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AA& : Acide ascorbique.

Ac : Acide citrique

DPPH : 2, 2-Diphényl-1-PicrylHydrazyle.
FRAP : Ferric Reducing Antioxidant power.
Clso : Concentration inhibitrice a 50%.
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INTRODUCTION GENERALE

Les plantes aromatiques et médicinales sont des plantes appréciées pour leurs
propriétés aromatiques, gustatives et thérapeutiques. Elles ont été utilisées depuis des milliers
d'années dans différentes cultures a travers le monde pour leurs bienfaits sur la santé et leur
utilisation dans divers domaines. Dans le monde végétal, les plantes contiennent beaucoup de
substances bioactives (Varban et al. 2009). Leur role d’antioxydants naturels suscite de plus
en plus d’intérét pour la prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires et
cardiovasculaires (Varban et al. 2009). En effet, ces plantes médicinales peuvent fournir une
source naturelle d'agents antibactériens et antioxydants a utiliser dans différentes applications

pharmaceutiques, cosmétiques, alimentaires et autre.

Le Syzygium aromaticum ou le giroflier est une plante aromatique utilisee
traditionnellement mais également dans le domaine médicinale a cause de sa richesse en

polyphénols (Medfouni et al, 2018).

La science confirme les différents avantages des plantes aromatiques et de leurs
extraits ainsi que leurs huiles essentielles (Chagra et al, 2019). lls sont trés utilisés dans
I'industrie alimentaire comme additifs, dans les cosmétiques, les parfumeries, 1’industrie de
shampooings et de détergents en volume impressionnant (Chagra et al, 2019). En effet, le clou
de girofle est une épice a usage polyvalent. Elle contient de nombreux composés actifs, tels
que l'eugénol, qui posséde des propriétés antimicrobiennes et d’antioxydant (Medfouni et al,

2018).

Les cosmétiques a base de produits naturels sont populaires a travers le monde parce
qu'ils donnent l'impression d'avoir une plus grande pureté (Mainkar et al, 2001). Le
Shampooing est la forme la plus communément utilisée pour le traitement capillaire. 1l était
principalement produit pour laver les cheveux et le cuir chevelu (Aghel et al, 2010). Il est

parmi les produits hygiéniques les plus vendus dans le monde (Emmanuelle et al, 2013).

Le présent travail s’inscrit dans le cadre de la recherche et la valorisation des
substances bioactives telles que les substances naturelles douées d’activité d’antioxydant qui
présentent un intérét dans le domaine cosmétique. L’objectif principal de ce travail est d’une
part I’évaluation de I’activité antioxydante des extraits et I’huile essentielle de I’espéce
Syzygium aromaticum selon la méthode de piégeage du radical libre DPPH et par la méthode
de réduction ferrigue FRAP, et d’autre part, ’emploi de ces substances actives dans la

formulation de shampooing.
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Il faudrait préciser que I’idée de ce travail est une propre initiative de I’étudiante

Sahouli Amina, et qui rentre dans le cadre de la réalisation de son stage de Master.

Le contenu de ce mémoire est composé de trois chapitres :

- Le premier chapitre est consacré a la recherche bibliographique et se compose de deux
parties : La premiére partie sur les géneralités sur le clou de girofle, et la deuxieme sur des
géneralités sur le shampooing.

- Le deuxieme chapitre présente les méthodes et les techniques utilisées pour la réalisation
de ce travail a savoir : extraction de I'huile essentielle et les extraits du clou de girofle,
I’activité biologique et la formulation des shampooings.

- Le troisieme chapitre présentera les différents résultats obtenus suivi de discussion et nous

terminerons par une conclusion générale et perspectives.



CHAPITRE 01

PARTIE

BIBLIOGRAPHIQUE
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1. Généralité sur le Clou de girofle

1.1. Introduction

Syzygium aromaticum ou (Eugenia caryophyllum), communément appelé « kranfal » et
en francais (giroflier, clou de girofle) appartient a la famille des Myrtacées. Il est originaire

des iles Maluku (ou Moluques) en Indonésie (Ghedira et al, 2010).

Clou de girofle est 1’épice la plus utilisée pendant plusieurs siécles en conservation des
aliments. Grace a ces composants phénoliqgues comme I’cugénol, 1’acétate d’eugénol et

I’acide gallique, il est utilisé en pharmacie et cosmétologie (Diego Francisco et al, 2014).

L’Indonésie est le principal producteur mondial. (Penot et al, 2021), Madagascar est le
premier exportateur mondial de girofle depuis la fin du X1Xe siecle (Fourcin et al, 2015) avec
une quantité moyenne annuelle. L'Indonésie est le plus gros pays producteur (7 fois ce que
produit Madagascar) et le premier consommateur de clou de girofle notamment pour les

cigarettes "Kretele' (Fourcin et al, 2015).

1.2. Description de la plante
1.2.1. Définition

Le girofle ou giroflier est un arbre originaire des lles Moluques dans 1’archipel
indonésien. Les clous sont en fait des boutons de fleurs. De couleur verte puis rouge une fois
mars, les clous se parent de leur jolie couleur brune lors de la phase de séchage, qui se déroule
a I’air libre pendant un mois. L’odeur est aromatique caractéristique, la saveur est brulante. Le
clou comporte une partie quadrangulaire, I’hypanthe, longue de 10 & 12 mm pour un diamétre
de 2-3 mm (correspondant a I’ovaire infére) et une « téte » renflée, globuleuse (4-6 mm de

diametre), entoure par les 4 lobes divergents des sépales (Goetz et al, 2012).
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Fig. 1-1: Clou de girofle

Le giroflier (Syzygium aromaticum L.) est cultive pour deux produits distincts : le clou
qui est le bouton floral séché cueillis avant leur épanouissement, et 1’essence (ou huile
essentielle) issue de la distillation des feuilles, de griffes ou de clous et dont la valeur est liée
a sa forte teneur en eugénol (Penot et al, 2021), (Razafimamonjison et al, 2016). Il est aussi
cultivé pour en extraire une essence tres riche en eugénol c’est la I'une des différences entre

le girofle et la plupart des autres plantes herbacées (Razafimamonjison et al, 2016).

1.2.2. Origine du nom
v Nom commun : Giroflier.
v Nom du fruit: Clou de girofle.
v Nom scientifique: Eugenia caryophyllum, Syzygium aromaticum (L) Merr.et Perry
v

Origine: Indonésie. Madagascar.

Tableau 1-1 : Classification botanique giroflier (Goetz et al, 2012).

Régne Plantae

Sous-regne Tracheobionta

Embranchement Magnoliophyta (= Phanerogames)
Sous-embranchement Magnoliophytina (= Angiospermes)
Classe Magnoliopsida (= Dicotyledones)
Sous-classe Rosidae

Ordre Myrtales

Famille Myrtaceae

Sous-famille Mytoideae

Genre Syzigium

Espéce S. aromaticum (L) Merr. & Perry
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1.2.3. La culture du giroflier

Cet arbre pousse dans des sols profonds, frais, bien drainés que I’on trouve
généralement sur les bords humides a I’est des iles d’une hauteur moyenne de 10 a 12 meétres,

qui peut atteindre jusqu’a 20 metres de haut.

Le giroflier fleurit deux fois par an, de juillet a décembre. Le meilleur moment pour
récolter les tiges floriféres, également appelées girofles, est juste avant 1’ouverture de la
corolle (voir Fig. 1.2), moment auquel elles commencent a virer au rose. Les capes de girofle
sont ensuite laissées a sécher sur des argiles au soleil ou sur une flamme chaude. Lors du
séchage, les feuilles perdent entre 67 et 72 % de leur teneur en eau (Medfouni et al, 2018). Il
est possible de le récolter annuellement pour 3 a 4 kilogrammes par arbre pendant plus de 25
ans (Lobstein et al, 2017).

Les clous sont séparés des griffes une fois la cueillette terminée a la main. Pour
permettre leur conservation, les pétales de rose seront séchés : 35 kg de pétales frais
donneront 10 kg de pétales séchés. lls seront ensuite préparées pour la distillation (Barbelet et
al, 2015).

Fig. 1-2: Clou rose récolté avant I'épanouissement de la fleur (Barbelet et al. 2015)
1.2.4. Composition chimique de Syzygium aromaticum

Le clou de girofle est riche en substances bioactive telle que :

L’huile essentielle (20%): L’eugénol est le composé principalement responsable de 1’arome
du clou de girofle et constitue 72 a 90% de I’huile essentielle de girofle (Bouzaa et al, 2022).

Les autres constituants courants de 1’huile essentielle comprennent 1’acétate d’eugénol (5 & 10
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%), le B-caryophlléne (5 a 12%), le salicylate de méthyle, le pinéne, la vanilline et I’a-

humuléne.

Autres constituants : flavonoides (environ 0,4%), tanins (environ 12%), acide phénolique,

stérols, tri terpéne et des chromons (Medfouni et al, 2018).

SO O

) Acétate d'eugényle ou CH;
Eugenol d'eugénole B-Caryophyllene
72 a2 90% 5a10% 5a12%
@) H CH CH3 O
~ CHs CH
O/ 3
CHs
CH5
~
© HsC | OH
OH CHs  H,C
Vanilin Le pinéne  o-Rumuléne Methyl salicylate

Fig. 1-3 : Structures principaux constituants d’huile de S.aromaticum

1.2. Lestechniques d’extraction
Le procédé d’extraction influe directement sur la qualité des plantes et sur le
rendement de I’extraction (Nait Achour, 2012). Il y a plusieurs procédés d’extraction utilisé€s a
ce jour tels que I’infusion, la macération mais et I’hydrodistillation.
v" Hydrodistillation

La technique la plus courante et simple pour distiller les huiles essentielles. Cette
méthode implique d'immerger la matiere premiére végétal dans de I'eau, puis de porter le
mélange a ébullition. La distillation se déroule généralement a pression atmosphérique. Les
vapeurs produites sont ensuite condensees a l'aide d'un systeme de réfrigeration par

circulation d'eau.

Lors de la distillation des huiles essentielles, plusieurs phénomeénes interviennent,

permettant les échanges de substances entre les phases solides, liquide et vapeur. Cela
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explique pourquoi de nombreux parametres influencent la qualité et le rendement de la

production de ces essences végétales.

v Macération :
Cette méthode consiste a immerger la matiére végétale dans un solvant froid (eau;
acetone; éthanol). Puis on laisse macérer pendant 24h ou 48h. Aprés macération le méelange
est filtré et le solvant sera éliminer par évaporation.

1.3.  Propriétés biologique et pharmacologique

L'huile essentielle de Clou de girofle (Syzygium aromaticum) posséde plusieurs propriétés
bénéfiques. Elle a été associée a une réduction de l'inflammation, a un effet inhibiteur sur
l'activité antivirale et a un potentiel agent anti-cancérigene. De plus, elle a démontré son
efficacité en tant qu'agent insecticide pour lutter contre les ravageurs des cultures (Banouh et
al, 2019).

v Activité antioxydante

Les termes tels qu’antioxydants, stress oxydant, radicaux libres et espéces réactives de
I'oxygeéne sont devenus omniprésents dans le domaine des sciences biologiques et médicales.
Cependant, il est important de rappeler que ces concepts ne sont pas nouveaux, car leur
découverte remonte a 1969. Depuis lors, cette découverte a été a l'origine de nombreuses
recherches scientifiques sur les antioxydants.

Les huiles essentielles et les fractions volatiles sont des sources de composés
phénoliques naturels qui suscitent I'intérét des chercheurs. En effet, ces composes peuvent étre
utilisés dans les industries agroalimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques pour réduire ou
remplacer les agents de conservation chimiques ou synthétiques, qui présentent des risques
potentiels pour la santé (Benhamidat et al, 2022), (Bouzaa et al, 2022). Par exemple, les
huiles essentielles de cannelle, de clou de girofle et de thym ont démontré leur pouvoir anti
radicalaire et antioxydant grace au test du radical libre DPPH. De méme, I'huile essentielle de
clou de girofle présente une bonne activité antioxydante (Diego Francisco et al, 2014),
(Medfouni et al, 2018).

v" Activité antimicrobienne

Le clou de girofle contient de I'huile essentielle riche en eugénol, un composé connu pour
ses propriétés antibactériennes, antiseptiques et antifongiques. De plus, I'huile essentielle de
clou de girofle contient de l'acétate d'eugenol, qui présente également des propriétés

antibactériennes. L'huile essentielle de clou de girofle a démontré une activité antifongique
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puissante contre les pathogénes fongiques opportunistes tels que le Candida albicans. (Bouzaa
et al, 2022), (Medfouni et al, 2018).

2. Genéralités sur le shampooing

2.1. Définition d’un shampooing

Le mot "shampooing" vient de I'hindi (I'une des principales langues de [I'Inde)
"champoo”, qui signifie "massage”, "pétrir". Par extension, elle a été appliquée sur le
nettoyage des cheveux et du cuir chevelu. Le shampooing est un produit de beauté ainsi qu'un
traitement important. Il a de multiples effets tels que I'entretien, le nettoyage du cuir chevelu
et des cheveux, I'élimination des cellules mortes, du sébum et des bactéries, la promotion de la
circulation sanguine, I'amélioration de la fonction du cuir chevelu et de son activité. 1l se
présente généralement sous la forme d'un liquide ou d'une creme, formulé avec un simple
mélange d'actifs tonifiants, pour nettoyer et éventuellement revitaliser les cheveux (Grabis et
al, 2022). En effet, la fréquence des shampoings est limitée généralement a une a deux fois

par semaine.
2.2. Qualités requises d’un Shampooing

Les qualités d’un shampooing varient en fonction des besoins recherchés et des préférences
souhaitées. Cependant, voici quelques-unes des qualités recherchées généralement dans un

bon shampooing (Emmanuelle et al, 2013) :

v Nettoyage efficace : Un bon shampoing doit nettoyer vos cheveux en éliminant
I'exces d'huile, la saleté, les résidus de produits capillaires et autres impuretés. 1l devrait
laisser les cheveux propres et frais.

v Douceur : Un bon shampoing doit étre suffisamment doux pour ne pas agresser ou
irriter le cuir chevelu et les cheveux. Il est censé maintenir I'équilibre du cuir chevelu et
prévenir les irritations.

v Hydratation : Un shampooing de qualité doit aider a maintenir I'nydratation des
cheveux. Il peut contenir des agents hydratants tels que des huiles naturelles, des protéines ou
des ingrédients comme le panthénol, qui aident a retenir I'numidité dans les cheveux

v Adapté au type de cheveux : Différents types de cheveux nécessitent des soins
particuliers. Un bon shampooing devrait étre adapté au type de cheveux, qu'il s'agisse de
cheveux secs, gras, bouclés, colorés, abimés, etc. Il peut contenir des ingrédients spécifiques

pour répondre aux besoins particuliers de chaque type de cheveux.

10
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v Nourrissant : Un shampooing de bonne qualité peut apporter des nutriments
essentiels aux cheveux pour les renforcer, les protéger et améliorer leur santé globale. Il peut
contenir des vitamines, des extraits de plantes, des protéines ou d'autres ingrédients
bénéfiques pour les cheveux.

v Bonne odeur : Bien que cela releve davantage des préférences personnelles, un bon
shampooing laisse généralement une odeur agréable sur les cheveux, qui persiste pendant un
certain temps apres le lavage.

v Respectueux de I'environnement : De plus en plus de personnes recherchent des
shampooings respectueux de I'environnement, avec des ingrédients durables, biodégradables

et des emballages recyclables.

Il est important de noter que les besoins capillaires varient d'une personne a l'autre, il
peut donc étre nécessaire d'expérimenter différents shampooings pour trouver celui qui

convient le mieux a chaque individu.
2.3. Composition d’un Shampooing

Un shampooing est un produit utilisé pour laver et nettoyer les cheveux. Sa composition peut
varier en fonction de la marque et du type de shampooing, mais voici les ingrédients

couramment utilisés dans la plupart des shampooings :

2.3.1. Eau : L'eau est la base du shampooing et sert de solvant pour les autres ingrédients.
2.3.2. Tensioactifs : Les tensioactifs sont des agents nettoyants qui éliminent la saleté,
I'exces de sébum et les impuretés des cheveux. Les tensioactifs couramment utilisés
comprennent le Lauryl sulfate de sodium (SLS), le Lauryl sulfate de sodium éthoxyé (SLES)
et le cocamidopropyl bétaine.

2.3.3. Agents épaississants : Les agents épaississants donnent au shampooing sa consistance
visqueuse. lls aident a stabiliser la formulation et & empécher les ingrédients de se séparer.
Des substances telles que le chlorure de sodium (sel) ou des polymeres synthétiques peuvent
étre utilisées a cette fin.

2.3.4. Agents conditionneurs : Les agents conditionneurs aident a adoucir les cheveux, a les
rendre plus faciles a coiffer et a prévenir les nceuds. Certains exemples courants sont les
silicones, les huiles végétales, les protéines et les extraits de plantes.

2.3.5. Agents moussants : Les agents moussants produisent la mousse lorsque vous frottez
le shampooing dans vos cheveux. Le SLS et le SLES mentionnés précédemment sont

également responsables de la formation de mousse.

11
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2.3.6. Parfums : Les parfums sont ajoutés pour donner une odeur agreable au shampooing.
2.3.7. Conservateurs : Les conservateurs sont utilisés pour empécher la croissance de
bactéries, de moisissures et d'autres micro-organismes dans le shampooing. Les conservateurs
couramment utilisés sont les parabenes, le Phénoxyéthanol, les sulfites et les dérivés de
formaldehyde.

2.3.8. Colorants : Les colorants peuvent étre ajoutés pour donner une teinte spécifique au

shampooing.
Il est important de noter que certains shampooings peuvent contenir d'autres ingrédients
specifiques en fonction de leurs propriétés ciblées.

2.3. Formule générale des shampooings

Les shampooings sont généralement présentés sous formes liquide, gel ou créme. Leur
fabrication est assurée selon un procédé similaire a celui des détergents liquides, qui consiste
en un simple mélange des différents ingrédients. Le tableau 1.1 présente une formule générale

adoptée dans la formulation des shampooings liquides.

Tableau 1.2 : Formule générale d’un shampooing liquide (Bounjoua et al, 2014).

Ingrédient Proportion (%)
Tensioactifs (agent lavante) 15-25%
Stabilisateur de mousse 1-4%
Epaississants 0-5%
Additifs cosmétiques ou QS
traitants

Séquestrant (EDTA Na) 0-0,2%
Conservateur(s) 0,1-0,3%
Eau purifiée QS
Parfum QS
Colorant QS

QS : Quantum Satis (quantite requise).

12
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1 Introduction

Cette partie concerne la mise au point d’un shampooing standard, avec un minimum
d’ingrédients chimiques, a base d’extrait et d’huile essentielle de clou de girofle. Le protocole
d’extraction d’huile essentielle et d’extrait de clou de girofle est présenté ici ainsi que le matériel
et les produits utilisés. Les methodes d’évaluation des propriétés physico-chimiques,
organoleptiques et fonctionnelles des shampooings formulées sont également citées dans cette

partie.
2. Matériel et produits utilisés
2.1. Matériel végétal

La matiére végétale utilisée dans cette étude est le clou de girofle obtenu dans le
commerce. Le clou de girofle procuré est bien sélectionné afin d’utiliser dans notre travail que

des parties entiéres puis essuyé avec une serviette avant d’étre finement broyé.

Fig. 2.1 : Clou de girofle entier, aprés
broyage

La poudre fine de couleur marron et odeur fort a été stocké dans une boite bien fermé jusqu’a

utilisation.
2.2.  Matériel du laboratoire

L’appareillage, les réactifs chimiques et la verrerie utilisés durant la réalisation de la

partie pratique de ce travail sont résumés dans le Tableau. 2-1.

14
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Tableau 2-1 : Réactifs, verreries et matériels utilisés.

Verreries Appareils

Béchers Agitateur magnétique

Erlenmeyer Balance électrique

Entonnoir Etuve

Eprouvette pH meétre

Spatule Plaque chauffante

Papier filtre Thermométre

Boite a pétri Bain marie

Entonnoir Spectrophotomeétre
3. Protocole expérimental

Le diagramme de la fig. 2.2 montre I'enchainement des étapes des différentes phases

de I’expérimentation de notre étude.

15

Réactifs chimiques

Acide citrique (CsHsO7)
Chlorure de sodium (NaCl)

Eau distillée (H20)

Glycérine (C3HsOs3)

Lauryl sulfate de sodium
(C12H2sNaO4S) (SLS)

Meéthanol (CH3OH), Ethanol
(CHsOH)
Aceétone(CsHgO)

Acide ascorbique (CsHsOs)

2,2-Diphényl-1-PicrylHydrazyle
(C18H12N50e)

ferricyanure  de  potassium
(K3Fe(CN) 6)

Acide trichloroacétique
(C2HCI30y)

Phosphate tampon (H2KO4P)
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Clou de girofle

|

Sélectionnés chaque piece

— Hydrodistillation
Poudre fine
Formulations des shampooings a
l différents pourcentages en huile
essentielle
. - T (Témoin)
Extraction . HLH2 43

l

Formulations des shampooings a  différents
pourcentages en extrait de girofle : F1 F2 F3 F4 F5 F6

l ,,

Analyses et caractérisation des shampooings
- Analyses organoleptiques : Texture, clarté, odeur, couleur et homogénéité...

- Analyses physico-chimiques et fonctionnelle : pH
- Activité anti oxydante / Activité anti microbienne.

Fig. 2.2 : Diagramme du protocole expérimental de /’étude formulation de shampooing
a base de clou de girofle.

3.1. Meéthode d’extraction

L’extraction de clou de girofle a été realisee par difféerentes méthodes basees sur des
protocoles de la littérature.
3.1.1. Extraction par macération dans un mélange de solvants
- Peser 10 grammes de la matiére végétale sous forme de poudre de Clou de girofle ;
- Ajouter la poudre au 200 mL de mélange de solvants (50 mL éthanol, 50 mL
méthanol, 50 mL acétone, 50 mL d’eau distillée) dans un erlenmeyer ;

- Laisser le mélange reposer pendant 24h ;

16
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- Filtrer le mélange aprées 24h sur un papier filtre ;

- Le filtrat récupéré est ensuite mis dans 1’étuve a T=37°C jusqu'a évaporation compléte
du solvant ;

- Apres disparition complete du solvant, un film fonceé est récupéré au fond du
cristallisoir. Ce film est gratté¢ a 1’aide d’une spatule et récupéré sous forme d’une
poudre marron fonce puis est mis a sécher pendant 24h dans 1’étuve ;

- Lerendement d’extraction est calculé lorsque le poids de cette poudre est constant.

- Recueillir I’extrait dans un flacon et conserver dans le frigo & 4°C jusqu’a utilisation. ;

Fig. 2.3 : Extraction par macération
dans un mélange de solvants

Fig. 2.4 : filtration du mélange
apres 24h

._.. — ',A

—

' :
U exoalde ty ealaXs

Fig. 2.5 : Extrait sec de la macération de clou de
girofle dans le mélange de solvants de solvants

3.1.2. Extraction par infusion dans I’eau
- Mettre 10 grammes de la matiere végétale en poudre dans un erlenmeyer ;

17
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- Ajouter 100 mL d’eau distillée chauffée a 100°C, puis mettre le mélange dans un
bainmarie pendant 30 min ;

- Laisser macérer et infuser pendant 24h avant de filtrer sur papier filtre ;

- Lefiltrat est mis dans 1I’étuve jusqu'a évaporation compléte de I’eau ;

- Gratter 1’extrait situe dans le cristallisoir aprés 24h de séchage avec une spatule ;

- Peser le cristallisoir afin de calculer le rendement d’extraction ;

- Recueillir I’extrait dans un flacon et le conserver dans le frigo a 4°C 'jusqu’a

utilisation.

l.-

e,
] ] ] } ﬂﬂ» X :
Fig. 2.6 Extracﬂ}on par infusion Fig. 2.7 : Extrait sec par infusion
dans [’eau ,
dans [’eau

3.1.3. Extraction par macération dans le méthanol

- Peser 30 grammes de la matiere végétale ;

- Mettre la matiére végétale (30g) dans un erlenmeyer avec100 mL de méthanol ;

- Agiter le mélange sur un agitateur magnétique pendant 48h a température ambiante et
a I’abri de la lumiére ;

- Filtrer le mélange aprés 48h sur un papier filtre ;

- Mettre le filtra dans 1’étuve jusqu'a disparition compléte du solvant(T=37°C) ;

- Gratter I’extrait situe dans le cristallisoir aprés séchage avec une spatule ;

- Peser le cristallisoir afin de calculer le rendement d’extraction ;

- Recueillir I’extrait dans un flacon et le conserver en frigo a 4°C jusqu’a utilisation.

18
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Fig. 2.8 : Extraction par macération

dans le méthanol Fig. 2.9 : Extrait sec par méthanol

3.2.  Extraction de I’huile essentielle de clou de girofle

Geénéralement, la distillation est un procédé de séparation fondé sur la différente
composition du liquide avec la vapeur résultante La technique comprend la condensation de la
vapeur et la récupération des fractions liquides qui en résulte. On parle de distillation simple
ou fractionnée lorsqu’il s’agit de liquides miscibles. On peut également distiller des liquides
non miscibles. Ceci est vrai pour I'nydrodistillation des huiles essentielles. En ce qui nous
concerne, I’huile essentielle est obtenue par hydrodistillation dans un appareil du type

Clevenger.
3.2.1. Procédé d’hydrodistillation

L’hydrodistillation consiste a immerger la matiére premiére dans un bain d’eau. Le

tout se met a ébullition et I'opération est effectuée a pression atmosphérique.
3.2.2. Mode opératoire

500 g de boutons de clou de girofle émerger dans I’eau qu’on fait bouillir dans un
ballon de 1L surmonté d'un réfrigérant. Le chauffage est effectué a l'aide d’une chauffe ballon.
Aprés 2 heures on récupére a 1’aide d’une pipette pasteure un liquide trouble de couleur
blanchatre. Aprés refroidissement de ce liquide, il y a apparition de deux phases ; I’huile
essentielle et I'nydrolat. La densité d’huile est supérieure a celle de I’hydrolat qui est une
phase aqueuse (Banouh et al, 2019).
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Fig. 2.11: récupération de I'nydrolat
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Huile

Hydrolat .
essentielle

Fig. 2.12: Récupération de [ huile essentielle et [ 'hydrolat
3.3. Rendement

La détermination du rendement d'extraction donne une estimation de l'efficacité du

procédé d'extraction.

Le rendement est calculé suivant la relation suivante :

la masse d’extrait sec
R% = % 100

la masse de la matiere végétale

v Rendement d'extraction par macération dans le mélange de solvants (R1%) :

v Rendement d'extraction aqueux (R2%) :

v Rendement d'extraction métanolique (R3%) :

v" Rendement obtenu de la manipulation de 1’extraction de I’huile essentielle du clou
de girofle par hydrodistillation

v" Rendement de I’hydrolat du I’hydrodistillation

3.4.  Les activités antioxydants des extraits et huile essentielle de clou de girofle

L’activité antioxydante a été évaluée selon deux tests : réduction du fer capteur de
radicaux libres (FRAP) et piégeage des radicaux libres (DPPH) (Brand-Williams et al, 1995).

3.4.1. Méthode de réduction du radical libre DPPH

v La préparation de la solution de DPPH :
Dans une fiole jaugée de 100mL dissoudre une masse de 0.006 g de DPPH dans
100mLde méthanol. Puis nous roulons la fiole dans un papier aluminium a l'abri de la

lumiére.
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Ensuite, mettez-le sous agitation pendant 30 min. apres les 30min nous mesurons

I'absorbance qui dois étre comprise entre [0,7- 1nm].

v’ Préparation des dilutions de I'antioxydant :
Nous devons préparer différentes dilutions de la solution mére dans méthanol, Pour
obtenir plusieurs solutions filles. Et la préparation de blanc qui contient méthanol seul et le

contréle qui contient également 1mL meéthanol et 1 mL de DPPH.

v Dosage
Dans des tubes a hémolyses, nous introduisons 1mL de chaque dilution. En plus de 1
mL de la solution méthanolique de DPPH. Suivie par une incubation a température ambiante
etdans un endroit sombre pendant 30 min. Et ensuit on verse le mélange dans des cuves de
colorimétrie pour mesurer I'absorbance a 517 nm a l'aide d'un spectrophotométre UV/ Visible.
Contre un témoin composé de 1mL de la solution de DPPH et de 1mL méthanol. Les valeurs

d'absorbance obtenues sont convertissez en pourcentage a partir de formule suivante:

IP % = [(Ao - A1)/Ao] % 100
Ou:
IP % : Pourcentage inhibition.
Ao : Absorbance du contrdle.

A1 : Absorbance de 1’échantillon

Fig. 2.13 : Réduction du radical DPPH du violet au jaune

+ Calcul des Cls

La valeur d’ICso exprime la concentration du produit nécessaire pour diminuer
I’absorbance du DPPH de 50 % (inhibition de DPPH a 50 %). Les valeurs de I’indice 1Cso
sont inversement liées & la capacité antioxydante. Les CI50 sont calculées en tracant
graphiquement les pourcentages d'inhibition par rapport aux concentrations des échantillons
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testés, et en utilisant une régression linéaire pour déterminer la concentration a

laguellel'inhibition est de 50 % comme indiqué dans les figures ci-dessous (fig. 2-14 jusqu'a

fig. 2-19).

120 9\~ 64,26x+33,87

§ 100 7 R2=0,983
= 80 A
=
<= 60 -
£ 40
S 20 -

0 T T 1

0 0,5 1 1,5
[C] de l'acide ascorpique

Fig. 2-14 : % d’inhibition du DPPH en
fonction de différentes concentrations
de [’acide ascorbique

y=199,29x- 2,497
R?=0,972

120
100
80
60
40
20

%o d'inhibition

0 0,5 1 1,5

[C] de I'exttrait du mélange de solvants

Fig. 2-15 : % d’inhibition du DPPH en
fonction des concentrations de [’extrait de
clou girofle dans le mélange de solvants

120 + y=61,60x+33,79
100 - R?2=0,979
80
- 60 -
2 40 -
Z 20 -
0 ; ; .
S 0 0,5 1 1,5
[C] de l'exttrait aqueux

Fig. 2-16: % d’inhibition du DPPH en
fonction des concentrations de I’extrait
aqueux

100 1 y=55,74x+ 38,16
R?=0,973
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%o mhibition
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Q
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0 0,5 1 1,5
[C] de I'huile essentielle

Fig. 2-18: % d’inhibition du DPPH en
fonction des concentrations de [’huile
essentielle
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Fig. 2-17 : % d’inhibition du DPPH en
fonction des concentrations de |’extrait
métanolique
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Fig. 2-19: % d’inhibition du DPPH
en fonction des concentrations de
[’hydrolat
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3.4.2. Méthode de la réduction du fer FRAP

v Principe :
La méthode de FRAP est consacrée a mesurer la capacité a réduire I'ion ferrique Fe3+ sa

couleur jaune a se transforme en ion ferreux Fe2+ bleu vert.
v Protocole

Le mélange réactionnel contenant 0,01mL d'huiles essentielles ou d’extrait (0.01mg)
dansun 10 mL de MeOH a été mélangé avec du phosphate tampon 0,5 mL (0.2 M, pH 6,6)
et ferricyanure de potassium [KsFe(CN)s] (0,5 mL, 1 %, p/v). Le mélange a été incubé a 50°C
pendant 20 min.

Une portion (0,5 mL) d'acide trichloroacétique (10 %, p/v) a été ajoutée au mélange
pour stopper la réaction, qui a ensuite été centrifugé pendant 10 min. Puis prélever 1mL du
surnageant de chaque concentration et ajoutez-y I'eau distillé (1 mL) et FeCls (0,2 mL, 0,1 %

p/V) puis agités vigoureusement.

L’absorbance a été mesurée a 700 nm dans un spectrophotometre. Meilleure

absorption de mélange réactionnel indique un pouvoir réducteur plus élevé.

Fig. 2-20 : Réduction deFe*"en Fe?" du jaune au vert (FRAP)

3.5.  Activité antimicrobienne
v' Tests de D’activité antimicrobienne des extraits et huile essentielle de clou de
girofle
L’activité antimicrobienne (antibactérienne et antifongique) des différents extraits, de
I’hydrolat et de I’huile a été évaluée par la technique des puits de diffusion (Balouiri et al,
2016) contre des souches test de référence donnés dans le Tableau 2-2. La bactérie a Gram
positif : Staphylococcus aureus ATCC 43300 et la levure : Candida albicans ATCC 10231.
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Tableau 2-2 : Germes test de référence utilisés

Germes test Référence Milieux appropriés

Bactéries a Gram positif

Staphylococcus aureus ATCC 43300 Chapman
Levures
Candida albicans ATCC 10231 Sabouraud

*ATCC : American Type Culture Collection

Protocole
v Standardisation de I’inoculum des germes test

A partir des cultures jeunes de 24 heures de chaque germe test (bactérie et levure) sur
leurs milieux de culture appropriés, des suspensions en eau physiologique stérile ont été
préparées. Les inocula microbiens ont été préparés et standardisés selon les recommandations
du CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) (CLSI M44-A2, 2009 ; CLSI MO02-
Al2, 2015). La densité optique de la suspension bactérienne a été ajustée entre 0,08 et 0,1 a
une longueur d’onde A= 620 nm et pour la levure entre 0,11 et 0,14 a une longueur d’onde A=

530 nm (turbidité équivalente a 0,5 McFarland) (Rodriguez-Tudelaet al, 2001).

v Réalisation de la technique des puits

Des boites de Pétri contenant des milieux gélosés, Muller-Hinton (pour la bactérie) et
Sabouraud (pour la levure) ont été préalablement ensemencés par les suspensions des germes
test. Pour ce faire, les extraits secs ont été mis en solution dans le méthanol pur en raison de
200 mg par 1 mL. Des puits de 6 mm de diamétre et 2,5 mm de profondeur ont été creusé
dans la gélose, recevant 80 puL de chaque extrait, de I’hydrolat et de I’huile testés. Et des puits
témoins recevant 80 pL de I’éthanol par des dépOts successifs tout en eévitant les
débordements. Les boites ont été laissees pendant 2 heures a 4°C pour permettre la diffusion
des extraits, puis incubées pendant 24 heures a 37°C pour la bactérie et 35°C pour la levure.
Les diamétres des zones d’inhibition sont ensuite mesurés. Toute zone d’inhibition de

croissance autour des disques, méme de faible diametre, est considérée comme résultat positif.
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Fig. 2.21 : La bactérie et la levure

3.6. Lestests phytochimiques

Ces tests consistent a identifier les différentes familles des métabolites secondaires
existant dans la plante (EL-Haoud et al, 2018).
3.6.1. Alcaloides

Pour faire un test d’alcaloides nous avons prépare 1 mL de chaque extrait puis ajouté 5
mL d’HCI 1%. On chauffe le mélange au bain marie aprés on divise chaque solution en deux

volumes égaux :

Le premier volume est traité par quelques gouttes du réactif de Mayer et le deuxiéme
volume par le réactif de Wagner. L’apparition d’un brun ou blanc, indique la présence ou

I’absence d’alcaloides
Préparations des réactifs

v Réactif de Mayer : Dissoudre 2,5 g de Kl dans I’eau distillée avec 0.679 g de
HgCl> dans 30 mL d’eau distillée puis compléter le volume total & 50 mL.

v Réactif de Wagner : Dissoudre 0,635 g I> avec 1g de Kl et 37,5 mL d’eau
distillé aprés ajuster le volume total a 50 mL.
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3.6.2. Tannins

Mettre 1 mL d’extrait ou I’huile essentielle dans 2 mL d’eau et une petite quantité
de FeClz. L’apparition de couleur verdatre indique la présence des tanins.
3.6.3. Flavonoides

Mettre 5 mL d’extrait ou I’huile essentielle avec quelque goutte d’HCI et 0,5 mg de
tournures de magnésium (Mg). L’apparition d’une couleur rouge-rose confirme la présence
des flavonoides.

4. Préparation des shampooings
4.1. Formulation

Le shampooing préparé dans ce travail a été formulé a base de minimum de produits
chimiques selon le protocole décrit par (Grabis et al, 2022). Les tableaux. 2-3 et 2-4
répertorient les pourcentages des différents ingrédients du témoin (T) ne contenant aucun
principe actif et les formules H1, H2 et H3 avec différents pourcentage en huile essentielle, et
les formules (F1, F2, F3, F4, F5, F6) a base d’extrait de clou de girofle.

Tableau. 2-3 : Formulations des shampooings a base d 'huile essentielle de clou de girofle.

SLS 12% 12% 12% 12%
Glycérine 3.5% 3.5% 3.5% 3.5%
NaCl 1.5% 1.5% 1.5% 1.5%
Acide citrique 0.1% 0.1% 0.1% 0.1%
Huile essentielle - 1% 2.5% 5%
Eau distillé 100% 100% 100% 100%
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Tableaux. 2-4 : Formulations des shampooings a base d ’extrait de clou de girofle.

Ingrédients F1(1%) F2(25%) F3(5%) F4(1%)  F5(25%) F6 (5%)

SLS 12% 12% 12% 12% 12% 12%
Glycérine 3.5% 3.5% 3.5% 3.5% 3.5% 3.5%
NaCl 1.5% 1.5% 1.5% 1.5% 1.5% 1.5%
Acide citrique 0.1% 0.1% 0.1% 0.1% 0.1% 0.1%
Poudre extraite 1% 2.5% 5% 1% 2.5% 5%
Eau distillé 100% 100% 100% 100% 100% 100%

Dans un bécher de 50 mL contenant de I'eau distillée chauffée a 70°C, une quantité de
Lauryl sulfate de sodium (SLS) a été dissoute et le mélange est agité jusqu'a l'obtention d'une
dispersion lisse et homogéne. Les autres composants (NaCl, glycérine et acide citrique) sont
solubles dans I'eau ont été préparés séparément, chacun dans un récipient séparé, puis ajoutés
progressivement au mélange réactionnel pour éviter l'agrégation. Cette formule c’est la
formulation de contrdle (T) (Grabis et al, 2022).

4.2.  Ajout de I’huile et conservation de formulations

On procede a la préparation de trois formules de shampooing (H1, H2 et H3) avec des
différents pourcentages en huile essentielle ; 1, 2,5 et 5%. L’huile essentielle a été ajoutée en

derniére étape sous agitation a température ambiante pendant 30 min.

4.3.  Ajout des extraits et conservation de formulations

On commence la préparation de six formules de shampooing (F1, F2, F3, F4, F5, F6)
avec des différents concentrations en extraits ; 1, 2,5 et 5%. La poudre de clou de girofle a été
dissoute dans I’ecau distillée a temperature ambiante sous agitation pendant 30 min. Le
mélange a été filtré a ’aide d’un papier filtre. Les filtrats sont chauffé a 70 °C avant d’ajouter

le SLS puis les autres ingrédients dans 1’ordre (NaCl, glycérine, acide citrique).

Finalement, les formulations préparées ont été conservées dans des tubes étiquetés,
puis divisées en deux. Le premier groupe a été destiné a 1’analyse de 1'évaluation physico-
chimique, le deuxiéme groupe est gardé a température ambiante pour les analyses

organoleptiques.
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5. Caractérisation des shampooings

5.1.  Analyse organoleptiques

Les formulations ont été évaluées en fonction de leur clarté, leur couleur, leur odeur et

leur texture selon le protocole d’AlQuadeib et al, 2018 par un panel de 5 personnes.

5.2.  Analyses physico-chimiques et fonctionnelle

v Détermination du pH

Le pH de différentes formulations a été mesuré a partir d’une solution de 10 % en
shampooing dans de I'eau distillée a température ambiante 25°C (Kumar et al, 2010), (Al
badi et al, 2014). Le pH de I’eau distillée est égal a (6,96 £ 0,02).

5.3.  Activité antioxydante des shampooings
5.3.1. Méthode de réduction du radical libre DPPH

C’est le méme principe de La activités antioxydants des extraits et huile essentielle de
clou de girofle. Donc on prépare les dilutions de dix shampooings et la solution de DPPH
dans le méthanol de méme quantité et incubé durant 30 min a prés on passe a la lecture pour

mesuré l'absorbance a 517 nm a l'aide d'un spectrophotomeétre UV/ Visible.

Fig. 2.22 : Réduction du radical DPPH du violet au jaune pour dix shampooings
» Calcul des Clsp

Les CI50 sont calculées en tracant graphiquement les pourcentages d'inhibition par
rapport aux concentrations des échantillons testés, et en utilisant une régression linéaire pour
déterminer la concentration a laquelle I'inhibition est de 50 % comme indiqué dans les figures

ci-dessous (fig. 2-23 jusqu'a fig. 2-32).
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Fig. 2-23 : % d’inhibition du DPPH en
fonction des concentrations de témoin
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Fig. 2-24 : % d’inhibition du DPPH en
fonction des concentrations de H1
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Fig. 2-25 : % d’inhibition du DPPH en
fonction des concentrations de H2
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Fig. 2-26 : % d’inhibition du DPPH en
fonction des concentrations de H3
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Fig. 2-27 : % d’inhibition du DPPH en
fonction des concentrations de F1
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Fig. 2-28 : % d’inhibition du DPPH en
fonction des concentrations de F2
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Fig. 2-29 : % d’inhibition du DPPH en Fig. 2-30 : % d’inhibition du DPPH en

fonction des concentrations de F3 fonction des concentrations de F4
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Fig. 2-31 : % d’inhibition du DPPH en Fig. 2-32 : % d’inhibition du DPPH en
fonction des concentrations de F5 fonction des concentrations de F6

5.3.2 Méthode de la réduction du fer FRAP

Dans les tubes a hémolyses nous mettons 1 mL de I'échantillon de shampooing a
différentes concentrations et nous y ajoutons 0,5 mL d'une solution tampon phosphate (0,2M,
pH = 6,6) et 0,5 mL d'une solution de ferricyanure de potassium [k3Fe(CN)s] (1%). Le
mélange est incubé dans I'étuve a 50°C. Apres les 20 minutes d’incubation, nous ajoutons
aux tubes 0,5 mL d'acide trichloracétique a 10% pour stopper la réaction. Ensuite, 1mL de
chaque concentration est prélevé et ajouté a 1 mL d'eau distillée et 0,2 mL d'une solution de

chlorure ferrique FeCls (0,1%). Cette solution est analysée a une longueur d’onde de 700 nm

par un spectrophotométre (UV/ Visible).
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Fig. 2.33 : Réduction de Fe**en Fe?* du jaune au vert (FRAP) pour dix shampooings
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1. Rendement

Les rendements d’extraction des extraits de clou de girofle par la méthode de mélange de
solvants organiques, par infusion dans I’eau et dans le méthanol sont respectivement Ry (30
%), R2 (10 %) et R3 (10%). Les rendements Rz et Rz sont faibles mais R est en accord avec
celui obtenu par Boucherit et al, 2016 (29,7%) en utilisant la méme quantité de matiére

végetale et la méme méthode d’extraction.

L’hydrodistillation de la matiere végétale a permis d’obtenir 1’huile essentielle avec un
rendement égal a 3,4 %. Ce résultat est bien meilleur que celui trouvé par Adli et al. 2015
(0.84 %) et identique avec celui obtenu par Banouh et al, 2019 (3,4 %) en utilisant la méme
quantité de matiere végétale dans I’hydrodistillation. Cette faible quantité s'explique par la
perte d'huile dans la phase aqueuse dans I’hydrolat dont le rendement est égal a 53,05 %.
D’aprés les normes de 1’ Association frangaise de normalisation (AFNOR 2000) le rendement

idéal de I’hydrodistillation du clou de girofle doit étre compris entre 5 % a 8% (tableau 3-1).

Tableau 3-1 : Rendement de ’huile essentielle

Huile essentielle Norme AFNOR
obtenue Minimum Maximum
Rendement%o 34 5 8

2. Propriétés des substances extraites de clou de girofle
2.1. Propriétés organoleptiques

Les propriétés organoleptiques sont basées sur des tests olfactifs et sont reportes dans le
tableau 3-2.

Tableau 3-2 : Caractéristiques organoleptiques des produits d’extraction de clou de girofle.

Norme AFNOR Liquide, mobile Jaune tres clair Epicée
De I’huile essentielle limpide, parfois (caractéristique de
Iégerement visqueux I’eugénol)
Huile Essentielle  Liquide, mobile, Jaune clair Forte odeur épicée et
obtenue limpide, visqueux tonifiée
avec le temps
Extrait mélange de  Solide Marron foncé Forte odeur
solvant
Extrait aqueux Solide Marron foncé Forte odeur
Extrait Solide Marron claire Forte odeur

meéthanolique
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2.2.  Activité antioxydante

Nous avons étudié la présence d'une éventuelle activité antioxydante de [I'huile
essentielle (HE) de clou de girofle et des extraits obtenus en utilisant la méthode du radical
DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) et la méthode FRAP (Capacités réductrices ferriques)
en comparant avec 1’activité antioxydante de 1’acide ascorbique (AA) qui est pris comme

référence.

2.2.1. Test de piégeage du radical libre : DPPH

Le DPPH est un radical libre permettant de déterminer le potentiel de piégeage de HE et les
extraits de clou de girofle grace a sa sensibilité a détecter les composants actifs a des basses
concentrations (Soltani et al, 2021). Cette méthode consiste a mesurer la diminution de
I'absorbance a une longueur d'onde de 515 nm. Initialement, le radical DPPH est violet, mais

il devient jaune lorsque son électron célibataire s'apparie pour former DPPH-H.

Les régressions linéaires obtenues et données dans le Chapitre 2 permettent de déterminer les
Clso. A rappeler que la valeur de Clso exprime la concentration inhibitrice 50 % (Clso)
correspondant a la concentration des antioxydants nécessaire pour réduire 50 % du radical
DPPH. La valeur de I’indice ClIso est inversement liée a la capacité antioxydante. Le tableau 3-
3 regroupe I’ensemble des résultats obtenus par la méthode de DPPH. Les Clso des extraits et

I’huile essentielle de clou de girofle sont représentés sur les histogrammes de la figure 3-1.
» Discussion

Les résultats de tableau 3-2 montrent une dépendance entre le taux d’inhibitions et les
différentes concentrations. Nous pouvons noter que 1’huile essentielle posséde le plus fort
pouvoir antioxydant avec une concentration de 1’ordre de 0,16 mg/mL et une capacité de
réduire le radical DPPHe a 45,53 %. Pour ce qui concerne les extraits et pour la méme
concentration, le pouvoir antioxydant de I’extrait aqueux est 43,57 % et pour 1’extrait
méthanolique il est égal a 13,4. La comparaison de l'activité du piégeage de DPPH entre
I’huile essentielle et I’AA montre une meilleur activité antioxydante avec une Clso de 0,21
mg/mL par rapport a celle de I’AA dont CIso = 0,25 mg/mL. En effet, la valeur de la Clso est
inversement proportionnelle a la capacité antioxydante et donc plus la valeur de Clso d’un

composé est faible plus son pouvoir antioxydant est fort.
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Tableau 3-3: Résultats de la méthode DPPH.

Echantillon

Activité antioxydante

Extrait mélange
de solvant

Concentration (mg/mL)
Effet du balayage sur le DPPH%

extrait aqueux Concentration (mg/mL)
Effet du balayage sur le

DPPH%

1 033 025 02 0,16 014
94,8 38,68 22,34 19,41 134 2,93

1 033 0,16 0,14 0,12 /
94,27 57,96 43,57 40,92 38,2

Extrait Concentration (mg/mL) 1 0,33 014 012 [/ [/
méthanolique Effet du balayage sur le DPPH% 95,89 32,75 26,81 20,02
HE Concentration (mg/mL) 1 0,2 0,16 014 [/ [/
Effet du balayage sur le DPPH% 93,57 54,74 45,53 42,45
Hydrolat Concentration (mg/mL) 1 05 03 02 016 [/
Effet du balayage sur le DPPH% 63,58 50,1 45,1 42,3 39,6

Acide Concentration (mg/mL) 1 05 02 016 014 /
ascorbique Effet du balayage sur le DPPH% 96,34 70,01 48,6 43,93 39,02

0,6

0,52 CI50(mg/mL) 05

0,5 0,45

0,4

0,3 0,26 0,25

0,21

0,2

0,1

0 T T T T T

extrait extrait extrait huile hydrolat acide
melangede  aqueux métanolique ascorbique
solvant

Fig.3-1 Clso des extraits et I’huile essentielle et I’hydrolat déterminées par la méthode

DPPH.

L’extrait aqueux obtenue par infusion dans 1’eau montre également un bon pouvoir réducteur

avec Clso = 0.26 mg/mL. Pour les deux autres extrait méthanolique et 1’extrait du mélange de

solvants, leur la capacité d’inhiber les radicaux libre DPPH est plus faible des Clso égales a
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0,45 mg/mL et 0,52 mg/mL respectivement. L’évaluation de cette activité indique qu’elle est
dose-dépendante ce qui signifie 1’existence d’une relation proportionnelle entre le taux
d’inhibitions et la concentration des échantillons dans le milieu. D’aprés Zouhri et al, 2022
I'activité antioxydante de I’huile essentielle du clou de girofle est dose-dépendante.

La comparaison de l'activité de piégeage du DPPH de I’huile essentielle et des extraits avec
ceux indiqués par I'acide ascorbique montre ainsi une bonne activité en tant qu'antioxydant ce
qui est en accord avec Achiri et al, 2022.

2.2.2. Test de la réduction du fer : FRAP

Cet essai dépend de la réduction du fer ferrique (Fe**) en fer (Fe®") ferreux qui se
manifeste par le changement la couleur jaune de Fe** en une couleur Bleu vert pour le Fe*

mesuré a 700 nm (Jayaprakash et al, 2001).

L’évaluation de I’activité antioxydante explique 1’augmentation de la réduction de fer
des échantillons par rapport 1’acide ascorbique. Les courbes du pouvoir réducteur par la
méthode FRAP des trois extraits, I’huile essentielle et ’hydrolat ainsi que I’AA sont données

dans la fig. 3-2.

3,5

e AN

—e—Ex,melange de solvants

=== X, aqUeux

Ex,methanolique

HE

o= Hydrolat

& —

0] 2 4 6 8 10 12

Fig. 3-2 : Courbes d'évaluation du pouvoir antioxydant par la méthode de FRAP

» Discussion
Les résultats obtenus par la méthode de FRAP (Fig.3-2) a une concentration C = 0,5 mg/mL

montrent que ’extrait de mélange de solvant présente une densité optique égale a 2,7 qui sont
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légerement supérieure a celle de I’huile essentielle (2,67). Celles de I’extrait aqueux, 1’extrait
méthanolique et de I’hydrolat sont respectivement (2,6, 2,5 et 0,11). Toutes des densités
optiques relevées sont inférieurs a la densité optique de la référence AA qui est égale a 3.
Ainsi, le classement de la puissance de réduction de fer par rapport a 1’acide ascorbique et les

différentes substances étudiées est dans 1’ordre décroissant suivant :

Acide ascorbique > I’extrait de mélange de solvant > I’huile essentielle > extrait aqueux et

métanolique > I’hydrolat.

2.3.  Activité antimicrobienne

L’¢étude de I’activité antimicrobienne des extraits et 1’huile essentielle du clou de girofle est
évaluée sur la bactérie a Gram positif : Staphylococcus aureus ATCC 43300 et la levure :
Candida albicans ATCC 10231.

Ces tests sont basés sur la mesure des diamétres des zones inhibitrices des extraits et d’huile
essentielle de clou de girofle (Medfouni et al, 2018).

Apres 24 heures d’incubation, nous avons mesuré¢ le diamétre d’inhibition autour de chaque
disque, a 1’aide d’une régle (en millimétre) comme le montre la Fig. 3-3 et la Fig. 3-4. Les

résultats sont répertoriés dans le tableau 3-4.

Fig. 3-3 : Activite antibactériennes des différents extraits de clou de girofle sur
Staphylococcus aureus ATCC 43300.
(1): extrait de mélange de solvants, (2) : HE, (3) : extrait aqueux, (4) : extrait
méthanolique et (5) : Hydrolat, (T) témoin.
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Fig. 3-4 : Activité antimicrobienne de différentes substances extraites de clou de girofle sur
Candida albicans ATCC 10231.
(1) : Extrait mélange solvants, (2) : HE, (3) : Extrait aqueux, (4) : Extrait méthanolique, (5) :
Hydrolat et (T) témoin.

Tableau. 3-4 : Diamétres des zones d’inhibition en mm

Staphylococcus aureus Candida albicans
L’extrait de mélange 20 24
solvants(1)
Huile essentielle(2) 24 55
Extrait agueux (3) 12 -
Extrait méthanoique(4) 15 17
Hydrolat (5) - -

Meéthanol témoin (T) - -
Les numéros et la lettre entre parenthése désignent I’abréviation de chaque
substances.

L’interprétation des résultats est exprimée selon quatre niveaux d’activité en fonction du

diamétre (D) de la zone d’inhibition indiqué ci-dessous (Ponce et al, 2003) :

(-) souche résistante (D <8 mm)
(+) souche sensible (8 mm <D < 14mm)
(+ +) souche trés sensible (15mm < D <19 mm)

(+ + +) extrémement sensible (D >20 mm).
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» Discussion

Staphylococcus aureus
Les résultats du tableau 3-4 montre que la zone d'inhibition de I’huile essentielle (2) de clou
de girofle est la plus élevée 24 mm et donc extrémement sensible contre la bactérie a Gram
positif Staphylococcus aureus.
D’autre part, I'extrait de mélange de solvant (1) s’avére efficace contre S. aureus montrant la
zone d'inhibition élevée, il montre un de diametre d’inhibitrice égale a 20 mm de méme pour
I’extrait méthanolique (4) et I’extrait aqueux (3) dont les diamétres des zones d’inhibition sont
respectivement égales a 15 mm et 12 mm. Ces résultats sont en accord avec des résultats
rapportés par Aneja et al, 2010.

Candida albicans

Pour I’activité antimicrobienne contre la levure C. albicans, I'huile essentielle de girofle (2)
montre une excellente activité antifongique contre C. albicans avec un diameétre de la zone
d'inhibition de 55 mm. Les extraits (1) et (4) montrent également des résultats positifs trés
sensibles & la levure avec des diamétres des zones d'inhibition de 24 mm et 17 mm
respectivement. En revanche, I’extrait aqueux (3) et I’hydrolat (5) sont des souches

résistantes.

2.4.  Tests phytochimiques

Ces tests phytochimique sont utilisés pour détecter la présence de classes spécifiques
de composés chimiques présents dans la plante étudiée. Parmi ces composés, nous pouvons
citer les flavonoides, les alcaloides et les tanins. Ces tests sont qualitatifs basés sur la
précipitation ou la coloration par addition de réactifs spécifiques (Medfouni et al, 2018).

Les résultats de ces tests phytochimique sont reportés dans le Tableau 3-5.

Tableau 3-5: Résultats des tests phytochimique

Extrait de différents - - +
solvants

Extrait - - +
méthanolique

Extrait aqueux - - +

Huile essentielle - - -
Hydrolat - - -

(-) absence ; (+) présence
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Les tests effectués sur les trois  extraits et 1’huile essentielle mettent en évidence la
présence des tanins dans les trois extraits et absence des alcaloides ce qui est confirmé par
I’étude de Medfouni et al, 2018. En revanche, 1’absence des flavonoides dans I’HE peut étre
expliquée par le faible taux (0,4%) selon la littérature (Medfouni et al, 2018) qui les rend
difficilement détectables.

3. Formulation des shampooings

Les dix shampooings représentés sur la fig. 3-5 sont, le témoin (T), ceux a base d’huile
essentielle (H1, H2, H3), ceux a base d’extrait mélange de solvant (F1, F2, F3) et ceux a base
d’extrait méthanolique (F4, F5, F6). Les pourcentages en substances actives pour chaque

formulation sont donnés dans le tableau 3-6.

3.1.  Analyse organoleptique

Les propriétés organoleptiques jouent un réle important pour découvrir la qualité de
produit avant I'utilisation (Grabis et al, 2022). En effet, les bons produits cosmétiques comme

les shampoings doivent avoir une apparence sensorielle attrayante pour I'observateur.

Tableau 3-6: Formulations de shampooings

Huile essentielle Extrait mélange de solvant Extrait méthanolique
H1 H2 H3 F1 F2 F3 F4 F5 F6
1% 2.5% 5% 1% 2.5% 5% 1% 2.5% 5%

- Ny

-
.
T E

Fig. 3-5 : Aspect des shampooings a base d’huile essentielle et des extraits de girofle
T, H1, H2, H3, F1, F2, F3, F4, F5, F6 (de gauche a droite)
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Les résultats organoleptiques indiqués dans le tableau 3-7 ont été évalués sur la base

d’observation et tests olfactifs de cing personnes.

Tableau. 3-7 : Analyse organoleptique des shampooings formulés.

Clarté Opaque Limpide Opaque Opaque
Couleur Blanchatre Transparent Blanchatre Marron
Odeur - Forte Forte Forte
Aspect Visqueux visqueux, lisse visqueux, lisse Huileux
onctueux onctueux
Homogénéité Non Oui Oui Non

Les formulations H1, H2, H3 a base d’huile essentielle a différentes concentrations
étaient homogeénes et limpides de forte odeur, avec un aspect trés lisse de couleur
transparente pour (H1), lisse onctueuse et blanche pour (H2 et H3). La formule témoin a une
couleur blanchatre et inodore, avec une texture peu visqueuse et hétérogeéne.

Les formulations F1, F2, F3, F4, F5 et F6 ont été négativement jugée en ce qui
concerne leur texture liquide par rapport au seuil de viscosité habituelle des shampooings

commerciaux standards.

3.2. Détermination de pH

Le pH des shampooings est déterminé par un pH-métre a partir de solutions a 10 %, les

résultats sont reportés dans le tableau 3-8.

Tableau. 3-8 : pH des formulations des shampooings

Ph 433 421 426 420 399 398 388 424 341 3,76

D’apres le tableau 3-7, le pH de toutes les formulations (H1, H2, H3, F1, F2, F3, F4,
F5, F6) ainsi que le témoin T varie entre (4,33 et 3,41), Ces pH sont proches du pH de la peau
qui est entre 4 a 6, Toutes les formulations ont un pH proche du pH de la barre standard pour
les shampooings commerciaux (pH = 5) (AlQuadeib et al, 2018).
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3.3.  Activite antioxydante des shampooings

L’activité antioxydante des shampooings a été évaluée également par deux méthodes
DPPH et FRAP,
3.3.1. Résultats du test de piégeage du radical libre DPPH

L’activité antioxydante des dix shampooings ainsi que le standard acide ascorbique a
été évaluée par la méthode de DPPH. Cette méthode consiste a mesurer la diminution de

I'absorbance a une longueur d'onde de 515 nm, Initialement, le radical DPPH est violet, mais

il devient jaune lorsque son électron célibataire s‘apparie pour former DPPH-H.

Tableau 3-9 : Pouvoir antioxydant des shampooings déterminé par la méthode DPPH,

Echantillon Activité antioxydante
Témoin Concentration (mg/mL) 1 05 03 025 0,2
Effet du balayage sur le DPPH% | 53,3 26,3 13,3 10,26 5,6
H1 Concentration (mg/mL) 1 05 03 025 0,2
Effet du balayage sur le DPPH% | 64,6 42,3 34,1 29,63 25,3
H2 Concentration (mg/mL) 1 05 03 025 0,2
Effet du balayage sur le DPPH% | 89,9 61,2 50,4 43,17 39,1
H3 Concentration (mg/mL) 1 05 03 025 0,2
Effet du balayage sur le DPPH% | 89,3 65,4 55,4 50,1 46,2
F1 Concentration (mg/mL) 1 05 03 025 0,2
Effet du balayage sur le DPPH% | 72,2 38.9 26.9 20.9 18.3
F2 Concentration (mg/mL) 1 05 03 025 0,2
Effet du balayage sur le DPPH% | 80,1 41,2 25,4 13,8 10,5
F3 Concentration (mg/mL) 1 05 03 025 0,2
Effet du balayage sur le DPPH% | 94,8 51,2 36,3 26,3 20,1
F4 Concentration (mg/mL) 1 05 03 025 0,2
Effet du balayage sur le DPPH% | 65,5 34,1 21,6 17,3 13,9
F5 Concentration (mg/mL) 1 05 03 025 0,2
Effet du balayage sur le DPPH% | 53,3 26,3 13,3 10,26 5,6
F6 Concentration (mg/mL) 1 05 03 025 0,2
Effet du balayage sur le DPPH% | 70,3 49,3 41,536,7 34,2
Acide Concentration (mg/mL) 1 05 02 016 0,14
Ascorbique Effet du balayage sur le DPPH% | 96,34 70,01 48,6 43,93 39,02
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Les valeurs des CI50 obtenues pour les 10 shampooings et 1’acide ascorbique sont

représentees sur la figure 3-6.

CI50(mg/mL)

0,9 +

Fig. 3-6 : Clsodes shampooings.

» Discussion

D’aprés les résultats du pouvoir antioxydant par la méthode du DPPH des

shampooings présentés dans le tableau 3-9, ils se dégagent les points suivants :

- Les pourcentages de réduction de radical DPPHe des formulations a base de I'HE, HI,
H2 et H3 sont dans I’ordre 42,3 %, 61,2 % et 65,4 %. Ces pourcentages sont
visiblement supérieurs & ceux des formulations F1, F2, F3 a I’extrait de mélange
solvant et a ceux de F4, F5 et F6 a base d’extrait méthanolique, tous pris a la méme

concentration de 0,5 mg/mL.

- Les shampooings ¢étudiés montrent également que I’activité de piégeage du radical a
tendance d’augmenter avec I’augmentation de la quantité de la substance active
introduite dans les formulations. En effet, les formulations a 5 % de 'HE (H3), et
d’extraits (F3, F6) ont un pouvoir d’inhibition plus élevé par rapport a leurs

homologues formulés a 1% et 2,5 % en substance active de clou de girofle.
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- Un pouvoir d’inhibition du radical avoisinant les 70 % ou 90 % est signalé pour H2
et H3 (89,9 %), F1 (72,2 %), F2 (80,1 %), F3 (94,8 %) et F6 (70,3 %) exigeant

I’emploie d’une concentration de 1’ordre de 1mg/mL.

- Dr’apres la figure 3-6, on remarque que H3 qui contient 5% de I’huile essentielle a un

grand pouvoir antioxydant avec une CI50 égale a 0,24 mg/mL.

- Les valeurs de Clsp sont inversement proportionnelles avec le pourcentage de I’'HE ou

I’extrait de clou de girofle dans les shampooings.

- Toute les CI50 des formulations a base de clou de girofle sont inférieures a celle du
témoin (0,93 mg/mL) d’ou I’intérét et ’avantage d’ajouter 1’extrait ou HE de clou de

girofle.

3.3.2. Résultats du test de la réduction de fer : FRAP

3,5 '
——Temoin
3 —m—H1
e H 2
2,5
H3
’ —+—F1
15 ——F2
F3
1
F4
05 17 F5
0 L = T - T T T T 1 F6
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 acide ascorbique

Fig. 3-7 : Courbes d'évaluation du pouvoir antioxydant par la méthode de FRAP pour les

shampooings

Les courbes du Fig. 3-7 nous montrent que 1’augmentation de la réduction du fer est
proportionnelle a 1’augmentation de la concentration des shampooings, En outre, & une
concentration de 1mg/mL le shampooing H3 (5% d’HE) présente la densité optique la plus
élevée proche de 3 et qui est satisfaisante a comparer avec 1’acide ascorbique. En revanche,
pour la méme concentration de 1mg/mL, la densité optique de F1 (1% extrait mélange

solvants) est égale a 2 alors que pour les autres formulations elle est inférieure.
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CONCLUSION GENERALE

Cette étude se concentre sur l'analyse des extraits obtenus aprés macération et
infusion, et de I'huile essentielle obtenue par hydrodistillation de Syzygium aromaticum (clou
de girofle).

Le meilleur rendement (30%) a été obtenu par la méthode d’extraction dans le mélange de
solvants. D’autre part I'hydrodistillation de clou de girofle a permis d’obtenir un rendement
de 3,4 % en HE. Cette faible quantité s'explique par la perte d'huile dans la phase aqueuse de
I’hydrolat. Néanmoins, ce résultat est proche des normes établies par 1’ Association Frangaise
de Normalisation.

Nous avons révélé la présence de métabolites secondaires dans notre plante, en particulier la
présence des tannins dans les trois extraits ; aqueux, méthanolique et mélange de solvant, de
clou de girofile.

L’activité antioxydante de clou de girofle a été réalisee a l'aide des méthodes de réduction
DPPH et FRAP. L'huile essentielle du clou de girofle a démontré le plus fort pouvoir
antioxydant par rapport aux extraits avec une Clso de 0,21 mg/mL. Néanmoins, I’activité anti
oxydante de ces extraits reste intéressante en particulier 1’extrait aqueux qui donne une Clso
de 0,26 mg/L.

Par ailleurs, I’huile essentielle étudiée s'est révélée extrémement sensible a la souche de
bactérie Staphylococcus Aureus ATCC 43300 et a la souche de levure Candida Albicans
ATCC 10231. De méme une sensibilité moyenne au deux souches a été enregistrée aussi pour
les extraits.

Ces dernier (HE et les extraits) ont été utilisés dans la formulation de shampooings destiné a
un usage régulier, et ce, a différentes doses.

Ainsi, neuf formulations de shampooings et un témoin ont été réalisés a base d’HE et les
extraits représentant le principe actif de clou de girofle.

Les résultats des propriétés organoleptiques, physicochimiques et fonctionnelles des
différentes formules, contenant de I'HE et des extraits, ont montré un avantage concret pour
les formules H1, H2 et H3 ayant le pourcentage respectif a 1%, 2,5% et 5% en HE. Les
shampooings H1, H2, H3 ont été trés apprécies par les testeurs en raison de la couleur
transparente pour le premier et blanchatre pour les deux autres, de leur odeur attrayante de
clou de girofle, de leurs onctuosité et d’homogénéité, ainsi que de leur texture lisse et

visqueuse agréable au toucher. De plus, la formule s'est avérée stable en présence de I’HE.
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L’activité antioxydante de ces shampooings a été également étudiée en utilisant les méthodes
de réduction DPPH et FRAP.

Ces deux techniques ont permis de mettre en évidence I’activité antioxydante des
shampooings contenant I’HE ou les extraits de clou de girofle. Les formulations a base de
I’HE (HI1, H2 et H3) ont révélé un meilleur pourcentage de réduction de radical DPPH pour
des concentrations faibles de 1’ordre de 0,5 mg/mL par rapport a ceux formulés avec les
extraits. Les shampooings réalises ont montré également que 1’activité de piégeage du radical
a tendance d’augmenter avec I’augmentation de la quantité de la substance active introduite
dans les formulations a savoir ceux a 5 % sont meilleurs a ceux a 2,5 % ou 1 %. Un pouvoir
d’inhibition du radical avoisinant les 70 % ou 90 % a été enregistré pour H2 et H3 (89,9 %),
F1 (72,2 %), F2 (80,1 %), F3 (94,8 %) et F6 (70,3 %) exigeant I’emploie d’une concentration
de ’ordre de Img/mL. Les valeurs de Clso obtenues ont montré, d’une part, une relation
inversement proportionnelle avec le pourcentage I’HE ou D’extrait dans les shampooings.
D’autre part, toute les Clso des formulations a base de clou de girofle ont été inférieures a celle
du témoin d’ou I’intérét et ’avantage d’ajouter I’extrait ou HE de clou de girofle dans ces

produits cosmétiques.

Etant donné que la plante étudiée présente des propriétés particulierement
intéressantes qui méritent d'étre exploitées, et compte tenu des résultats prometteurs que nous
avons obtenus, nous suggeérons les perspectives suivantes :

- Elargir 1’étude antibactérienne sur une grande variété de souches de bactérie et fongique.

- Etude de la stabilité et de la sécurité des composés actifs du clou de girofle dans différentes
formulations, ainsi que sur leur innocuité et leur sécurité d'utilisation a long terme.

- Développement de produits dérives tels que des lotions capillaires, des traitements pour le

cuir chevelu ou des produits de soins capillaires spécifiques.
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Résumé

Notre recherche porte sur 1’étude des activités antioxydante et antimicrobienne de I’huile essentielle (HE) et les
extraits de Syzygium aromaticum connu sous le non de clou de girofle. L'extraction de I’HE est réalisée par la méthode
d’hydrodistillation et 1’extrait par macération et infusion dans des solvants et de I’eau. Un rendement de 3,4 % pour
I’HE et entre 10 et 30 % pour les extraits a ¢té obtenu. L’activité antioxydante a été étudiée par deux méthodes a
savoir DPPH et FRAP. L'HE a montré le plus fort pouvoir antioxydant, par rapport aux extraits, avec une Cls, de
0,21 mg/mL. Néanmoins, I’activité antioxydante de ces extraits reste intéressante en particulier pour 1’extrait aqueux
avec une Clg de 0,26 mg/mL. Les tests de 1’activité antimicrobienne ont montré que I’HE est extrémement sensible a
la souche bactérienne Staphylococcus Aureus et a la souche fongique Candida Albicans. Une sensibilité moins élevée
a été observée avec les extraits. Neuf formulations de shampooings et un témoin ont été réalisées a base de I’'HE et les
extraits. Les formulations & base de I’'HE, H1, H2 et H3 ont montré dans I’ordre un pourcentage de réduction de
radical DPPH- de 42,3 %, 61,2 % et 65,4 % pour une concentration de 0,5 mg/L.

Les valeurs de Cls, sont inversement proportionnelles au pourcentage de I’HE ou ’extrait de clou de girofle dans les
shampooings. Les Cls, des shampooings a base de clou de girofle sont inférieures a celle du témoin d’ou 1’intérét et
I’avantage d’ajouter I’extrait ou I’HE de clou de girofle dans ces produits cosmétiques.

Mots clés : Syzygium aromaticum, extrait de Clou de girofle, Huile essentielle de clou de girofle, shampooing.

Abstract

This research focuses on the study of the antioxidant and antimicrobial activities of essential oil (EO) and extracts of
Syzygium aromaticum known as clove. The extraction of EO is carried out by the hydrodistillation method and the
extract by maceration and infusion in solvents and water. A yield of 3.4% for HE and between 10 and 30% for extracts
were obtained. The antioxidant activity was studied by two methods namely DPPH and FRAP.
EO showed the strongest antioxidant power, compared to extracts, with an 1Cs for 0.21 mg/mL of concentration.
Nevertheless, the antioxidant activity of these extracts remains interesting in particular for the aqueous extract with an
ICs, for 0.26 mg/mL of concentration. Antimicrobial activity tests have shown that EO is extremely sensitive to the
Staphylococcus Aureus bacterial strain and the Candida Albicans fungal strain. Lower sensitivity was observed with
extracts. Nine formulations of shampoos and a control were made based on HE and extracts. The formulations based
on HE, H1, H2 and H3 showed respectively a percentage reduction of DPPH- radical of 42.3%, 61.2% and 65.4% for
a concentration of 0.5 mg/L. Cls, values are inversely proportional to the percentage of EO or clove extract in
shampoos. All the Cls, of clove-based shampoos are lower than that of the control, hence the interest and the
advantage of adding clove extract or clove EO in these cosmetic products.
Key words: Syzygium aromaticum, clove extract, Essential oil clove, shampoos.
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