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Résume:
Détermination de la composition chimique et évaluation des activités antioxydante et
antimicrobienne des huiles essentielles obtenues a partir de 1’espéce marocaine Syzygium

aromaticum

Siham YANISSE, Mustapha BOUATIA
La composition, les activités antimicrobiennes et antioxydante des huiles essentielles obtenuesa partir

du clou de girofle (Syzygium aromaticum) ont été étudiées. L'extraction a été réalisée par
hydrodistillation en utilisant I’appareil clevenger apparatus recommandé par la pharmacopée, les HE
ont été analysées par chromatographie en phase gazeuse couplé a la spectrométrie de masse (GC-
MS). L'effet antioxydant a été évalué a l'aide de deux dosages d'antioxydants in vitro en utilisant les
méthodes DPPH et FRAP, le radical libre 2,2-diphényil picryl-hydrazyle (DPPH) et la détermination
de la capacite de réduction totale par la methode de transformation Fe3 + —Fe2 + (FRAP : ferric
reducing antioxidant power). Les activités antimicrobiennes des huiles essentielles ont été évalues
par la méthode de diffusion sur milieusolide (gélose).

Vingt-quatre composés ont été identifiés dans les huiles de girofle par GC-MS. Le principal
constituant du clou de girofle était I'eugénol avec un pourcentage de 63,68%.

Le resultat a montreé que I'huile de clou de girofle avait un effet antioxydant puissant dans les deux
essais in vitro, y compris le pouvoir réducteur de FRAP et de piégeage des radicaux DPPH.Le résultat
a été compareé avec celui des antioxydants de référence BHA (hydroxyanisols butylés) et AA (Acide
ascorbique). Sur la base de la mesure du diamétre d'inhibition, une activité antimicrobienne modéree
a élevée des huiles révélées contre toutes les souches de levures et modérée contre les souches
bactériennes. Les huiles essentielles de girofle ont montré un effet antioxydant et une activité
antimicrobienneconsidérables contre les souches bactériennes et fongiques, méritant une étude plus
approfondiepour une application clinique dans le traitement des infections fongiques.

Mots clés : Activité antimicrobienne ; effet antioxydant ; huiles essentielles ; composés

phénoliques ; Syzygium aromaticum.



Abstract:

Determination of the chemical composition and evaluation of the antioxidant and
antimicrobial activities of essential oils obtained from the moroccan species syzygium
aromaticum
Siham YANISSE, Mustapha BOUATIA

The composition, antimicrobial and antioxidant activities of essential oils obtained from cloves (Syzygium
aromaticum) have been studied. The extraction was carried out by hydrodistillation using the clevenger
apparatus recommended by the pharmacopoeia, the EOs were analyzed by gas chromatography coupled
with mass spectrometry (GC-MS). The antioxidant effect was evaluated using two assays of antioxidants
in vitro using the DPPH and FRAP methods, the free radical 2,2-diphenyil picryl-hydrazyl (DPPH) and
the determination of the total reduction capacity by the Fe3 + —Fe2 + transformation method (FRAP:
ferric reducing antioxidant power). The antimicrobial activities of essential oils were evaluated by the
method of diffusion on solid medium (agar). Twenty-four compounds have been identified in clove oils
by GC-MS. The main constituent of clove was eugenol with a percentage of 63.68%.

The result showed that clove oil had a potent antioxidant effect in both in vitro assays, including the
reducing power of FRAP and the scavenging of DPPH radicals. The result was compared with that of the
reference antioxidants BHA (butylated hydroxyanisols) and AA (Ascorbic acid). Based on the
measurement of inhibition diameter, moderate antimicrobial activity was elevated in oils shown against
all yeast strains and moderate against bacterial strains.

Clove essential oils have shown considerable antioxidant effect and antimicrobial activity against
bacterial and fungal strains, meriting further study for clinical application in the treatment of fungal
infections.

Keywords: Antimicrobial activity; antioxidant effect; essential oils; phenolic compounds; Syzygium

aromaticum.
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. INTRODUCTION

L'incidence des infections fongiques et des infections nosocomiales a considérablement
augmenté ces derniéres années, en particulier chez les patients immunodéprimés. Bien qu’on
dispose aujourd’hui de médicaments antifongiques, le traitement des mycoses reste difficile
d’une part du fait du nombre limité de principes réellement efficaces et de leur colt tres €leveé
et d’autre part lié a I’émergence de souches résistantes a certains antimycosiques usuels.

Le Maroc de par sa situation géographique, offre une végétation riche et diverse. Un grand
nombre de plantes aromatiques et médicinales y pousse spontanément. L’intérét porté a ces
plantes n’a pas cessé de croitre au cours de ces dernieres années. Leurs propriétés, dues
notamment a la fraction huile essentielle (HE), peuvent étre mises a profit pour traiter les
infections microbiennes en particulier fongiques (1).

L'huile de girofle est connue pour son utilisation pour protéger contre la dégradation oxydative
des aliments par les radicaux libres (2). 1l existe deux classes d'antioxydants, synthétiques et
naturels. Les antioxydants synthétiques tels que les hydroxyanisols butylés (BHA) et les
hydroxytoluénes butylés (BHT) ont été largement utilisés dans I'industrie alimentaire, méme si
leurs utilisations ont commencé a étre remise en question en raison de leurs toxicités (3). Ainsi,
le développement et l'utilisation d'antioxydants naturels et plus sdrs, plus efficaces obtenus a
partir de sources botaniques, en particulier de plantes médicinales, sont souhaitables (3).

Le clou de girofle a été utilisée aussi comme analgésique pour les douleurs dentaires. 1l est
connu pour son effet anesthésique pour les maux de dents, les maux de téte et les douleurs
articulaires (4,5). L'Organisation mondiale de la santé (OMS) a établi la dose journaliére
acceptable d'huile de clou de girofle chez I'nomme a 2,5 mg / kg de poids corporel pour I'hnomme

(5-7).



En outre, ’huile de clou de girofle a été répertoriée comme une substance « généralement
considérée comme stre » par la Food and Drug Administration des Etats-Unis lorsqu'elle
administrée a des niveaux ne dépassant pas 1500 ppm dans toutes les catégories d’aliments (25,
8). Le but de ce travail est d’évaluer les activités antimicrobiennes (antibactérienne et
antifongique) et I’effet antioxydant des huiles essentielles de clou de girofle (Syzygium

aromaticum).



Il.  MATERIEL ET METHODES

Le travail a été réalisé au laboratoire de Chimie Analytique de la faculté de médecine et de
pharmacie de Rabat.

1. MATERIEL UTILISE :

a. Materiel végétal :
Le matériel végétal constitué de giroflier (clou de girofle) obtenu de la région de Rabat et Salé,

séché et conservé a température ambiante.

Figure 1 : Clou de girofle

b. Réactifs et solvants utilisés :
L'effet antioxydant de I'huile de S. aromaticum a été évalué par la méthode de DPPH (2,2-
diphényil picryl-hydrazyle) qui consiste a tester la capacité de I’extrait a piégé les radicaux
libres et la méthode de FRAP (ferric reducing antioxidant power), qui consiste a tester la

capacité de ’extrait a réduire le fer ferrique en fer ferreux. Le hydroxyanisols butylés (BHA) et



I’acide ascorbique (AA) ont été utilisés comme antioxydants de références. Les réactifs ont été
fournis par le laboratoire de Chimie Analytique et de Bromatologie de la faculté de Médecine

et de Pharmacie de Rabat.

c. Souches fongiques et bactériennes :

Les souches fongiques et bactériennes ont été fournis par le laboratoire de recherche de 1’hopital
Ibn Sina de Rabat (hopital de pédiatrie).

d. Appareil

Les analyses ont été réalisees a laide du spectrophotometre UV /[ Vis

(SPECTROPHOTOMETRE RAYLEIGH UV-1800).
e. Extraction et identification des huiles essentielles :

L’extraction des huiles essentielles (HE) a été effectuée par hydrodistillation au laboratoire de
chimie analytique pendant 3H en utilisant le Cleavenger apparatus recommandée dans la
pharmacopée Européenne (Européenne 1996). L’hydrodistillation est la méthode la plus simple
et de ce fait la plus anciennement utilisée. Le rendement d’extraction a été calculé, déterminés
sur la base du poids sec de la plante. La chromatographie en phase gazeuse couplée a la

spectrométrie de masse (GC-MS) utilisés pour identifier la composition des HE.



Figure 2 : Appareil clevenger apparatus

(laboratoire de chimie anaytique de faculté de médecine et de Phrmacie de Rabat).
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Figure 3: schema de [’appareil clevenger apparatus



2. METHODES

a. Evaluation de P’activité antimicrobienne :

L’activité antibactérienne a été évaluée contre les souches suivantes

= Pseudomonas aeruginosa (bactéries a Gram négatif) ;

= Staphylococcus epidermedis Meti-R :

= Et deux Staphylococcus Meti-S (bactéries Gram-positives).
L'activité antifongique a été évaluée sur des souches fongiques : souches cliniques de Candida
albicans et non albicans, souche clinique récurrente de candidose orale, cutanée et autres.
L'identification des isolats fongiques a eté faite par des méthodes de microbiologie apres
stockage dans du dextrose Sabouraud.
Les controles positifs antibactériens réalisés avec des disques de gentamicine de 10 et 15 pg et
les antifongiques témoins ont été dissous dans du diméthylsulfoxyde (DMSOQO) a 10% pour
étudier leur activite antifongique sur des souches de levures isolées. Des gelules de fluconazole
a 150 mg et un comprimé de terbinafine a 250 mg ont été ajoutés apres broyage a 2 ml de

DMSO a 10%.

Technique de dispersion sur milieu solide (gélosé):

Le pouvoir antimicrobien des différents extraits sur la croissance des levures et bactéries a été
évalué par la méthode de diffusion sur milieu gélosé. Dans cette méthode, une boite de pétri
contenant 15 ml de gélose Sabouraud Chloramphénicol pour especes fongiques et Mueller
Hinton pour les especes bactériennes, le milieu est inoculé par inondation avec une suspension
contenant des colonies prélevées sur une culture fongique et diluée dans une solution saline
physiologique, puis un disque stérile de papier whatman (6 mm) imbibé d’lune quantité d’huile
essentielle pure (5,10 et 15 pul) est déposé au centre de la gélose. Cette méthode a été réalisée

selon la méthode de Hazzit et al (6, 8).

12
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Figure 4 : lllustration de la technique de dispersion sur milieu gélosé

b. Evaluation de I'activité antioxydante :

Méthode de DPPH :

Consiste a tester in vitro ’activité antioxydante des huiles essentielles du clou de girofle par
I’effet scavenger du radical DPPH.

Pour étudier I’activité anti-radicalaire des huiles essentielles, nous avons opté pour deux
méthodes, la premiere méthode en utilisant le DPPH comme un radical libre relativement stable
selon le protocole décrit par (Brand-Williams, 1995). Dans ce test les antioxydants réduisent
le diphényl picryl-hydrazyl ayant une couleur violette en un composé jaune, dont l'intensité de
la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu

a donner des protons [18].

13



Pour déterminer le pouvoir antioxydant des extraits a I'aide de DPPH, I'extrait est mis a réagir

(DPPH ¢) dans une solution méthanolique. Sous sa forme radicalaire, le DPPH ¢ absorbe a

517 nm, et apres réduction par un antioxydant, I'absorption diminution progressivement en
fonction de la concentration(9), 1’évaluation de I’activité antioxydante a été réalisée par la
méthode décrite par Popovici et al (10) avec peu de modification. Brievement, 50 ul des
solutions d’extraits ont été ajoutés a 1950 ul DPPH (2,3 mg/100 ml préparée dans du méthanol),.
Parallelement a I’échantillon, un contrdle négatif est préparé en mélangeant 50 pl de méthanol
avec 1950 pl de la solution méthanolique de DPPH. La lecture de 1’absorbance est faite contre
un blanc préparé pour chaque concentration a 517 nm aprés 30 min d’incubation a ’obscurité
et a temperature ambiante.

Le contrdle positif est représenté par des solutions des antioxydants standards ou de références
: le BHA et I’acide ascorbique dont I’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que
I’échantillon et pour chaque concentration, le test est répété 3 fois. Le pourcentage d’inhibition
des radicaux DPPH pour chaque concentration est estimé selon I’équation ci-dessous :

% d’inhibition de DPPH = [(Abs contrdle — Abs échantillon) / Abs contréle] x 100

Ae
0f = - —
1% = (1- 1) x 100

Ao : I'absorbance sans échantillon

Ae : Absorbance avec I'échantillon

La courbe de la variation du pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction de la
concentration de I’huile essenticlle testée a été tracé : 1 % = f([IC]).

La concentration d’inhibition de 50% des radicaux DPPH (IC 50) a été déterminée en utilisant

L’équation de régression : 1%=f(C)

14



Méthode de FRAP :

Cette méthode est utilisée pour déterminer la capacité réductrice de I'huile de girofle. Il est basé
sur une réaction redox dans laquelle un oxydant facilement réduit (Fe3 +) est utilisé dans l'exces
stoechiométrique et les antioxydants agissent comme réducteurs(5). Certaines techniques
impliquent la capacité de I'huile de girofle a réduire le complexe ferricyanure & la forme ferreuse
.(11) Le dosage de l'antioxydant de réduction des ions ferriques (FRAP) (Fe3 +) a été utilisé
pour déterminer le pouvoir réducteur de I'huile de girofle. Pour I'exécution de cette méthode,
nous preparons des concentrations d'huile de clou de girofle entrent (150-15 pg / mL) dans 1
mL d'eau distillée ont été melangées avec du tampon phosphate de sodium (2,5 mL, 0,2 M, pH
6,6) et [[K3Fe - (CN) 6] ferricyanure de potassium] (2,5 m mL, 1%). L'échantillon a été incubé
a 50°C pendant 20 min. Des aliquotes (2,5 ml) d'acide trichloro-acétique (10%) ont éte ajoutees
au mélange. Ensuite, 2,5 ml de ces solutions a été mélangé avec de I'eau distillée (2,5 ml) et du
FeClI3 (0,5 ml, 0,1%), et les absorbances ont été mesurées a 700 nm dans un spectrophotometre.
L'augmentation de l'absorbance des mélanges réactionnels indique une augmentation de la

capacité de réduction.

15



3. ANALYSES STATISTIQUES :
Le résultat recueilli a été examiné a l'aide du logiciel Origin Pro (version 9.0) et enregistré sous
la forme Moyenne + écart-type. L'analyse a été réalisée en utilisant des procédures ANOVA.

P <0,050 était considéré comme significatif.
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I1l. RESULTATSET DISCUSSION

1. COMPOSITION CHIMIQUE DES HUILES ESSENTIELLES :
Le résultat de I'identification a montré que 24 composants représentant 100% de I'huile
I’échantillon avec une quantités élevée d’eugénol (63,68%). (Tableau 1).

Tableau 1 : composition qualitative et quantitative des huiles essentielles de S. aromaticum (%).

S/NO. Name of constituant Area %

1 Eugenol 63,68

2 Phenol-2-methoxy-4- (2-propenyl) -, acetates 13,28

3 Phenol --2-methoxy-3-(2-propenyll) - 10,11

4 Caryophyllenes. 5,97

5 1,4,7, -Cyclododecatriene, 1,5,9,9- 68676 1000062-61-9 93 2,29
tetramethyl-, Z, Z, Z-

6 (2)-1-Methyl -4-(6-methylhept 5-en-2-ylidene) ccyclohex-1- 0,71
ene

7 Caryophyllene oxide 0,54
Naphthalene, 1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahydro-7-methyl-4- 0,28

g methylene-1-(1-methyl-ethyl)-, (1. alpha.,4a. beta.,8 a. alpha.)-

9 10,10-Dimethyle-2,6-dimethylenebicyclo [7.2.0] undecan-5. 0,12
beta. -ol

10 (1R,3E,7E,11R))- 1,5,5,8-Tetramethyl -12-oxabicyclo [9.1.0] 0,10
dodeca-3,7-dienes-

11- 24 Others 0,68

17



2. ACTIVITE ANTIOXYDANTE :

Pour déterminer la capacité antioxydante totale des extraits de plantes ou de composés purs,
plusieurs méthodes ont été utilisées. Cependant, peu ont été largement utilisés en raison de la
difficulté de mesurer la capacité antioxydante totale et des limites associées aux problémes
meéthodologiques et aux sources de radicaux libres. Dans notre étude, l'activité antioxydante de
I'huile de girofle a été comparée a celle du BHA, du BHT et de l'acide ascorbique hydrosoluble.
L'activité antioxydante de I'huile de clou de girofle, de l'acide ascorbique et du BHA a été
évaluée par deux méthodes in vitro : piégeage du DPPH et la méthode du FRAP.

a. Activite de piégeage des radicaux libres : DPPH

Les résultats obtenus sont détaillés ci-dessous.

Tableau 2 : Résultats du piégeage des radicaux DPPH par les huiles essentielles de S.

aromaticum (%).

Sample Concentration pg/ml Pourcentage d’inhibition | 1C so (ug/ml)
du DPPH (%)
S. aromaticum 15 42,28
25 49,81
50 54,29 25
100 58,90
250 77,16
530 83,42
AA 15 23,65
25 28,53
50 34,65 180
100 60,41
250 68,94
300
15 23,74
BHA 25 26,94
50 27,94 170
100 32,96
250 68,03
300 70,77

Le résultat est la moyenne de trois mesures paralleles.

AA : acide ascorbique
18



BHA : hydroxyanisole butylé

La DPPH est I'une des méthodes spectrophotométriques les plus largement utilisées pour
déterminer les propriétés antioxydantes des aliments, des boissons et des extraits végétaux (9).
Les composés radicalaires chromogénes peuvent réagir directement avec les antioxydants. De
plus, la méthode de piégeage du DPPH a été utilisée pour évaluer l'activité antioxydante des
composés en raison de leur procédure simple, rapide, sensible et reproductible. (10)

Diverses méthodes sont actuellement employées pour évaluer l'activité antioxydante des
composés phénoliques végétaux. Les dosages chimiques sont basés sur leur capacité a piéger
les radicaux libres synthétiques, en utilisant une variété de systemes générateurs de radicaux et
de méthodes pour la détection du point final d'oxydation. Les méthodes de piégeage des
radicaux ABTS + ou DPPH sont des procedures spectrophotomeétriques courantes pour
déterminer les capacités antioxydantes des composants.

Lorsqu'un antioxydant est ajouté aux radicaux, il y a un degré de décoloration di a la présence

des antioxydants qui inverse la formation du radical DPPH.

s
—

Les tests ont été appliqués pour déterminer 1’activité antioxydante des composants purs. (5, 11)

Dans ce travail, la méthode de piégeage des radicaux DPPH a été utilisée pour évaluer la

détermination des activités potentielles de piégeage des radicaux de I’huile de girofle. Le DPPH

a été utilisé pour évaluer I’efficacité de piégeage des radicaux libres de diverses substances

antioxydantes.(10)
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Dans ce procedé, les antioxydants ont pu réduire le radical DPPH stable en diphényl-

picrylhydrazine de couleur jaune. La méthode est basée sur la réduction de la solution

alcoolique de DPPH en présence d'un antioxydant donneur d'hydrogene en raison de la
formation de la forme non radicalaire DPPH — H par la réaction. Le DPPH est généralement
utilisé comme réactif pour évaluer l'activité de piégeage des radicaux libres des antioxydants
(12). Le DPPH est un radical libre stable qui accepte un électron ou un radical hydrogéne pour
devenir une molécule diamagnétique stable.

Avec cette méthode, il était possible de déterminer le pouvoir anti-radicalaire d'un antioxydant
en mesurant la diminution de I'absorbance de DPPH a 517 nm avec un changement de couleur
du violet au jaune, l'absorbance a diminué lorsque le DPPH a €té piégé par un antioxydant par
don d'hydrogéne pour former une molécule de DPPH stable. Sous forme radicalaire, cette
molécule avait une absorbance a 517 nm qui disparaissait apres acceptation d'un électron ou
d'un radical hydrogéne d'un composé antioxydant pour devenir une molécule diamagnétique
stable. (13)

Le résultat montre une diminution significative (p <0,05) de la concentration du radical DPPH
en raison de la capacité de piégeage de I'huile de clou de girofle et des standards. L'Acide
ascorbique et le BHA ont été utilisés comme antioxydants de références. L'effet de piégeage de
I'huile de clou de girofle et des standards sur le radical DPPH a diminué dans l'ordre suivant :
huile de clou de girofle> BHA> AA, qui étaient de 77,16, 68,03 et 60,41%, a la concentration
de 250 pg / ml, respectivement.

L'activité de piégeage des radicaux libres DPPH de I'huile de clou de girofle a également
augmenté avec une concentration croissante (R? : 0,9982). La valeur EC50 pour I'huile de clou
de girofle était de 25 pg / mL. Une EC50 inférieure indique une activité de piégeage des

radicaux libres DPPH plus élevée.
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Le piégeage des radicaux libre est I'un des mécanismes connus par lesquels les antioxydants
inhibent I'oxydation des lipides. Ce test est untest standarddans les études d'activité antioxydante

et offre une technique rapide pour cribler l'activité de piégeage des radicaux de composés

spécifiques (14).
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b. Test FRAP : ions ferriques (Fe3 +) réduisant le pouvoir antioxydant

La capacité de don d'électrons selon des études précédentes, reflétant le pouvoir réducteur, des
composeés bioactifs était associée a une activité antioxydante. (15, 16)

Le test FRAP tire parti d'une réaction de transfert d'électrons dans laquelle un sel ferrique est
utilisé comme oxydant. (8).

Dans cette méthode, la couleur jaune de la solution a tester change en différentes nuances de
vert et de bleu en fonction du pouvoir réducteur des échantillons d'antioxydants. La capacité
réductrice d'un composé peut servir d'indicateur significatif de son activité antioxydante
potentielle.

Le résultat de cet essai montre que I'huile de girofle avait un pouvoir réducteur efficace en
utilisant la méthode de réduction du ferricyanure de potassium par rapport aux antioxydants
standards de synthese (BHT, acide ascorbique). Pour les mesures de la capacité réductrice de
I'huile de girofle, la transformation Fe3 + en Fe2 + a été étudiée en présence d'huile de girofle
en utilisant la méthode d'Oyaizu (1986). A différentes concentrations (25 a 300 pg/ ml), I'huile
de clou de girofle a démontré une puissante capacité de reduction (R2 : 0,975) et ces différences
étaient statistiguement tres significatives (p <0,05). Le pouvoir réducteur de I'huile de clou de
girofle, de l'acide ascorbique et du BHT a augmenté régulierement avec l'augmentation de la
concentration des échantillons. Le pouvoir réducteur de I'huile de clou de girofle et des
composés standard présentaient l'ordre suivant : huile de clou de girofle> BHT> acide
ascorbique. Les résultats sur le pouvoir réducteur démontrent les propriétés de donneur
d'électrons de I'huile de girofle neutralisant ainsi les radicaux libres en formant des produits
stables. Le résultat de la réaction de réduction est de mettre fin aux réactions radicalaires en

chaine qui pourraient autrement étre tres dommageables.
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3. ACTIVITES ANTIMICROBIENNES
L'activité antimicrobienne in vitro des huiles essentielles de S. aromaticum contre les espéces
de microorganismes, estimee par le diamétre de l'inhibition, variait selon les souches (tableaux
3et4).

Tableau 3 : Activité antifongique des huiles essentielles de S. aromaticum estimée par le
diameétre de la zone d'inhibition (y compris le diamétre du disque, 6 mm).
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Levures HE HE HE Fluconazole Terbinafine
5 pl/disc 10pl/disc  15pl/disc 10 pl/disc) 10 pl/disc)

C.. Albicans 2242 243+1,1 26,605 19#1 301

C. Albicans 21,6+ 2 24,6+0,5 401 26+ 1 21 1

C. Albicans 27,3+ 2,5 26% 0,5 391 29 +1 22+1,7

C. Albicans 28,328 31,3+1,5 40 £1 19+2 19,3+0,5

C. Albicans 25,3+ 15 27,3+ 0,5 29,3+1,1 23,3+0,5 20£1,7

C. Albicans 24,4120 27,312 39,3+1,1 16%1 20 £1

C. Tropicalis 21,3 +3 20 1,1 23+0,5 17,3£0,5 27+0,5

C. Tropicalis 22+ 2,6 27+1 2917 201 24,610,5

C Tropicalis 32+ 6,8 43+17 44 +1 30£2 33,715

C Tropicalis 27,325 29+1 35+15 26,3+15 30+1

C. Tropicalis 25%1,5 26%0,5 2915 233=%1 28 1

C. Tropicalis 22+1 26%0,5 29+1,5 27+1,7 30+1

C.Glabrata 27 £2,5 22+1 29,7+0,5 22,6%1,5 29+1

C. Glabrata 22+3 25+1 30 £1 22,6+0,5 2811

C.Glabrata 24+1 27+1 2715 30+1 28+1

C. Parapsilosis 26 £1,7 27 1 31+1,5 28,6+0,5 30+0,5

C. Parapsilosis 39+ 1,15 39 1,7 44+1.5 30+1 35+0,5
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Les valeurs exprimées sont des moyennes de trois mesures paralleles

Tableau 4 : Activité antibactérienne des huiles essentielles de S. aromaticum estimée par le

diameétre de la zone d'inhibition (y compris le diamétre du disque, 6 mm).

Bactéries HE HE HE Gentamicine Gentamicine
5 ul/disc 10ul/disc  15pl/disc 10 pg/disc 15 pg/disc

Staphylococcus Meti-S1 0 11 +0,5 13 +1 15+1 25+0,5

Staphylococcus Meti-S 2 11+1 15+ 0,5 16+ 0,5 26 £0,5 28+1

Staphylococcus 16 +0,5 25 +0,5 25+ 0,5 30+0,5 31+1

epidermidisMulti-

resistant 0 0 10 £0,5 12 £3 20+0,5

Pseudomas aeriginosa

Les valeurs exprimées sont des moyennes de trois mesures paralleles.
Cette huile essentielle a montré un large spectre d'activité contre une variété de levures
pathogenes et d'espéces bactériennes.
Le niveau d'activité le plus élevé a été observe contre différentes especes de Candida, les zones
d'inhibition les plus fortes étant de 40 a 45 sur les especes Candida tropicalis et C parapsilosis
pour 10 ul d'huile essentielle (Tableau 3).
En comparant les diamétres moyens d'inhibition de la croissance des souches de Candida
albicans, Candida tropicalis et Candida parapsilosis avec les souches de fluconazole et
terbinafine, la différence est statistiquement significative (P <0,05).
Enanalysant les diametres moyens d'inhibition des souches de Candida glabrata, la différence
est statistiquement significative avec la terbinafine (P <0,05) et non significative pour une seule

souche de Candida glabrata avec le fluconazole (p = 1).
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Nos résultats sont en parfaite adéquation avec ceux rapportés par I'équipe de Palmeira-de- Oliveira
et al (17) qui ont démontré que l'eugénol, qui est le principal composé des huiles essentielles de
clou de girofle, est considéré comme un trés bon inhibiteur de croissance des espéeces du genre
candida spp et qui posent également des problémes de résistance aux antifongiques de références.
(14, 18)

Une activité antimicrobienne légére a modérée observée avec un diamétre d'inhibition maximale
de 20 mm observées pour la souche de Staphylococcus epidermidis Meti R a 10 ul des huiles
essentielles, le léger effet a été observé sur Pseudomonas aeruginosa (tableau 4).

En comparant les diamétres moyens d'inhibition de croissance des souches de Staphylococcus
Meti-S1, Staphylococcus Meti-S 2 et Pseudomas aeriginosa avec celui de la gentamicine, la
différence est statistiquement significative. Pour Staphylococcus epidermidis Multi résistant, la
différence n'est pas statistiquement significative (p> 0,05).

Ces résultats sont en accord avec d’autres études rapportant que I'huile essentielle de clou de girofle
a montré une activité antibactérienne contre un grand nombre de S. epidermidis et S. aureus
résistants a la méthicilline (Enzo et Susan, 2002.(19) L'huile semble également étre efficace contre
les microorganismes Gram-positifs et Gram-négatifs(20, 21).

Dans des études antérieures, l'activité antibactérienne de différents extraits de S. aromaticum aété
démontrée contre des bactéries pathogénes, notamment Campylobacter jejuni, Salmonella
enteritidis, Escherichia coli et Staphylococcus aureus. (7, 22)

Ilest difficile d'attribuer l'activité de mélange naturel et complexe comme les huiles essentiellesa un
constituant particulier, néanmoins il est raisonnable de supposer que l'activité de cette huilepeut étre
liée a la présence d'une concentration élevée (63,68%) d'eugénol. L'importance des groupes
hydroxyle phénoliques pour I'activité antimicrobienne des huiles essentielles a déja étérapportée.

(21, 22).
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V. CONCLUSION :

En conclusion, les résultats de la présente étude indiquent que I'extrait d'huile de girofle de S.
aromaticum a un potentiel intéressant en tant qu'agent thérapeutique contre les bactéries et les
champignons pathogenes pour I'nomme. Le clou de girofle est un agent a large spectre qui
inhibe non seulement les dermatophytes, les especes Aspergillus et Candida (telles que C.
albicans, C. tropicalis, C glabrata et C. parapsilosis), mais également les isolats de C. albicans
résistants au fluconazole. Krusei, qui est intrinsequement résistant au fluconazole, et C.
glabrata, dont la résistance est facilement inductible.

De plus, I'huile de clou de girofle s'est avérée étre un antioxydant efficace dans differents tests
in vitro, y compris le pouvoir réducteur, I'elimination des radicaux DPPH, lorsqu'elle est
comparée a des composés antioxydants standard tels que le BHA et le BHT, un antioxydant
naturel et l'acide ascorbique qui est un analogue soluble du tocophérol. Sur la base de nos
résultats, il peut étre utilisé pour minimiser ou prévenir I'oxydation des lipides dans les produits
alimentaires et pharmaceutiques, retarder la formation de produits d'oxydation toxiques,
maintenir la qualité nutritionnelle et prolonger la durée de conservation des produits
alimentaires et pharmaceutiques.

Les résultats de cette étude valorisent S. aromaticum marocain comme plante médicinale
endémique pouvant étre une source de composeés actifs biologiques. Cette plante peut protéger

notre organisme contre les effets nocifs des radicaux libre
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