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Résumé
L'objectif de notre travail est 1'é¢tude phytochimique et I'évaluation des activités

(antioxydantes et antibactériennes) des extraits aqueux et hydro-éthanolique des boutons floraux
du clou de girofle (Syzygium aromaticum L.).

Le rendement le plus important est signal¢ avec 1’extrait hydro-éthanolique (25,2%),
tandis que I’extrait aqueux a présenté un rendement de (11,7%). Le screening phytochimique a
mis en évidence la présence des tanins, saponines, polyphénols, flavonoides, alcaloides,
quinones, mucilage et protéines.

L’analyse quantitatives des deux extraits a mis en évidence des différences notables dans
la concentration des composés bioactifs. L’extrait hydro-éthanolique s’est distingué par une
teneur élevée en polyphénols (26,78+0,19ug EAG/mg d’E), comparée a celle de I’extrait aqueux
(19,59+0,03ug EAG/mg d’E). En revanche, I’extrait aqueux a montré une teneur plus
importante en flavonoides (20,38+0,03ug EQ/mg d’E) par rapport a I’extrait hydro-éthanolique
(14,14+0,01pg EQ/mg d’E), ainsi qu’en flavones et flavonols (50,79+0,15ug EQ/mg d’E)
contre (44,73+0,11png EQ/mg d’E). La teneur en tanins était relativement proche entre les deux
extraits (34,52+0,002ug EC/mg d’E) pour I’extrait aqueux et (33,88+0 ,003ug EC/mg d’E) pour
I’extrait hydro-éthanolique. Ces résultats reflétent la variation de ’extraction des composés
selon le type de solvant utilisé.

L’activité antioxydante des extraits a été¢ évaluée a 1’aide du test au radical DPPH (2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyl), permettant de déterminer les valeurs IC50 de chaque extrait.
L’extrait hydro-éthanolique a montré une meilleure activité antioxydante avec une 1C50 de
33,20+0,003pg/mL, contre 113,41+0,003ug/mL pour I’extrait aqueux.

Enfin, I’activité antibactérienne de deux extraits a été testée contre quatre souches
bactériennes a Gram positif et Gram négatif : Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus, a différentes concentrations. Toutefois, aucun effet
inhibiteur n’a été observé sur les souches testées.

Mots clés : Syzygium aromaticum L., Screening phytochimique, Etude quantitative, Activité

antioxydante, activité antibactérienne



Abstract
The objective of our work is the phytochemical study and the evaluation of the biological

activities (antioxidant and antibacterial) of aqueous and hydro-ethanolic extracts of the flower
buds of clove (Syzygium aromaticum L.).

The highest extraction yield was recorded with the hydro-ethanolic extract (25.2%),
while the aqueous extract showed a yield of (11,7%). Phytochemical screening revealed the
presence of tannins, saponins, polyphenols, flavonoids, alkaloids, quinones, mucilage, and
proteins.

Quantitative analysis of both extracts revealed significant differences in the
concentration of bioactive compounds. The hydro-ethanolic extract was richer in polyphenols
(26,78+0,19ng EAG/mg) compared to the aqueous extract (19,594+0,03ug EAG/mg). On the
other hand, the aqueous extract exhibited higher levels of flavonoids (20.38+0.03pg QE/mg)
than the hydro-éthanolic extract (14,14+0,01nug EQ/mg), as well as higher levels of flavones and
flavonols (50.79+0,15ug QE/mg vs 44.73+0,11pg QE/mg). The tannin content was relatively
similar between the two extracts (34.52+0,002ug CE/mg) for the aqueous extract and
(33.88+0 ,003pg CE/mg) for the hydro-ethanolic extract. These results reflect the influence of
solvent polarity on the extraction efficiency of bioactive compounds.

The antioxidant activity of the extracts was evaluated using the DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) radical scavenging assay, which allowed the determination of IC50 values for
each extract. The hydroethanolic extract showed stronger antioxidant activity with an IC50 of
33.20+0,003pg/mL, compared to 113.41+0,003pug/mL for the aqueous extract.

Finally, the antibacterial activity of both extracts was tested against four Gram-positive
and Gram-negative bacterial strains: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
subtilis, and Staphylococcus aureus, at different concentrations. However, no inhibitory effect

was observed against the tested strains.

Keywords : Syzygium aromaticum L., Phytochemical screening, Quantitative analysis,

Antioxidant activity, Antibacterial activity.
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Introduction

Introduction

L’homme connait les plantes depuis longtemps et les a utilisées pour se nourrir et soigner
diverses maladies. Depuis les temps les plus anciens, il a eu recours aux plantes pour la
cosmétique, la parfumerie, mais aussi pour le traitement de maladies, sans réellement connaitre
leurs propriétés ni posséder la moindre connaissance scientifique, méme basique, permettant
d’expliquer leurs vertus. Cette médecine traditionnelle ancienne constitue ainsi les prémices de
la phytothérapie et de 1’aromathérapie actuelles (Fontanay et al, 2015).

Si I’on définit la phytothérapie d’un point de vue étymologique, le terme « phyto » vient
du grec ancien « phyton », qui signifie « plante ». La phytothérapie est donc « le traitement par
les plantes a des fins préventives, curatives, mais aussi esthétiques ». Pratiquée depuis
I’ Antiquité, la phytothérapie repose sur I'utilisation de plantes médicinales pour prévenir et
traiter les maladies (Rostock et Saller, 2021).

Les plantes médicinales jouent un role essentiel dans les soins de santé grace a leur
richesse en métabolites secondaires, offrant un potentiel inexploité de composés bioactifs. En
outre, les plantes aromatiques produisent des molécules odorantes qui constituent la base des
huiles essentielles, connues pour leurs propriétés thérapeutiques (Chagra, 2019).

L’emploi de la phytothérapie et la consommation d’extraits de plantes médicinales a
compleétement envahie notre société ; néanmoins son utilisation reste aléatoire sans connaissance
des risques ou des effets secondaires de celles-ci. Actuellement, la phytothérapie recoit une
attention considérable, dii a I’exploitation de plantes riches en métabolites secondaires comme
les composés phénoliques (acides phénoliques, flavonoides et tanins), les alcaloides
(méthylxanthine), les terpenes (huiles essentielles) et les nutriments (glucides, protéines et
minéraux), qui représentent une source de molécules bioactives considérées comme
médicaments (Nouioua et a/, 2022 ; Zerafa et al, 2023)

Les épices sont considérées comme 1’un des premiers aliments fonctionnels enregistrés,
avec un commerce international remontant a environ 4500-1900 av. J.-C. Elles sont
généralement des parties de plantes aromatiques et séchées, obtenues a partir des graines, des
fruits, des feuilles, des racines et de I’écorce. Plus de 100 espéces végétales sont actuellement
utilisées dans le monde comme épices et agents aromatisants, jouant un role important dans la
cuisine, les soins de santé et la conservation des aliments. De plus, les épices constituent une

riche source de composés bioactifs (Xue et al, 2022)




Introduction

Par ailleurs, le girofle de son nom scientifique « Syzygium aromaticum » est une épice
fréquemment utilisée au niveau mondial du fait de ses propriétés culinaires et médicinales

diverses (Abdelmuhsin et a/, 2025)

La majorité des études antérieures sur le clou de girofle se sont principalement concentrées
sur I’huile essentielle, démontrant son fort potentiel antioxydant et antibactérien. En revanche,
les extraits aqueux et hydro-éthanoliques de cet épice ont fait 1’objet de beaucoup moins

d’investigations, bien qu’ils soient plus simples a préparer et plus accessibles.

Notre travail s’inscrit dans le cadre d’évaluer 1’effet thérapeutique des extraits aqueux et
hydro-éthanoliques des boutons floraux de cet épice. Pour cela, des analyses phytochimiques
ont été réalisées (teneur en polyphénols totaux, flavonoides, tanins, flavones et flavonols),
suivies des tests biologiques d’activité antioxydante (DPPH) et antibactérienne contre quatre

souches bactériennes.

Notre travail est organisé en trois grandes parties :

- La premiére partie présente une synthése bibliographique regroupant les différentes
définitions, une introduction sur la plante étudiée, ses métabolites secondaires, ainsi que ses
activités biologiques, notamment 1’activité antioxydante et I’activité antibactérienne.

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

- La troisiéme partie représente les résultats obtenus et leurs interprétations.

Enfin, nous terminons par une conclusion et des perspectives pour des nouvelles études.
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I.1. Historique

Des siecles durant, des épices telles que le clou de girofle, 1'origan, la menthe, le thym et
la cannelle ont ét¢ employées comme agents de conservation pour les aliments et en tant que
plantes médicinales, principalement en raison de leurs activités anti-oxydantes et
antimicrobiennes. De nos jours, de nombreux rapports confirment les propriétés
antibactériennes, antifongiques, antivirales et anti cancérigénes des plantes épicées. Le clou de
girofle, en particulier, a attiré I'attention en raison de ses puissantes activités anti oxydantes et
antimicrobiennes qui se distinguent des autres épices (Makhloufi et Tabchiche, 2024).

Le giroflier ou girofle (Syzygium aromaticum L.) est un arbre originaire des iles Moluques
en Indonésie. Son usage comme épice et plante aromatique est plurimillénaire, il est mentionné
dans des livres chinois d’avant I’ére chrétienne. Les produits du giroflier furent importés
régulierement en Europe dés le septieéme siecle (Frangois, 1936 ; Maistre, 1964). Mais 1’histoire
moderne du girofle commence avec la découverte des Moluques par les Portugais et I’expédition
commandée par Magellan. D'ailleurs, c'est "La Victoria", le premier navire a réaliser une
circumnavigation en 1522, qui ramena en Espagne, un chargement d’épices dont le girofle
(Ounaceur, 2023).

I.2. Présentation de la famille des myrtaceae et ’espece Syzygium aromaticum L.

e Famille des Myrtaceae

La famille des Myrtaceae est une famille de plantes a fleurs d'une grande importance
écologique, comprenant a la fois des arbres et des arbustes. Son nom est dérivé du genre Myrtus
(myrte), un arbuste que I’on trouve principalement dans la région méditerranéenne, notamment
en Afrique du Nord et en Amérique du Sud. Cette famille regroupe environ 140 genres et entre
3800 et 5650 especes (Mitra et al, 2012). Sa plus grande diversité se concentre en Australasie et
en Amérique du Sud. La famille des Myrtaceae est classée comme la troisiéme famille la plus

riche en especes d'arbres parmi les plantes a fleurs (Daroui, 2012 ; Nogales, 2017).

o Syzygium aromaticum L. (Giroflier)

Le clou de girofle (Syzygium aromaticum L.) est un bouton floral aromatique non épanoui
et séché, provenant d’un arbre a feuillage persistant dont la hauteur varie entre 10 et 20 métres,
appartenant a la famille des Myrtaceae (Idries, 2015). Les boutons floraux non épanouis sont

utilisés comme épice dans la préparation des aliments a travers le monde (Dua et a/, 2015).
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Le terme "Clou de girofle " provient du mot frangais Clou et du mot anglais Clout, tous deux
signifiant "clou", en raison de la ressemblance entre le bouton floral du giroflier et un clou a téte

large (Ajobiewe et al, 2022).

I.2.1. Principales caractéristiques botaniques et répartition géographique

Le giroflier (Syzygium aromaticum L.) est un arbre de la famille des Myrtacées qui pousse
exclusivement dans les pays tropicaux (Makhloufi et Tabchiche, 2024). C’est un grand arbre
fruitier ¢lancé, de forme conique, avec une hauteur moyenne de 10 a 12 métres, pouvant
atteindre jusqu’a 20 meétres de haut (Paskal, 2015). Il posséde un port pyramidal, un tronc gris
clair ridé et rigide, et peut vivre jusqu’a 150 ans (Barbelet, 2015). 1l adopte fréquemment
I’apparence d’un arbuste car il est régulierement taillé afin de faciliter la récolte (Makhloufi et

Tabchiche, 2024) (Figure 1).

Figure 1. Morphologie du girofle (Flavien, 2023).

Les feuilles du giroflier de couleur vert foncé sont effilées, coriaces et persistantes. Ses
fleurs sont blanches, 1égerement rosées. Le calice, rouge et long, contient un bouton de fleur,
qui s'ouvre en révélant quatre pétales. Si elle est fécondée, la fleur du giroflier donne un fruit
appelé mere de girofle ou antofle (la partie la plus aromatique) figure 2 (Phytothérapie, 2019)
(Ounaceur, 2023).
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Figure 2. Le girofle (Syzygium aromaticum L.) avant, pendant et apres la période de
floraison (Merr. & L.M.Perry, 2019).

Les clous de girofle sont originaires de I'Indonésie et se trouvent surtout dans le nord et
le centre de Maluka (Moluques) et Papua Barat (Irian Jaya) (Bhowmik et a/, 2012). De nos jours,
il est largement cultivé au Brésil, Haiti, Kenya, en Malaisie, a Maurice, au Mexique et aux
Seychelles (Lim., 2014), en particulier aux Zanzibar, 8 Madagascar, aux Philippines, en Inde,
au Sri Lanka et la Tanzanie (Charles., 2013 : Khemaissia et Benchikh, 2022).

Cette plante n'est pas cultivée en Algérie, car le girofle est importé de 1'étrange. La
superficie occupée par les girofliers a Madagascar est d'environ 37 000 hectares, une surface qui

varie significativement d'une année a l'autre (Makhloufi et Tabchiche, 2024).

Figure 3. Principaux pays productrices de clou de girofle au monde (Khemaissia et

Benchikh, 2022).
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1.2.2. Place dans la systématique (botanique)
Les clous de girofle (S. aromaticum L.) font partie de la famille des Myrtacées, qui
comprend plus de 3000 espéces et 130 a 150 genres (Tableau 1) (Gonzélez et al, 2021).

Tableau 01. Classification botanique de ’espece Syzygium aromaticum L. (Lone et Jain,

2022).
Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Super-division Spermatophyta
Division Magnoliphyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae
Ordre Mpyrtales
Famille Myrtaceae
Genre Syzygium
Espéce Syzygium aromaticum L.

Nomenclature et dénomination mondiale

Comme beaucoup d’espéces, le giroflier a porté plusieurs noms scientifiques avant d’étre
nommé Syzygium aromaticum L. :

o  Caryophyllus aromaticus L. (1753)

o FEugenia caryophyllata Thunb. (1788)

o FEugenia caryophyllus Spreng. (1825)

e FEugenia aromatica (L.) Baill. (1876)

o 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 (Mahomoodally et a/, 2019).
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1.2.3. Usage et Effet thérapeutiques

Le girofle est utilis¢é dans plusieurs méthodes de santé traditionnelles, notamment pour

lutter contre les maladies ci-apres :

Infections dentaires, douleurs dentaires

Hépatites virales

Infections intestinales

Maladies tropicales : paludisme, bourbouille, choléra
Infections gynéco-urinaires : métrites, salpingites, cystites

Fatigue, asthénie, épuisement, hypotension (Lone et Jain, 2022) (Figure 4).

Les industries pharmaceutiques chimiques utilisent le girofle pour la production

d’analgésiques de vanilline artificielle. Il est aussi utilisé dans la parfumerie, la peinture, le

vernis et rentre dans les préparations dentaires tels que les bains de bouches, les dentifrices, les

ciments dentaires grace a son action antiseptique et antalgique pour la sphére bucco-dentaire et

digestive en générale.

Le clou de girofle a longtemps été¢ employé pour soulager les douleurs dentaires, buccales

et de gorge, ainsi que pour traiter la mucite buccale et 1'halitose. En application locale, il est

utilisé comme anesthésique dans les cas de rhumatismes, de myalgies, de sciatique et pour

favoriser la cicatrisation des plaies. Par voie orale, les clous de girofle sont bénéfiques pour

traiter les troubles digestifs tels que les gaz épigastriques (Millenium challenge account, 2000).

Le S. aromaticum a Plusieurs propriétés pharmacologiques, notamment : antiinfectieuse

et antioxydants...etc (Makhloufi et Tabchiche, 2024).
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Eugenol Antiproliferative effect in liver cirrhosis, antioxidant

/ Anticancer, antidiabetic

Anti-inflammatory

Quercetin
Gallic acid
Kaempferol

Antinociceptive

Crategolic acid

e m——
Antimicrobial
Syzygium aromaticum B-Caryophyllene

Antiprotozoal
Oleanolic acid

Antidepressant

Stigmasterol
Eugenitin Antithrombotic
Bicornin Antiulcer

Figure 4. Activités biologiques de Syzyguim aromaticum (Makhloufi et Tabchiche, 2024).

1.2.4. Chimie de S. aromaticum

Syzyguim aromaticum L. représente 1’une des principales sources végétales de composés
phénoliques, tels que les flavonoides, les acides hydroxybenzoiques, les acides
hydroxycinnamique et hydroxyphényl propénes, ainsi que les terpénoides (Bao et al, 2012 ;
Cortés-Rojas et a/,2014). L’eugénol (1) est le composé principalement responsable de 1’arome
du clou de girofle et constitue 72 a 90% de I’huile essentielle de girofle (Kamatou et a/,2012).
Les autres constituants courants de 1’huile essentielle comprennent I’acétate d’eugényle (2), le
B-caryophlléne (3), le salicylate de méthyle (4), le pinéne (5), la vanilline (6) et I’a humuléne
(7) (Ghedira et al, 2010 ; Kuete, 2017) (Figure 5).
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Figure 5. Principaux constituants de I’huile de S. aromaticum (Jirovetz et al., 2006).
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11.1. Généralités

L'une des particularités remarquables des plantes est leur aptitude a générer une grande
variété de substances naturelles bioactives. Effectivement, en plus des métabolites primaires
traditionnels (glucides, protéines, lipides et acides nucléiques), ils synthétisent souvent des
métabolites qualifiés dites « secondaires » (Jean-Jacques et a/,2005). Ces molécules varient
selon les especes, et méme si leurs fonctions restent en partie mystérieuses, il est évident qu'elles
jouent un role dans les interactions de la plante avec les étres vivants qui l'entourent (Krief,
2003).

I1.2. Classification des Métabolites Secondaires (M II)

Chez les plantes, les métabolites secondaires peuvent étre classés en quatre grandes
familles : les alcaloides, les terpénes (ou terpénoides), les saponines et les composés phénoliques

(Figure 6) (Mahta, 2019).

[ Métabolites Secondaires }

| } ! | }

Composés Composés . Tanni Composeés
annins .
azotés phénoliques Saponinnes terpeniques
Alcaloides { Flavonoides }

|
f Acides l l l

aminés non [Anthocyanine] [ Flavones ][ Flavanols ]
protéiques

v

Vs

Composés
cyanogéniques

\ 4

Figure 6. Classification générale des métabolites secondaires des plantes

(Kuntal et Sevgi,2018).
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II.2.1. Alcaloides

Le regne végétal constitue une source importante de molécules bioactives ayant des
activités biologiques trés intéressantes. Parmi ces molécules, on compte la famille des
alcaloides. Ils sont des substances naturelles et organiques provenant essentiellement des plantes
et qui contiennent au moins un atome d'azote dans leur structure chimique, avec un degré
variable de caractére basique (Figure7). Ils sont principalement extraits des plantes fleurissantes,
mais on les trouve également chez quelques animaux comme les fourmis, les grenouilles et les
coccinelles. Le role de ces molécules bioactifs est souvent inconnu, et leur importance dans le

métabolisme de la plante n’est pas trés bien définie (Yinyang et a/,2014 ; Umereweneza, 2022).

Figure 7. Structure de base des alcaloides (Sparg et a/, 2004).
I1.2.1. Terpénes

Les terpeénes sont un autre métabolite secondaire courant, connu par leur structure
hydrocarbonée simple. Une grande variété de terpénes existe dans la nature, et ils sont
différenciés en fonction du nombre d'unités d'isopréne qu’ils contiennent (FigureS8). Ils
contribuent fortement a 1’aromaticité des plantes et aident a repousser les prédateurs (Ninkuu et

al, 2021 ; Elise,2024).
c‘:
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Figure 8. Structure de I’unité isoprénique (Labadie, 2015)
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Cette classe de métabolites secondaire est caractérisée par une nature volatile et une forte
odeur. Elle donne aux fleurs les parfums qui les caractérisent. De plus, elles ont beaucoup
d’autres fonctions au niveau de la photosynthése (constituant de la chlorophylle), de la

photoprotection (caroténoide) (Kouwelton, 2018).
I1.2.3. Saponines

Les saponines sont des glycosides tensioactifs d’origine naturelle, caractérisés par leur
capacité distinctive a produire de la mousse. Elles sont principalement produites par les plantes,
mais aussi par certains animaux marins inférieurs et quelques bactéries. Historiquement utilisée
comme savon (le mot latin sapo signifie savon). La combinaison d’une partie hydrophobe ou
liposoluble (la sapogénine) et d’une partie hydrophile ou hydrosoluble (le sucre) (figure9)
renforce la capacité des saponines a produire de la mousse (Giiglii Ustiindag et Mazza,2007 ;

Sapna et a/,2009).

e CH
s OH
¥ o. OH
HO OH
0 OH
HO .
Aglycone OH OH
(génine) Chaine glucidique

Figure 9. Structure de base des saponines (Sparg et al, 2004)
I1.2.4. Composés phénoliques

Les substances phénoliques sont des molécules organiques largement présentes dans le
regne végétal. Ils se distinguent par la présence d’un ou plusieurs groupes hydroxyles attachés
a un noyau aromatique : un seul groupe pour les phénols simples, et plusieurs pour les
polyphénols (figure 10). Parmi les principales sous-classes des polyphénols, on retrouve les
acides phénoliques, les flavonoides et les tanins (Figure 11), qui jouent divers roles biologiques

chez les plantes (Mahta,2019 ; Olivier, 2021).
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Figure 10. Structure de base des composés phénoliques (phénol) (Zagoskina et

al,2023).

Ces produits peuvent se regrouper en deux grands groupes : les flavonoides et les non

flavonoides (figure 11) (Manach et al, 2004).
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Figure 11. Différentes classes de polyphénols (Yan et a/, 2022).

11.2.4.1. Flavonoides

Cette classe de M II constitue un groupe de composés naturels caractérisés par une

grande structure de base des flavonoides est formée de 15 atomes de carbone, comprenant deux

noyaux benzéniques liés par un cycle hétérocyclique a six chalnons (pyrane) (figure 12) (de

Rijke, 2005 ; Kavuru, 2008).
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OH

Figure 12. Squelette de base des flavonoides (Chaaban, 2017).

Ces molécules peuvent étre classées en six sous-groupes principaux, sur la base de 1’état

d’oxydation de I’hétérocycle C (figure 13) :
¢ Flavonols (quercétine).
¢ Flavones (apigénine).
¢ Flavanones (naringénine).
e [soflavones (biochanine A).

e Anthocyanidins et Flavanols (catéchine et proanthocyanidines) (Kumar et Pandey,

2013 ; Panche et al, 2016).
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Figure 13. Différentes classes des flavonoides (Kinoshita et a/, 2005).
11.2.4.2. Flavones Flavanols

Les flavones et les flavonols constituent deux groupes majeurs de flavonoides végétaux.
Bien qu’ils partagent une structure de base similaire, avec un cycle aromatique insaturé entre les
atomes 2 et 3, ils se distinguent principalement par la présence d'un groupe hydroxyle en position
3 des flavonols, tandis que les flavones en sont dépourvues (Panche et a/, 2016 ; Mutha et

al,2021).
11.2.4.3. Tannis

Ce sont des oligomeéres hydrosolubles, riches en groupes phénoliques, capables de se lier
ou de précipiter des protéines solubles dans 'eau. Les tanins sont trés répandus dans le régne
végétal, mais ils sont particuliecrement abondants dans certaines familles comme les Coniferes,
les Fagacée et les Rosacée. On les trouve principalement dans les tissus ligneux, les feuilles, les
fleurs et les graines. Les tissus végétaux riches en tanins ont un goit trés amer et sont évités par
la plupart des animaux. Sur le plan structural, ces molécules sont divisées en deux groupes

(figure 14) :

v" Tanins Hydrolysables : Ce sont des hétérosides polyphénoliques issus de la
combinaison d’un sucre estérifié¢ (le glucose ou 1’acide quinique) par un nombre variable de
molécules d’acides phénoliques (acide gallique tanins gallique, ou acide

hexahydroxydiphénique et ses dérivés tannins ellagiques).
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v' Tanins Condensés : Ce sont les tanins catéchiques, oligoméres et polymeéres
d’aglycones polyphénols flavaniques (unités flavan-3-ols et flavan-3-4-diols), et ils sont

résistants a I’hydrolyse. (Watrelot et Norton, 2020; Das et a/, 2020; Hossain et al,2021).

TANNINS
! v
0 OH OH
HO 9
OH
OH
HO OH
OH HO
| Hydrolysable Tannins ‘ | Condensed Tannins ‘

Figure 14. Types de tanins et leurs structures de base (Ghosh, 2015).

11.3. Role des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des substances fabriquées par les plantes qui les rendent
compétitives dans leur propre environnement. Ces petites molécules exercent une large gamme
d'effets sur la plante elle-méme et sur d'autres organismes vivants. Elles induisent la floraison,
la formation et l'abscission des fruits, maintiennent la croissance pérenne ou signalent un

comportement caducifolié (Teoh,2015).

Ces substances bioactives ne sont pas nécessaires a la vie d'une cellule (ou d'un
organisme), mais jouent un role dans l'interaction de la cellule (ou de l'organisme) avec son

environnement, assurant ainsi la survie continue de I'organisme dans ses écosystemes.

IIs protegent les plantes contre les stress, qu'ils soient biotiques (bactéries, champignons,
nématodes, insectes ou paturage par des animaux) ou abiotiques (températures élevées,
humidité, ombrage, blessures ou présence de métaux lourds). Aussi les métabolites secondaires
sont utilisés comme substances chimiques, telles que des médicaments, des aromes, des
parfums, des insecticides et des colorants par 'homme en raison de leur grande valeur

¢conomique (Saurabh et a/,2016 ; Aude,2023).
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IIL.1. Activités Antioxydantes
Les plantes médicinales possédent de multiples propriétés bénéfiques grace aux

composés actifs qu'elles contiennent, pouvant avoir un effet positif sur la sant¢ humaine
(Wadood et al, 2013). Pendant les réactions biochimiques, il est possible de produire des espéces
réactives de 1'oxygene (ROS) ainsi que des radicaux libres. Un surplus de ces derniers peut nuire
a I’ADN et engendrer diverses pathologies comme le cancer (Soni et Sosa, 2013). Des
molécules, synthétiques ou végétales, connues sous le nom d’« antioxydants », peuvent inhiber
les effets nocifs des radicaux libres. Un des avantages des plantes pour la santé est qu'elles aident
a prévenir les maladies chroniques. Ces derniers sont liés aux métabolites secondaires de ces
végétaux, notamment aux composés phénoliques qui représentent une proportion significative
de ces métabolites (Taslimi et al, 2019). Ces structures influencent les activités biologiques des
cellules en utilisant des méthodes comme la suppression des radicaux libres et la restriction de
certaines enzymes métaboliques (Bursal et Giilgin, 2011).
II1.1.1. Radicaux Libres (RL)
II1.1.1.1. Définition

Un radical libre est une molécule avec un ou plusieurs électrons non appariés, cela veut
dire qu’il est non couplé avec un autre électron, ce qui provoque une treés grande combativité
avec un autre ¢lément (Aidaoui et al, 2021).

Il est possible que les RL soit dérivé de 1’oxygene (espece réactive de 1’oxygene : ERO)
ou de I’azote (especes réactives d’azote : ERA, ou Reactive Nitrogen Species : RNS) (Hocine

et Gorine, 2017 ; Aidaoui et al, 2021).

Il a ét¢ démontré que les ROS et les RNS jouent un double rdle en tant qu’especes
bénéfiques et nocives, en fonction de leurs effets sur les systémes biologiques (Ifeanyi, 2018).
A des concentrations modérées, les ROS et RNS participent a la signalisation cellulaire et a
I’homéostasie, tandis qu’une accumulation excessive peut endommager les composants
cellulaires tels que les lipides, les protéines et I’ADN, perturbant ainsi les fonctions normales de
la cellule (Droge, 2002). Pour maintenir I’équilibre entre leurs effets bénéfiques et déléteres, les
organismes vivants mettent en ceuvre un mécanisme appelé régulation rédox, essentiel au

maintien de I’homéostasie rédox (Ifeanyi, 2018).
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II1.1.1.2. Types des radicaux libres

Les especes réactives de I’oxygeéne (ROS) et de I’azote (RNS) jouent un role clé dans de

nombreux processus physiopathologiques.

Parmi les principales ROS, on retrouve le radical hydroxyle (OH"), considéré comme
I’un des radicaux les plus réactifs, capable d’endommager I’ADN, les protéines et les lipides
cellulaires. Une autre espece importante est le peroxyde d’hydrogéne (H,0;), une molécule
relativement stable qui peut traverser les membranes cellulaires et participer a la formation

d'autres ROS plus réactives (Droge, 2002 ; Ifeanyi, 2018).

Du c6té des RNS, le monoxyde d’azote (NO®) est une molécule clé, produite a partir de
la L-arginine par ’enzyme NO synthase ; il intervient dans la signalisation cellulaire, mais peut
devenir toxique en concentrations élevées. De plus, le peroxynitrite (ONOO"), formé par la
réaction de NO™ avec I’anion superoxyde, est un puissant oxydant capable d’induire des
dommages oxydatifs séveres aux structures cellulaires (Droge, 2002 ; Rahman, 2007 ;

Phaniendra et a/, 2015).

I11.1.2. Antioxydants et activité antioxydante

Un antioxydant est une molécule capable de réduire ou d’inhiber I’oxydation d’une autre
molécule (Hocine et Gorine, 2017). 11 joue un role crucial dans I’interruption des chaines de
réactions radicalaires en cédant un électron aux radicaux libres, tout en évitant de devenir lui-

méme un radical libre instable.

Les antioxydants constituent ainsi un moyen naturel de protection cellulaire contre les
attaques des dérivés réactifs de I’oxygene (DRO), en maintenant un équilibre redox essentiel au

bon fonctionnement cellulaire (Gupta, 2015).

Le corps humain posséde ses propres systemes antioxydants endogenes incluant des
enzymes comme la superoxydedismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase
(GPx) et bénéficie également d’antioxydants exogeénes (non enzymatiques) fournis par
I’alimentation, tels que la vitamine C, la vitamine E, les caroténes et I’acide lipoique (Figure 15)

(Gupta, 2015).
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Figure 15. Classification des antioxydants (Carocho et Ferreira, 2013).

En plus de ce role d’interruption des réactions en chaine, les antioxydants peuvent
intervenir par plusieurs mécanismes : en neutralisant directement les espeéces oxydantes
réactives, en piégeant les radicaux libres, en chélatant les métaux de transition pro-oxydants, en
inhibant les enzymes productrices de ROS, ou encore en agissant comme cofacteurs d’enzymes

antioxydantes (Alam et a/, 2013 ; Gupta, 2015).

II1.1.3. Stress oxydant et leurs pathologies

Le stress oxydatif est un déséquilibre entre la production d’especes réactives de 1’oxygene
(ERO) et les capacités de défense antioxydante de 1’organisme produit ce que 1’on appelle le
stress oxydatif (Favier, 2003 ; Gupta, 2015 ; Altin et a/, 2017 ; Baudin, 2020).ce déséquilibre
peut avoir plusieurs origines, telle que la surproduction endogéne des entités oxydantes, un
déficit nutritionnel ou productif en antioxydants au niveau de I’organisme ou une exposition a
des facteurs déclenchant externes comme la pollution, les rayons gamma, ultraviolet,

consommation de tabac et d’alcool et aussi prise des médicaments (figure 16) (Favier, 2003).
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Figure 16. Sources de production des radicaux libres (Hocine et Gorine, 2017).

Bien que les ERO jouent des rdles physiologiques essentiels, notamment dans la

signalisation cellulaire, leur accumulation excessive peut provoquer des dommages importants

aux cellules et aux tissus (Pizzino et al, 2017) tels que : le diabéte de type 2 (Oguntibeju, 2019),

le cancer (Tucker et al/, 2015; Nichols et al, 2017), les maladies respiratoires tels que

I’inflammation pulmonaire (Duecker et al, 2018), les maladies cardio-vasculaires (Ichihara.,

2013 ; Incalza et al, 2017) ainsi qu’un vieillissement anticipé (Belaich et Boujraf, 2016 ;Van

Raamsdonk et al, 2017 ; Vina, 2019) (Figure 17).
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Figure 17. Pathologies induites par le stress oxydatif chez 'homme (Rahman et a/, 2012).

I11.1.4. Evaluation de I’activité antioxydante in vitro

L'identification de 1'activité antioxydante est I’un élément crucial dans l'appréciation du
potentiel thérapeutique des extraits botaniques. La technique DPPH est 1’'un des approches
spectrophotométriques la plus simple, rapide et fréquemment employée pour évaluer la capacité
des composés a neutraliser les radicaux libres.

I11.1.4.1. Méthode au DPPH* (Diphényl Picrylhydrazyle)

La molécule 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH) est caractérisée comme un radical
libre stable, grace a la délocalisation de 1'¢lectron non apparié sur 1'ensemble de la molécule, ce
qui l'empéche de se dimériser, contrairement a la plupart des autres radicaux libres. Cette
délocalisation €lectronique est €également a 1'origine de la couleur violette intense, caractérisée
par une bande d'absorption dans une solution éthanolique, centrée autour de 517nm. Lorsqu'une
solution de DPPH est mélangée avec un substrat (AH) capable de donner un atome d'hydrogene,

elle est alors réduite, ce qui entraine la disparition de la couleur violette (Alam et a/, 2013).
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VIOLET JAUNE

Figure 18. Mécanisme de réduction du radical libre DPPH" par un antioxidant (Alam et
al, 2013).

1I1.2. Méthode de détermination de I’ Activité antibactérienne in vitro

On dispose de diverses techniques pour évaluer l'activité antibactérienne in vitro, dont la
méthode de diffusion sur disques (Antibiogramme) fait partie. Il s'agit d'une méthode employée
en bactériologie médicale, connue sous le nom de méthode des disques ou méthode de diffusion
sur gélose. Cette technique repose sur l'utilisation de disques de papier imbibés des diverses
substances a examiner, qui sont ensuite disposés sur la surface d'une gélose uniformément
peuplée par une suspension de la bactérie concernée. Suite a l'incubation, les colonies se
propagent sur la gélose, créant des zones non colonisées autour des disques communément
appelées zones d'inhibition (Boudechicha, 2024).

Le diamétre de la zone d'inhibition est directement proportionnel a l'activité
antimicrobienne de la substance testée contre le micro-organisme. Une zone d'inhibition plus
large indique une sensibilité accrue, tandis qu'une zone plus petite indique une résistance
(Bhargav et al, 2016).

I11.2.1. Description des souches bactériennes étudiées

Les bactéries constituent un ensemble remarquablement complexe et captivant. Il s'agit
d'organismes cellulaires simples connues sous le nom de procaryotes, généralement retrouvées
en abondance en raison de leur capacit¢ a se reproduire rapidement. Malgré leur taille
microscopique, on peut identifier diverses morphologies chez les bactéries. Les formes les plus

fréquentes sont les tiges, les coccidies (de forme circulaire) et la spirale. Elles peuvent étre de
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grande taille, de petite taille, ovales, épaisses, longues, courtes ou encore plus épaisses. On peut
classer les bactéries en deux catégories (Gram-positif et Gram-négatif), en fonction de la

distinction de la structure et de la composition chimique de leur paroi cellulaire.

¢ Bactéries a Gram positives

» Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

Selon le Centre Toulousain pour le Contréle de qualité en Biologie clinique (2015),
Staphylococcus aureus, connu sous le nom de staphylocoque doré, est une bactérie coccique a
Gram positif, qui se présente en amas au microscope. Elle est catalase positive et coagulase
positive. Cette bactérie est naturellement présente sur la peau et les muqueuses de I’homme.
Cependant, certaines souches sont capables de produire des toxines pouvant étre a 1’origine de

divers syndromes cliniques, notamment les intoxications alimentaires.

Figure 19. Vue microscopique de Staphylococcus aureus (Asadi et Jamali, 2017).

» Bacillus subtilis (ATCC 6633)

Bacillus subtilis est une bactérie aérobie a Gram positif présente naturellement dans le sol.
Elle se distingue par ses applications en agriculture, notamment comme agent de biocontrole,
grace a sa capacité a concurrencer les pathogenes, inhiber leur fixation et stimuler les défenses
des plantes (Chambre d’Agriculture de la Gironde et IFV., 2021). En biotechnologie, elle est
également exploitée pour la production de protéines hétérologues et la sécrétion d’enzymes

variées facilitant son adaptation a différents milieux (Earl et al, 2008 ; Su et a/, 2020).
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Figure 20. Observation microscopique de Bacillus subtilis (Kovacs, 2019).

¢ Bactéries a Gram négatif

» Escherichia coli (ATCC 25922)

Est une bactérie a Gram négatif, de forme bacillaire, mesurant entre 1,1 a 1,5 um de large
et 2,0 a 6,0 pm de long, ce qui en fait un bon modéle de bactérie de taille moyenne (Willey et
al, 2020). Elle fait partie de la flore digestive normale chez I’homme et les animaux, et constitue
un indicateur de contamination fécale lorsqu’elle est détectée dans I’eau (Centre Toulousain
pour le Controle de qualité en Biologie clinique, 2015). E. coli est mobile, aéro-anaérobie
facultative, et se cultive aisément sur des milieux contenant du lactose, formant apres 24 h des

colonies rondes et lisses de 2 a 3 mm de diamétre (Figure 21).

Figure 21. Observation microscopique de Escherichia coli (Panchangam, 2015).
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» Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

Est une bactérie mobile, non fermentante, Gram négative, en forme de batonnet,
appartenant a la famille des Pseudomonadaceae (Wu et al, 2015 ; El-Fouly et al, 2015). Son
génome est relativement grand, de 5,5 a 7Mbp, comparé a celui d'autres bactéries (Schmidt et
al, 1996 ; Lee et al, 2006), et présente une grande polyvalence génétique (Stover et al, 2000 ;
Lister et al, 2009 ; Wu et al, 2015). Cette adaptation génétique permet a P. aeruginosa de
survivre et de proliférer dans des environnements tres variés, de produire de nombreux facteurs
de virulence et de résister a la plupart des antibiotiques actuellement disponibles (Wu et al.,

2015 ; Qin et al, 2022).

Figure 22. Vue microscopique de Pseudomonas aeruginosa (Memdouh et Reddaf, 2018).
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IV. Matériel et méthodes

Le travail expérimental relatif & ce mémoire de Master a été effectué au niveau du
Laboratoire pédagogique de biologie de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Centre

universitaire Abd Elhafid Boussouf Mila.
La présente étude a pour objectif :

Préparation des extraits bruts
Détermination du rendement des extraits

Analyse qualitative

S N X

Analyse quantitative (Dosage)

e Des polyphénols

e Des flavonoides

e Des flavon-flavonols

e Des tannins

v Evaluation de I’activité anti-oxydante des extraits (DPPH)

v Evaluation de I’activité antibactérienne
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IV.1. Achat de Matériel végétale

Le clou de girofle, qui est une plante disponible sur le marché tout au long de I'année,
représente la matiere végétale utilisée comme composant. Sa valeur est due a son rdle dans la
tradition culinaire algérienne et son utilisation en médecine traditionnelle. C'est un herboriste de
la région de Ferdjioua qui 1'a fourni en janvier 2025.

La photo suivante illustre le matériel végétal utilisé, qui possede les attributs suivants :
- Teinte: Brune

- Odeur: Forte

Figure 23. Clou de girofle utilisé (Photo Personnelle,2025).
IV.2. Préparation des extraits bruts
Deux méthodes d’extraction ont ¢été¢ adoptées pour 1’obtention des extraits a partir de
boutons floraux de I’espéce type : Syzygium aromaticum L. (Clou de girofle).
» Extrait Hydro-éthanoliques
L’extraction hydro-éthanolique a été effectuée par macération de la poudre dans 1’éthanol
80%. Pour cela, 20g de matériel végétal est macérée dans 160ml d’éthanol+ 40ml d’eau distillée
absolu a température ambiante pendant 48 heures et sous agitation. Le macérat est ensuite filtré
et enfin le filtrat est concentré dans un rotavapor a 37°C (Plaskova et Mlcek, 2023). Le résidu
obtenu est pesé pour estimer le rendement et conservé a —20°C a I'abri de la lumiére jusqu'a leur
analyse. Le processus d'extraction est résumé par l'organigramme reporté dans la Figure 24.
» Extrait aqueux
La méthode d'extraction aqueuse a consisté a introduire 20g de poudre dans 200ml d'eau
distillée. Le mélange est porté a une température élevée pendant un quart d'heure, puis il est

laissé a macérer tout en étant agité pendant deux jours, a l'abri des rayons lumineux et a une
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température ambiante. Suite a la macération, 1'extrait aqueux a été passé au filtre et le filtrat
ensuite été évaporé a 37°C a l'aide d'un évaporateur rotatif avant d'étre séché dans une étuve a
27°C (Belhattab et al, 2004 ; Benzakour et al, 2012). On pese le résidu obtenu pour déterminer
le rendement, puis on le garde a -20°C, protégé de la lumiére, pour une utilisation future (Figure
24).
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Plante en poudres

20g 20g
Extraction hydro- Extraction aqueuse
éthanolique (160ml (200ml) par décoction
¢thanol+40ml eau (Bouillir a feu doux
distillée) par macération pendant 15min

Macération + agitation a une
température ambiante

Evaporation a 37°C, et la
mettre dans I’étuve

Figure 24. Protocole de préparation des extraits bruts.
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IV.3. Détermination du rendement des extraits
On définit le rendement des extraits obtenus comme étant la proportion entre la masse de
l'extrait sec obtenu apreés évaporation et la masse initiale de la poudre végétale utilisée.

L'équation suivante sert a calculer ce rendement :

Rendement (%) = M, / M;*x100

Dont:
= M, = Poids du résidu sec évaporé.
= M, = Poids de poudre initiale.

IV.4. Analyse qualitative

L'examen phytochimique repose sur des réactions de coloration ou de précipitation, plus
ou moins spécifiques, associées a chaque catégorie de principes actifs. Cela a été réalisé soit en
utilisant la poudre de la plante, soit son infusion a 5%. Les techniques de caractérisation
employées sont issues de celle décrite par : Amadou, 2005 ; Bekero et a/, 2007 ; Benarba, 2016 ;
El-Haoud et al, 2018.

Les résultats sont classés selon I’apparition en :

= Réaction franchement positive: (+ + +)

= Réaction positive: (+ +)

= Réaction moyennement positive: (+)

= Réaction négative: (-)
Préparation de I’infusé a 5%:

L'infusion a 5% se réalise en incorporant 5g de poudre végétale dans 100mL d'eau distillée

chaude. La solution est filtrée avec du papier filtre aprés un contact de 15 a 20 minutes (Figure

25).
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Figure 25. Infusion 5% (filtration apres un contact de 15 a 20 min) (Photos
Personnelle,2025).
> Détection des Polyphénols
Une goutte de chlorure ferrique (FeCls) a 2% est ajoutée a 2mL de 1’infusé. La présence
des polyphénols se traduit par une coloration bleue-noiratre ou vert foncé.
> Détection des Flavonoides
Un volume de SmL d’ammoniaque dilu¢ (NH4OH) et ImL d’acide sulfurique (H2SO4 a
10%) sont ajoutés a SmL de I’infusé. La présence de flavonoides se manifeste par une coloration
jaune.
> Détection des tannins
Deux ml d’extrait brut sont additionnés quelques gouttes d’une solution aqueuse de FeCl;
a 2%. L’apparition d’une coloration bleu-noir ou vert-noir indique respectivement la présence
de tannoides ou de tannins vrais.
> Détection des saponides
Les résidus sont repris dans 5ml d’eau distillée, puis introduits dans un tube a essai. Le
tube a essai est agité vigoureusement. La formation d’une mousse (hauteur supérieure a 1cm)
stable, persistant pendant 1h indique la présence abondante de saponines.
> Détection des Alcaloides
La détection de la présence des alcaloides est faite par différents tests avec le changement
de réactif, parmi ces tests : test de Bouchardat et test de Wagner (Annexe 1). 2mL de décocté
préparé pour les tests précédent sont additionnés a 2 gouttes du réactif de Bouchardat ou Wagner.

Le résultat positif est révélé par une précipitation de couleur brun rougeatre.
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> Détection des Anthocyanes
Elle est réalisée par 1’addition de SmL H>SO4 a 10% et quelques gouttes de NH4OH a SmL
de I’infusé. La présence de ces métabolites est confirmée par le virage de la couleur vers le bleu
violacé.
> Détection des Dérivés anthracénique
e Anthraquinone libre
A 1g de poudre de la plante on ajoute 10mL de chloroforme et on chauffe pendant 3min
au bain Marie. Apres filtration, ImL de 1’extrait chloroformique est agité avec ImL de NH4OH.
La présence des anthraquinones libres est confirmée par le virage de la couleur vers le rouge.
» Détection des Quinones
Faire bouillir 0,5g de poudre de plante dans 20ml de 1'eau distillé, on filtre et a 1ml du
filtrat on ajoute 1ml d'acide sulfurique concentré, la couleur rouge indique la présence des
quinones.
» Détection des Composés réducteurs
Leur détection consiste a introduire 2ml du décocté (10%) dans un tube a essai et 2mL de
la liqueur de Fehling (Annexe 1). Ensuite, I'ensemble est porté au bain-marie bouillant durant
3min. L obtention d’un précipité rouge brique au fond de tube a essai indique la présence des
composés réducteurs.
> Détection de Mucilage
Apres avoir introduit Iml de décocté (10%) dans un tube a essai, SmL d’éthanol absolu
ont été ajouté, suivi d’une agitation. Le mélange a été reposé pendant dix minutes et la présence
de mucilage a ét¢ indiquée par 1’obtention d’un précipité floconneux.
> Détection des Protéines
Cing ml de décocté préparé avant ont été chauffé avec quelques gouttes d'acide nitrique
(HNO3). La couleur jaune qui vire a l'orange lors de 1'ajout d'une base (NaOH) prouve la
présence des protéines.
IV.5. Analyse quantitative
La quantification des polyphénols totaux, des flavonoides, des flavones et des flavonols
des différents extraits est déterminée a partir des équations de la régression linéaire des courbes

d’étalonnages et exprimés en pug équivalent/ mg d’extrait. La raison principale pour le choix de
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ces substances réside dans le fait que la majorit¢ des propriétés antioxydantes et
antimicrobiennes des plantes leur sont attribués

IV.5.1. Dosage des polyphénols

La teneur en polyphénols totaux des extraits Hydro-éthanolique et aqueux de Syzygium
aromaticum L. a été¢ déterminée par la méthode colorimétrique en utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu (Erkan et al/, 2008). Ce réactif est un acide de couleur jaune constitué¢ par un mélange
d'acide phosphotungstique (H;PWO12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PMO12040) qui est
réduit, lors de I’oxydation des phénols, en mélange d’oxydes bleus de tungesten (WsO23) et de
molybdéne (MOgO23). La coloration bleue produite posséde une absorption maximum aux
environs de 725nm. Elle est proportionnelle aux taux de composés phénoliques (Ereifej et al,
2016).

e Mode opératoire
» Préparation de la solution de Carbonate de Sodium Na2CO3 a 7.5%
Une quantité de 7.5g de Na,COs est dissous dans 100mL d’eau distillée (solution S1).
» Préparation de la solution de Folin Ciocalteu (FCR) dilué 10 fois
Un ml de la solution de réactif de Folin Ciocalteu concentré, est complété a 10mL avec de I’eau
distillée (solution S2).
e Procédure

Le protocole employé¢ est fondé sur celui établi par Belkhiri et a/, (2017) avec quelques
ajustements apportes.

Un volume de 200uL de chaque extrait de la plante est ajouteé dans des tubes en verre a
hémolyse, avec des dilutions appropriées, a Iml de S2. Apres une incubation de 15 minutes a
température ambiante, on ajoute 800uL de S1. Les tubes sont agités et conservés a l'abri de la
lumiere pendant deux heures. L’absorbance est lue a 765nm sur un spectrophotométre (Figure
14). Un blanc est préparé de la méme manicre en remplagant I’extrait par le solvant utilisé
(éthanol ou I’eau distillé).

Avec 3 répétitions pour chaque essai, la teneur en polyphénols totaux est estimée a partir
de I’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique (10-
120pg/mL) et est exprimée en pug d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug
EAG/mg d’extrait) (Figure 26).
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Figure 26. Etapes de dosage des polyphénols, A : Série de dilution de standard (I’acide

gallique) et de deux extraits, B : Lecture au spectrophotométre (Photos Personnelle, 2025).

IV.5.2. Dosage des flavonoides
L'évaluation des flavonoides présents dans Syzygium aromaticum L. a été effectuée a l'aide
de la technique du trichlorure d'aluminium (AICl3). En la présence de ce dernier, les flavonoides
ont la capacité de créer un complexe acide stable de teinte jaunatre qui absorbe dans le spectre
visible a 510nm. On effectue le dosage de ce complexe par spectrophotométrie a 430nm (Ali-
Rachedi et al, 2018).
e Mode opératoire
» Préparation de la solution d’AICl3
Une quantité de 2g d’AlCl; est dissoute dans 100mL de méthanol (Solution S3).
» Procédure
Le protocole utilisé est basé sur celui décrit par Kosalec et a/, (2004). Habituellement,
dans des tubes a hémolyse en verre, ImL de chaque extrait de la plante, préparés avec d’éthanol
ou de l'eau distillée, est ajouté a 1mL d'une solution fraichement élaborée de S3, apres avoir
effectué des dilutions appropriées. L'absorbance est mesurée a 430nm suite a une incubation de
dix minutes dans l'obscurité. Un blanc est ¢laboré en substituant les extraits par le solvant
employé¢ lors de l'extraction. La concentration en flavonoides est déterminée a partir d’une
gamme d’étalonnage établie avec la quercétine (2,5-25pug/mL) et elle est exprimée en

microgrammes d'équivalent quercétine par milligramme d'extrait (ug EQ/mg d'E) (Figure 27).
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Figure 27. Etapes de dosage des flavonoides, A : Série de dilution de standard (la quercétine),

et de deux extraits, B : Lecture au spectrophotomeétre (Photos Personnelle, 2025).

IV.5.3. Dosage des flavon-flavonols
e Mode opératoire

> Préparation de la solution d’AlClI3
Une solution S4 est obtenue en dissolvant 10g d'AICl; dans 100mL de méthanol.

» Préparation de la solution d'acétate de sodium (5%)
Une solution S5 est obtenue en dissolvant cinq grammes d'acétate de sodium dans 100mL de
méthanol.

» Procédure

La teneur en flavones et flavonols a été déterminée selon la méthode de Kosalec et al,

(2004). Pour chaque échantillon, 500uL d'extrait végétal ont été mélangés a 1500uL d’éthanol,
100uL de la solution S4, 100uL de la solution S5, et 2800uL d’eau distillée. Aprés 30 minutes
de réaction, I’absorbance a été¢ mesurée a 415nm. Un blanc a été préparé en remplagant I’extrait
par le solvant d’extraction. Toutes les analyses ont été réalisées en triplicata. La concentration a
¢été calculée a partir d’une courbe d’étalonnage établie avec de la quercétine (1-200ug/mL), et

les résultats exprimés en pg équivalent quercétine par mg d’extrait (ug EQ/mg d’E) (Figure 28).
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Figure 28. Etapes de dosage des flavons flavonols, A : Série de dilution de standard (la
quercétine), B : Dilutions de Syzygium aromaticum L. (aqueux et hydro-éthanolique), C :
Lecture au spectrophotométre (Photos Personnelle, 2025).

IV.5.4. Dosage des tannins

e Mode opératoire

» Préparation de solution de vanilline (4%)
Une quantité de 381mg de vanilline sont dissous dans 9.5mL de méthanol (solution S6).

» Préparation de I’acide chlorhydrique
Utilisation directe d’HCI concentré (solution S7).

» La procedure

La teneur en tanins condensés a été¢ déterminée selon la méthode décrite par Ali-Rachedi

et al, (2018). Un volume de 50uL d’extrait est ajouté¢ a 1500uL de la (solution 6) de
vanilline/méthanol (4 %), puis le mélange est agité vigoureusement. Ensuite, 750uL de la
(solution 7) sont ajoutés. La solution est laissée réagir a température ambiante pendant 20
minutes. L’absorbance est mesurée a 550nm contre un blanc. La concentration est calculée a
I’aide d’une courbe d’étalonnage préparée avec différentes concentrations de catéchine (0 a
1000pg/mL). Les résultats sont exprimés en pug équivalent catéchine par mg d’extrait (ug EC/mg
d’E) (Figure 29).
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Figure 29. Etapes de dosage des tanins, A : Dilutions de Syzygium aromaticum L. (aqueux et

hydro-éthanolique), B : Lecture au spectrophotométre (Photos Personnelle, 2025).

IV.6. Evaluation de I’activité antioxydante des extraits

Dans le cadre de notre étude, la capacité antioxydante des substances a été évaluée par des
méthodes in vitro, contrairement aux évaluations in vivo réalisées sur des organismes vivants.
Parmi les différentes techniques disponibles, nous avons choisi d’appliquer une méthode : le
piégeage du radical libre DPPH® Cette méthode a été utilisée pour mesurer l'activité
antioxydante d'extraits aqueux et hydroéthanoliques de Syzygium aromaticum L. & 1'aide d'un

spectrophotométre (Figure 30).

Figure 30. Lecture au spectrophotometre (Photo Personnelle, 2025).
Principe
Le test DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), est une méthode courante pour évaluer le

pouvoir antioxydant d'une substance. Le principe repose sur la capacité d'un antioxydant a
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réduire le radical libre DPPH. Un composé violet stable, on le transformant en une forme jaune
pale. Cette réduction est mesurée par spectrophotométrie, généralement a une longueur d'onde
de 515nm, ou le PPH présente son maximum d'absorption. Plus la solution devient jaune, plus
l'activité antioxydante est élevée (Saani, 2016).
IV.6.1. Test du piégeage du radical libre DPPH
> Préparation de la solution des extraits végétaux et de ’acide ascorbique
Cinq mg d’extrait végétale et de ’acide ascorbique sont dissous dans SmL d'eau distillée
ou éthanol pour I’extrait végétale et Méthanol pour ’acide ascorbique. A partir d'une solution
mere ayant une concentration de Smg/mL, nous prélevons 1250ul que nous complétons a
5000uL avec de 1'eau distillée ou de 1'éthanol. Ainsi, nous obtenons une solution mere diluée a
une concentration de 0,25 mg/mL. Avec différentes concentrations d’extraits ont été utilisées.
(Figure 31).
» Préparation de la solution méthanolique de DPPH
Quatre mg de réactif de DPPH a ét¢ dissoute dans 100ml de MeOH (solution S8).
L’absorbance du mélange est mesurée a 517nm et doit étre comprise entre a 0,7 et 0,8 nm (a
A=517nm). Ceci est dans le but d’assuré une quantité du radical (DPPH®) suffisante dans le
milieu réactionnel pour le bon déroulement de la réaction (DPPH® (violet) -»DPPH (jaune)).
» Procédure
Cet activité a été mesurée selon le protocole décrit par Blois, (1958) avec quelques
modifications. Brieévement, une quantité de 400pL de chaque dilution a été placée dans des tubes
a hémolyse. Ensuite, une quantité¢ de 1000uL de la solution S8 a été ajoutée dans chaque tube
contenant 400uL de dilution (AA, extraits végétaux). Les tubes ont été incubés a température
ambiante et a l'obscurité¢ pendant 30 minutes. Ensuite, I'absorbance a ét¢ mesurée a 517nm, en
utilisant un blanc et un contrdle (pour I'AA et les extraits). Chaque test a été réalisé en triplicata,
et le résultat est présenté sous forme de moyenne des trois essais.
Une faible valeur d'absorbance indique une activité de piégeage des radicaux libres plus

¢levée. La capacité de piégeage du radical DPPH*® a été calculée selon 1'équation suivante :

controle — Aextrait

A
(%) d’Inhibition = [ 1X 100

Acontrole
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Dont:
0 Acontrole : €St ’absorbance de la solution DPPH.
O Aexirait : €St I’absorbance de 1’échantillon a une concentration donnée/standard.
L’¢étude de la variation de I’activité antiradicalaire en fonction de la concentration des
extraits permet de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition (IC50), plus

la valeur de (IC50) est faible plus I’extrait est puissant vis-a-vis des radicaux libres.

Figure 31. Dégradé de couleur du DPPH lors de son ajout a différentes concentrations de
l'extrait (Photo Personnelle, 2025).

IV.7. Evaluation de ’activité antibactérienne

Dans le but d'évaluer 'activité antibactérienne des extraits aqueux et hydro-éthanolique de
la plante en laboratoire, nous avons employé la méthode de diffusion en disque sur le milieu de
gélose Mueller-Hinton, qu’est une technique qualitative basée sur la mesure du diametre des
zones d’inhibition apparents autour des disques chargés d’extrait végétaux.

1.1. Souches testées

On a analysé les souches bactériennes afin d'évaluer I'efficacité des extraits de Sygygium
aromaticum contre : Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis.
a. Bactéries gram-positives

Les bactéries Gram-positives comme le Staphylococcus aureus ont une couche de

peptidoglycane particulierement dense. L'espace périplasmique chez eux est plus limité que
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celui des bactéries Gram-négatif, mais il fonctionne comme un dépdt pour les enzymes, les
nutriments, les protéines et les ions (Makhloufi et Tabchiche, 2024).
b. Bactéries Gram- négatif
Les bactéries Gram-négatives comme Escherichia coli ont une paroi cellulaire
sophistiquée et complexe qui leur sert de protection tout en permettant une circulation sélective
des nutriments depuis l'extérieur et des déchets vers l'extérieur (Makhloufi et Tabchiche, 2024).
L'efficacité antibactérienne des deux extraits a été¢ évaluée sur des souches de référence
provenant de 1'American Type Culture Collection (ATCC). Toutes ces souches sont détaillées
dans le tableau 2.

Tableau 2. Présentation descriptive des diverses souches bactériennes examinées.

Souche bactérienne ATCC Gram
Staphylococcus aureus 25923 Positif
Bacillus subtilis 6633 Positif
Pseudomonas aeruginosa 27853 Négatif
Escherichia coli 25922 Négatif

Technique de diffusion des disques sur milieu solide (Antibiogramme)

Cette technique sert a évaluer la sensibilité des bactéries aux substances contenues dans

les extraits de la plante.
1.2.Préparation des milieux
» Milieu de Chapman (Agar Mannitol-Sel¢)

Le milieu de Chapman est utilisé pour 1’isolement de Staphylococcus aureus. Environ 11g
de poudre du milieu sont dissous dans 100mL d’eau distillée, puis chauffés a ébullition sur une
plaque chauffante avec agitation jusqu'a dissolution complete, Le milieu est ensuite versé dans
des boites de Pétri stériles et laiss¢ a refroidir et solidifier. Il est essentiel de maintenir une zone

de travail bien stérile tout au long de la préparation pour éviter toute contamination (Figure 32).
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Figure 32. Préparation du milieu Chapman pour I’isolement de Staphylococcus aureus (Photo
Personnelle, 2025).
» Milieu de Hektoen (HK)

Le milieu de HK est utilisé pour I’isolement des entérobactéries, notamment Escherichia
coli. Pour sa préparation, environ 5,33g de poudre sont dissous dans 70mL d’eau distillée, puis
le mélange est chauffé sur une plaque chauffante avec agitation jusqu’a ébullition compléte.
Ensuite, le milieu est versé dans des boites de pétri stériles et laissé a refroidir. Comme toujours,
il est important de travailler dans des conditions aseptiques afin d’éviter toute contamination

(Figure 33).

Figure 33. Préparation du milieu HK pour I’isolement d’Escherichia coli (Photo Personnelle,
2025).
» Milieu de Gélose Nutritif (GN)

Le milieu de gélose nutritive est utilisé pour 1’isolement de Pseudomonas aeruginosa et
Bacillus subtilis. Pour sa préparation, environ 14g de poudre sont dissous dans 500mL d’eau
distillée, puis le mélange est chauffé jusqu’a ébullition sur une plaque chauffante avec agitation
(Figure 34).

Le milieu préparé¢ a été réparti dans des flacons stériles, puis stérilis€¢ a 1’autoclave.

Ensuite, le milieu est versé dans des boites de Pétri stériles et laissé a refroidir pour
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solidification. Il est impératif de maintenir des conditions aseptiques durant toute la
manipulation pour éviter la contamination. Le reste du milieu préparé est réparti dans des flacons

stériles et conservé pour des utilisations ultérieures.

Figure 34. Préparation du milieu GN pour I’isolement de Bacillus subtilis et Pseudomonas
aeruginosa (Photo Personnelle, 2025).
1.3. Préparation du milieu Mueller Hinton (MH)
Environs 19g d’agar nutritif sont pesés puis dissous dans 500ml d’eau distillée, la solution
obtenue est ensuite stérilisée a I’autoclave (a 120°C pendant 20min).
Apres le milieu est coulé a raison de 4mm d’épaisseur pour permettre une bonne diffusion
de D’extrait et laisser refroidir. Les boites doivent étre disposées sur une surface plane afin

d’assurer une bonne uniformisation de la surface avant solidification de la gélose (Figure 35).

Figure 35. Préparation du milieu MH (Photos Personnelle, 2025).

1.4. Préparation des disques
Les disques sont placés dans un tube a essai et autoclavés pendant 20min a 120°C, puis

stockés a une température ambiante, en gardant le tube hermétiquement fermé.
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1.5. Stérilisation du matériel
La stérilisation a I'autoclave a 121°C pendant 15 a 20 minutes a été effectuée sur 1'eau
distillée, les tubes de test utilisés pour préparer les suspensions bactériennes (inoculum), les
milieux de culture et les disques en papier Whatman préparés, ainsi que sur nos échantillons et

leurs dilutions (Figure 36).

Figure 36. Stérilisation du matériel a I'autoclave (Photo Personnelle, 2025).

1.6. Repiquage sur milieux différentiels

La réactivation des souches bactériennes conservées est une étape cruciale avant
utilisation, car leur activité est nulle a 1'état conservé. L’objectif est d’avoir une culture jeune,
pure, préte a étre utilisée dans les tests a venir.

Les quatre souches bactériennes ont été cultivées sur les milieux de culture appropriés
mentionnés ci-dessus. L’intervention a été réalisée dans des conditions stériles strictes. A ’aide
d’une anse en platine stérile, une petite quantité de chaque souche a été prélevée et
soigneusement étalée sur la surface de boites de pétri contenant les milieux spécifies (Figure
37).

La technique utilisée est basée sur l'inoculation par lignes successives : apres chaque
passage, la plaque est légérement retournée afin de répartir les lignes et d'assurer un meilleur
isolement des colonies. Chaque souche a été inoculée uniquement sur son milieu sélectif
approprié.

Les boites ont ensuite été hermétiquement fermeées, étiquetées et incubées dans un

incubateur a 37°C pendant 24 heures pour permettre aux microcultures de se développer. Ces
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cultures ont ensuite été utilisées pour préparer les suspensions bactériennes nécessaires aux tests

(Amiri et Boualleg, 2014) (Boukalkola et a/, 2021).

Figure 37. Repiquage des différentes souches sur les milieux HK, Chapman et GN (Photos
Personnelle, 2025).
1.7. La série de dilution des extraits
Les extraits ont été dissolus dans le diméthyle sulfoxyde (DMSO) pour 1'extrait hydro-
éthanolique (Figure 26) et I'eau distillée (Figure 38). Pour préparer des solutions méres avec des
concentrations de 25, 50, 100 et 200mg/mL. Une autre dilution a été ajoutée, qui €tait T /g :
e Solution mere (SM) : 200mg d'extrait avec 1ml DMSO (200mg/mL).
e Ty;:0.5ml SM avec 0.5ml DMSO (100mg/mL).

o Tys:0.5 d'extrait de T1/2 avec 0.5ml DMSO (50mg/mL).
e Tysg:0.5 dextrait de T1/4 avec 0.5ml DMSO (25mg/mL).
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Figure 39. Série de dilution de I’extrait aqueux (Photo Personnelle, 2025).

1.8. Préparation de I’inoculum (Suspension bactérienne)
Nous préparons des suspensions pour les quatre souches en utilisant les boites contenant

les germes d'une culture de 24 heures (Figure 40).
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Figure 40. Germes d’une culture de 24h (Photos Personnelle, 2025).

A partir des cultures jeunes préparé précédemment, des suspensions bactériennes ont été
préparées dans du sérum physiologique stérile (NaCl 0.9%) (Annexe 2), dont la densité optique
(DO) doit étre comprise entre 0.08 et 0.10 a 625nm. (Elle peut étre ajustée par 1’addition des
cultures jeunes s’il est trop faible, ou par I’ajout de I’eau physiologique stérile s’il est trop fort).
Cet inoculum ne doit pas étre utilisé au-dela de 15 minutes faute de quoi la concentration et donc
I’opacité risque d’augmenter a cause de la croissance bactérienne (BIOMARK Laboratories,
2024).

Nous avons versé de maniére aseptique le milieu de culture gélosé (MH) dans des boites

de pétri devant une flamme de bec bunsen, puis laissé refroidir sur la paillasse (Figure 41).
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Figure 41. Refroidissement de milieu de culture gélosé Mueller Hinton (MH) et préparation
de I’inoculum (Photos Personnelle, 2025).
1.9. Ensemencement
- On immerge un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne ;
- On le presse fermement contre la paroi interne du tube pour éliminer le maximum de liquide ;
- On frotte I'écouvillon sur toute la surface gélosée, de haut en bas, en formant des stries serrées.
Cette opération est répétée deux fois, en tournant la boite a 60° chaque fois ;
- Les disques sont placés aseptiquement a 1'aide d'une pince stérile sur la gélose Mueller Hinton
(GMH).
- On préléve 10pL pour chaque dilution de chaque extrait avec une micropipette et on les dépose
sur les disques.

Une expérience a été menée avec des disques saturés uniquement de DMSO en tant que
contréle négatif, en répétant le processus en trois exemplaires pour chaque extrait et chaque
bactérie afin de réduire les erreurs expérimentales. Les boites ont été placées en incubation a
une température de 37°C pendant une durée de 18 a 24 heures (Figure 42).

1.10. Lecture

L’effet antibactérien des extraits de la plante a été¢ déterminé en mesurant a 1’aide d’une

reégle le diametre de la zone d’inhibition, déterminé par les différentes concentrations autour des

disques.
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Tableau 3. Sensibilité des souches microbiennes en fonction des zones d’inhibition
(Benlahrache et Boukerzaza, 2021).

Sensibilité Zone d’inhibition
Non sensible (-) ou résistante Diameter moins de 8 mm
Sensible (+) Diameétre compris entre 9 a 14 mm
Tres sensible (++) Diameétre compris entre 15 a 19 mm
Extrémement sensible (+++) Diameter plus de 20 mm
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[ Repiquage des différentes souches sur différents milieux ]

Disosition des disques imbibés de 10ul des des différentes
concentrations des extraits (25,50,100 et 200mg/mL (EHE) ; 25,
50, 100 et 200mg/mL (EAqQ)), et la mesure du halo d’inhibition

Figure 42. Organigramme de la méthode de diffusion des disques sur milieu gélosé
(Antibiogramme) (photos personnelle, 2025).
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V.1. Détermination de rendement de I’extraction
Les extraits obtenus aprés évaporation sont généralement sous forme d’une poudre de
couleur brunatre (Figure 43). Le rendement de chaque extrait par rapport au poids du broyat est

représenté dans la (figure 44) (Annexe 3).

Figure 43. Aspect de deux extraits obtenus (photo personnelle, 2025).

Syzygium aromaticum L.
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Ethanolique

Figure 44. Rendements des extraits bruts (Hydro-Ethanolique et aqueux)
Les principes actifs ont été extraits des clous de girofle a 1’aide de deux solvants différents
: I’eau distillée et 1’éthanol 80%. L’objectif de cette étape est de comparer 1’efficacité de chaque
solvant dans 1’extraction de composés biologiquement actifs. Les résultats ont montré que le
rendement de l'extrait aqueux était de 11.7%, tandis que le rendement de l'extrait Hydro-

¢thanolique était de 25.2%. Ce rendement est plus élevé que celle obtenu dans I’étude de Abo-
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El Maati et al, (2016) qui était de 7,25%. Dans cette étude, ils ont utilisé d’autres types de
solvants : le méthanol et 'acétate d'éthyle. Cette différence dans les rendements d'extraction de
différents solvants est causée par les différences de polarité des constituants trouvés dans les

maticres végétales (Jayaprakasha et al, 2001).

Aussi, il est généralement reconnu que 1'extrait hydro-éthanolique est plus efficace que
l'extrait aqueux pour extraire les composés bioactifs du clou de girofle. Ceci est di a la capacité
de I'¢thanol a dissoudre une variété importante de composés cellulaires, ainsi qu'a sa meilleure
pénétration a travers les parois cellulaires des tissus végétaux par rapport a I'eau (Parekh et

Ghanda, 2007).

Généralement, le rendement d’extraction dépend de plusieurs facteurs a savoir le temps
de macération, la température, le solvant d’extraction et la nature chimique de 1’échantillon

(Lahsissene et a/, 2009).

De nombreuses recherches antérieures ont mis en évidence que 1'utilisation de 1'éthanol
comme solvant d'extraction permet d'obtenir un rendement plus €levé par rapport a I'eau,
notamment en ce qui concerne I'extraction des composés phénoliques et bioactifs. (Molehin et

Adefegha, 2014 ; Patel et Gokhale, 2016 ; Leliana et a/, 2022 ; Efong et al, 2024).

V.2. Analyse qualitative

Cette analyse permet d'obtenir une premiere estimation des données initiales concernant
les composants des extraits en démontrant 1'absence ou la présence d'un type de métabolite a
travers des tests rapides, fondés sur des réactions physicochimiques colorées, de précipitation
ou de turbidité. Ces informations, bien évidemment, n'ont qu'un caractere indicatif, mais elles
aident a guider les futures recherches.

Le tableau ci-dessous présente les résultats des tests de l'investigation phytochimique

effectués sur les deux extraits.
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Tableau 4. Résultats du criblage phytochimique des extraits de Syzygium aromaticum L.

) Syzygium
Composé
aromaticum
analysé
L.
Tannins +++
Saponines +++
Polyphénols +++
Flavonoides +++

Obsservation

visuelle (photo des

tubes)
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Anthocyanes

Anthraquinone

libres

Alcaloides

——t

Quinones

e+

Composés

réducteurs
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Mucilage ++

Protéines ++

(-) : absence de substance ; (+) : faible présence de substance ; (++) : Moyenne présence de
substance ; (+++) : Forte présence de substance.

Les résultats du criblage phytochimique de Syzygium aromaticum L. révélent une forte
présence (+++) de plusieurs métabolites secondaires d'intérét, notamment les tannins, les
saponines, les polyphénols, les flavonoides, les alcaloides et les quinones.

L'absence des anthocyanes et des anthraquinones libres indique que ces composés ne sont
pas des constituants majeurs de Syzygium aromaticum L. De plus, une présence moyenne (++)
du mucilage et des protéines a été observée.

En revanche, les composés réducteurs sont absents ou peu représentés, ce qui signifie que
les activités biologiques de cette plante reposent davantage sur ses polyphénols et alcaloides

Nos résultats ont montré une similitude notable avec ceux de Lone et Jain, (2022). Son
analyse a révélé la présence des glucides, des lipides, des alcaloides, des flavonoides, des tanins,
ainsi que des stérols et des triterpénes. En revanche, 1’absence des protéines, des saponines, des
glycosides cardiaques et des anthraquinones a également été constatée.

La méthode utilisée pour détecter ces composés peut étre 1égerement différente, mais en

général, les composés apparaissent ou disparaissent dans le clou de girofle.
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Une autre étude a révél€ la présence marquée des flavonoides, des tanins et des saponines,
ainsi qu'une absence totale d’anthocyanes, ce qui concorde parfaitement avec les résultats de
notre étude (Remita et Benzina, 2021). Par ailleurs, une autre étude a mis en évidence la présence
de plusieurs composés, notamment : les saponines, les tanins, les phénols, les hétérosides
cardiotoniques, les flavonoides, les alcaloides et les dérivés anthracéniques (Oshomoh et al,

2015 ; Medfouni et Hafsi, 2017).

Ces résultats confirment donc le potentiel pharmacologique de Syzygium aromaticum L.
particuliérement en tant qu'agent antimicrobien et antioxydant, ce qui justifie son utilisation en
médecine traditionnelle et pourrait ouvrir des perspectives pour son exploitation dans la
formulation de produits thérapeutiques ou cosmétiques.

V.3. Analyse quantitative
V.3.1. Détermination de la teneur en polyphénols totaux

Ce dosage a été réalis€¢ en utilisant la technique de Folin Ciocalteu (FC). Leur
quantification a été effectuée a 'aide d'une courbe d'étalonnage élaborée avec de l'acide gallique.
L'expression de la concentration en polyphénols se fait en microgrammes d'équivalent d'acide
gallique par milligramme de maticre séche (ug EAG/mg d'E). La droite d'étalonnage obtenue a

I'équation Y= 0.0306x+0.2205 et un coefficient de corrélation R? de 0.9859 (Figure 45).

1,2
y = 0,0306x + 0,2205
R? = 0,9859
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Figure 45. Droite d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.
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L'analyse de la concentration totale en polyphénols a montré la présence de ces composés
dans les deux extraits (aqueux et hydro-éthanolique a 80%), préparés a partir de la méme
quantité¢ de clous de girofle entiers (Syzygium aromaticum L.), avec des quantités extraites

variables selon le type de solvant utilisé.

» Extrait aqueux:

Apreés application de I'équation obtenue a partir de la courbe d’étalonnage
Y =0,0306x+0,2205, la concentration totale en polyphénols dans 1'extrait aqueux a été estimée.
Notre étude a révélé une teneur totale en polyphénols dans 1'extrait aqueux avec un résultat final

de 19.59+ 0,03ug EAG/mg d’extrait sec.

» Extrait hydro-éthanolique :

En appliquant la méme méthode et la méme équation, la teneur en polyphénols totaux dans
I’extrait hydro-éthanolique a été déterminée. Le résultat obtenu est de 26,78+0,19ug EAG/mg
d’extrait sec, une valeur plus élevée que celle de I’extrait aqueux, ce qui montre une meilleure
capacité de I’éthanol a 80 % a extraire les composés phénoliques.

L’extrait éthanolique présente une concentration en polyphénols totaux plus élevée que
I’extrait aqueux. Cela peut s’expliquer par la nature polaire-apolaire de 1’éthanol, qui lui permet
d’extraire une plus grande diversité de composés phénoliques par rapport a I’eau seule.

Cependant, 1'analyse menée par Ferhat et a/, (2022) a démontré des concentrations trés
basses en dépit de I'emploi d'une plus grande quantité (30g) et d'une durée d'extraction prolongée
(5 jours), obtenant des valeurs de 0,754pug EAG/mg pour l'extrait aqueux et 0,274pg EAG/mg
pour l'extrait hydro-éthanolique. Cette diminution peut €tre imputée a la détérioration ou a
I'oxydation des composés phénoliques causée par une macération trop longue, ou en fonction de
la qualité du végétal employé.

La recherche effectuée par Kheild et Layachi, (2019), qui a employé de 1'éthanol a 70%
durant seulement deux heures, a produit un résultat de 17,82+0,53ug EAG/mg, et ce en dépit de
l'usage du fruit sans la fleur. Cela met en évidence l'importance de la sélection de la partie
végétale ainsi.

En autre, Ounaceur, (2023), a obtenu une concentration remarquablement haute de

176,02+0,040ugEAG/mg suite a une macération aqueuse d'une durée de 24 heures. Cette
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performance exceptionnelle pourrait étre due a des conditions d'expérimentation optimisées ou
a une qualité supérieure de I'échantillon végétal.

D'apres l'extrait préparé par Abdelmuhsin et a/, (2025) a 1'aide de la méthode de décoction
(2 a 6 heures de cuisson), il a affiché une concentration plutét modeste de 7,225+0,12nug
EAG/mg. Cela peut s'expliquer par la sensibilité a la chaleur de certains composés phénoliques
qui peuvent se décomposer lorsqu'ils sont exposés a une température €levée pendant une longue
période.

Une autre étude Adaramola et Onigbinde, (2016) a également montré que 1’extrait
méthanolique contenait plus de polyphénols que 1’extrait aqueux, et que les flavonoides
contenaient beaucoup plus de polyphénols. Cela peut signifier que le bourgeon de girofle
contient plus de flavonoides que de phénols. Les solvants d'extraction ont pu extraire plus de
flavonoides des bourgeons de girofle que de phénols, ce qui est cohérent avec nos résultats.

On dit que les solvants a polarit¢ moyenne sont préférés pour une utilisation dans
l'extraction du phénol et antioxydants comparés aux solvants hautement polaires tels que 1'eau
ou aux solvants non polaires tels que I'hexane (Roudsari, 2007 ; Adaramola et Onigbinde, 2016).

Pour conclure, cette analyse souligne 1'importance considérable du choix du solvant, de la
technique et de la durée d'extraction, sans oublier le type de matiere végétale, sur le contenu
final en polyphénols. La performance notable des solvants organiques, en particulier les
mélanges hydro-éthanoliques, met en évidence la nécessité de sé€lectionner habilement les
conditions d'extraction pour maximiser le rendement en composés bioactifs.

V.3.2. Détermination de la teneur en flavonoides totaux

L'évaluation des flavonoides a été réalisée en utilisant la technique d'AlICI;. Elle a été
effectuée en se basant sur une courbe d'étalonnage établie avec un flavonoide standard
(quercétine) (Figure 34). Le contenu en flavonoides est quantifi¢ en microgrammes d'équivalent
de quercétine pour chaque milligramme d'extrait (ug EQ/mg d'E). L'équation de la droite
résultant de 1'étalonnage est Y= 0.0341x+0.0107, avec un coefficient de corrélation R? de

0.9915.
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Figure 46. Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides.
» Extrait aqueux:

L'application de cette équation a permis d’estimer la teneur en flavonoides de I’extrait
aqueux a 20.38+0.03ug EQ/mg d’extrait, indiquant une richesse modérée en flavonoides
hydrosolubles.

» Extrait hydro-éthanolique :
Dans le cas de I’extrait hydro-éthanolique, la teneur obtenue est de 14,14+0,01pg
EQ/mg d’extrait, une valeur inférieure a celle de I’extrait aqueux.

Ces résultats suggerent que 1’extrait aqueux est plus riche en flavonoides que 1’extrait
hydro-éthanolique. Cela peut étre attribué a la meilleure solubilité des flavonoides présents dans
les clous de girofle dans 1’eau, ou a leur nature majoritairement hydrophile. Le choix du solvant
joue donc un role essentiel dans le profil des métabolites secondaires extraits.

En revanche, une étude antérieure a rapporté des concentrations beaucoup plus €levées
(Ferhat et al, 2022), atteignant 58,495mg EQ/g pour I’extrait aqueux et 5,73mg EQ/g pour
I’extrait hydro-éthanolique, en utilisant 30g de matiére végétale dans 200mL de solvant. Malgré
la grande différence entre les valeurs obtenues dans les deux études, que ce soit en termes de
concentration ou de quantit¢ de plante utilis€e, la tendance générale reste similaire : I’extrait
aqueux a montré une capacité d’extraction plus élevée des flavonoides que 1’extrait hydro-

¢thanolique.

57




Résultats et discussion

Cette variation des résultats peut étre expliquée par plusieurs facteurs potentiels,
notamment la nature de I’échantillon végétal utilisé, la partie de la plante prélevée, les conditions
et la durée d’extraction (température, temps, pH, etc.), I’état physique de 1’échantillon (frais ou
sec), ainsi que la méthode d’évaluation chimique elle-méme.

Dans une autre étude faite par Ounaceur, (2023) sur I’extrait aqueux de clou de girofle, la
teneur en flavonoides a été estimée a 23.50+0.002ug EQ/mg.

Pour le taux des flavonoides totaux (comme la quercétine), ces derniers sont présents dans
les clous de girofle a une concentration plus faible (17.5mg QE/g d'extrait) par rapport aux
acides phénoliques (Abo-El Maati et al, 2016).

Dans une autre étude (Abdelmuhsin et a/, 2025). Une macération a chaud a été utilisée
pendant une durée allant de deux a six heures pour préparer I'extrait aqueux. Cette méthode a
permis d'obtenir une teneur en flavonoides de 57.22+0.41pug/mg.

V.3.3. Détermination de la teneur en flavones et flavonols

La courbe d'étalonnage a ¢été tracée en utilisant comme standard la quercétine (0—
200pg/mL). Tous les essais ont été réalisés en triplet et la concentration en flavones et flavonols
a été déterminée a partir de la droite d'étalonnage (Y=0.0061x+0.2528, R? =0.9792) et exprimée
en pg EQ/mg d’E (Figure 47).
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Figure 47. Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavons et flavonols.
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» Extrait aqueux
Apres application de I’équation de la courbe d’étalonnage : Y=0.0061x + 0.2528, avec un
coefficient de corrélation R?= 0,9915, la concentration en flavones et flavonols dans I’extrait
aqueux a été estimée. Le résultat final est de 50,79+0,15ug EQ/mg d’extrait, ce qui indique une

teneur relativement importante en ces composés.

» Extrait hydro-éthanolique
En utilisant la méme équation d’étalonnage, la concentration en flavones et flavonols dans

I’extrait hydro-éthanolique a été déterminée.

Le résultat obtenu est de 44,7+0,11ug EQ/mg d’extrait, soit une teneur légérement

inférieure a celle de I’extrait aqueux.

Ces résultats montrent que 1’extrait aqueux contient une quantité plus élevée de flavones-
flavonols que I’extrait Hydro-éthanolique. Cela peut s’expliquer par une meilleure affinité de
ces composés avec les milieux trés polaires comme 1’eau, contrairement a 1’éthanol qui, bien
qu’il ait une polarité intermédiaire, pourrait extraire d’autres sous-types de flavonoides moins

représentes ici.

Dans une étude ultérieure (Ounaceur, 2023), la teneur en flavones et flavonols combinés
a été estimée a 50,79ug/mg dans l'extrait aqueux. Une autre étude a rapporté une teneur
maximale en flavonols de 13mg/mg, ce qui pourrait étre attribu¢ a l'utilisation d'un solvant
différent (le méthanol) ainsi qu'a une méthode d'extraction différente (Medfouni et Hafsi, 2017).
V.3.4. Dosage des tannins totaux

La concentration en tanins a été déterminée a partir de la courbe d'étalonnage, établie en
utilisant la catéchine comme référence. Les résultats ont été obtenus a partir de I'équation de
régression linéaire de la courbe d'étalonnage (Figure 48), et ils sont exprimés en mg EC/g ES et
mg EC/g MS. L'équation de la droite résultant de 1'étalonnage est Y= 0.0026x - 0.0111, avec un
coefficient de corrélation R* de 0.9912.
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Figure 48. Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tannins.
» Extrait aqueux

L’évaluation de la teneur en tanins de 1’extrait aqueux a été réalisée a I’aide de la méthode
d’étalonnage basée sur la catéchine comme composé de référence. En appliquant I’équation de
la droite de régression obtenue a partir de la courbe d’étalonnage (Y= 0.0026x-0.0111, R?
=0.9912), la concentration en tanins a été estimée a 34,52+0 ,002ug EC/mg d’extrait sec. Cette
valeur indique une teneur relativement élevée en tanins dans I’extrait aqueux.

» Extrait hydro-éthanolique

De la méme maniére, I’extrait hydro-éthanolique a révélé une concentration en tanins de
33,88+0,003pug EC/mg d’E, 1égerement inférieure a celle obtenue dans I’extrait aqueux. Cette
proximité dans les résultats suggere que les deux solvants ont une capacité similaire a extraire
les tanins, avec une légere supériorité pour 1’eau.

Bien que la différence soit minime, l'extrait aqueux a montré une concentration légérement
plus élevée en tanins par rapport a l'extrait hydro-éthanolique ce qui indique une meilleure
efficacité de I'eau pour l'extraction de ce type de composés phénoliques.

Les figures 49 et 50 indiquent les résultats de dosage obtenus a partir d'extraits aqueux et

hydro-éthanolique de Syzygium aromaticum L. (Annexe 4).
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Figure 49. Teneur en Polyphénols,

Flavonoides, Flavones et Flavonols,

Tannins des extraits aqueux de Syzygium

aromaticum L.

Figure 50. Teneur en Polyphénols,
Flavonoides, Flavones et Flavonols,

Tannins des extraits hydro-éthanoliques

de Svzyvgium aromaticum L.

V.4.Résultats des activités biologiques

V.4.1. Activités antioxydantes

Le modele de balayage le radical DPPH instable est une méthode largement utilisée pour

évaluer les activités antioxydantes dans relativement peu de temps par rapport a d'autres

méthodes.

Le DPPH est un radical libre instable et accepte un électron ou un radical hydrogeéne pour

devenir une diamagnétique stable molécule. Le pouvoir antioxydant d’un extrait d’une plante

dépend de sa composition ainsi que les conditions de manipulation dans lesquelles les tests ont

été réalisés (Wong et Koh, 20006).

Selon (Talbi et al, 2015), I'activité antioxydante est €valuée soit par le dosage des produits

formés (en particulier des hydroperoxydes), par des techniques photométriques plus ou moins

directes, ou par la mesure du pouvoir d’un composé a piéger des radicaux libres.

61




Résultats et discussion

On note que les valeurs des Concentrations Inhibitrice (IC50) ont été déterminées
graphiquement a partir de la droite de régression de pourcentage d’inhibition en fonction de la
concentration pour chaque extrait ou standard testé¢ (Figure 51). La relation entre la
concentration d'acide ascorbique et son pouvoir réducteur est décrite par la formule de
régression linéaire y=0.4246x+43.421, ou y représente le pouvoir réducteur et x la concentration

d'acide ascorbique. Le coefficient de corrélation R? associ¢ a cette relation est égal a 0,9345.
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Figure 51. Courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique pour la détermination de la capacité

antioxydant totale.

100

90 /.
. /
70

/\ —e—AA
60
50 ®—Eaq
40 o*

30
20 e
10

EHE

Pourcentage d'inhibiton

0 50 100 150
Concentration [pg/ml]

Figure 52. Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction de différentes

concentrations des extraits et de standard utilisé (AA).
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La figure 52 montre le pourcentage d'inhibition du radical DPPH a différentes
concentrations (pug/ml) pour I’acide ascorbique (AA), I’extrait aqueux et I’extrait hydro-
¢thanolique. Nous constatons que la substance de référence (AA) présente la meilleure capacité
de piéger le radical libre DPPH par rapport aux extraits, avec un taux d’inhibition dépassant
80% a la concentration la plus ¢élevée, ce qui en fait un contrdle positif efficace. L'extrait hydro-
¢thanolique présente également une bonne capacité de piégage environ 90%. bien qu'elle soit
inférieure a celle de l'acide ascorbique (environ 100%), et cette capacité augmente
considérablement avec l'augmentation de la concentration. En revanche, l'extrait aqueux a
montré une activité plus faible, avec un taux d'inhibition ne dépassant pas 60%, méme a la
concentration la plus élevée testée. Ces résultats indiquent que la polarité du solvant utilisé pour
I’extraction joue un role important dans la détermination de D’efficacité des composés
antioxydants extraits.

V.4.1.1. Résultat du test du piégeage du radical libre DPPH

Dans cette étude les résultats de 1’activité antiradicalaire au DPPH sont représentés par les
pourcentages d’inhibition pour chaque concentration ainsi que les valeurs de la concentration
d’inhibition de 50% (IC50) (plus la valeur d’IC50 est basse, plus l'activité antioxydante d'un
composé est grande), en se basant sur la capacité d’une substance a réduire le radical DPPH, par

rapport aux antioxydants standards (AA) (Figure 53) (Annexe 5 et 6).

Syzygiumaromaticum L.

113,41+0,003
100
80
W IC50 Eaq
60
M IC50 EHE
40 33,2+0,003 IC50 AA
18,17+0,003
20
0
IC50 Eaq IC50 EHE IC50 AA

Figure 53. Valeurs d’IC50 des extraits aqueux et hydro-éthanolique de Syzygium

aromaticum L. comparées au standard (AA).
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L'analyse du graphique montre que l'acide ascorbique a donné la meilleur activité
antioxydante avec une IC50=18,17+0,003ug/mL. Alors que l'extrait hydro-éthanolique a
enregistré une valeur d’IC50 d'environ 33,2+0,003pg/mL, indiquant une forte capacité a
¢liminer les radicaux libres DPPH. En revanche, I’extrait aqueux a montré une activité
antioxydante beaucoup plus faible par rapport au témoin, avec une valeur IC50 d’environ
113,414+0,003ug/ml. Cette valeur obtenue est également faible par rapport a celle retrouvée Dans
I'étude d’Abo-El Maati et al, (2016), ou I'activité antiradicalaire de 1'extrait aqueux de clou de
girofle était entre 25,3 - 91,4 mg/mL. Cependant, dans 1'étude rapportée par Haro-Gonzalez et
al, (2021), la quantité d'inhibition du DPPH de I'extrait aqueux de clou de girofle se rapprochait
des valeurs obtenues a partir de notre extrait (150ug/mL). Ces valeurs augmentaient
proportionnellement a la concentration de l'extrait aqueux de Syzygium aromaticum L.

(Nikousaleh et Prakash, 2008).

Ces observations confirment que 1’acide ascorbique est le plus efficace en termes
d’activité antioxydante. Vient ensuite I'extrait hydro-éthanolique, qui s'explique par sa forte
concentration en composés phénoliques, généralement plus solubles dans I'éthanol que dans
l'eau. Ce résultat est également cohérent avec les informations dérivées de la dose totale de
polyphénols, car l'extrait hydro-éthanolique a également montré un niveau plus élevé, soutenant
I'idée que l'abondance de polyphénols dans les extraits affecte directement leur pouvoir
antioxydant. Suivi par l'extrait aqueux, qui a enregistré l'activité antioxydante la plus faible, en

raison de son absence de composés phénoliques.

De méme, 1’é¢tude de Muzolf-Panek et a/, (2021) a souligné que 1’activité antioxydante du
clou de girofle augmente avec la polarité du solvant, I’éthanol étant parmi les solvants les plus

efficaces pour extraire les composés phénoliques.

L’¢tude d’El-Refai et al, (2020) a également révélé que 1’extrait hydro-éthanolique du
clou de girofle posséde une activité antioxydante plus marquée, avec une valeur d’IC50
significativement plus faible que celle de I’extrait aqueux, reflétant une concentration plus

¢levée en composés phénoliques et flavonoides bioactifs.

De leur c6té, (Qureshi et a/,2023) ont confirmé que 1’extrait alcoolique présentait une
meilleure capacité de piégeage des radicaux libres, insistant sur I’importance du choix du solvant

dans I’efficacité de I’extraction des substances actives.
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Enfin, les travaux d’ Abdelmubhsin et a/, (2025) appuyés par des analyses spectrales et des
¢tudes in silico, ont montré que les composés responsables de 1’activité antioxydante, comme
I’eugénol, sont plus abondants dans les extraits obtenus avec des solvants organiques que dans

ceux a base d’eau.

Cela a clairement démontré que le solvant d’extraction n’est pas seulement un facteur
critique dans le niveau de récupération phytochimique, mais est également un facteur important
a noter lors de I’examen de la capacité antioxydante des extraits de plantes. Il a été rapporté que
la capacité antioxydante ainsi que le rendement des extraits de plantes dépendent de la nature

du solvant d'extraction spécifique (Gong et al, 2012 ; Adaramola et Onigbinde, 2016).

La capacité réductrice des extraits de plantes est liée a leur teneur en phénols, c'est-a-dire
que les extraits de plantes contenant des niveaux plus élevés de phénols totaux présentent une

plus grande capacité réductrice (Siddhuraju et Becker, 2003).

Une autre étude a montré une relation positive directe entre la teneur en flavonoides,

phénols et I’activité antioxydante (Javanmardi et a/, 2003).

D’apres les valeurs obtenues suite a 1'étude de l'activité anti-oxydante (test DPPH), ainsi
que le dosage des composés phénoliques (phénols totaux, flavonoides et flavones et flavonols),
il semblerait que 1’extrait hydro-éthanolique de Syzygium aromaticum L. posséde un potentiel
antioxydant important justement di a la présence de concentrations plus ou moins importantes
de composés phénoliques. Cette observation a ¢été retrouvée dans la littérature (Shan et al.,
2005 ; Kiki, 2023) ou plusieurs auteurs ont mis en évidence I’énorme potentiel des clous de
girofle comme piégeurs de radicaux et comme source importante de composés phénoliques. Une
autre étude, de Giilgin et al, (2012), est ¢galement parvenue a la méme conclusion, mentionnant
que les polyphénols végétaux sont multifonctionnels, pouvant agir comme agents réducteurs,

donneurs d'atomes d'hydrogéne et méme comme piégeurs d'oxygene singulet.

V.4.2. Pouvoir antibactérien des extraits bruts
V.4.2.1. Méthode de diffusion sur disque (aromatogramme)
L'évaluation de l'activité antibactérienne des divers extraits de notre plante est réalisée a

l'aide de la méthode de diffusion des disques. La sensibilité des souches évaluées est déterminée
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par la mesure des diameétres des zones d’inhibition de chaque extrait, Aprés 1’incubation des
boites de petri pendant 24h, nous allons obtenus les résultats.
V.4.2.2. Lecture de la concentration de suspensions microbiennes préparées

Des suspensions microbiennes ont été ¢laborées a partir de colonies bactériennes extraites
de milieux solides, puis homogénéisées dans une solution physiologique stérile. La
concentration bactérienne a été modifiée pour atteindre une absorbance de 0,08—0,1 a 625nm,
conformément a la norme 0,5 de McFarland (= 1,5 x 108 UFC/mL), selon les recommandations

du NCCLS (anciennement Clinical and Laboratory Institutes).

Tableau 5. Résultats de la densité optique et de la charge microbienne des souches

microbiennes testées (Annexe 7).

Les souches Longueur Densité optique Concentration des
microbiennes d’onde utilisée (DO) suspensions
(nm) microbiennes
Escherichia coli 0.112
Staphylococcus aureus 625 0.082 107 3 108UFC/ml
Bacillus subtilis 0.084
Pseudomonas 0.082
aeruginosa

V.4.2.3. Test de sensibilité aux antibiotiques

Un test de sensibilité aux antibiotiques des souches bactériennes employées a été effectué.
Ce test a pour but d’¢tudier 1’antibiogramme standard des germes et le comparer avec I’effet de
nos extraits. Des disques d’antibiotiques sont placés sur une gélose Muller Hinton, qui a été
précédemment inoculée avec une culture pure de la souche a examiner. L’évaluation de la
sensibilité des bactéries aux antibiotiques suit le méme protocole que celui utilisé pour les

extraits. Le tableau 6 présente les résultats des antibiogrammes.
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Tableau 6. Sensibilité (zone d’inhibition en mm) des souches bactériennes testées vis-a-vis

I’antibiotique.

Souches bactériennes Antibiotiques standards (controle positif)
GEN
Staphylococcus aureus 13.22
Bacillus subtilis 14.38
Pseudomonas aeruginosa 7.62
Escherichia coli 12.32

GEN: Gentamicine
» Extrait hydro-éthanolique :

L’¢tude de [Dactivité antibactérienne de 1’extrait hydro-éthanolique de syzygium
aromaticum L. sur différents germes (Gram™ et Gram®) par la méthode de I’antibiogramme
donne des diamétres qui varient en fonction de la souche testée. Cependant, les essais de
sensibilit¢ ont montré que la concentration de 200mg/mL de I’extrait a présenté un effet
inhibiteur notable sur la majorité des souches testées. Toutefois, certaines souches se sont
révélées résistantes a cette concentration, n’ayant présenté aucune zone d’inhibition. En
revanche, les concentrations inférieures (100, 50, 25mg/mL) n’ont montré aucun effet inhibiteur

significatif sur I’ensemble des souches (Figures : 54, 55,56 et 57).
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Figure 54. Histogramme des
diameétres des zones d'inhibition en
fonction des différentes
concentrations d’extrait hydro-
éthanolique contre Staphylococcus
aureus.

Figure 55. Histogramme des
diametres des zones d'inhibition en
fonction des différentes
concentrations d’extrait hydro-
éthanolique contre Bacillus subtilis.
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Figure 56. Histogramme des
diamétres des zones d'inhibition en
fonction des différentes
concentrations d’extrait hydro-
éthanolique contre E. coli

Figure 57. Histogramme des
diameétres des zones d'inhibition en
fonction des différentes
concentrations d’extrait hydro-
éthanolique contre Pseudomonas
aeruginosa.
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L’extrait hydro-éthanolique issu du clou de girofle a démontré une action antibactérienne
uniquement a des concentrations élevées, en particulier contre Staphylococcus aureus et
Bacillus subtilis. Cependant, a des concentrations diluées, I’effet a montré une diminution
notable et aucune activité n’a été notée contre Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli.
Cela signifie que I’efficacité de 1’extrait est fortement liée a sa concentration. Comme indiqué
dans I’annexe 08, le diamétre de la zone d’inhibition n’a pas dépassé 8mm, ce qui indique que
I’extrait, aux concentrations testées, ne posséde pas d’activité inhibitrice évidente contre les

souches étudiées, comme le confirment les données présentées dans le tableau ci-dessous.

Tableau 7. Diametre des zones d’inhibition d’extrait hydro-éthanolique (mm).

Diamétre de la zone d’inhibition (mm)

Souches a Gram-positif Souches a Gram-négatif

S. aureus B. subtilis E. coli P. aeruginosa

Concentrations des extraits (mg/mL)
25 50| 100 | 20 | 25 | 50 | 10 | 20 | 25 | 50 | 10 | 20 | 25 | 50 | 10 | 20
0 0 0 0 0 0 0

» Extrait aqueux

L'extrait aqueux n'a démontré aucune activité d'inhibition significative contre la plupart
des souches examinées. On n'a noté aucune zone d'inhibition notable, sauf pour la souche de
Pseudomonas, qui a montré une sensibilité mineure a la concentration maximale testée

(200mg/mL), Comme le document apparait ci-dessous (Figures : 58, 59, 60 et 61).
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Figure 58. Histogramme
des diamétres des zones
d'inhibition en fonction des
différentes concentrations
d’extrait aqueux contre
Staphylococcus aureus.

Figure 59. Histogramme des
diamétres des zones
d'inhibition en fonction des
différentes concentrations
d’extrait aqueux contre
Bacillus subtilis
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Figure 60. Histogramme des
diameétres des zones
d'inhibition en fonction des
différentes concentrations
d’extrait contre
E. coli

Figure 61. Histogramme des
diamétres des zones
d'inhibition en fonction des
différentes concentrations
d’extrait aqueux contre
Pseudomonas aeruginosa.
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Comme précisé dans l'annexe 8, la zone d'inhibition n'a pas excédé 9 mm, ce qui suggere
que l'extrait, aux concentrations testées, ne possede pas d’activité inhibitrice évidente contre les
souches étudiées, comme le confirment les données présentées dans le tableau ci-dessous.

Tableau 8. Diametre des zones d’inhibition d’extraits aqueux (mm).

Diameétre de la zone d’inhibition (mm)

Souches a Gram-positif Souches a Gram-négatif

S. aureus B. subtilis E. coli P. aeruginosa

Concentrations des extraits (mg/mL)
25 |50 100 | 20 | 25 [ 50 | 10 | 20 | 25 | 50 | 10 | 20 | 25 | 50 | 10 | 20
0 0| O 0|0 00

Nos résultats ont montré I’absence de toute activité antibactérienne des extraits aqueux et
¢thanoliques de clous de girofle aux concentrations testées (25-200mg/ml). Des études
antérieures (Mittal et a/, 2014) ont indiqué que l'efficacité de ces extraits n'apparait qu'en
utilisant des concentrations élevées, comprises entre 500 et 1000mg/ml, ce qui explique la
différence entre nos résultats et les résultats de ces études, car nos concentrations ne dépassaient

pas le minimum requis pour montrer un effet antibactérien.

Malgré I'utilisation des mémes extraits végétaux (aqueux et éthanolique de clou de girofle)
et des mémes souches bactériennes que celles utilisées dans I’étude de (Shehu et a/,2023) a
I’exception de la souche de Salmonella remplacée dans notre cas par Bacillus, nos résultats ont
montré une différence notable, marquée par I’absence ou la faiblesse de la zone d’inhibition,

contrairement a son étude qui a révélé une activité antibactérienne significative.

Cette divergence peut €tre expliquée par plusieurs facteurs méthodologiques. Dans son
¢tude, la technique des puits (well diffusion) a été utilisée, en appliquant un volume plus
important d’extrait (entre 50 et 100uL) a I’aide d’un bouchon de liege stérilis¢, ce qui permet
une meilleure diffusion de la substance active dans le milieu. En revanche, notre étude a adopté
la méthode de diffusion sur disque (disque de papier), avec un volume plus réduit (10uL)

d’extrait a des concentrations allant de 25 a 200mg/mL par disque, ce qui pourrait étre
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insuffisant pour produire un effet inhibiteur visible, en particulier si les composés actifs sont

faiblement concentrés ou si le papier n’a pas permis leur libération compléte dans le milieu.

Par ailleurs, la technique des puits favorise une diffusion radiale directe dans 1’agar,
contrairement aux disques qui dépendent de la saturation du papier et de sa capacité a libérer
progressivement 1’extrait. Les caractéristiques de 1’agar et le type de papier utilisé peuvent

¢galement influencer 1’efficacité de la diffusion.

Ainsi, I’absence d’effet inhibiteur ne traduit pas nécessairement une faible efficacité de
I’extrait, mais pourrait &tre liée a des facteurs techniques. Une reprise des essais dans des
conditions similaires a celles de I’étude de (Shehu et al, 2023) serait donc nécessaire pour

confirmer ou infirmer I’activité biologique des extraits.

En comparant nos résultats a ceux d’études antérieures, telles que celle menée par
Oyebola., (2024), ainsi que d’autres ayant ¢galement utilisé 1’extrait de clou de girofle selon la
méthode de diffusion en puits avec I’application de 100puL d’extrait par puits, on observe
clairement que la méthode employée pour évaluer 1’activité antibactérienne influence
considérablement les résultats. Dans les deux études précédentes, des zones d’inhibition larges
et nettes ont été observées contre les mémes souches bactériennes que celles utilisées dans notre
travail, tandis que nos résultats ont révélé une absence ou une faiblesse marquée de 1’effet

inhibiteur.

Ce décalage potentiel peut s’expliquer par des différences techniques, notamment en ce
qui concerne le volume d’extrait utilisé et le type de méthode appliquée. La technique de
diffusion en puits permet I’introduction d’un volume plus important (50 a 100uL) directement
dans le milieu de culture, facilitant ainsi la diffusion des composés actifs et augmentant la
probabilité de contact avec les bactéries cibles. En revanche, la méthode des disques de papier
limite le volume a 10uL seulement, ce qui peut s’avérer insuffisant pour produire un effet
visible, en particulier si la substance active nécessite un certain seuil de concentration ou si sa

diffusion a partir du papier vers le milieu est limitée.

Dans une autre étude (Wadi, 2025) la méthode de diffusion en puits a également été

utilisée et a montré un effet inhibiteur puissant contre les bactéries.
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Dans une autre étude (Arslan, 2023), la méme méthode de diffusion sur disque a été
utilisée pour évaluer ’efficacité antibactérienne des extraits de clou de girofle, mais les
chercheurs ont appliqué un plus grand volume d’extrait a chaque disque, soit 25uL au lieu de
10uL comme dans notre étude. Malgré cette taille doublée, certaines souches comme
Escherichia coli n'ont montré aucune zone d'inhibition avec l'extrait aqueux ou éthanolique,
indiquant un effet faible. Staphylococcus aureus a enregistré une légere zone d'inhibition
(environ 10mm) avec l'extrait aqueux uniquement, tandis que Bacillus subtilis a montré une
activité claire uniquement avec I'extrait éthanolique (11mm). Ces résultats étaient quelque peu
similaires aux notres, ce qui soutient I’idée que la quantité d’extrait seule n’est pas suffisante
pour garantir 1’efficacité, et que d’autres facteurs tels que la concentration de composés actifs
ou les caractéristiques de la souche bactérienne peuvent jouer un réle important dans la

détermination du résultat final.
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Conclusion et Perspectives

Les substances naturelles constituent de véritables usines chimiques dont il faut tirer le
maximum de profit. Ce travail est consacré aux analyses qualitative et quantitative, et a
I’évaluation de D’activité¢ antioxydante (Neutralisation du radical DPPH) et [Dactivité
antibactérienne des extraits des boutons floraux de la fameuse épice de Syzygium aromaticum
L. connue sous le nom de giroflier, utilisant I’eau distilée et 1’éthanol comme solvants
d’extraction.

L’analyse qualitative des extraits, réalisée a I’aide de tests phytochimiques, a révélé la
présence de plusieurs familles de composés naturelles a savoir les substances phénoliques, les
flavonoides, les tanins, les alcaloides, les saponines, les quinones, les protéines et les mucilages,
et I’absence totale des composés réducteurs, les anthraquinones libres et les anthocyanes.

Tandis que L’analyse quantitative des extraits a montré que les bourgeons de girofle sont
une riche source de composés phytochimiques de haute valeur biologique. L'extrait hydro-
¢thanolique a montré la teneur la plus élevée en polyphénols (26,78+0,19ug EAG/mg), tandis
que I’extrait aqueux s’est distingué par sa richesse en flavonoides (20,38+0,03pg EQ/mg) ainsi
qu’en flavones et flavonols (50,79+0,15ug EQ/mg), avec également une teneur notable en tanins
(34,52+0,002ug EC/mg). Cette richesse chimique s’est traduite par une activité antioxydante
significative de I’extrait éthanolique (33,20+0,003pg/mL), proche de celle de I’acide ascorbique
utilisé comme standard (18,17ug/mL). En ce qui concerne l'activité antibactérienne, les tests
réalisés n'ont pas démontré d'effet inhibiteur notable aux concentrations examinées contre les
souches choisies. Cela indique qu'il serait peut-étre nécessaire de recourir a des concentrations
supérieures ou a des techniques d'extraction plus spécifiques pour obtenir une concentration plus
importante des molécules actives.

Toutefois, les conclusions tirées indiquent que grace a sa teneur €levée en composés
phénoliques, le giroflier se distingue comme un potentiel antioxydant naturel. 11 mérite des
recherches plus poussées pour approfondir notre compréhension de ses mécanismes d'action et
¢largir ses possibilités d'application dans les secteurs de la santé et de la prévention.

Le Giroflier (Syzygium aromaticum L.) présente des activités biologiques et
thérapeutiques variables selon la nature des substances renfermées, pour cela il est intéressant

de compléter cette étude par :
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Analyser I'impact d'autres techniques d'extraction des polyphénols et d'autres types de
solvants.

Utiliser des techniques chromatographiques, pour identifier les principes actifs de cette
espece.

Evaluer I’activité antimicrobienne des huiles essentielles de cette plante.

Tester d’autre activités biologiques a savoir les propriétés antifongiques, anti-
inflammatoires et antivirales.

Tester des concentrations plus élevées des extraits pour évaluer leur potentiel antimicrobien.

Explorer d'autres méthodes d'extraction ou parties de la plante.
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Annexe 1. Composition des réactifs utilisés pour le screening phytochimique

Réactif de Wagner
Todure de potassium (KI)........cooiiiiiiiii e e e 02g
Di-10de (I2) . oniii i e 1.27g dans 75 ml d’eau.

Ajuster le volume total a 100 ml d’eau. Les alcaloides donnent avec ce réactif un précipité brun.

Réactif de Bouchardat

16 P 02¢g
TodUIe de POLASSTUMIL .. ... ettt ettt et e e e ettt et e e e et e e eee e e 02¢g
Eau distille. .. ... 100mL

Composés réducteurs

Liqueur de Fehling

Réactif a chaud

CUS O e 35¢g
Eaudistillée.........ooooiiii 500 mL contenant 5 mL d’H2S04

Laisser refroidir puis compléter au litre avec 1’eau distillée

Annexe 2. Composition des milieux de culture utilisés dans I’activité antibactérienne.

Eau physiologique stérile :

Chlorure de sodium (NaCL)......oouiii e 9¢g
Eau distill€e. ... e 1000mL
Annexe 3. Résultats des rendements des extraits Hydro-éthanolique et aqueux de Syzygium

aromaticum L.

Partie de la plante Clou de girofle

Extrait aqueux 11.7

Rendement en %

Extrait Hydro-ethanolique 25.2
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Annexe 4. Teneur en polyphénols, flavonoides, flavones et flavonols, des tannins, des extraits

de Syzygium aromaticum L.

Flavones et

polyphénols flavonoides tannins
flavonols
Les extraits . _ ug
. pug Equivalent | pg Equivalent .
La plante et les | ng Equivalent _ ) Equivalent
o ) _ Acide Acide _
dilutions Acide Gallique _ ) Acide
) Gallique / mg | Gallique / mg _
/ mg d’extrait Gallique /
d’extrait d’extrait
mg d’extrait
Syzygium Aqueux | 19.59+0.03 20.3840.03 | 50.79£0.15 | 34.52+0.002
aromaticum
L. Hydro-
. 26.78%0.19 14.14£0.01 | 44.73+0.11 33.88+0.003
éthanolique

Annexe 5. Suivi visuel de 1’évolution colorimétrique des extraits et de 1’acide ascorbique.

i "W‘,\”

TRl

i

fi’“m-‘i,,“ﬁ 7! 1 |

Aspect final de 1’acide ascorbique



Aspect final de I’extrait aqueux.

Aspect final de I’extrait hydroéthanolique.
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Annexe 6. Taux d’inhibition de différentes concentrations de standard et de deux extraits.

Extrait (%) d’Inhibition de DPPH
s 3,906 pg 7,812 ug 15,625 ng 31,25 pg 62,5 nug 125 pg CI50
(ng (ng/mL)
/ml)
AA 42,46+0,00 | 44,724+0,00 | 46,65+0 001 | 67,17+0,002 | 69,03+0,00 | 94,97+0,00 | 18,17+0,003
1 1 2 2
EA 2,65+0,002 | 4,89+0,001 | 5,95+0,002 | 16,80+0,002 | 20,23+0,00 | 56,77+0,00 | 113,41+0,00
2 4
3
Ehe 16,39+0 ,00 | 21,67+0,00 | 46,35+0,000 | 48,26+0,000 | 75,45+0,00 | 90,48+0,00 | 33,20+0,003
2 1 9 9 2 1
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Annexe 7. Résultats de la densité optique des souches microbiennes testées

Résultats de la densité optique de Pseudomonas aeruginosa.

i 0.082 Abs

Résultats de la densité optique de Staphylococcus aureus.
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Résultats de la densité optique de Escherichia coli.

A

0. 084 Abs

Résultats de la densité optique de Bacillus subtilis.
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Annexe 8. Annexe des photos de I’activité antibactérienne.

Annexe 8.1. Résultats de l'activité antibactérienne d’extrait aqueux.

Escherichia coli (les trois répétitions)
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Bacillus subtilis (les trois répétitions)

Annexe 8.2. Résultats de l'activité antibactérienne d’extrait hydroéthanolique

Escherichia coli (les trois répétitions + GEN)
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Pseudomonas aeruginosa (les trois répétitions + GEN)



