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Introduction

Introduction

Depuis longtemps I'hnomme reconnait et utilise les plantes pour se nourrir et pour
traiter diverses maladies. Depuis toujours, I’homme a eu recours aux plantes pour se
maquiller, se parfumer, mais aussi pour se soigner sans connaitre réellement les propriétés de
ces plantes, ni avoir la moindre connaissance scientifique, méme sommaire, expliquant leurs
vertus. Ce n’est qu’au moyen age que les huiles essentielles ont été réellement découvertes
grace aux premiéres distillations et plus tard, grdce aux progrés de la science et tout
particulierement a I’apparition de la chimie. Cette médecine traditionnelle ancestrale est le

précurseur de la phytothérapie et de I’aromathérapie d’aujourd’hui. (Fontanay et al., 2015).

Actuellement, La population mondiale ne cessant de croitre, ce qui exerce une
pression constante sur la demande alimentaire mondiale. Donc, il est urgent de redoubler
d’efforts et d’innover afin d’augmenter durablement la production agricole, d’améliorer la
chaine d’approvisionnement mondiale, de réduire les pertes et le gaspillage alimentaires.
(Département des Affaires Economiques et Sociales des Nations Unies)

Ce défi nécessite de transformer les systemes agro-alimentaires pour les rendre plus
productifs, plus efficaces, plus économes en ressources afin de garantir la durabilité de tous
les systéemes alimentaires et diminuer les pertes et le gaspillage des produits alimentaires qui
sapent les efforts menés pour éradiquer la faim et améliorer la nutrition.

Cependant, Les bioagresseurs entravent ces efforts. Ces organismes vivants attaquent
les plantes cultivées pendant leur croissance ou attaquent les produits entreposés et causent de
grandes pertes économiques. Selon 1’Organisation des Nations Unies pour 1’alimentation et
I’agriculture (FAO), en 2021, environ 14 pour cent des aliments produits sont perdus entre la
récolte et la vente au détail a 1’échelle mondiale. Ces organismes nuisibles aux
végetaux comprennent I'ensemble des ennemis des cultures et se répartissent en trois grandes
familles : les agents phytopathogénes (champignons, bactéries, virus principalement), cause
des maladies des plantes, les ravageurs animaux (prédateursou parasites des plantes) et
les adventices « mauvaises herbes » qui concurrencent les plantes cultivées. Ces dégats
peuvent entrainer des dommages qui sont des pertes quantitatives ou une modification
qualitative de la récolte. Les dommages de récolte se traduisent généralement par des pertes
économiques.

En premier lieu, les intoxications alimentaires et les détériorations causées par des micro-
organismes entrainent d’énormes pertes d’aliments et constituent une préoccupation vitale

pour la santé publique .Par conséquent, la sécurité alimentaire est une question cruciale pour


https://wikimonde.com/article/Organisme_nuisible
https://wikimonde.com/article/Organisme_nuisible
https://wikimonde.com/article/Agent_phytopathog%C3%A8ne
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les consommateurs ainsi que pour les industries alimentaires. En effet, 1’Organisation
mondiale de la santé (OMS) estime que 1 personne sur 10 tombe malade chaque année apres

avoir mangé des aliments contaminés et que 420 000 en meurent (OMS, 2015).

Cette incidence importante de menace d’origine alimentaire associée aux nouvelles
implications sociales et économiques entraine un besoin urgent d’aliments plus slrs grace a la
mise au point de nouveaux agents de conservation non toxiques ayant d’importantes
propriétés antimicrobiennes et anti-oxydantes. C’est pourquoi, de nombreux agents de
conservation synthétiques sont utilisés pour controler la croissance microbienne dans les
aliments, ce qui réduit I’incidence des maladies d’origine alimentaire et prolonge la durée de
conservation des produits alimentaires mais leur utilisation est remise en question en raison de
préoccupations possibles percues pour la santé et d’augmentations potentielles de la résistance

microbienne. (McDonald et Linde, 2022).

En effet, les produits chimiques synthétiques eux-mémes, couramment utilisés pour
contréler les souches pathogenes, soulévent de graves préoccupations liées a la santé humaine
(Prakash et al., 2015 et Falleh et al., 2021). Gutiérrez-del-Rio et ses collegues (2018). ont
signalé qu’une large gamme de conservateurs synthéetiques et de traitements physiques
antibactériens sont utilisés pour prolonger la durée de conservation des aliments en inhibant la
croissance des bactéries pathogénes. De plus, certains aliments nécessitent une protection
spéciale contre la détérioration microbienne lors de leur préparation, de leur stockage et de
leur distribution afin d’augmenter leur durée de conservation et leurs propriétés
organoleptiques, en évitant la détérioration microbienne, qui modifie généralement le godt,
I’odeur, la couleur et les propriétés sensorielles ou texturales. Cependant, certains de ces
additifs antimicrobiens peuvent altérer les propriétés nutritionnelles d’un aliment donné,
comme dans le cas des sulfites qui détruisent la vitamine B1, ou de I’ajout de nitrates a la

viande, ce qui rend leur consommation trés dangereuse (cancérigéene).

En plus, ’autre probleme majeur dans la chimiothérapie antimicrobienne est I’apparition
croissante de la résistance aux antibiotiques, ce qui conduit a I’insuffisance du traitement
antimicrobien. La sur utilisation d’antibiotiques et la pression de sélection des antibiotiques
qui en résulte sont considerées comme le facteur le plus important contribuant a 1’apparition

de différents types de microbes résistants.,(Schelz et al.,2006).

Le maintien d'une forte production agricole nécessite de savoir lutter efficacement contre
les bio agresseurs des cultures. Premiérement, les champignons phytopathogenes qui sont

grace a certaines caractéristiques de leur potentiel évolutif (comme l'asexualité partielle ou la
Z
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multiplicité des cycles d’infection dans une saison épidémique) des organismes capables de
s'adapter trés rapidement & des modifications de leur environnement (McDonald et Linde,
2022).

Deuxiemement, Les bactéries sont responsables de plusieurs maladies. Leur résistance
aux antibiotiques est de plus en plus prononcée. Pour arréter ce processus de synthése-
résistance, il est nécessaire de chercher une autre approche afin de diminuer ou d’éliminer les
affections sans 1’utilisation des antibiotiques et des produits synthétiques, donc il est évident
de trouver des solutions par 1’utilisation des molécules bioactives qui sont a base de plantes

(Vlietinck et Vanden Berghe, 1991).

Donc, La situation est davantage plus préoccupante a cause de I'apparition des souches
de micro-organismes antibiorésistants et I'émergence des infections non communes qui
compromettent les traitements a l'aide des medicaments existants. Face a ces nombreux
obstacles que présente l'utilisation des antibactériens disponibles, il est indispensable de
chercher de nouvelles substances antibactériennes efficaces et a large spectre d'action (Biyiti
et al., 2004).

Par conséquent, le développement et I’utilisation d’agents antimicrobiens naturels,
sirs et efficaces sont souhaités. De nombreux produits alimentaires doivent étre protégés
contre la détérioration microbienne pendant leur durée de conservation. La demande
croissante des consommateurs pour des produits sdrs et naturels, sans conservateurs
chimiques, a donné lieu a des enquétes approfondies de la part des autorités alimentaires et
des chercheurs pour évaluer la faisabilité de techniques de conservation douces et améliorer la
qualité microbienne et la sécurité des produits, tout en maintenant leurs bonnes propriéetes

nutritionnelles et organoleptiques. (Goni et al., 2009)

Pour ces raisons, on peut trouver de nombreuses plantes aromatiques caractérisées par
la biosynthése d’un large éventail de composés organiques qui semblent n’avoir aucune
fonction directe dans la croissance et le développement, et ceux-ci sont nommés métabolites
secondaires. Ce sont des molécules odorantes qui constituent ce qu’on appelle les huiles

essentielles (HE).

Dans notre étude, en vue de trouver des méthodes alternatives aux fongicides et aux
bactéricides synthétiques qui représentent le moyen de lutte le plus utilisé par les maraichers,

Dans le laboratoire, notre travail se concentre sur 1’utilisation de produits naturels respectueux

3
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de I’environnement, comme stratégies de contrdle des maladies. Dans ce contexte, nous
proposons d’évaluer les propriétés antimicrobiennes des extraits d’une plante aromatique et

leur capacité a contréler les maladies causées par les phytopathogenes.

Pour cela, nous avons choisi d’utiliser les extraits du giroflier connue par ses effets
bénéfiques; son bouton floral (clou de girofle) posséde une odeur caractéristique et une saveur
chaude et piquante. Cet arbre nomme Syzygium aromaticum (S. aromaticum) (Synonyme :
Eugenia cariophylata) communément appelé clou de girofle, est un arbre de taille médiane
(8-12 m) de la famille des Myrtacée originaire des iles Moluques dans I’est de 1’Indonésie.
(Kamato et al.,2012).

Le clou de girofle est utilise dans la Chine ancienne comme épice et parfum depuis
plus de 2000 ans. En médecine, dans le domaine de la phytothérapie orientale et comme
épices culinaires. Le bouton floral de la plante est utilisé a la fois pour aromatiser et a partir
duquel I’huile essentielle est extraite. Les caractéristiques de son huile essentielle sont la
nature volatile et les fortes odeurs aromatiques. Par conséquent, I’huile essentielle de clou de
girofle a été largement utilisée en aromathérapie et en cosmétique. Il a également été utilisé
comme anesthésique naturel en dentisterie.( Chee et Lee, 2007). pour la premiére fois en 1640

dans « Pratique de la physique » en France.

Le clou de girofle a été choisi tout particulierement pour ce projet, car cette épice a
une huile essentielle qui est considérée comme un antibactérien puissant a tres large spectre,
I’un des meilleurs chez les épices. En effet, la plante renfermel5 a 20% d’HE extraite a partir
des boutons floraux du giroflier. L’essence renferme 85 a 93 % en volume d’eugénol libre et
combinés. Xue et al., (2022).Consiste a extraire ’huile essentielle de cette espece afin de
tester son activité antimicrobienne, son potentiel contre les champignons et les bactéries a

Gram positif et a Gram négatif dans divers laboratoires a travers le monde.

Parmi les cultures les plus touchées, la tomate, (Solanum esculentum Mill) qui
représente 1’'un des fruits les plus consommés au monde. Cependant, des microorganismes
nuisibles constituent de véritables ennemis et entravent le développement de cette culture tres
importante et menacent ses fruits. Certains agents telluriques phytopathogénes sont
responsables d’importantes pertes de récoltes en occasionnant diverses maladies dont : la
pourriture des semences, la fonte des semis, la pourriture racinaire et le flétrissement des
plantes etc. (Blancard et al., 2009).



Introduction

Ce travail qui s’inscrit dans cette perspective, est dédié a une plante de la pharmacopée
traditionnelle. L’objectif principal est d’évaluer in vitro les propriétés antibactériennes et

antifongiques des extraits des fleurs de Syzygium aromaticum commercialisé au niveau de
Bordj Bou Arréridj.

La premiére partie de ce document est consacrée a la partie expérimentale, a savoir:

v’ Extraction des huiles essentielles, macérat a froid, macérat a chaud et distillat a partir
les bourgeons de clous de girofle broyé et non broyé;
v' Evaluation de leurs activités antibactériennes et antifongiques;

v Enfin la deuxiéme partie présente les résultats obtenus ainsi que leurs discussions
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Chapitre I : matériels et méthodes
I.1. Objectif d’étude

L’objectif de notre travail est de tester in vitro 1’activité antifongique et
antibactérienne de plusieurs extraits de clou de girofle (syzygium aromaticum) a 1’égard de
certaines champignons et bactéries. Il s’agit d’une étude s’étendant sur une durée de trois
mois, réalisée au sein des laboratoires de microbiologie et de biochimie de la faculté des
sciences de la nature et de la vie et des sciences de la terre et de ’univers (Mohamed El
Bachir EI Ibrahimi, Bordj Bou Arreridj).
1.2. Matériel
1.2.1. Matériels non biologiques

L’ensemble de matériels non biologiques utilisé pour réaliser cette étude est résumé
dans I’annexe 01
1.2.2. Matériel Biologique
1.2.2.1. Matériel végétale

Des boutons floraux séchés de Syzygium aromaticum C.Linné, Merr. & L.M.Perry
(famille des Myrtaceae), ont été utilisés comme matiére premiére des différents extraits. Les
échantillons de clou de girofle (CG) sont subdivisés en deux parties, la premiere est broyée

en poudre et la deuxiéme partie utilisée telle qu’elle est (figure 01).

Figure 01 : les clous de girofle ; A : sains, B : broyés (photo personnelle)

Les caractéristiques des boutons floraux :
- Enforme de clou, brun rouge.
- Odeur aromatique trées caractéristique.

- Saveur brulante.
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1.3. Méthodes
1.3.1. Méthodes d’extraction
1.3.1.1. Hydro-distillation

L’huile essentielle (HE) est extraite a l'aide d'un appareil de type Clevenger (figure
02) les bourgeons broyés et non broyés ont été soumis, séparément, a une hydro distillation
pendant 4 & 6 heures. La matiére premiere (50 g) a €té directement immergée dans 250 ml
d'eau distillée dans un ballon a fond rond (capacité de 1L). L'ensemble du procédé
d'extraction a été opére a la pression atmosphérique. Cette technique consiste a faire bouillir
le mélange, condenser les vapeurs qui se dégagent a l'aide d'une colonne de condensation
(réfrigérant). La condensation de ce mélange de vapeur provoque sa séparation en deux
phases : une phase organique, appelée huile essentielle, contenant la majorité des composés
odorants, et une phase aqueuse, appelée eau aromatique (distillat) qui contient trés peu de

composes odorants. Recueillir le distillat dans un Erlenmeyer et on stopper le chauffage. A la

fin I’HE a été filtré par filtre membrane. (Kaloustian et Hadji-Minaglou, 2012).

Mélange Ebullition Décantation

Figure 02 : Protocole de I’hydro-distillation (photo personnelle)

1.3.1.2. L analyse physique des huiles essentielles
A) Le rendement
Le rendement (R) en I’huile essentielle est le rapport entre le poids de ce produit et le

poids de la plante a traiter. Le rendement d'extraction a été calculé comme suit :

Mtue x100

0f —
R% = MS

Ms: masse de la matiere séche (g), MHE : masse d'huile essentielle(g) (Ben Hassine et al.,
2021).
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B) La mesure de pH
Le potentiel d’hydrogeéne pH mesure 1’activité chimique des ions Hydrogenes (H+) en

solution. Le pH des huiles obtenus est réalisé¢ a 1’aide de papier pH (figure 03).

Figure 03 : A papier pH, B mesure de pH (photo personnelle)

C) Conservation de I’huile essentielle

La conservation des huiles essentielles exige certaines précautions indispensables.
Aprés I’extraction I’HE avait été conservée dans des flacons en verre opaques, brun ou bleu
pour la préserver de la lumicre et de ’oxygéne, bien scellés. Il faut également éviter le
contact avec l'air (pas d'ouverture prolongée des flacons), par la suite il faudra garder les

flacons & une température basse entre 4 et 5 C° (Kaloustian et Hadji-Minaglou, 2012).

1.3.1.3. Macération
1.3.1.3.1Macération a froid

La macération est un procédé qui consiste a laisser séjourner une plante dans un
solvant a froid pour en extraire les composés solubles (arbmes, principes actifs).La
macération peut se faire dans une solution alcoolique, de I'eau, de I'huile... Cette technique
préserve les especes chimiques fragiles car elle est pratiquée a froid mais elle n’est pas

toujours aussi efficace que les techniques qui utilisent le chauffage (Handa et al., 2008).

La technique consiste a placer 10 g de clous de girofle convenablement broyé
« poudre », ou non broyé dans un Erlenmeyer couvert par papier aluminium contenant 100 ml
de I’eau distillée approprié et bouché. Laisser le systeme au repos pendant trois jours, avec
des agitation, le liquide est ensuite filtré et le résidu solide est pressé pour récupérer le

maximum de solution occluse (figure 04) (Handa et al., 2008).
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Macération dans 1’eau Repos (3js) + secousses Filtration

Figure 04 : Expérimentation de macération a froid (photos personnelles).

1.3.1.3.2. Macération a chaud
Dix gramme de clous de girofle broyé, ou non broyé sont placés dans un Erlenmeyer
contenant 100 ml de I’eau distillée approprié et bouché. Bouillir le mélange & 100°c pendant

30 minutes. Apres ébullition, filtrer et récupérer le macérat (figure 05) (Handa et al., 2008).

Macération dans I’eau Chauffage + agétation Filtration

Figure 05 : Expérimentation de macération ( photo personnelle).

1.3.2. Isolement et identification des agents pathogénes
1.3.2.1.1solement des moisissures

Les moisissures ont été isolées a partir des fragments des tomates infectées (figure
06). Les tomates echantillonnées ont été découpées en petits fragments d’en moins de 10 mm
de diamétre (zone saine et blessée). Les tissus obtenus de tomate ont été aseptiquement
placés en boites de Pétri coulées de pomme de terre glucosée (PDA) (Annexe), a raison de
quatre a cing fragments par boite. Le milieu de culture PDA sert a ’ensemencement et la
purification des souches fongiques. Les boites ont été ensuite hermétiquement scellées a
I’aide d’un para-film. L’incubation durait 72 heures a 28 °C (figure 07). (Bessadat et al.,
2014).
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Figure 06 :

Incubation
28°c/ 72h

Prélevement Ensemencement

Figure 07 : Isolement des moisissures sur milieu gélosé PDA (photo personnelle)

La caractérisation et 1’identification des isolats obtenus ont été faites a 1’échelle du
genre, a partir des caracteres macroscopiques culturaux (forme, taille, couleur, aspect,
contour) et microscopiques. L’examen microscopique effectué entre lame et lamelle /scotche
des cultures ayant servi a 1’étude des caractéristiques culturales (aspect du mycélium, des

spores, des phialides, des conidiophores,) (figure 08). (Compaore et al., 2016).

10
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Figure 08 : L’examen microscopique effectué entre lame et lamelle /scotche (photo personnelle)
1.3.2.1. Isolement des bactéries

L’isolement des bactéries a été réalisé sur des milieux de culture gélosés, selon la
méthode de (Goszczynska, 2000). Les fruits de tomate présentant des symptémes typiques
sont lavés a I’eau distillée stérile pour éliminer les débris de surface avant de procéder a
I’isolement. Les parties infectées du tissu végétal sont coupées a la limite (zone saine/zone
malade) a I’aide d’un scalpel stérile. Ces morceaux de fruits ont été ensemencés dans des
boites de Pétri contenant le milieu PCA (Plate count agar). Ensuite, les boites ont été
incubées a une température de 37 °C pendant 24 h. les colonies obtenues sont purifiées par
réensemencement dans des boites de Pétri coulées de milieu PCA par la méthode de stries.
Afin de déterminer la pureté et le type de Gram des souches isolées, nous avons réalisé la

coloration de Gram.

1.4. Mise en évidence de I'activité antibactérienne et antifongique
1.4.1. Activité antifongique

Nous avons utilisé la méthode de diffusion en milieu solide Sabouraud (SDA) pour
évaluer D’activité antifongique vis-a-vis des 05 isolats. La gélose a été ensemencée par
inondation avec 2 ml de chaque inoculum fongique a environ 10° spore/ml (selon le standard
Mac Farland, une densité optique de 0.5 a 1 correspond approximativement a une
concentration de 10° spore/ml & la longueur d'onde A = 730 nm), ’excés a été éliminé. Puis,
les boites ont été séchées 15 minutes a la température ambiante. Des disques de papier
Wattman stériles N° 3 et de diamétre 06 mm ont été imprégnés par 20 ul de chaque extrait
placés a la surface du milieu dans la boite de pétri. Trois répétitions ont été effectuées pour
chaque extrait. Des disques imbibés par une solution aqueuse stérile considerés comme

témoins négatifs (Tm-). Les boites ont été ensuite incubées & 30 °C pendant 48 h. La mesure

11
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des diametres des zones d’inhibition entourant les disques contenant les échantillons a tester a

été réalisee a I’aide d’une regle (figure 09) (Yala et al., 2016).

1.4.2 Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne a été évaluée par la méthode de diffusion sur gélose. La
gélose Muller- Hinton (MH) a été ensemencée par écouvillon émergé dans 1I’inoculum
bactérien a environ 0,5 Mac Farland, (selon le standard Mac Farland, une densité optique de
0.08 a 0.1 correspond approximativement a une concentration de 108 UFC/ml a la longueur
d'onde A = 625 nm). Enfin, 20 pl de chaque extrait ont été déposés sur des disques de papier
wattman et les boites incubées a 37°C/24h. Deux répétitions ont été réalisé pour chaque
extrait. Un Disque de gentamycine commercialisée (a 10ug/ disque) est utilisé comme témoin
positif (Tm+). Les activités antibactériennes ont été évaluées en mesurant le diamétre de la
zone d’inhibition induite par les extraits ou les antibiotiques (figure09) ( Ben Abdallah et al.,
2019)

= e
g
\ /f]\\
Pinoculum U

fongique/Bacterienne.. 7

milieu SDA/ MH disques imbibés

N } /f]\\

;—
%
( Incubation
—— " 37°c/24h pour Bac
extrait e s 30°c/48h pour Fon

disques imbibés par extrait

Développement des microorganismes

~~— Zone d’inhibition

extrait lectures résultat

A @<8mm résistée

B + 09=v <14 |intermédiaire
C ++ 15=@ <20 |Sensible

D +++ ©=20 Treés sensible

Figure 09 : Schéma explicatif de la technique du test de sensibilité et I’interprétation de ses résultats
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I.5. Détermination de la concentration minimale inhibitrice
1.5.1. Détermination de la concentration minimale inhibitrice fongique CMI F

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI F) des huiles essentielles ont été
déterminées selon la méthode rapportée par Remmal et al., (1993). et Satrani et al., (2001).
Du fait de la non miscibilité des huiles essentielles a I’eau et donc aussi au milieu de culture,
la mise en émulsion a été réalisée grace a une gélose molle a 0,2 % afin de favoriser le contact
germe/composé. Des dilutions ont été préparées a 150 pl/ml, 100ul/ml, 75ul/ml, 50ul/ml et

25ul/ml dans cette solution d’agar.

Dans des tubes a essais contenant chacun 13,5 ml de milieu Sabouraud (SDA),
stérilisés a 1’autoclave (20 min a 121 °C) et refroidis a 45 °C, on a ajouté 1,5 ml de chacune
des concentrations de facon a obtenir les concentrations finales de 15 pl/ml, 10 pl/ml, 7,5
pl/ml, 5 pl/ml et 2,5 pl/ml (v/v). Puis on agite convenablement les tubes avant de les verser
dans des boites de Pétri. Des témoins, contenant le milieu de culture et la solution d’agar a 0,2
% seule, sont également préparés. L’ensemencement se fait par dépot de fragments de 0,5
cm?, prélevés a partir de la périphérie d’un tapis mycélien et provenant d’une culture de 7 jour
(j) dans milieu Sabouraud. L’incubation se fait a I’obscurité pendant 7 j & 25 °C (figure10)
(El Ajjouri et al , 2009).

Les résultats sont exprimés sous forme d’un pourcentage d’inhibition calculer selon la

formule suivante (Bouzidi et al.,2019)
Le % d'inhibition = 2Tm-DDx100
DTm

D Tm= diamétre de témoin  DI= diamétre d’inhibition
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concentration HEp/HENnb
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Figure 10 : Schéma représentatif de la CMI F (concentration minimale inhibitrice fongique)
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1.5.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice bactérienne CMI B

Afin de mieux évaluer cette activité une étude plus poussée a été menée par la
détermination des concentrations minimales inhibitrices bactérienne (CMIB) des huiles
essentielle de clou de girofle (poudre/non broyé) vis-a-vis la souche bactérienne. Nous avons
utilisé la méthode de diffusion en milieu solide (MH) qui a été ensemencé par I’inoculum
microbien a 0,5 Mac Farland .

Des dilutions sont préparées au 15ul/ml, 10ul/ml, 7,5 pl/ml, 5 pl/ml et 2,5 pl/ml dans
une solution de Diméthylsulfoxyde (DMSO). De ce fait, chacun des disques de papier
Wattman stérile N°3 et de diamétre 06 mm est imprégne par 20 pl de chaque concentration et
placé a la surface du milieu dans la boite de Pétri en présence des disques imbibés par une
solution DMSO (témoins négatifs) et des disques gentamicine commercialisée (alOug/
disque) comme témoins positifs. Les boites ont été ensuite incubées a 37°C pendant 24 h. La
mesure des diamétres des zones d’inhibition (mm) entourant les disques contenant les
concentrations a tester est effectuée a 1’aide d’une régle. La CMI est définie comme étant la
plus faible concentration capable d’inhiber toute croissance microbienne visible a 1’ceil nu

(figure 11), ( Oke et al., 2009).
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Huile essentiel
HEp /HEnb

30ul 15ul 10pl Sul
02ml de DMSO
L / LN
15ul/ml mtlfml 7,5ul/ml 5ul/m 2,5ul/ml

Figure 11 : Détermination de la CMI B concentration minimale inhibitrice bactérienne
(Photo personnelle).
1.5.3. Mise en évidence du pouvoir antifongique volatile

Le pouvoir antifongique des huiles essentielles a été évalué par la méthode de micro-
atmosphére. Dans cette technique, une boite de Pétri (90 mm) contenant 25 ml de milieu

gélosé PDA est d’abord ensemencée par un fragment de diamétre de 5 mm prélevé a la
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périphérie d'une culture fongique dans le milieu PDA &gée de sept jours. Puis, des disques de

papier Wattman imbibés d’une quantité de (20ul) de chaque concentration est déposés au
centre du couvercle de la boite de Pétri. La culture est ensuite incubée a I'obscurité, couvercle
en bas, pendant sept jours a 25 °C. Chaque essai est répété 02 fois. Un témoin, dépourvu
d'huile essentielle, est préparé dans les mémes conditions avec un disque de papier imprégné
d'eau distillée (figure 12). (Hmiri® et al., 2011).

Les résultats sont exprimés sous forme d’un pourcentage d’inhibition calculer selon la

formule suivante.(Bouzidi et al.,2019).

__ (D Tm-DI) x 100

Le % d’inhibition
DTm

D Tm= diameétre de témoin  DI= diamétre d’inhibition

Figure 12 : L’activité antifongique par la méthode micro- atmosphére (photo personnelle).
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Chapitre 11 : Résultats et Discussion
11.1. Résultats et analyse physiques des extraits

Le nombre d’extraits obtenus aprés déférents types d’extraction était de huit : deux
huiles essentielles (HEp et HEnb), deux distillats (Disp et Disnb), deux macérats a chaud
(Mchp et Mchnb) et deux macérats a froid (Mfp et Mfnb). Les extraits de clou de girofle
broye, poudre (CGp) avaient un faible rendement (Disp = 62%, Mchp= 65% et Mfp= 70%)
par rapport aux extraits de clou de girofle non broyé (CGnb) : (Disnb = 64%, Mchnb = 70% et
Mfnb= 85%). Par contre, le CGp avait un grand rendement en HE de (5,06 %) par rapport
aux CGnb qui était de (4,76 %), (voir tableau 01).

On a observé aussi que la couleur des extraits de macération était brune (Mchp,
Mchnb, Mfp et Mfnb) tandis que les couleurs des distillats étaient déférentes : transparente
pour Disp et blanche "trouble" pour Disnb. Nous avons obtenu une HEp de couleur jaune
clair, et une HEnb de couleur jaune (figure 13).

Tous les extraits ont un goQt acre et épicée, treés fort surtout chez les HES, mais ce
godt est moins fort chez les Dis et faible chez les extraits de macération. Méme remarque
pour I’odeur, elle est trés forte chez les HEs, forte chez les Dis et faible dans les extraits de
maceération. (tableau 01).

Tableau 01 : Caracteéristique des extraits :

Clou de girofle non Broyé Clou de girofle Broyé "poudre "
HEnb Disnb  Mchnb  Mfnb HEp Disp Mchp Mfp
Quantité %  4,76% 64% 70%  85% 5,06% 53% 65% 70%
couleur Jaune  Blanche brune brune Jauneclaire transparent brune  brune
Odeurs Tres fort Faible Treés Forte fort faible
Fort
Gout Tres épicée Faible Tres épicée épicée Faible
épicée

HEp : huile essentiel poudre, HEnb : huile essentiel non broyé, Mchp : macérat a chaud poudre, Mchnb : macérat
a chaud non broyé, Mfrp : macérat a froid poudre ; Mfrnb : macéréat a froid non broyé, Disp : distillat poudre et

Disnb : distillat non broyé.
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Extrait de macération Distillat HEp HEnNb

Figure 13 : les différents extraits du clou de girofle (photo personnelle).

Les résultats obtenus de notre expérimentation ont montré que les échantillons broyeés
présentaient un rendement d'extraction d’HE de 5,06 %. Alors que les bourgeons de girofle
non broyés présentaient un rendement moins, environ 4,76 %. Ces résultats sont en accord
avec la norme minimale d’AFNOR qui varie de 5% a 8%. Ces résultats ne coincident pas
avec ceux des travaux réalisés par d’autres auteurs comme Ben hassine et al., (2021), qui a
trouvé que les bourgeons de girofle non broyés ont un rendement d'extraction d'HE de 7,1 +
0,8% et les bourgeons de girofle broyés ont présenté un rendement d'extraction plus élevé de
14,3+ 0, 6 %. De méme, Kapadiya et Desai (2017). Ben hassine et al., (2010). ont trouvé
un rendement d'extraction égal a 11,35 % et une granulométrie du clou de girofle était

d'environ 565 microns pendant 45 minutes (temps d'extraction total) .

Cette différence de rendement est probablement due au niveau de la manipulation a
une perte d'huile essentielle dans la phase aqueuse du distillat. En effet, durant 1’étape de
récupération de I’HE a partir de 1’hydro-distillation, nous avons remarqué la présence de
gouttelettes qui restent dissoutes dans I’eau et que nous n’avons pas pu récupérer a cause de la
difficulté de leur séparation qui nécessite 1’utilisation des solvants organiques spécifiques. En
plus, la simplicité du dispositif d'hydro-distillation utilisé, lors des différentes étapes
d’extraction, divers facteurs ont pu influencer les résultats obtenus et des pertes ont été
observées dans les tuyaux servant a transporter la vapeur ce qui n’a pas permis de recueillir le
maximum d’HE. Nous pensons que d’autres facteurs peuvent influencer sur le taux du

rendement comme la qualité de 1’échantillon choisie, la durée et les conditions de stockage...
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Les données actuelles ont montré l'influence de la méthode de broyage sur le
rendement d'extraction de I'HE. En effet, cette technique est plus pratique en agrandissant la
surface de contact entre le milieu solide et I'eau bouillie (Johner et al., 2018). Donc la
diminution de la taille des particules est liée a I'augmentation du rendement d'extraction des
huiles essentielles. De plus, le broyage améliore la vitesse d'extraction et le rendement
d'hydro-distillation. Mais, un broyage extréme peut perturber la circulation de la vapeur, et

donc ralentir la vitesse d’extraction (Ben Hassine et al., 2010).

Selon (Boukhatem et al., 2019), quel que soit le procédé utilisé, 1’extrait final
correspond a une concentration des composés initialement présents dans la matiére premiére.
De plus, au niveau biologique les méthodes de production tout comme 1 origine
géographique, le climat, le sol, la période de recolte ou bien encore les pratiques
agriculturales, peuvent avoir une influence directe sur le rendement et la composition

chimique de I’huile essentielle ( Boukhatem et al., 2019).

11.1.1 Les résultats de la mesure de pH

Aprés avoir mesurer le pH de I'huile essentielle obtenue, que ce soit a partir du clous
de girofle broyé ou non, la valeur était comprise entre 5 et 6, ce qui signifie que I'huile
essentielle est acide en raison de sa composition chimique.

Figure 14 : Les résultats de la mesure de pH (photo personnelle).

Les résultats consignés notre pH de 5 a 6. C’est un pH légérement acide; ceci est d0 a
la composition chimique des HE de Syzgium aromaticum qui se considere comme donneur

des H+ .ce qui lui donne la propriété d’étre un bon conservateur.

I1.2 Résultats de I’isolement de la flore fongique de la tomate
11.2 .1 caractéristiques des souches isolées :
L’isolement a permis d’obtenir 8 souches fongiques pures. Les caractéristiques

macroscopiques et microscopiques ont été décrites comme suit :
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Souche 01 : Les colonies présentent une couleur blanche puis rapidement noiratre et

une texture granuleuse homogeéne (figure 15. Al) et une couleur jaune péle au revers de la
boite (figure 15. A2). Les conidiophores sont dressés, simples et incolores ou bruns péle
(figure 15. B1). Ils ont une paroi épaisse et lisse avec des vésicules gonflées globuleuses

portant des phialides toute autour de la surface en sorte de goupillon (figure 15. B1).

Al (recto) A2 (revers de la boite) B1 (x40) B2

Figure 15: Caracteres morphologiques de souche 01 (Al, A2) colonie fongiques
B1 Conidiphores (x 40) et B2 photo de référence (Tomé et Gilberto, 2015).

Souche 02 : Les colonies ont un aspect poudreux, plates et au pourtour finement
frangé ; la surface de la boite est entiérement recouverte de mycélium blanc (figure 16 Al et
A2). Arthrospores (x40) (arthroconidies) issues de la fragmentation de ’hyphe transparente a

paroi épaisse rectangulaire puis s’arrondissant blanc (figure 16 B1).

Al (recto) A2 (revers de la boite) B1 (x40)

Figure 16 : Caractéres morphologiques de la souche 02 (Al, A2) colonie fongiques, B1
Arthrospore (x 40) et B2 photo de référence (Tomé et Gilberto 2015).

Souche 03 : La surface de la culture est de couleur jaune verdatre, souvent avec des
taches jaunes avec une texture veloutée a poudreuses (figure 17, Al). Couleur rosée du revers
de la boite (figure 17. A2) Les hyphes sont cloisonnés et les conidiophores sont longs dressés
(figure 17. B1). Les phialides sont formés sur la majeure partie des vésicules sphériques

rayonnés (figure 17, B2).
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B1 (x40)

Al (recto) A2 (revers de la boite)

Figure 17: Caractéres morphologiques de souche 03, (Al, A2) colonie fongiques et Bl
Conidiophores (x 40) et B2 photo de référence (Tomé et Gilberto, 2015).

Souche 04 : la colonie apparait de couleur blanche, créeme, (figure 18. Al) Le revers
de la boite est de couleur péle (figure 18, A2). Les colonies ressemblent a des levures,
constituées de cellules unicellulaires bourgeonnantes, les hyphes se décomposant en

arthrospores individuelles (figure 18, B1).

V.

Al (recto) A2 (revers de la boite) B1 (x40) B2

Figure 18 : Caractéres morphologiques de souche 04, Alet A2 colonie fongiques : B1
arthroconidie (x 40) et B2 photo de référence (Yuri ,2017).

Souche 05 : Les colonies cotonneuses a granuleuses. La coloration est blanche a jaune
pale avec un revers (figure 19 Alet A2). Des hyphes cloisonnés hyalins caractéristiques
avec des arthroconidies unicellulaires a parois lisses et des hyphes irréguliérement
ramifiés, (figure 19, B1).
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Al (recto)

A2 (revers de la boite)

B1 (x40)

B2

Figure 19 : Caracteres morphologiques de souche 05 (Al, A2) colonie fongiques, Bl
Arthrospor (x40) et B2 photo de référence (Tome et Gilberto, 2015).

Souche 06 : Sont des champignons filamenteux, la colonie de cette souche développe

rapidement une couleur vert bleuatre (la couleur des phialides) d’aspect trés poudreux (figure

20. Al). Revers de la boite jaune (figure 20. A2). Les conidiophores portant des branches

appelées métules sur lesquelles s’insérent les phialides (figure 20, B2). Ces derniers portent

des chaines de conidies sphériques unicellulaire I'ensemble de la structure forme l'aspect

caractéristique aux pénicilles «pinceau» (figure 20, B2).

Souche 07 : champignons filamenteux, la colonie couleur brun avec un mycélien
airain (figure 20, Clet C2).

Al (recto)

A2 (revers de la boite)

B1 (x40)

C1

C2

Figure 20 : :Caractéres morphologiques de souche 06 et 07, Al, A2, C1 et C2 colonie

fongiques : B1 Conidiophores ( x40) et B2 photo de référence (Tomé et Gilberto, 2015).
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Souche 08 : 11 s’agit d’une souche bactérienne B1 qui forme de petites colonies beiges
et bombées avec un centre jaune sur milieu PCA. Sous microscope, elle présente une forme de

bacille et une couleur rose : Gram négatif (Apres coloration de Gram) (figure 21).

Figure 21 : Caracteres morphologiques de souche 08 Aprés coloration de Gram.(x40)

L’identification a été faite a partir des caracteres culturaux (identification
macroscopique) et morphologiques (identification microscopique). Ces caractéristiques ont
permis d’identifier certains genres fongiques en s’appuyant par Tomé et Gilberto (2015). Ce
type d’identification fondé sur 1’étude morphologique de mycélium et des spores a permis
d’identifier les souches fongiques suivantes

Souche 01 et 03 : Aspergillus sp. Souche 02 : Geotrichum sp. Souche 04 : Aureobasidium sp.
Souche 05 : Arthrographis sp. Souche 06 et 07 : Penicillium sp.

En effet, une fois cueillies, les tomates sont sujettes a plusieurs infections et altérations
fongiques qui causent de grandes pertes économiques en empéchant leur conservation plus de
quelques jours. Parmi les moisissures les plus rencontrées dans 1’altération des tomates
fraiches, on peut citer les espéces Aspergillus sp et Penicillium sp responsables de lésions
molles, humides et sombres, Geotrichum sp, ce champignon levuriforme est associé a des
pourritures liquides, Fusaruim sp et Aureobasidium sp. agent de détérioration des fruites
surtouts pendant le stockage et le transport  Arthrographis sp. Alternaria sp, Botrytis sp
connu pour ses taches fantdmes. (Blancard et al., 2009).
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11.3 Mise en évidence du P’activité antimicrobienne
I1.3.1. Résultat de ’activité antifongique

L'activité antifongique des extraits a eté eévaluée par 1’apparition d’un zone
d’inhibition de la croissance autour des disques contenant les extraits testés vis-a-vis des
souches isolees a partir des fruits de tomates : Aspergillus sp, Geotrichum sp, Aureobasidium
Sp sp, [’Arthrographis sp et Penicilluim sp, sur milieu de culture (Sabouraud), (figure : 22).
La lecture a été faite par la mesure des diameétres des zones d’inhibition (mm). Ces diamétres
montrent le degré de sensibilité des souches en se basant sur les normes qui suit : @ < 10 mm,
non sensible ; 10 < @ < 15 mm, sensible ; 15 < @ < 20 mm, trés sensible et @ > 20 mm,

extrémement sensible (Razzouk et al., 2022).

D’apres le tableau ci — dessous, Les résultats obtenus ont montré que les extraits de
clou de girofle broyé, Mchp, Mfrp et Distp, évalués avaient une action inhibitrice moyenne
sur la croissance des isolats testées avec des zones d’inhibition allant de 8 & 28 mm. Tandis
que, la souche Geotrichum sp était la plus sensibles aux ces trois extraits.

L’activité antifongique de I’HEp et HEnb était tres satisfaisante contre les souches
testées, avec une moyenne égale a: 36,19 + 9,32mm (HEp) et 37,728+6,74 mm (Henb). A
I’échelle des espéces, Penicillium sp apparait le plus sensible 50£10 mm et 46.66 + 5.77mm
aux huiles HEp et Henb, respectivement. Alors que, Arthrographis sp est le plus ou moins
sensible (HEp: 27,33+ 2,30 mm) et (Henb: 27,66 + 4,72 mm). Par contre, les extraits
restants (Mchnb et Mfrnb) n’avaient aucun effet sur toutes les souches (Tableau 02).

Tableau 2 : Activité antifongique des extraits, zones d’inhibition (mm)

Extraits Huiles essentiels Macérat chaud Macérat froid Distillat
Souches HEp Henb MChp | MChnb MFrp MFrnb DISp DISnb
Aspergillus sp 33,33+5,77 | 37,67+ 4,04 0+0 0x0 0+0 0x0 0+0 8,5+0,70
Geotrichum sp 41 + 8,54 38,33+2,88 | 25+7,07| 00 09+ 1,41 0+0 28 +01 0+0
Aureobasidiumsp | 29,33+1,15 | 38,33+2,88 | 15+7,07 | 0x0 0+£0 0£0 08 +00 0£0
Arthrographissp | 27,33+2,30 | 27,66 £ 4,72 00 00 0x0 00 00 00
Penicillium sp 50+ 10 46,66 +5,77 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Moyenne 36,19+9,32 | 37,73+6,74 | 8+1151 | 0+0 | 1,8+4,02 0+0 7,2+12,13 1,7+338

(moyennezx écart-type), HEp : huile essentiel poudre, HEnb : huile essentiel non broyé,
Mchp : macérat a chaud poudre, Mchnb : macérat a chaud non broye, Mfrp : macérat a froid
poudre ; Mfrnb : macérat a froid non broyé, Disp : distillat poudre et Disnb : distillat non

broye.
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HEP HEnb Tm

Aspergillus sp

Geotrichum sp

Aureobasidium sp

Arthrographis sp

Penicillium sp

Figure 22 : L’ Activité antifongique des extraits sur les champignons. HEp : huile essentiel
poudre, HENb : huile essentiel non broyé et Tm : I’eau physiologie.
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Les huiles essentielles extraites et utilisées dans notre expérience ont montré un

pouvoir antifongique trés élevé sur toutes les especes fongiques testées. Le diamétre des zones
d’inhibition allant de 27,33 + 2,30 a 50 £ 10 mm. Nos résultats sont supérieur a ceux rapporté
par Rana, et al., (2011). dans une étude de criblage préliminaire indiquent clairement que
I'nuile essentielle de clou de girofle est hautement antifongique vis-a-vis de toutes les especes
fongiques testées. Une variation considérable de la taille des zones d'inhibition allant de 12 a
22 mm a eté observée parmi les isolats fongiques en fonction de leur sensibilité a I'huile
essentielle de clou de girofle. L'ordre de sensibilité décroissant était : Mucor sp. 22mm > M.

gypseum 18mm > F. monoliforme 15mm > T. rubrum 15mm > Aspergillus sp.12mm.

Razzouk et al., (2022). ont monté que A. niger a la sensibilité la plus élevée aux huile
essentiel de clou de girofle (diamétre d'inhibition de 44,00 mm) par rapport aux levures
C.albicans 14,00 mm et C.glabrata 24 ,67mm.

Ceci peut s’expliquer par la forte teneur des HEs en principe actif qui peut étre
probablement I'un des composés aromatiques volatils. En effet, ’'HE du clou de girofle
posséde une composition chimique riche en Eugénol qui présente le constituant principal avec
un pourcentage d’environ 83,02 % et de 85,3%, (Yage et al., 2011) et (Pento et al., 2009)

respectivement.

L’activité antifongique des distillats (hydrolats) a ét¢é moins forte si on la compare
avec celle des HE. Cela peut s’expliquer par leur faible teneur en composants actifs. Plusieurs
travaux confirment nos résultats et indiquent que pour que I’hydrolat soit plus efficace, on
doit I'utiliser en forte concentration. Selon les travaux de Hussien et al., ( 2011). Bien que la
composition chimique des hydrolats n'ait pas été bien élucidée, on sait qu'ils contiennent des
composants solubles dans I'eau et des gouttelettes micronisées de molécules d'huile essentielle
(Suzanne, 2001). dissoutes dans la solution d'hydrolat. Cela indique que la composition
chimique des hydrolats d'épices differe de celle des huiles essentielles pures. Peu de rapports
sur l'analyse des composants volatils dans les hydrolats et les huiles essentielles pures
respectives ont révélé la présence d'une concentration extrémement faible du principal
composant volatil dans les hydrolats (Inouye et al., 2008). Cette différence pourrait suggérer
que l'intensité de I'activité antimicrobienne des hydrolats n'est pas toujours la méme que celle

de I'huile essentielle.
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11.3.2. Résultats de I’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne est effectuée in vitro sur un milieu gélosé solide Muller
Hinton par la méthode de diffusion sur disques, qui permet de mesurer I’efficacité des extraits
a inhiber la croissance microbienne (figure : 24). Le diametre de la zone d'inhibition a été
mesuré (mm) et classé selon les normes comme suit : @ < 08 mm : non sensible ; 09 <@ < 14
mm : sensible ; 15 < @ < 19 mm : trés sensible et @ > 20 mm : extrémement sensible
(Razzouk et al., 2022).

Les résultats de ce teste sont présentés dans I’histogramme ci - dessous (figure 23). La
plupart des extraits ont montré une activité inhibitrice vis-a-vis la croissance de la souche
bactérienne isolée B1, avec des diamétres de zones d'inhibition allant de 8,00 mm a 20 mm.
En effet, les huiles du clou de girofle (HEp et HEnb) ont montré une activité
antimicrobienne trés satisfaisante et ont le méme pouvoir inhibiteur de gentamicine (Témoin
positif) avec un diamétre de 20 mm. Aussi, les extraits (Mchp, Mchnb et Mfrp) ont été plus
ou moins efficaces avec des diameétres tres proches, 10mm, 08mm et 09mm successivement.

Tandis que, les extraits (Mfrnb, Disp et Disnb) n'ont pas montré d'effet inhibiteur sur la B1.

L'activité antibactérienne

[
S
= 20
2
€ 15
; 10 +
R g I B Extraits
g 0 L —— - B Tm +Gen
] QPR ® R ® S
D SR NS

)

les extraits , agents antibactériens

Figure 23: Histogramme de I’activité antibactérienne des extraits. HEp : huile essentiel
poudre, HENb : huile essentiel non broyé, Mchp : macérat a chaud poudre, Mchnb : macérat a
chaud non broyé, Mfrp : macérat a froid poudre ; Mfrnb : macéréat a froid non broye, Disp :

distillat poudre et Disnb : distillat non broyé, et Tm+ : antibiotique Gentamicine.
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Les extraits Tm

Figure 24 : Résultats de 1’activité antibactérienne des extraits vis-a-vis la bactérie B1.

Aprés analyse de I’histogramme ci-dessus, les résultats montrent que nos extraits
agissent comme un agent antimicrobien avec de différentes efficacités vis-a-vis la souche B1
a Gram - exprimeées par différents diamétres d’inhibition allant de 0 a 20 mm. Ce qui signifie
que cette derniére est sensible a quelques extraits du clou de girofle. Mathieu et Jean-Philippe
(2013), confirment cette sensibilité bactérienne dans leurs travaux sur I’extrait de Clou de
girofle contre 06 souches différentes d’E. coli ou les zones d’inhibition égale de 16,8 + 0,02
mm. Hiwandika et al., (2021), ont montré que le clou de girofle présente une capacité
d'empécher la croissance de B. cereus, S. aureus, P. aeruginosa et E. coli avec des diametres
d’inhibition égales de 14,6 £ 0,37 mm, 15,8 £ 0,41 mm, 13,4 + 0,11 mm et 11,9 £ 0,34 mm

respectivement.

Nos résultats montrent que les HE des bourgeons de girofle moulus et non moulus ont
un effet antibactérien significatif. Ce qui coincide avec les travaux de Ben Hassine et al.,
( 2021). qui démontrent que I'HE des bourgeons de clou de girofle était trés active contre les
bactéries Gram + et Gram- avec un diamétre de zone d’inhibition compris entre 17,2 £4, 5
et 35, 5+ 2, 6 mm. Ponce et al.,(2003), ont montré dans leurs étude du sensibilité de la
microflore native de la bette a carde a 12 huiles essentielles différentes, déterminée par la
méthode de diffusion sur gélose, a montré que le clou de girofle produisait un halo
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d'inhibition de 22,2 + 2 mm de diamétre, ce qui en faisait de cette huile avec I’effet inhibiteur

le plus élevé en le comparant avec les huiles de I'eucalyptus, a I'arbre a thé, au romarin, au
citron et a la menthe qui ont montré une sensibilité également appréciable, avec des zones
d'inhibition de diametres respectifsde 16 + 1,17+ 2,15+ 1, 17+ 1 et 17 £ 1 mm. (Deans, et
al ., 1995), L'huile essentielle de clou de girofle Syzygium aromaticum L. ont montré une
activité antimicrobienne significative contre une collection de 25 genres différents de
bactéries testées et 20 isolats différents de Listeria monocytogenes. ce qui signifie qu’elle a un

large spectre contre les bacteéries.

L’ activité des autres extraits (Macérats) était moins efficace que celle de I’'HE a cause
de leur faible teneur en composants actifs qui restent emprisonnés peut étre dans les
bourgeons du clou de girofle ou évaporés sous I’effet de la chaleur. L’absence totale de
’activité antibactérienne chez les distillats vis - a -vis la souche bactérienne testée B1 peut
s’expliquer de la méme maniére que celle des souches fongiques. Les actions
antibactériennes des hydrolats, sont souvent observées a de fortes concentrations. Hussien et
al. (2011). montré que I’hydrolat d’Elettaria cardamomum (cardamome) utilisé a 15% (v/v)
pouvait inhiber la croissance de Salmonella typhi, S. aureus et E. coli. Néanmoins, cette
concentration n’inhibe la croissance de P. aeruginosa que de 10%. Ces informations
montrent, a ce jour, que I’action antimicrobienne des hydrolats reste limitée du fait de la forte
concentration de produit nécessaire a 1’obtention de 1’effet désiré. Les résultats de notre étude
ressemblaient a ceux référencés ou les zones d'inhibition étaient généralement satisfaisantes

surtout pour I’HE.

11.4. les résultats de la concentration minimale inhibitrice
11.4.1. Résultat de la concentration minimal inhibitrice fongiques CMI F

La CMI relative aux extraits des HEs appliquées comme agents antifongiques sur les
souches fongiques testées: Aspergillus sp, Geotrichum sp, Aureobasidium sp,
[’Arthrographis sp et Penicillium sp par la méthode de contact directe sur le milieu de
culture (SDA) a été évaluée en mesurant le pourcentage d'inhibition de la croissance de ces
moisissures sous ’effet de différentes concentrations d’HE du clou de girofle (broyé / non
broyé) par rapport a la croissance du témoin. Apres sept jours d’incubation a 25°c, nous

avons obtenu les résultats qui sont représentées par I’histogramme ci — dessous (figure:25)

Nous avons observé qu’aucunes des souches ensemencées ne s’est développée dans
les boites. Tandis que, dans les témoins, en absence d’agent antifongique, les souches ont

montré une croissance satisfaisante avec un diametre de développement allant de 65 a 80 mm,
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(figure : 26). Ce qui signifie que toutes les concentrations des huiles essentielles (HEp, HEnD)

appliquées ont inhibé completement la croissance mycélienne des cing souches étudiées.

Donc, on peut constater que la CMI F est inferieur a 2,5 pl/ml.
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Figure 25 : Histogramme de la concentration minimal inhibitrice des fongique CMI F de HEs
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Arthrographis
sp

Penicillium sp

Figure 26: Résultats de la concentration minimale inhibitrice fongique CMI F.

Les résultats de 1’évaluation de la CMI F de notre étude in vitro expriment une trés
forte activité antifongique des deux HEs vis-a-vis les cing souches testées avec un
pourcentage d’inhibition de 100% et a des concentrations trés minimes allant de 15 pl/ml
jusqu’ a 2,5 ul/ml. Ces résultats prouvent que I’HE peut agir a des concentrations inferieures
a 2,5 pl/ml et confirment d’autres travaux antérieurs sur le pouvoir antifongiques comme
ceux de Pinto et al., (2009), qui ont trouvé une CMI F de I’huile du clou de girofle
appliquée sur 1’Aspergillus sp. de 1,25 pl/ml et ceux de Uwineza et al.,(2018). avec une
CMI F de 0,312 pl/mL sur le Fusarium culmorum. Et ceux de Deans, et al., (1995) ou L'huile
a été testée également contre trois souches fongiques : un phytopathogene, un type d‘altération
et une souche mycotoxigéne. Cela a entrainé des niveaux élevés d'inhibition de la croissance

aux deux concentrations de 1 et 10 ul ml ** de milieu de croissance.
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Par contre, la valeur de CMI F de notre expérience était inferieur a celle trouvée par

Yage et al., (2011), qui ont révélé que I'huile de girofle possédait des activités antifongiques

trés fortes contre A. flavus et P. citrinum avec une CMI F de 25 pL/mL.

Ces résultats ont indiqué que I'huile de clou de girofle a montré un large spectre
d'activité contre une variété de champignons phytopathogenes. Elle s'est avérée plus active et
les valeurs de CMI F trouvées étaient similaires pour toutes les souches isolées a partir de la
tomate. Donc, grace a ce bon potentiel, on peut I’utiliser comme un agent antifongique naturel
pour les applications dans la lutte contre les phytopathogenes présentes dans les fruits de
tomates comme le prouve les études de Yage et al., (2011). in vivo, les traitements a I'huile de
clou de girofle ont considérablement réduit la décomposition fongique, et cette huile a une
concentration de 3,0 % a montré un contr6le complet d'A. flavus et de P. citrinum dans les

fruits inoculés par blessure.

De nombreuses études affirment que les propriétés fongistatiques et fongicides de
I'nuile sont probablement associées a sa forte teneur en eugénol. Pinto et al. (2009) ont étudié
I'activité antifongique de I'huile essentielle de clou de girofle, obtenue a partir de
S.aromaticum. lls ont déterminé la CMI F pour évaluer l'activité antifongique de I'huile de
clou de girofle et de son composant principal, I'eugénol, contre les souches cliniques Candida,
Aspergillus et dermatophytes. L'huile essentielle et I'eugénol ont montré une activité

inhibitrice contre toutes les souches testées.

11.4.2. Résultats de la concentration minimale inhibitrice bactérienne CMI B

Les deux huiles essentielles de clou de girofle broyé et non broyé a des concentrations
décroissantes par la méthode de diffusion sur le milieu PCA n’ont présenté un effet inhibiteur
sur la souche bactérienne testée B1 & Gram- qu’avec la concentration de 15ul/ml. L’action
inhibitrice se traduit par 1’apparition d’une zone autour du disque de papier Watman
imprégnée d’extrait d’HEs avec de petits diamétres d’inhibition de 08 mm et 10 mm comme

le montre la courbe (figure : 27 et 28).
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Figure 27 : Résultat de la concentration minimale inhibitrice bactérienne de B1 CMI B.

HEp HEnb Tm + et TM-

Figure 28: résultat de la concentration minimale inhibitrice bactérienne de B1 CMIB.

A partir des résultats enregistrés, avec la concentration de 15pl/ml, les deux extraits
de I’huile ont agit plus ou moins positivement en inhibant la croissance de la souche
bactérienne B1, mais le pouvoir antimicrobien le plus élevé a été observé chez I’huile non
broyée avec un diameétre de 10mm. Ce qui signifie que la CMI B est égale al5ul/ml. En effet,
dans une étude similaire in vitro, il a été démontré que les valeurs de CMI B de I'huile de clou
de girofle et de I'eugénol vis-a-vis de Bacillus cereus étaient de 25 et 15 pg/mL, Cette activité
pourrait étre attribuée au composé majeur « eugénol >85% » (Ben Hassine et al., 2021). La
CMI B était plus grande que celle trouvée dans d’autres travaux. Kim et al,( 2015). ont
rapporté que la CMI B de I'HE de clou de girofle pour 10 souches de Salmonella enterica et

10 souches de Listeria. monocytogenes sont de 0,6 pg/mL a 2,5 pg/mL,
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En comparant les résultats de la CMIB de la souche B1 de notre expérience avec celles

des souches testées dans les autres travaux précédents, On peut déduire que cette bactérie
s’est montrée moins sensible que les autres souches. Cette différence de sensibilité pourrait

étre attribuée a la structure membranaire des bactéries a Gram-.

11.4.3. Résultat de test micro-atmosphére

L'objectif de I'étude présentée ici était d'acquérir des connaissances sur l'activité
antimicrobienne en phase vapeur des huiles essentielles sélectionnées et de leurs principaux
constituants potentiellement actifs contre une gamme de souches fongiques d'origine
alimentaire. Dans une premiére étape, les activités antimicrobiennes en phase vapeur de deux
huiles essentielles HEp et HEnb ont été évaluées contre les moisissures isolées (Aspergillus

sp, Penicillium sp, Aureobasidium sp, Geotrichum sp et Arthrographis sp) (figure 30).

Au fur et a mesure que la concentration en huile augmente, le taux d’inhibition de la
croissance des champignons s’éléve comme le montrent 1> histogramme (figure 29). A la plus
faible concentration de 2,5 pl/ml, les deux huiles testées HEp et HEnb ont montré une
activité antifongique tres faible a 1’égard de toutes les souches qui varie entre 0% et 30,76%,
surtout pour le Penicillium sp avec un taux d’inhibition de 7,14% et 0% respectivement pour
les deux huiles. Alors que, la concentration 15 pl/ml de I’HEnb semblent étre trés efficaces
contre les différents isolats testés. Nous avons enregistré des pourcentages d’inhibitions
allant de 21,42 et 56,92 %, ou Aureobasidium sp apparait le plus sensible. En revanche au
I’effet inhibiteur de la concentration 15ul/ml de HEp, Les pourcentage d’inhibions ont été
enregistré allant de 28,57 et 61,53%. Sur le plan des individus, Arthrographis sp. était le plus
sensible.
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Figure 29 : Histogrammes de 1’activité antifongique par la micro-atmosphére de HEs.
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Penicillium sp

Figure 31 : Résultat de test micro-atmosphére.
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Notre étude sur le pouvoir antifongique des huiles essentielles de clou de girofle
vis-a-vis des cing champignons causant la pourriture des tomates par la méthode micro-
atmosphére révele que I’activité de ’HEp était légérement supérieure a celle de I’HEnb. Une
proportion directe entre 1’inhibition de la croissance des souches et les concentrations des
deux huiles. En effet, une analyse antimicrobienne in situ utilisant du pain a montré que les
champignons filamenteux microscopiques du genre Penicillium étaient inhibés par les vapeurs
d’huile essentielle de clou de girofle a toutes les concentrations testées. (Kacaniova et al.,
2021). Hmiri et al., (2011). Pour évaluer l'activité antifongique des huiles essentielles ont
choisis la méthode de micro-atmosphere décrite par Neri et al., (2006). En présence
d'eugénol, les champignons testeés (Les moisissures A. alternata, B. cinerea et P. expansum)
ont manifesté une sensibilité relative ; B. cinerea a été inhibé a partir d'une concentration de
156 pl/l, alors que A. alternata et P. expansum ont résisté jusqu'a 300 ul/l. En effet, Neri et al.
(2006). et Amiri et al., (2008). ont également rapporté que 1’eugénol peut exercer, en fonction
de sa concentration, une activité fongistatique ou fongicide sur B. cinerea et P. expansum. Les
travaux de He et al., (2007). et Chami (2005). ont montré l'activité antifongique in vitro et in
vivo de I'eugénol sur Candida albicans.

L’analyse des résultats obtenus dans les deux méthodes (contact direct et volatile)
montre qu’il y a une grande différence. Pour la premicre, il y avait une inhibition totale 100%
des souches testées a de faibles concentrations 2,5 pl /ml d’HE. Par contre, L’HE utilisée dans
la méthode de micro-atmosphere avait présenté un effet inhibiteur a une concentration de 15

ul /ml qui était moins efficace sur toutes les souches allant de 21,42% a 61,53%.

Donc, on peut dire qu’il y a des différences au niveau de la sensibilité des souches
fongiques vis-a-vis des huiles en comparaison avec la méthode de contact direct. Comme
I’explique les travaux de Bouzidi et al .,(2019), ces différences peuvent s’expliquer, au moins
en partie, par la différence de composition entre la phase liquide de I’HE utilisée dans la
méthode contact direct et la phase vapeur, mise en ceuvre dans la technique de micro
atmosphére et d’autre part, par la concentration d’HE utilisée. Il serait probable que les
vapeurs des HEs sont moins efficaces par rapport au contact direct. L’activité antimicrobienne
des HEs est principalement fonction de leurs compositions chimiques, et en particulier de la
nature de leurs composeés volatils majeurs. Elles agissent sur les moisissures en inhibant la
germination des spores, 1’¢longation du mycélium, la sporulation et la production des toxines.
(Mandras et al., 2016). Les différentes activités antifongiques en liquide et en vapeur phase
pourraient étre dues aux caractéristiques des huiles essentielles telles que hydrophobicité et

volatilité élevées. En fait, lorsqu'il est ajouté a un support, I’huile essentielle se répartit plus
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I'activité dépend de la diffusibilité et la solubilité des huiles essentielles dans le milieu en le
test de vapeur dépend de la volatilité. L’activité antimicrobienne des huiles essentielles et de
leurs composants est influencée par plusieurs facteurs, y compris chimiques compositions et
conditions expérimentales.

La composition des huile essentielle varie considérablement en raison de planter
différentes espéces et chémotypes, origine géographique, saison et proceédure d'extraction. En
effet, ’HE de clou de girofle obtenu avec un rendement de 12,8% a été analysé par GC et
GC-MS, et les résultats ont présenté la composition chimique suivante. Au total, 22
composants de I’huile essentielle ont été identifiés, représentant 95,80% de la quantité totale.
L’eugénol (76,23%) s’est avéré étre le composant principal de 1’huile essentielle, suivi du
B-caryophylléne (11,54%), de I’oxyde de caryophylléne (4,29%) et de 1’acétate d’eugénol
(1,76%). ( Xu et al., 2016).

Les activités antimicrobiennes des HEs sont fortement associées a la présence des
composés majeurs, a savoir le citral, le carvacrol, le thymol et ’eugénol qui appartiennent au
phénol montre une activité significative. Ces composés phénoliques agissent efficacement
comme perméabiliseur membranaires, ils sont responsables de maximiser [’activité
antimicrobienne a travers divers aspects, y compris ’altération de la perméabilité¢ de la
membrane, les changements d’acides gras membranaires et ’inhibition de la force motrice des
protons (Bhavaniramya et al.,2019). 1l existe certains mécanismes d'inhibition de I'eugénol et
de I'HE de clou de girofle pour empécher la croissance de diverses bactéries, telles que
I'inhibition de la migration bactérienne, I'adhésion bactérienne, le métabolisme bactérien et
I'invasion bactérienne. Chez E. coli (0157 : H7), l'eugénol inhibe significativement
I'expression des génes liés a la migration, des génes de virulence et des génes d'adhésion (Hu
et al., 2018). De plus, l'eugénol peut inhiber le quorum sensing de P.aeruginosa, et cette
fonction est associée a I'inhibition de la production de facteurs de virulence en inhibant le
biofilm (Zheng et al., 2007).

D’une autre part, pour les champignons, les analyses chromatographiques ont montré
que I’eugénol était le principal composé responsable de ’activité antifongique par la lyse des
spores et des micelles, la perturbation membranaire et de deformation des macromolécules.
(Devi et al., 2001). Des changements morphologiques dans les hyphes de T. mentagrophytes,
tels que des dommages a la paroi cellulaire, des modifications de la structure cellulaire
fongique au niveau de la membrane, I'expansion de son réticulum endoplasmique et les

membranes mitochondriales internes ont été partiellement détruites (Park et al., 2007).
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Conclusion

Les substances naturelles constituent de véritables usines chimiques dont il faut tirer le
maximum de profit. Le présent travail est porté sur I’étude des principes actifs des boutons
floraux de la fameuse épice de Syzygium aromaticum L. connue sous le nom de giroflier.
Différentes techniques d’extraction comme 1’hydro distillation, la macération a chaud et a
froid appliquées sur les clous de girofle ont donné naissance a différents extraits : Huileux et
aqueux. Le clou de girofle broyé (poudre) a donne le meilleur rendement en huiles essentielles
par Hydro-distillation de I’ordre de (5,06%). La mise en évidence de leurs potentiels
antibactériens par un test de sensibilité effectué in vitro sur de nombreux types de micro-
organismes de source alimentaire (tomate) a montré que les huiles de clou de girofle et ses
composants volatiles expriment des effets inhibiteurs significatifs et a des concentrations trés
minimes que ce soit a I’état liquide ou vapeur et avec plus d’efficacité en les comparant avec
les autres extraits. lorsque 1'HE extrait des bourgeons de girofle broyés s’est montrée trés
efficace surtout sur Penicillium sp, avec le plus grand diamétre de zone d’inhibition (+mm) La
technique de micro-atmosphere a révélé que I’effet inhibiteur le plus remarquable est donné

par la phase vapeur de ’HE de clou de girofle non broyé.

Donc, a partir de cette étude, on peut conclure que cette huile essentielle avec sa
principale composition volatile et efficace, 1’eugénol, est le constituant principal responsable
des puissantes propriétés antimicrobiennes et qu’elles pourraient avoir une meilleure action in
vivo sur I’incidence de la détérioration ou pourriture des tomates. Par conséquent, Les
perspectives dégagées de cette étude sont multiples. Les études devraient étre renforcées pour
promouvoir leurs effets antiseptiques et protecteurs, faire un fractionnement de ces huiles
pour savoir les molécules responsables de cette activité et leurs mécanismes d’action, élargir
la gamme des souches microbiennes et connaitre les doses prescrites avec précision car leur
application en agriculture est une approche alternative qui permet de réduire 1’utilisation des
produits synthétiques tout en minimisant le colt de la production et les impacts négatifs sur

I’environnement .
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Matérielles de laboratoire utilisé

Béchers (250ml, 500ml, 1000ml).

Erlenmeyers (250 ml, 500 ml, 1000ml).

Eprouvette graduée (100ml).

Entonnoir en verre.

Disque en papier filtre.
Elastique.
Embouts stériles.

Gant médical.

Flacons en verre (10ml, 200ml, 100ml). Marqueur permanant.
Micropipette (de 100l a 1000pl).

Papier aluminium.

Pipettes pasteur.
Tubes a culture.

Anse de platine.. Papier film.

Barreau magnétique. Papier filtre.

Boites de Pétri. Papier pH.

Ciseau. Pince métallique.
Couteau. Regle en millimetre.
Coton tige Para-filme

Cuillere. pinces

Disque d’antibiotique
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Autre matériaux utilisés

(ol AN

Matérielles lourds

. |

Balance

Rebo « Rhinos »

Spectrophotométre

Vortex de la marque
Fisher Scientific F3
15024

Bain marie de la
marque Memmert
( Germany).

Agitateur
magnétique avec
plaque chauffante de
la marqu
DIAB (MS-H-S).

Autoclave de la
marque
SANOCLAV

La M-3-20-ECZ-J.

Etuve réglable a
température
différente de la marque
Memmert ( Germany).
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Les milieux de culture utilisés

Gélose Sabouraud
Dextrose (SDA)

PCA Plate count
agar

MH : Mueller-
Hinton

D- Glucose

Eau Physiologique
Constituants Quantité
en9gde Naclo.
dans 1 litre d’eau
distillée.

Autoclaver a 121°C

pendant 15 minutes

PDA : La gélose dextrose
a la pomme de terre
- 200g de pomme de
terre
-1 L eau distillée
- 20 g Glucose
- 159 Agar

- pH=5,1+0,2

Autoclaver a 121°C

pendant 15 minutes

ATB Gentamicine

Agar poudre
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Tableau 01 : Résultat d’activité antibactérienne des extraits

Extrait HE Mc MF Dis
(20pl/disque) | HE p ;'E MC p '\r/]'bc MF p '\rbe pISp | Disnp | ™| T
Zone
d'inhibition | 20 | 20 | 10 | 8 9 0 0 0 20 | 00
(mm)

HEp : huile essentiel poudre, HEnb : huile essentiel non broyé, Mchp : macérat a

chaud poudre, Mchnb : macérat a chaud non broyé, Mfrp : macérat a froid poudre, Mfrnb :

macérat a froid non broyé , Disp : distillat poudre, Disnb : distillat non broyé et Tm+ :

antibiotique Gentamicine.

Tableau 02 : Résultat de CMI F d’huile essentielle poudre

Concentration | Aspergillus | Geotrichum | Aureobasidium | Arthrographis | Penicillium
HEp sp sp Sp Sp Sp
15ul/ml 100% 100% 100% 100% 100%

10 pl/ml 100% 100% 100% 100% 100%
7.5 pl/ml 100% 100% 100% 100% 100%
05 pl/ml 100% 100% 100% 100% 100%
2.5 pl/ml 100% 100% 100% 100% 100%

™ 00% 00% 00% 00% 00%
Tableau 03 : Résultat de CMI F d’huile essentielle non broyé
Concentration | Aspergillus | Geotrichum | Aureobasidium | Arthrographis | Penicillium
HEnb sp sp sp sp sp
15ul/ml 100% 100% 100% 100% 100%
10 pl/ml 100% 100% 100% 100% 100%
7.5 pl/ml 100% 100% 100% 100% 100%
05 pl/ml 100% 100% 100% 100% 100%
2.5 pl/ml 100% 100% 100% 100% 100%
™ 00% 00% 00% 00% 00%
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Tableau 04 : Résultat de CMI Bdes huiles essentielles : diameétre de zone d’inhibition (mm)

Concentration 25 pl/ml | 05 pl/ml | O7 pl/ml | 210 pl/ml | 15 pl/ml
@ de zone d’inhibition 00 00 00 00 10
HEp (mm)
@ de zone d’inhibition
HENb (mm) 00 00 00 00 08

Tableau 05 : Résultat de test micro-atmosphere d’huile essentielle poudre

Concentration | Aspergillus | Geotrichum | Aureobasidium | Arthrographis | Penicillium

HEp sp sp sp sp sp

2.5 pl/ml 6,25% 23,07% 30,76% 23,07% 7,14%

05 pl/ml 12,50% 35,38% 30,76% 30,76% 7,14%

10 pi/mil 25% 38,46% 38,46% 53,84% 14,28%

7.5 pl/ml 12,50% 35,38% 33,84% 30,76% 14,28%

15ul/ml 52,50% 43,07% 50,76% 61,53% 28,57%
Tm 0% 0% 0% 0% 0%

Tableau 06 : Résultat de test micro-atmosphere d huile essentielle non broyé

Concentration | Aspergillus | Geotrichum | aureobasiduim | Arthrographis | Penicillium
HEnb sp sp sp sp sp
2.5 pl/ml 18,75% 23,07% 30,76% 23,07% 0%
05 pl/ml 31,25% 30,76% 35,38% 27,69% 0%
7.5 pl/ml 37,50% 38,46% 43,07% 30,76% 0%
10 pl/ml 37,50% 38,46% 46,15% 38,46% 14,28%
15ul/ml 50% 38,46% 56,92% 46,15% 21,42%
Tm 0% 0% 0% 0% 0%
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Résumé

En tant qu’antiseptique potentiel et précieux dans I’industrie alimentaire, le clou de girofle présente des avantages

bénéfiques dans la lutte contre de nombreux microorganismes de source alimentaire. Notre travail porte sur 1’étude in vitro
des différents extraits de cette épice nommée Syzygium aromaticum L. broyé et non broyé pour la mise en évidence de leurs
activités antimicrobiennes vis-a-vis des agents phytopathogénes isolés a partir des tomates infectées. Les extraits de ces
boutons floraux ont été obtenus par plusieurs méthodes : hydro-distillation, macération a chaud et macération a froid.
L’activité antimicrobienne, exercée par ces différents extraits a I’égard de huit souches microbiennes isolées a partir de
tomates infectées, a été évaluée en mesurant leurs degrés de sensibilité par la technique de diffusion en milieux gélosés (PDA
et MH).Aussi, les concentrations minimales fongicides et bactéricides ont été déterminées sur les milieux solides MH et
SDA.
Huit extraits ont été obtenus, HEp, HEnp ,Mchp, Mchnb, Mfrp,M frnb ,Disp, Disnb. L’analyse physicochimique a montré
que le pH des huiles extraites est acide situé entre 5 et 6, avec un rendement satisfaisant de 5,06 et 4,76 % des huiles HEp et
HEnb respectivement Aprés [I’isolement et la purification.L’examen macroscopique et microscopique a permis
I’identification des espéces : 2Aspergillus.sp, Geotricum.sp, Aureubasidium. sp, Arthrographis.sp, 2Penicillium.sp,et une
souche bactérienne a G- .Le test de sensibilité a montré que les extraits purs ont exercé des activités antimicrobiennes
variables traduites par des zones d’inhibition a 1’égard des souches testées. Le plus grand potentiel exprimé était celui de
I’HE de 27,33 + 2,30 & 50 + 10 mm sur les champignons et de 20 mm sur la bactérie. La CMIF enregistrée était inférieure a
2,5 ul/ml pour toutes les souches fongiques. Alors que, la concentration 15 pl/ml a été inhibitrice pour la souche bactérienne
et d’une concentration plus ou moins grande au niveau du test micro-atmospheére. Les résultats obtenus confirment l'intérét
d'utiliser I'huile essentielle de clous de girofle comme alternative aux antibiotiques et antifongiques synthétique.

Mots clés: Syzygium aromaticum (L)., huile essentielle, activité antibactérienne, activité antifongique, CMIF, CMIB test micro-atmosphére.

Summary

As a potential and valuable antiseptic in the food industry, clove has beneficial advantages in combating many
food-source microorganisms. Our work focuses on the in vitro study of the different extracts of this spice named Syzygium
aromaticum L. ground and unground for the demonstration of their antimicrobial activities against plant pathogens isolated
from infected tomatoes. The extracts of these flower buds were obtained by several methods: hydro-distillation, hot
maceration and cold maceration. The antimicrobial activity, exerted by these different extracts against eight microbial strains
isolated from infected tomatoes, was evaluated by measuring their degrees of sensitivity by the technique of diffusion in agar
media (PDA and MH).Also, the minimal fungicidal and bactericidal concentrations were determined by Macrodillution on
the solid media MH and SDA. Eight extracts were obtained, HEp, HEnp, Mchp, Mchnb, Mfrp, M frnb, Disp, Disnb. The
physicochemical analysis showed that the pH of the extracted oils is acidic between 5 and 6, with a satisfactory yield of 5.06
and 4.76% for the HEp and HEND oils respectively. The microscopic examination allowed the identification of the species:
2Aspergillus.sp, Geotricum. sp, Aureubasidium. sp, Arthrographis.sp, 2 Penicillium. sp, and a bacterial strain with G-.The
sensitivity test showed that the pure extracts exerted a variable antimicrobial activity against the tested strains translated by
zones of inhibition. After isolation and purification. The macroscopic and microscopic examination allowed the identification
of the species:
The sensitivity test showed that the pure extracts exerted variable antimicrobial activities reflected by zones of inhibition
against the strains tested. The greatest potential expressed was that of EO from 27.33 + 2.30 to 50 + 10 mm on fungi and 20
mm on bacteria. The FICM recorded was lessth an 2.5 ul/ml for all fungal strains. Whereas, the 15 pl/ml concentration was
inhibitory for the bacterial strain and more than this for the micro-atmosphere test. The results obtained confirm the interest
of using clove essential oil as an alternative to synthetic antibiotics and antifungals.

Key words: Syzygium aromaticum (L)., essential oil, antibacterial activity, antifungal activity, FICM, BICM, micro-atmosphere test.
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