produits carnés, sauces, soupes, snacks, produits de
boulangerie). Elles font partie des préparations aromatisantes naturelles pour conférer une odeur
et un golt aux denrées alimentaires (Mascret, 2010). Elles peuvent aussi étre utilisées pour
conserver les aliments et diminuer leur altération et pour prévenir et contrdler la croissance des
microorganismes (Tajkarimi ez al., 2010). Par exemple, les huiles essentielles du clou de girofle
et de 1’origan appliquées directement sur les filets de poulet ou sur les films comestibles des
poulets ont montré leur efficacit¢ comme agents contre les entérobactéries, les bactéries

psychrophiles, les bactéries lactiques et les bactéries mésophiles (Fernandez et al., 2014).
1.7.2- médecine (aromathérapie)

Les huiles essentielles sont utilisées en milieu clinique pour soigner des maladies
inflammatoires telles que les rhumatismes, les allergies ou l'arthrite (Maruyama et al., 2005).
Les composés actifs agissent en empéchant la libération d'histamine ou en réduisant la
production de médiateurs de l'inflammation (Peana et al., 2002). Les huiles peuvent prévenir
I’apparition du cancer, 1’ail et le curcuma étant le parfait exemple (Béliveau et al., 2006).

Elles sont également utilisées pour soigner, atténuer ou prévenir les infections par inhalation ou
bien par application sur la peau a travers des massages pour le traitement du stress, des crampes,

de la douleur, de la circulation sanguine, de la cellulite ...etc (Gérault et al., 2008).
1.7.3- Pharmacie

L’industrie pharmaceutique emploie également les huiles essentielles sous un nombre

grandissant de formes (complexes a wvaporiser, pastilles, gélules, dentifrices...etc). Ces
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préparations répondent a la réglementation des médicaments a base de plante. De plus, elles sont
enregistrées sous le statut de complément alimentaire, réglementairement moins contraignant.

Les huiles essentielles peuvent également étre de simples excipients dans d’autres médicaments
et servir par exemple d’ardme pour masquer le golt d’un principe actif (Kaloustian et al,
2012), comme agent de pénétration percutanée ou encore, comme source de précurseur
d’hémisynthese. C’est le cas des citrals qui servent a la production de la vitamine A

(Franchomme et al., 2001).
1.7.4- Cosmétologie et parfumerie

Partout dans le monde les huiles essentielles sont utilisées pour leur parfum. L’exemple le
plus notable, est celui de I’eau de Cologne dont la formule, mise au point par Jean-Marie Farina
au début du 18e¢me siecle, comportait principalement des huiles essentielles d’agrumes (fleur
d’oranger, cédrat, bergamote) et d’aromates (romarin, thym) complétées par des extraits de fleurs
(huiles essentielles de lavande et de rose double, eau de mélisse et extrait de jasmin).

(Fernandez et al., 2012).

Les huiles essentielles sont classées en fonction de leurs odeurs, ainsi, les huiles de citron,
de bergamote ou encore, de lavande constituent la note la plus éphémere, dite note de téte.
Des essences fleuries comme celles de rose ou de néroli participent a I’élaboration de la note de
cceur. Enfin, la note de fond, la plus durable des trois, comporte plutot des essences boisées ou

épicées comme le santal ou la cannelle (Fernandez et al ., 2012).

1.8- Méthodes d’extraction des huiles essentielles

1.8.1- La distillation

La distillation est une technique de séparation de liquide dans un mélange. Ce procédé¢ est
basé sur la nature volatile des composants aromatiques pour les séparer du reste de la plante.
Les liquides sont vaporisés les uns a la suite des autres par ordre de température d’ébullition
croissante. Ainsi, la distillation du mélange eau-essence végétale s’effectue a une température
inférieure a 100°C a pression atmosphérique normale, minimisant les dénaturations de I'huile
essentielle qu'une température supérieure ne manquerait pas de provoquer. Il existe deux types

de distillation : I’hydrodistillation et I’entrainement a la vapeur d’eau (Soléne, 2012).
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1.8.1.1- Hydrodistillation

Le principe de [l'hydrodistillation est celui de la distillation des mélanges
binaires non miscibles. Elle consiste a immerger la biomasse végétale dans un alambic
rempli d'eau, que Il'on porte ensuite a I'ébullition. La vapeur d'eau et l'essence libérée
par le matériel végétal forment un mélange non miscible (figure n°6). Les composants
d'un tel mélange, se comportent comme si chacun était tout seul a la température du
mélange (Fauchére et al, 2002). c'est a dire que la pression partielle de la vapeur d'un
composant est égale a la pression de vapeur du corps pur. Cette méthode est simple
dans son principe et ne nécessite pas un appareillage coliteux. Cependant, a cause de
l'eau, de l'acidité¢, de la température du milieu, il peut se produire des réactions
d'hydrolyse, de réarrangement, de racémisation, d'oxydation, d'isomérisation,....etc, qui

peuvent trés sensiblement conduire a une dénaturation (El-bahai et al., 2000).

1- Chauffe ballon ; 2- Ballon ; 3- Thermomeétre ; 4- Réfrigérant ; 5- Entrée et sortie d’eau ;

6- Erlenmeyer ; 7- Matiére a extraire 1’essence ; 8- Couche d’huile essentielle.

Figure n°6: Schéma du principe de la technique d’hydrodistillation (Lucchesi, 2005)

1.8.1.2- Entrainement a la vapeur d’eau

C’est le procédé le plus anciennement utilisé et le mieux adapté pour extraire 1’huile
essentielle des végétaux (Mailhebiau, 1989). Il s’agit d’une méthode douce qui respecte les
végétaux. Ces derniers ne sont pas plongés directement dans I’eau bouillante car cela risquerait
d’altérer les différents composants. Le principe consiste a chauffer I’eau a basse pression afin

que ses vapeurs traversent et imprégnent la matiere végétale (figure n°7). Les vapeurs se
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chargent alors en molécules aromatiques et les entrainent ensuite dans le serpentin réfrigérant.
Une fois dans celui-ci, les vapeurs se condensent et constituent I’eau florale et I’huile essentielle
récoltées dans le florentin. Deux phases se forment: une phase aqueuse (I’hydrolat) et une autre

phase contenant 1’huile essentielle (Faucon, 2012).
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Figure n°7: Schéma du principe de la technique de I’entrainement a la vapeur d’eau

(Lucchesi, 2005)

1.8.2- Hydrodiffusion

Comme dans le cas de l'entralnement a la vapeur seche, le matériel végétal n'est pas en
contact direct avec I'eau mais avec la vapeur. Cependant le principe consiste a faire circuler
celle-ci de haut en bas au travers du végétal. Dans ces conditions, les cellules végétales sont
soumises a une action "osmotique" du flux de vapeur d'eau. L'extrait associé a I'eau condensée au
contact du végétal s’écoule vers un collecteur. Le probléme soulevé par cette technique est la
récupération des composés aromatiques. On privilégie en effet 1'extraction des constituants les
plus polaires et on doit faire appel a la centrifugation (Figure n°8), voire a une extraction
liquide-liquide. En revanche, ce procédé évite un grand nombre d'artéfacts liés a une température
excessive. Il donne des produits de qualité, riches en composés oxygénés, méme de faible

volatilité, qui sont généralement les plus recherchés (Ganou, 1993).
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Figure n°8 : Schéma du principe de la technique d’hydrodiffusion (Lucchesi, 2005)

1.8.3- Extraction a froid

Ce procédé, le plus simple et celui qui conserve le mieux I’intégrité de 1’essence, est
¢galement le plus limité. En effet, il ne peut s’appliquer qu’a une famille botanique, celle des
Rutaceae, pour extraire I’essence du zeste de ses fruits. La méthode consiste a déchirer
mécaniquement les poches a essence que 1’on trouve en grande quantité¢ sur 1’épicarpe de ces
fruits, puis a séparer le produit d’extraction de la matiere végétale solide. Aujourd’hui, la
méthode la plus couramment employé€e, permet une extraction simultanée du jus et de 1’huile
essentielle, par pressage vertical des fruits entiers a 1’aide de coupelles métalliques, et ces deux

¢léments sont par la suite séparés par centrifugation (Couecou et al ., 2001) .
1.8.4- Extraction par les solvants organiques

L’extraction par les solvants est un procédé inspiré de I’enfleurage qui utilise des solvants
non aqueux. Il peut s’agir de I’hexane, d’éthers de pétrole, d’huiles, de gaz... Le solvant idéal

devant répondre aux critéres suivants (Garneau, 2005):

- Etre sélectif : extraire les molécules aromatiques mais pas les molécules indésirables comme

les pigments ;

- Avoir une température d’ébullition basse, pour permettre une élimination simple ;
- Etre chimiquement inerte vis-a-vis des substances a extraire ;

- Ne pas étre miscible a I’eau, qui rendrait la purification de 1’extrait plus délicate ;
- Etre peu coliteux ;

- Ne pas présenter de contre-indication dans les domaines d’application de 1’extrait obtenu ;
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- Ne pas étre inflammable ;

- Présenter la plus faible toxicité possible. Aucun solvant ne remplit la totalité de ces conditions,
mais le plus utilisé¢ est I’hexane. L’intérét de ces solvants est leur pouvoir d’extraction des
parfums trés supérieur a celui de 1’eau. Cependant, ils n’entrainent pas seulement les composés

volatils.

Le point négatif des solvants organiques est leur toxicité. Cela réduit les champs d’application
des extraits obtenus (appelés « concrétes »), notamment dans les domaines pharmaceutiques et

agroalimentaires (Piochon, 2008).

1.8.5- L'enfleurage

1.8.5.1- L'enfleurage a froid

Ce processus d’extraction rarement utilisé, est réservé aux huiles florales de trés grande
qualité. Les senteurs particulierement délicates peuvent également étre capturées par enfleurage
dans de la graisse froide. Pour ce faire, le mieux est de suspendre simplement les plantes dans un
linge immergé dans de I’huile froide et de changer celui-ci aprés 12 a 24 heures. Pour pouvoir
utiliser la fragrance a la fin, il convient de la délaver de la graisse avec de 1’alcool puis de
distiller finalement cet alcool selon ses besoins afin de concentrer davantage la senteur.
L’enfleurage constitue en quelque sorte la part royale dans le domaine de la confection de
parfums, car il permet également de préserver des senteurs particulierement délicates dans leur
haute qualité et leur pureté. La macération dans I’alcool est sensiblement plus simple et moins
dispendieuse ; toutefois, cette méthode n’est en rien comparable a 1’extraction des senteurs par

enfleurage au niveau de la qualité (Moller, 2008).

1.8.5.2- L'enfleurage a chaud

Alternativement a la macération, il est également possible de procéder par I’enfleurage a
chaud dans la graisse. Pour cela, il convient de chauffer une graisse animale clarifi¢e (a défaut de
la vaseline ou de la paraffine, substances plus modernes) dans une chaudiére en cuivre a 60
degrés. Les plantes y sont incorporées et détrempées pendant 12 a 24 heures. Afin d’obtenir un
résultat de qualité, il faut pressurer les plantes et remplir de nouveau la chaudiére. Ce processus
est répété autant de fois que nécessaire pour assurer le passage d’un maximum d’arémes dans la
graisse. Ensuite une opération de filtration est nécessaire pour séparer la garisse des fleurs.
Une pate parfumée appelée « pommade » qui va étre traitée avec la méme technique d’extraction

que pour un enfleurage a froid (Méller, 2008).
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1.8.6- Extraction assistée par micro-ondes

Dans cette méthode la matrice végétale est chauffée par micro-ondes dans une enceinte
close dans laquelle la pression est réduite de maniere séquentielle. Les composés volatils sont
entrainés par la vapeur d'eau formée a partir de l'eau propre a la plante. Ils sont ensuite récupérés
a l'aide des procédés classiques de condensation, refroidissement et décantation (Figure n°9).
Ce procédé permet un gain de temps (temps d'extraction divis€¢ par 5 a 10) et d'énergie
(température plus basse) considérable. En guise d'exemple, 1'extraction par micro-ondes de deux
kilos de Mentha piperita permet d'obtenir environ 1% d'huile essentielle en 15 minutes alors que
deux heures d'hydrodistillation sont nécessaires pour obtenir un rendement similaire a partir de la

méme masse de plante (Mengal et al., 1993).
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Figure n°9: Schéma du principe de la technique d’extraction assistée par micro-ondes

(Lucchesi et al., 2004)

1.8.7- Extraction par du CO; supercritique

L'originalité de cette technique d'extraction réside dans le type de solvant employé: le
CO; supercritique. Au-dela du point critique (P = 73,8 bars et T = 31,1 °C), le CO, posséde des
propriétés intermédiaires entre celles des liquides et celles des gaz ce qui lui confére un bon
pouvoir d'extraction, qui plus est, facilement modulable en jouant sur les conditions de
température et de pression (Figure n°10). Cette technique présente énormément d'avantages.
Tout d'abord, le principal point fort est la qualité irréprochable de l'extrait puisqu'aucun

réarrangement ne s'opere lors du processus. Son unique point faible est le coit tres élevé de son
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installation (Pellerin, 1991). Cette technique est considérée comme la plus prometteuse car elle

fournit des extraits volatils de trés haute qualité (Wenqiang ef al., 2007).

Extrait

Condensateur
Séparateur

T
% Extracteur

Chauffage du CO,

Compresseur

r
— CO, supercritique — CO, & I'état gazeux
—  CO, supercritique + extrait — CO, & I'état liquide

Figure n°10 : Le montage d’extraction (Deschepper, 2017)
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I1- La famille des Myrtacées

La famille des Myrtacées regroupe 155 genres et 4000 especes dont la grande majorité est
distribuée dans de nombreux pays tropicaux (Amérique du Sud, Australie et Asie du sud-est).
(Muhamed et al., 2018). Les genres les plus répandus sont Melaleuca, Eucalyptus, Pimenta,
Myrtus et Syzygium (Vermeulen et al., 2011 ; Dupont et al., 2012).

Les Myrtacées sont des arbustes a feuilles entiéres et opposées, et a fleurs axillaires
hermaphrodites dotées de calice cupuliforme. Elles possédent de trés nombreuses étamines
insérées avec les pétales au sommet du tube calycinal. Le pistil est infére ou semi-infeére a 5
carpelles uniloculaires, a nombreux ovules et a placentation axile. Le fruit est bacciforme

bleuatre, globuleux de 5 a 8§ mm de diamétre (Quezel et al., 1963).

La famille se dénote par la présence de poches sécrétrices schizogénes visibles par
transparence et localisées dans le limbe des feuilles. Ces points translucides appelés également
lacunes sécrétrices, ou encore glandes aux huiles essentielles, produisent des composés
aromatiques tels que les terpénoides, I’eucalyptol, le caryophylléne et I’eugénol, ce qui explique
leur intérét en aromathérapie, et leur action ciblée sur les organes respiratoires (Botineau,
2010 ; Vermeulen et al., 2011 ; Dupont et al., 2012). Les plantes possedent ¢galement plusieurs
activités comme 1’activité anticholinestérase, antibactérienne et cytotoxique (Muhamad et al.,

2018).

II.1- Le genre Syzygium

Le nom botanique Syzygium provient du grec syn: avec, et zygon : joug, car les pétales
sont soudées ensemble, est une altération latine tardive de Caryophyllum, transcription des grec
Karyophyllon, désignant clou de girofle, Le terme de clou est dii a la forme caractéristique du
bouton floral séché (Salvatori, 2005). Ce genre englobe 400 a 500 espéces d’arbres et d’arbustes
aromatiques, persistants, vivants dans les sous —bois et les forets humides de toutes les régions

tropicales (Iserin, 2007).

II.1.1- Le clou de girofle (Syzigium aromaticum)

I1.1.1.1- Description morphologique

Syzigium armaticum est un petit arbre touffu, au port quasi conique, colonnaire, fortement
aromatiques avec 15 m d’hauteur (figure n°11) (Boullard, 1997). Ses feuilles, de 8 a 10 cm de
long, sont persistantes et coriacées, elles sont positionnées de manic¢re opposée, pétiolées,

ovales, aux limbes lancéolés, a la face supérieure vert rougeatre et a la face inférieure vert

.
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sombre, 1égérement ponctué. FElles sont aromatiques et dégageant une forte odeur de clou de
girofle au froissement. Le pétiole portant le limbe mesure entre 0,5 et lcm de long. Les nervures
sont nombreuses mais ne se voient pas beaucoup et la marge de la feuille est lisse (Barbelet,
2015). A I’¢état adulte, les feuilles sont vert foncé luisant, mais lorsqu’elles se développent elles

sont de couleur rose et comme saupoudrées d’or (figure n°12).

Figure n°12 : feuilles jeunes de couleur rose et feuilles matures de couleur vert du giroflier

(Barbelet, 2015)

E
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Les fleurs sont disposées en cymes terminales (figure n°13) de 25 fleurs environ, et
formant 3 fourches (figure n°14) (Max et Robert, 2003). Elles se présentent sous la forme d’un
long pédoncule, petite fleur a 1'extrémité des rameaux, a 4 pétales (blanc-rosé) pompon duveteux

d'é¢tamines blanches saillantes, les fleurs a 4 pétales blanc ros¢ sont caractérisées par leurs

Syzygium aromaticum

sépales rouges persistants (Rakotoatimanana et al., 1999).

Figure n°13 : Structure du giroflier
(Benzeggouta, 2015)

Figure n°14: Boutons floraux et fleurs
du giroflier (Barbelet, 2015)

Les boutons floraux brun foncé a allure de clou (figure n°15), de 12 & 17 mm de long,
possedent un calice inférieur (hypanthe) pouvant attendre 4 mm d’épaisseur, surmonté par 4
lobes coriaces et divergents constitués par les 4 sépales charnus, étalés en croix. Les 4 pétales
non étalés, plus clairs, de couleur brun-jaune, forment une coiffe (rangée du milieu) recouvrant
nombreuses étamines recourbées et un style court dressé sur un disque nectarifere a la base. Le

tube réceptaculaire formant I’ovaire infére biloculaire est un peu anguleux, ride, et renferme de

plusieurs graines (Max et robert, 2003).

'f

Figure n°15 : Syzygium aromaticum (Girofle) (Teuscher et al., 2005)
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Le giroflier fleurit deux fois par an (Amit et Parul, 2011). Le moment le plus favorable a
la récolte des boutons floraux ou clous de girofle, est avant 1'épanouissement de la corolle
(Ghedira et al., 2010), quand ils commencent a prendre une teinte rosée. Les clous de girofle
sont mis ensuite sur des claies au soleil ou a feu doux pour les sécher. Au cours du séchage, les
clous perdent entre 67 et 72 % d'eau (Benzeggouta, 2015).

Le giroflier peut vivre jusqu’a 150 ans (Barbelet, 2015). La production des clous de girofle

commence a I’age de 20 ans et reste active pendant une cinquantaine d’années (Iserin, 2007).

11.1.1.2- Classification

La classification a été réalisée selon (Barbelet, 2015) et elle est comme suit :
e Embranchement : Spermatophytes
e Sous embranchement : Angiospermes
e Classe : Dicotyledonae
e Sous classe : Rosidae
e Ordre:Myrtales
o Famille : Myrtaceae
e Genre : Syzygium

e Espece : Sysygium aromaticum

I1.1.1.3- Nomenclature de la plante

Comme beaucoup d’especes, le giroflier a porté plusieurs noms scientifiques avant d’étre nommé

Syzygium aromaticum (Faucon, 2012).

o  Caryophyllus aromaticus L. (1753);

e FEugenia caryophyllata Thunb. (1788);

o FEugenia caryophyllus Spreng. (1825);

e Fugenia aromatica (L.) Baill. (1876) Jambosa caryophyllus (Thunb.) Nied. (1893) ;
o  Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry, (1939).

Actuellement, les noms Syzygium aromaticum et Eugenia caryophyllus sont tous les deux
employés (Pulikottil et Nath, 2015). Le nom commun est clove (Amit et Parul, 2011). Elle est
appelée en arabe: Koronfil (J&_%), en frangais: Clou de girofle, arbre au clou et en anglais: Clove

buds (Ghedira et al., 2010).
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I1.1.1.4- Habitat

Le giroflier, comme beaucoup d’autres plantes de la famille des Myrtacées, est habitué¢
aux climats tropicaux. Il nécessite beaucoup d’ensoleillement sinon il ne donnera pas de clou,
cependant, a 1’état de jeune plante, il faut légérement I’ombrager durant les premiers mois.
Il a également besoin d’humidité, de chaleur, et d’une altitude basse qui ne dépasse pas les 300
metres. Les climats marins semblent favoriser son développement (Bois, 1999).

Bien qu’il nécessite une humidité atmosphérique de 80%, I’eau stagnante est nuisible aux
racines. Il se plait sur les terrains qui s’écoulent bien et sur les pentes basses des collines. En
revanche, les sols trés argileux et sableux ne lui conviennent pas (Ranoarisoa, 2012 ; Ministére
de I’agriculture de République de Madagascar, 2014).

Dans I’idéal, le giroflier a besoin d’un sol volcanique (ou sédimentaire), au bord de mer (surtout
pour I’altitude), avec une forte pluviométrie bien répartie sur I’année, et un ensoleillement plus

marqué a I’apparition des inflorescences (Ramarijaona, 1985 ; Mailhebiau, 1989).
I1.1.1.5- Répartition géographique

Originaire des Moluques, le giroflier est largement cultivé dans les régions tropicales.
Feuilles persistantes opposées et fleurs en petites cymes (Shauenberg et Paris, 2005), elles
furent I'une des premiéres épices a faire 1’objet d’un commerce florissant dés I’ Antiquité (Iserin,
2007). Les girofliers sont cultivés en Tanzanie, Madagascar, Seychelles, ile Maurice, Antilles

ainsi que, dans 1’ouest de 1’Inde et au Brésil (Brickell ez al., 2004).

I1.1.1.6- Composition chimique

Le clou de girofle est riche en substances bioactive telle que 1’huile essentielle (environ
15 a 20%). Celle-ci contient selon la Pharmacopée européenne, de I’eugénol (75 a 88% de
I’huile), de I’acétate d’eugénol (4 a 15%), de I’alpha- et béta-caryophyllene (5 a 14%) (Direction
de la qualité du médicament du conseil de I’Europe, 2004).
Les boutons floraux, les pédoncules fructiféres et les fruits sont spécialement riches en essence
de girofle, en eugénol et en béta-caryophylléne (Brickell ez al., 2004). D’autres constituants sont
¢galement présents dans le giroflier tels que les flavonoides (environ 0,4%), les tanins (environ
12%), I’acide phénolique, les stérols et triterpénes, les glucides, les sels minéraux et les

chromons (Max et robert, 2003 ; Shauenberg et Paris, 2013).
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I1.1.1.7- Usages de Syzygium aromaticum L.

I1.1.1.7.1- Usages anciens et actuels

Les usages du clou de girofle sont treés variés. C’est d’abord une épice utilisée dans de
nombreuses cuisines orientales ou occidentales (ingrédients de la plupart des currys, du pain
d’épices ou de la choucroute) (Teuscher et al., 2005). Le clou est connu pour ses propriétés
antiseptiques et anesthésiques ; il est utilisé depuis trés longtemps en dentisterie, en cosmétique
et en parfumerie, mais la majeure partie de la production mondiale et en particulier, le tout-
venant malgache, sert a la fabrication des kreteks, cigarettes traditionnelle indonésiennes

composées d’un mélange de tabac et de girofle (Teuscher et al., 2005 ; Duclos, 2012).

I1.1.1.7.2- Intérét en phytothérapie

Les clous de girofle sont efficaces en cas d’acné, d’ulcere cutanés, de plaies et d’orgelets,
préviennent la nausée. Ils sont également treés utilisés pour atténuer les maux de dents et les
indigestions (Bremness et al., 2011). En Asie tropical, ils furent souvent recommandés en cas de

paludisme, de choléra, de tuberculose, de la gale et de certaines affections virales (Iserin, 2007).

I1.1.1.7.3- Usage médical

a. Traitement buccodentaire

L’eugénate est composé d’eugénol, il est présent dans les huiles essentielles du clou de
girofle et d’oxyde de zinc, il est utilis¢ comme patte pour la reconstitution des dents.
L’eugénol est aussi utilisé, comme anesthésiant et cautérisant pulpaire en cas d’alvéolite apres

extraction dentaire (Lamendin et al., 2004).
b. Antispasmodique

Les clous de girofle soulagent les troubles digestifs tels que les flatulences et les coliques.
Ils apaisent aussi la toux, les spasmes musculaires lors de leur application locale (Iserin et al.,

2001).
c. Stimulant physique et intellectuel

Le clou de girofle a une action stimulante aussi bien dans les cas d'asthénie intellectuelle
(perte de mémoire), que corporelle, considéré comme aphrodisiaque, il stimule et augmente

¢galement les contractions de 1'utérus lors de 1'accouchement (Iserin et al., 2001).

-
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11.1.1.7.4- Autres utilisations

En agriculture, ’huile essentielle posséde un effet herbicide et protecteur des cultures
contre les insectes et les champignons (Alice, 2011) et un effet insecticide sur les charancons
nuisibles des graines en stocks. Les clous de girofle entiers, mais aussi en poudre, servent a
aromatiser les conserves de légumes, le chou rouge ou la choucroute, les compotes de pommes et

autres fruits (Georgetti, 2003).
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ITI- Activités biologiques des huiles essentielles

Les huiles essentielles posseédent un trés large champ d’activités biologiques, telles que
I’activité antimicrobienne, antioxydante, anti-tumorale, anti-inflammatoire...etc. Ces différentes
propriétés sont souvent réduites a 1’activité¢ de leurs composés majoritaires et minoritaires
(Lahlou, 2004).

De nombreuses recherches ont démontré que les huiles essentielles pouvaient agir contre
une large gamme de microorganismes et ce, en inhibant la croissance aussi bien des bactéries et
des levures (Duarte et al, 2005), que des moisissures pathogeénes et opportunistes (De
Bellerbeck, 2002). De méme, elles sont trés efficaces contre les germes résistants aux
antibiotiques, c’est le cas du staphylocoque doré qui est sensible a I’huile essentielle du thym,
origan et sarriette (Caillet ef al., 2009).

Elles sont également grand intérét lorsqu’elles sont utilisées pour préserver les aliments des
effets toxiques des oxydants (Miguel, 2010). Certaines sont méme plus efficaces que les
antioxydants synthétiques (Hussain et al., 2010). Cette activité est due principalement a la

présence de phénols tels que I’eugénol, le thymol et le carvacol (Tepe et al., 2005).

Par ailleurs, des effets anti-inflammatoires ont €t¢é démontrés pour certaines huiles.
Ces derniers s’averent étre similaires & ceux des médicaments de synthéses, avec 1’avantage,
d’étre efficaces et d’avoir trés peu d’effets secondaires (Ndoye Foe et al., 2016). Ces propriétés
sont attribuées généralement aux esters et aux aldéhydes monoterpéniques (Gauriat, 2015).
Certaines huiles essentielles telles que celles de 1’ail et du curcuma présentent une activité anti-
tumorale intéressante. Celle-ci est particulierement mise en évidence dans le cas du cancer de la

prostate et du glioblastome (Fogang et al., 2014).

II1.1- Activité antibactérienne

Les huiles essentielles agissent aussi bien sur les bactéries Gram positives que sur les
bactéries Gram négatives. Toutefois, ces dernieéres paraissent moins sensibles a leur action que
les bactéries Gram positives (Reynolds, 1996). C’est le cas par exemple, de I’huile essentielle de
Lavandula qui est beaucoup plus active contre Enterococcus faecalis et Bacillus subtilis que sur
Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae. Cette résistance est attribuée a la présence des
lipopolysaccharides dans la paroi cellulaire qui constitue une barriére pour 1’huile essentielle

(Bezic et al., 2013).
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Ce sont généralement des composés tels que les terpénoides et les phénylpropanoides qui
conférent aux huiles essentielles leurs propriétés antibactériennes. L’activité de ces molécules
dépend, a la fois, du caractere lipophile de leur squelette hydrocarboné et du caractére hydrophile
de leurs groupements fonctionnels. Les molécules oxygénées sont généralement plus actives que
les hydrocarbonées (Kalemba et Kunicka, 2003). De méme, les composés phénoliques peuvent
agir en tant qu’agents antimicrobiens et ce, a des spectres variables En effet, certains quinones,
par exemple, n’exercent un effet bactériostatique que sur les bactéries Gram positives (Pibiri,

2006).

I11.1.1- Mode d’action antibactérien

Les huiles essentielles sont des molécules a caractére lipophile, ce qui leur permet de se
répartir dans les lipides des membranes cellulaires bactériennes et de les désorganiser,
augmentant de ce fait leur perméabilit¢ (Oussalah, 2006). L’action est légerement différente
pour les bactéries Gram négatives ; les composés hydrophobes des huiles sont capables de
gagner leur périplasme directement par les porines (Helander 1998). On observe alors chez les
bactéries, un mauvais fonctionnement de la membrane cellulaire perturbant ainsi, le transport
membranaire des substances nutritives, et provoquant une trés importante perte d'électrolytes
comme le potassium et le sodium et la coagulation du contenu protéique des cellules, ainsi
qu'une sensibilité accrue aux changements de pH de leur milieu de culture (Lambert, 2001 ;

Burt, 2004).
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Figure n°16: Mode d’action antibactérien des huiles essentielles (Burt, 2004)
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II1.1.2- Activité antifongique

Les huiles essentielles sont actives contre diverses levures et moisissures. Les plus
¢tudiées dans la littérature appartiennent a la famille des Labices: thym, origan, lavande,
menthe, romarin...etc (Voukouet ez al., 1988) mais aussi, a la famille des Rutacées tel que le
Citrus, aux Cistacées tel que le Cistus (Fisher et Phillips, 2008), aux Myrtacées tels que
I’Eucalyptus et le clou de girofle (Jaset-Dongmo et al., 2008). Parmi les espéces fongiques
ayant déja montré une sensibilité envers les huiles essentielles, nous citons, Candida albicans
vis-a-vis de I’huile d’origan, de cannelle et de thym vulgaire, Trichophyton mentagrophytes vis-
a-vis de I’huile de sarriette et d’arbre a thé ou encore, Pityriasis versicolor vis-a-vis de 1’huile de

lemongrass (Laurent, 2017).

L’activité¢ antifongique des composés aromatiques semble étre liée a la présence de phénols
monoterpéniques et aromatiques, des alcools monoterpéniques, des aldéhydes aromatiques et

monoterpéniques et des lactones (Ultee et al., 2002 ; Laurent, 2017).

II1.1.2.1- Mode d’action antifongique

Les huiles essentielles ont une activité anti fongique, car elles agissent sur 1’élongation du
mycélium et la toxicogénése chez les moisissures et sur la biomasse et la production du
pseudomycélium chez les levures et aussi elles inhibent la germination des spores (Hulin ef al.,
1998). Cette activité peut se faire selon deux mécanismes différents ; certains constituants
peuvent provoquer une augmentation de la perméabilité de la membrane plasmique suivie de sa
rupture entrainant ainsi, une fuite des électrolytes et 1’épuisement des acides aminés et des
sucres, d’autres peuvent s’insérer dans les lipides membranaires et par conséquent, induire la

perte des fonctions membranaires (Suppakul ez al., 2003).

II1.2- Activité antimicrobienne de I’huile essentielle de clou de girofle

II1.2.1- Activité anti bactérienne

L’huile essentielle du clou de girofle est active aussi bien contre les bactéries gram
positives, telles que Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Acinetobacter sp et Helicobacter
pylori que contre les bactéries gram négatives, telles que Escherichia coli, Proteus mirabilis,
Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris et
Pseudomonas aeruginosa. Cette activité pourrait étre attribuée essentiellement a 1’eugénol qui

est un phénol et le composé majoritaire de I’huile essentielle (Rhayour, 2002 ; Oussalah, 2007).
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Ce dernier n’est pas le seul a étre actif, I’eugényle acétate, présent généralement a 10% environ,

posseéde également des propriétés bactéricides (Musthafa, 2015).

II1.2.2- Activité antifongique

L’huile essentielle du clou de girofle posséde une puissante activité contre les
dermaphytes et les champignons pathogeénes et opportunistes, tels que les levures du genre
Candida (C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. glabatr) mais aussi,
Cryptococcus neoformans et Aspergillus fumigatus L huile est particuliérement connue pour son
efficacité¢ dans le traitement des candidoses cutano-muqueuses telle que, la candidose vulvo-
vaginale. L’activité antifongique de I’huile est attribuée essentiellement & son composé majeur

I’eugénol (Pinto et al., 2009).
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I- Matériel et méthodes

I.1- Matériel végétal

L’espece Syzygium aromaticum a été procurée chez un herboriste de la région de Khemis
Miliana (Ain Defla).
Notre choix s’est porté sur cette plante en raison de sa disponibilité sur le marché tout au long
de I'année, et pour son importance majeure et son usage quotidien dans la cuisine Algérienne ou

en médecine traditionnelle

Figure n°17 : les clous de girofle utilisés pour I’extraction de I’huile essentielle

1.2- Huiles essentielles

I.2.1- Technique d’extraction

L’extraction de I’huile essentielle de Syzygium  aromaticum a été réalisée par
hydrodistillation a I’aide d’un appareil de type Clevenger (figure n°18). Pour ce faire, 100 g de
matiere végétale seche a été mise dans un ballon a fond rond additionné d’un volume de 500 ml
d’eau distillée. Le tout est porté a ébullition pendant 1H30 a 2H. Les vapeurs chargées d’huile
essentielle sont entrainées et condensées dans un réfrigérant. Le liquide recueilli résulte en un
distillat avec des gouttes d’huile essentielle. Apres repos du liquide, ’huile se sépare de I’eau par
différence de densité. Elle est ensuite récupérée et conservée a 4°C dans un tube en verre opaque,

fermé hermétiquement pour la préserver de I’air et de la lumiere.
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Systéme d’'eau pour refroidissement

Condenseur

Récepteur gradue -

Systeme de cohobage

Ballon

Figure n°18: Dispositif d’extraction des huiles essentielles de type Clevenger

1.2.2- Calcul du rendement

Le rendement en huile essentielle est définit comme étant le rapport entre la masse de la
matiere végétale utilisée et la masse de 1’huile essentielle obtenue apres extraction (AFNOR,

2000). 11 est calculé selon la formule suivante :

R HE(%) = MHE/Ms.100

Avec :
R: rendement en huile essentielle.
MHE : la masse d’huile essentielle en gramme.

Ms : la masse de la mati¢re végétale en gramme.
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I.3- Procédés d’étude microbiologique

1.3.1- Souches testées

Pour notre étude, nous avons testé quatre souches microbiennes de référence provenant
de I’institut Pasteur d’Alger (tableau n°2). Le choix des souches a été porté sur la base de leur

importance en tant qu’agents infectieux dans le domaine de la santé.

Tableau n°1 : Liste des souches microbiennes testées

La souche microbienne Code Gram
Escherichia coli ATCC 25922 Négative
Bacillus cereus ATCC 10876 Positive

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Négative
Candida albicans ATCC 10231

ATCC: American Type Culture Collection

1.3.2- Milieux de culture utilisés

Suivant la méthode employée et les souches étudiées, les milieux de culture utilisés sont
les suivants (annexe 1) :
- Bouillon nutritive (BN) ;
- Gélose nutritive (GN) ;
- Gélose Muller-Hinton (MH);

- Sabouraud.

1.3.3- Préparation de ’'inoculum

Les inoculums sont préparés a partir d’une culture jeune en milieu liquide (bouillon
nutritif) de 18 H pour les bactéries et de 48 H pour la levure et ce, en les diluant dans de 1’eau
physiologique stérile de fagon a avoir des suspensions de 10° UFC/ml de bactéries et

10° UFC/ml de levures.

La turbidité de cette suspension est ajustée a I’aide d’un spectrophotometre de type
Genesys 10UV par la mesure de la densité optique. Celle-ci doit étre comprise entre 0.08 et 0.1 a
une longueur d'onde de 625 nm pour les bactéries (Baser et Buchbauer, 2010), et entre 0.12 et

0.15 & une longueur d’onde de 600 nm pour les levures (Haddouchi et al., 2009).

&
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1.3.4- Etude de la sensibilité des souches vis-a-vis des antibiotiques et des antifongiques

La technique utilisée est la méthode de diffusion de disques sur milieu gélosé¢ (NCCLS,
2001). Des milieux de culture (Mueller-Hinton pour les bactéries et Sabouraud pour la levure)
coulés en boites de Pétri sont ensemencés par écouvillonnage avec une suspension bactérienne

de 10° UFC/ml et fongique de 10° UFC/ml.

Des disques d’antibiotiques et des disques imprégnés d’une solution d’antifongique sont
ensuite placés sur les milieux de culture a I’aide d’une pince stérile. Les boites de Pétri ont été
fermées, et maintenues a la température du laboratoire pendant 30 min afin de laisser diffuser,
avant d’étre incubées a 37° C pendant 24 H pour les bactéries et a 28 © C pendant 24 et 48 H

pour la levure. Les essais sont effectués trois fois.

Les différents antibiotiques testés sont présentés dans le tableau n°2. Concernant les

antifongiques, seules deux solutions a 1% ont été utilisées: éconazole et clotrimazole.

Tableau n°2: la liste des antibiotiques utilisés

Antibiotique Sigle Charge du disque

Acide clavulanique AUG 30 ug

Ampicilline AMP 10 pg

Chloramphénicol C 30 ug

Erythromycine E 15 ug

Gentamicine CN 30 ug

Oxacilline 0X 5ug

Pipéracilline PRL 30 ug

Polymyxine B PB 100 TU

1.3.5- Etude de la sensibilité des souches vis-a-vis de I’huile essentielle

1.3.5.1- Technique d’aromatogramme (méthode de Vincent)

Cette technique, fiable et reproductible, est souvent la plus utilisée pour I’évaluation de
I’activité¢ antimicrobienne. Elle repose sur le principe de 1’antibiogramme (NCCLS, 2001).
Elle consiste a déposer des disques stériles de papier Wattman de 6 mm de diamétre contenant
10 pl d’huile essentielle a la surface du milieu Mueller-Hinton pour les bactéries et du milieu
Sabouraud pour la levure. Ces derniers ont été préalablement ensemencés par écouvillonnage

avec une suspension de 10° UFC/ml de bactéries et de 10° UFC/ml de levures.
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Les boites de Pétri ont été fermées et maintenues a la température du laboratoire pendant
30 min afin de laisser diffuser, avant d’étre incubées a 37° C pendant 24 H pour les bactéries et a

28 ° C pendant 24 et 48 H pour la levure. Les essais ont été effectués trois fois.

L’obtention d’un halo clair autour du disque montre la zone ou les germes n’ont pas pu se
développer. Le diamétre de la zone d’inhibition, qui dépend de la sensibilité a I’huile essentielle,

est mesuré en mm traduisant 1’activité¢ antimicrobienne de 1’huile essentielle (Benkeblia, 2004;
Hanif et al., 2011).
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II- Résultats et discussion

I1.1- Description de I’huile essentielle de Syzygium aromaticum

L’huile essentielle de 1’espece Syzygium aromaticum a été obtenue par la technique
d’hydrodistillation. Le tableau n°3 présente les caractéristiques de 1’huile, a savoir, 1’aspect, la

couleur et ’odeur en comparaison avec les normes ¢établies par AFNOR (1992).

Tableau n°3 : Description de ’huile essentielle

Aspect Couleur Odeur
Liquide mobile Jaune tres clair Epicée
Norme AFNOR 1992 | limpide parfois, caractéristique de
légeérement visqueux I’eugénol
Huile essentielle de Liquide mobile Jaune clair Epicée
Syzygium aromaticum | limpide

I1.2- Rendement en huile essentielle

Le rendement de I’huile essentielle extraite par hydrodistillation a partir des boutons de

clous de girofle est présenté dans le tableau n°4.

Tableau n°4 : Rendement en huile essentielle
Huile essentielle du clou de girofle Norme AFNOR 1992
Rendement (%) 2.96% De 5% - 8%

Les résultats indiquent que I’espece Syzygium aromaticum renferme un taux de 2.96%
d’huile essentielle. Cette valeur est inférieure comparée a la norme établie par AFNOR (1992)
(tableau n°4). Un résultat similaire au nétre, a été¢ obtenu par Atmani et Baira (2015), en effet,

leur rendement est de 3%. Il en est de méme pour Boukhatem (2017) dont le taux a été de 3.3%.

Le rendement en huile essentielle peut étre influencé par divers facteurs, tels que le
génotype de la plante, son origine géographique, la période de récolte, le climat, les propriétés
physico-chimiques du sol ainsi que, la méthode d’extraction employée, les parties végétales

utilisées et les conditions de séchage (Naili, 2013).
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I1.3- Etude de P’activité antimicrobienne

I1.3.1- Etude de la sensibilité des souches vis-a-vis des agents antimicrobiens

L'activité antimicrobienne des antifongiques a été évaluée sur une levure (Candida
albicans) et des antibiotiques sur une bactérie Gram positive (Bacillus cereus) et deux bactéries
Gram négatives (Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa), et ce, par la méthode de

diffusion des disques en milieu gélosé. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau n°S.

Tableau n° 5 : Résultats de ’activité antimicrobienne des antibiotiques et des antifongiques

exprimés par le diamétre de la zone en mm

Les agents Bacillus Escherichia coli Pseudomonas Candida
antimicrobiens cereus ATCC 25922 aeruginosa albicans
ATCC 10876 ATCC 27853 ATCC 10231
Oxacilline (OX) 0 0 0 _
Ampicilline(AMP) 0 0 0 B
Gentamicine (CN) 30+ 4.61 24+ 1.73 25+ 4.02 _
Erythromycine (E) 35 10 0 _
Pipéracilline(PRL) 11 0 6+ 0.58 _
Acide clavulanique 0 0 0 B
(AUQG)

Chloramphénicol(C) 30 32 8 B
Polymyxine B (PB) 15 16+ 0.58 18+ 0.58 _
Econazole _ _ _ 22
Clotrimazole _ _ _ 15

ATCC: American Type Culture Collection
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Cette étude est basée sur la mesure du diametre des halos d'inhibition de la croissance
microbienne vis-a-vis des agents antimicrobiens
Selon le diamétre obtenu, la sensibilité des germes est classée dans 1'une des catégories
suivantes:
D <8 mm : Souches résistante (-).
9 mm <D < 14 mm : Souches sensible (+).
15 mm <D < 19 mm : Souches trés sensible (++)

D > 20 mm : Souches extrémes sensible (+++) (Ponce et al., 2003).

D’apres les résultats obtenus, nous constatons d’une part, que 1’espéce Bacillus cereus
ATCC 10876 est extrémement sensible a la gentamicine (CN), I’erythromycine (E) et le
Chloramphénicol (C), mais I’est nettement moins envers la Polymyxine B (PB) et la
Pipéracilline (PRL), les diameétres des zones d’inhibition obtenus varient de 11mm a 35mm.
D’autre part, la souche est résistante aux trois autres antibiotiques testés, a savoir, 1’oxacilline
(OX), I’ampicilline (AMP) et I’acide clavulanique (AUG). En effet, aucune inhibition n’a été

notée pour ces derniers (figure n°19).

Figure n°19 : Les résultats de I’antibiogramme de Bacillus cereus ATTC 10876

L’espece Escherichia coli ATCC 25922 s’est montrée trés sensible a 1’action de la
gentamicine (CN), Derythromycine (E), chloramphénicol (C) et polymyxine B (PB), les
diamétres des zones d’inhibition varient de 10 mm a 32 mm. Par contre, elle est résistante a
I’oxacilline (OX), ampicilline (AMP), pipéracilline (PRL) et acide clavulanique (AUG) (figure
n°20).
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Figure n°20 : Les résultats de I’antibiogramme d’Escherichia coli ATCC 25922

L’espece Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 est trés sensible a la gentamicine (CN)
et a la polymyxine B (PB), mais ’est beaucoup moins vis-a-vis du chloramphénicol (C), les
zones d’inhibition ont des diamétres respectifs de 25 mm, 18 mm et 8 mm.

Comme Escherichia coli ATCC 25922, la souche est résistante a 1’oxacilline (OX), I’ampicilline
(AMP), la pipéracilline (PRL) et I’acide clavulanique (AUG), mais 1’est de plus, envers
I’erythromycine (E) (figure n° 21).

Figure n°21 : Les résultats de I’antibiogramme de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
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Concernant I’espece Candida albicans ATCC 10231, les résultats indiquent qu’elle est
trés sensible a I’éconazole et au clotrimazole, les zones d’inhibition ont été enregistrées a des

diamétres respectifs de 22 mm et 15 mm (figure n°22).

Figure n°22 : Les résultats de I’antifongigramme de Candida albicans ATCC 10231

I1.3.2- Etude de la sensibilité des souches vis-a-vis de I’huile essentielle de Syzygium

aromaticum

L’évaluation de I’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle de Syzygium aromaticum
a été réalisée par la méthode de diffusion des disques sur milieu gélosé. Les résultats obtenus

sont présentés dan le tableau n°6.

Tableau n°6 : Résultats de I’activité antimicrobienne de I’huile essentielle du clou de girofle

exprimés par le diamétre de la zone en mm

Souches microbiennes Huile essentielle
Escherichia coli ATCC 25922 21+ 2,39
Bacillus cereus ATCC 10876 30+ 2,07

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 14+ 3,55
Candida albicans ATCC 10231 35+£0.00

ATCC: American Type Culture Collection
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Nous constatons d’apres les résultats obtenus (tableau n°6), que 1’huile essentielle de
Sysygium aromaticum a été trés active contre les quatre souches microbiennes : Escherichia coli
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Bacillus cereus ATCC 10876 et
Candida albicans ATCC 10231. Cette derni¢re s’est avérée étre plus sensible que les trois

premiceres, avec une zone d’inhibition d’un diameétre maximal de 35 mm (figure n°23).

Figure n°23 : La sensibilité de Candida albicans ATCC 10231 vis-a-vis

de I’huile essentielle de Syzygium aromaticum

Bacillus cereus ATCC 10876 est la deuxiéme souche la plus sensible a I’huile essentielle
avec une zone d’inhibition de 30 mm de diamétre (figure n°24), suivie par Escherichia coli

ATCC 25922 (21 mm de diamétre) et enfin, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 avec 14 mm

de diametre (figure n°24).

Escherichia coli ATCC 25922 Pseudomonas aerugenosa ATCC 27853
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Bacillus cereus ATCC 10876

Figure n°24: la sensibilité des souches bactériennes testées vis-a-vis de
I’huile essentielle de Syzygium aromaticum

De nombreux travaux antérieurs confirment I’effet antimicrobien de I’huile essentielle de
Syzygium aromaticum. L’étude faite par Gupta et al. (2008) montre que Escherichia coli et
Bacillus cereus sont trés sensibles a 1’action de I’huile ; les diamétres respectifs des zones
d’inhibition obtenus sont de 17 mm et 24 mm, ces résultats sont légerement inférieurs comparés
aux notres (21 mm et 30 mm, respectivement). Un résultat presque similaire au notre a été relevé
par Dobre et al. (2011) concernant B. cereus (28 mm de diametre). En revanche, Reisi et al.
(2016) ont enregistré des diameétres nettement plus inférieurs que les travaux précités, a savoir,

15 mm pour B. cereus et 09 mm pour E. coli.

L’¢étude réalisée par Sameer et Badri (2017) et Simiat et al. (2017), montrent que 1’huile
essentielle a été tres active contre Pseudomonas aeruginosa, les diametres des zones d’inhibition
sont quasi similaires (22 mm et 21 mm, respectivement). Par comparaison, ces valeurs sont
supérieures au ndtre (14 mm de diameétre). Gupta et al. (2008) a, par contre, constaté une

résistance de la souche envers 1’huile essentielle.

Concernant Candida albicans, Sameer et Badri (2017) ont not¢ un diamétre de zone
d’inhibition de 32 mm, ce qui est presque similaire au notre (35 mm). Cependant, ces résultats

restent inférieurs a celui trouvé par Simiat ef al. (2017) (44 mm de diamétre).

Par comparaison entre les résultats d’aromatogramme, d’antibiogramme et
d’antifongigramme (tableau n°5 et n°6), nous constatons que 1’huile essentielle de Syzygium

aromaticum est la plus active. En effet, celle-ci a exercé une activité supérieure a celle des
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antibiotiques étant donné qu’elle a pu inhiber la croissance de toutes les souches bactériennes
testées, alors que certains antibiotiques tels que, oxacilline (OX), ampicilline (AMP) et acide
clavulanique (AUG) ont été inactifs. La méme observation est faite en comparant 1’huile aux
antifongiques : éconazole et clotrimazole. En effet, la levure a été plus sensible a 1’huile (35 mm

de diamétre) qu’a ces derniers (22 mm et 15 mm, respectivement).

L’activité antibactérienne de I’huile essentielle de Syzygium aromaticum pourrait &tre
attribuée aux phénols et notamment, a son constituant majoritaire 1’eugenol (Rhayour, 2002).
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
Premiérement, les molécules de I’huile essentielle vont attaquer la membrane de la bactérie.
Deuxieémement, 1’huile essentielle va acidifier I’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 dernicre.

De nombreuses études rapportent que l'effet antibactérien des huiles essentielles contre
les souches Gram positives est plus prononcé que contre les souches Gram négatives. Ce qui
confirme nos résultats, en effet, Bacillus cereus ATCC 10876 a été plus sensible a 1’huile
essentielle du clou de girofle que Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853et Escherichia coli
ATCC 25922 Ceci est di a la structure de la membrane externe des bactéries Gram négatives et
plus particuliérement, aux lipopolysaccharides. Ces derniers rendent la membrane externe plus
hydrophile, ce qui empéche les composés hydrophobes d’y adhérer (Laszlo, 2000 ; Raeisi et al.,
2016).

L’activité antifongique de I’huile essentielle de Syzygium aromaticum peut également
étre liée a la présence de phénols et surtout, a ’eugénol. Une étude faite par (Pinto ez al. , 2009)
a démontré que ce composant avait une grande activité fongicide contre Candida albicans, ce qui

est en accord avec nos résultats.

D’autres composants tels que les alcools monoterpéniques, les aldéhydes aromatiques et
monoterpéniques et les lactones, peuvent ¢également é&tre responsables de [Dactivité
antimicrobienne (Ultee et al, 2002 ; Laurent, 2017). Il est & noter que les composés
minoritaires peuvent avoir une part de contribution. En effet, ces derniers y agissent de manicre

synergique avec les composés majoritaires (Lahlou, 2004).

-
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Par ailleurs, les différents résultats obtenus par les travaux précités comparés aux notres,
pourrait étre liés a de nombreux facteurs écologiques, tels que la température, I’humidité relative,
I’insolation, la nature du sol ainsi que, la période de récolte. En effet, ces derniers peuvent
influencer la composition chimique des huiles essentielles et de ce fait, leur activité

antimicrobienne (Oliveira et al., 2005 ;Bounatirou et al., 2007).
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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 ’activité antimicrobienne de I’huile essentielle de
Syzygium aromaticum.
L’extraction de I’huile essentielle du clou de girofle par hydrostillation a révélé un rendement de

2.96%.

Les résultats de 1’antibiogramme nous ont permis de constater que Escherichia coli
ATCC 25922 était sensible a 1’action de quatre antibiotiques (gentamicine (CN), erythromycine
(E), chloramphénicol (C) et polymyxine B (PB)), Les diametre des zones d’inhibition varient de
10 mm a 32 mm, Pseudomonas aerugineosa ATCC 27853 a été sensible a trois antibiotiques
(gentamicine (CN), chloramphénicol (C), et polymyxine B (PB)) avec des diamétres allant de 8
mm a 25 mm. Quant a Bacillus cereus ATCC 10876, elle a été inhibée par cinq antibiotiques
(gentamicine (CN), erythromycine (E), chloramphénicol (C), pipéracilline (PRL), polymyxine B
(PB)), faisant d’elle la bactérie la plus sensible, les diametres des zones d’inhibition varient entre
11 mm et 35 mm.

Par ailleurs, les résultats de I’antifongigramme ont montré que Candida albicans ATCC 10231
était trés sensible a 1’econazole et au clotrimazole, les diameétres des zones d’inhibition sont de

22 mm et 15 mm, respectivement.

L’activité antimicrobienne de ’huile essentielle de Syzygium aromaticum a été évaluée
par la méthode de diffusion des disques sur milieu gélosé (aromatogramme). Les résultats
montrent que 1’huile a exercé un trés grand effet inhibiteur sur les quatre souches microbiennes
de références, a savoir, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922,
Bacillus cereus ATCC 10876 et Candida albicans ATCC 10231, Ces deux derniéres souches se
sont avérées étre les plus sensibles a I’huile essentielle ; le diamétre de leur zone d’inhibition

respectif est de 30 mm et 35 mm.

En comparant les résultats de I’aromatogramme avec les résultats de 1’antibiogramme et
de I’antifongigramme, il est clair que ’huile essentielle de Syzygium aromaticum posséde un

pouvoir antimicrobien supérieur a celui des agents antimicrobiens standards utilisés. En effet, les

<
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diametres des zones d’inhibitions enregistrés sont plus grands. De plus, la croissance de toutes
les souches microbiennes a été inhibée par I’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

€n:

» Déterminant les concentrations minimales inhibitrices, bactéricides et fongicides de
I’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

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

Annexe n°1
Milieux de culture
Milieux Composition des milieux de culture
Gélose Extraitde viande...........cooiiiiiiiiii e lg
nutritive Extraitde levure...........oooiiiiiiiiii 2,5¢
Peptone. .. oo Sg
Chlorure de sodium..........cooeiiiiiii e, S5¢g
AAr AGAT. ..o 15¢
Eau distillée. ... ..oooieiiii 1000ml
pH=7
Gélose MH Infusion de viande de boeuf (déshydratée) ......................... 300 g
Hydrolysat de caséine ..........cccceeeeieieciieeiieecieeeee e 0175¢
AMIAON ... 01,50 g
Eau distillée .......oovniiiii 1000 ml
AGAr AGAr ..o 17,00 g
pH=17,5
Bouillon Extrait de viande ...........ooiiiiiiii i lg
nutritif EXtrait de IeVUIe........coecviiriiiiieieeeee e 25¢g
Peptone ....oneeiii e Sg
Chlorure de sodium. ..........oeiiiiii i e 5¢
Eau distillée..........oiiii i 1000 ml
pH=7




Peptone.......cooveiiiiii e 10 g

Sabouraud GIUCOSE ..ttt 20¢g

N . | PP

pH=6

15¢g
Bau distillee. ..o, 1000 ml
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