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INTRODUCTION GENERALE

Le concept d’ethnopharmacologie n’a jamais quitté la découverte de nouveaux
médicaments, car c’est une source inépuisable. C’est une discipline qui s’intéresse aux
médecines traditionnelles et aux remedes constituant les pharmacopées traditionnelles. Elle a
comme objectifs de recenser partout dans le monde les savoirs traditionnels, notamment la ou
la tradition est orale, car la transmission de la connaissance est entravée a la fois par la perte
d’intérét du métier de guérisseur et par la non reconnaissance du métier, voire son interdiction
pour exercice illégal de la médecine (Fleurentin, 2012).

Guidées par les usages empiriques des plantes, les études ethnopharmacologiques ont
apporté a I’humanité plus de 60% de ses médicaments. Située a la croisée des sciences de
I’homme et de la nature, 1’ethnopharmacologie a su développer des méthodologies originales,
alliant tradition et modernité qui lui ouvrent des perspectives prometteuses (Fleurentin,
2012). Comme 1I’idée d’associer I’ethnopharmacologie a la chimie verte, une des sciences
innovantes qui donne I’impression d’un retour au naturel et un point de départ de la
thérapeutique par son cinquieme principe visant a utiliser des solvants plus slirs et moins
toxiques pour I’homme et son environnement (Benzeggouta, 2012).

La chimie verte est une science qui implique la réduction dans I’usage des substances
dangereuses ou leur élimination dans les procédés chimiques ou la genese de produits
intermédiaires toxiques risqués, incluant réactifs, solvants, produits et sous produits. C’est
I’usage de la chimie pour réduire ou prévenir la pollution, et plus précis€ément c’est le modele
des produits chimiques et des procédés qui sont plus bénignes pour 1’environnement. La
chimie verte et durable est un nouveau concept apparu dans les années 90, qui s’intéresse au
développement de procédés et technologies qui résultent de réactions chimiques plus
efficaces, et qui génerent peu de déchets et moins d’émissions environnementales que les
réactions chimiques traditionnelles produisaient, ainsi que la réduction de leurs impacts
négatifs sur la santé humaine et I’environnement (Doble et Kruthiventi, 2007).

La premiere rencontre avec la chimie verte et ses principes a commencé en 2009 avec
le Premier Séminaire International Chimie Verte et Développement Durable ‘CVDD 2009’
qui s’est tenu a Mostaganem entre le 15 et le 17 Décembre 2009, avec un travail sur

I’utilisation de I'huile végétale et I’eau comme solvants d’extraction des plantes médicinales



(Benzeggouta et al., 2009), et a partir de cette date mes recherches ont connus un nouveau
départ dans I’intégration de 1’ethnopharmacologie dans la chimie verte et vis-versa.

Les douze principes de la chimie verte se résument comme suit: 1-prévention de la
pollution a la source ; 2-économie d’atomes et d’étapes; 3-synthéses chimiques moins
nocives ; 4-conception de produits chimiques plus sécuritaires ; 5-solvants et auxiliaires plus
sécuritaires ; 6-minimiser les dépenses énergétiques des procédés chimiques ; 7-utilisation de
matieres premieres renouvelables ; 8-réduction de la quantité de produits dérivés ; 9-catalyse
sélective ; 10-conception de substances non persistantes ; 11-analyse en temps réel de la lutte
contre la pollution ; 12-chimie sécuritaire pour prévenir les accidents (Schulz et al., 2008).

Dans le Coran et la Sounna il y a plusieurs signes concernant ces problemes
environnementaux et leurs solutions bien avant I’existence de la chimie verte et ses principes

(Benzeggouta, 2010), comme le verset suivant:
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« La corruption est apparue sur la terre et dans la mer a cause de ce que les
gens ont accompli de leurs propres mains; afin qu'[Allah] leur fasse goiiter
une partie de ce qu'ils ont ceuvré; peut-étre reviendront-ils (vers Allah) »

Sourate 30, Verset 41

Et les deux Hadiths ou le Prophete Mohamed (SAW) incite les gens a protéger leur

environnement, en disant:



« Evitez les trois malédictions, faire ses besoins (selles) dans les ressources
d’eau, les bords de la route et ’'ombre »

« Le retrait de ce qui est nuisible de la route est une charité »
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Dans le cinquieme principe, qui présente les différentes alternatives, ou solvants verts,
a l'usage des solvants organiques, se cache une idée treés ancienne, aussi ancienne que les
premiers traitements utilisés par ’homme: «I’eau un solvant vert par excellence» du fait que
c’est une source non toxique, abondante, peu couteuse et non inflammable (Doble et
Kruthiventi, 2007).

En utilisant I’eau dans D’extraction ou les différentes réactions chimiques, les
chercheurs tentent de revenir aux ressources naturelles, du fait que les solvants classiques sont
des composés organiques volatils (COV), qui peuvent se disperser facilement dans
I’environnement et provoquent plusieurs problemes environnementaux: ils sont trés souvent
inflammables et généralement nocifs du point de vue de 1’écologie et de la santé. L’inquiétude
est d’autant plus justifiée que les solvants sont utilisés en grandes quantités, surtout a 1’échelle
industrielle (Breslow, 2010).

Les premiers traitements utilisés par I’homme étaient des préparations simples a base
d’eau pour extraire les principes actifs des plantes médicinales. L utilisation de la tisane, que
ce soit infusion, décoction ou macération, est retrouvée parmi les méthodes les plus anciennes
a coté des fumigations, des inhalations de vapeur, de 1’application d’une solution sur le corps.

La tisane n’est pas uniquement un apport d’eau. Il s’agit d’une préparation médicinale utile en



médecine et en phytothérapie. L’eau permet ainsi de récupérer certains constituants actifs
hydrosolubles (Goetz, 2004).

C’est ainsi que se croisent les voies de I’ethnopharmacologie et de la chimie verte en
utilisant I’eau, source de vie, pour fabriquer des remedes plus efficaces et moins nocifs pour
I’homme et son environnement.

L’objectif de ce travail est une étude comparative entre les extraits obtenus par les
méthodes d’extractions traditionnelles et celles de la chimie verte, pour évaluer leurs effets
antibactériens et allélopathiques, utilisant quatre épices: le galanga, le gingembre, la cannelle
et les clous de girofle, seuls et en combinaison binaire et quaternaire (Dawilou a Constantine)
pour vérifier une éventuelle synergie.

Le premier chapitre présente différentes méthodes d’extraction traditionnelles dans un
cadre ethnopharmacologique comme I’infusion, la décoction, la macération, le sirop et la
distillation, et des techniques modernes dans un cadre classique utilisant les solvants
organiques et la nécessité de la chimie verte comme 1’usage des fluides supercritiques, eau
surchauffée, micro-ondes et ultrasons.

Le deuxieme chapitre expose les activités biologiques utilisées pour évaluer les
pouvoirs des différents extraits. En premier, 1’activité antibactérienne qui nécessite plus
d’attention du fait que 'OMS ne cesse de tirer la sonnette d’alarme sur les résistances
microbiennes. En second, I’activité allélopathique ou plus exactement la recherche de bio-
herbicides, qui est devenue un besoin croissant face a 1’émergence de pesticides, parfois
inefficaces, mais dangereux pour I’homme, I’animal et toutes les composantes de
I’environnement.

Le troisieme chapitre présente les différentes plantes utilisées dans ce travail, galanga,
gingembre, cannelle et clous de girofle, leur description, composition chimique et les
propriétés pharmacologiques correspondantes.

Dans la partie expérimentale seront présentées les techniques d’extraction des plantes
médicinales (décoctions et extraits surchauffés), les techniques d’évaluation des effets
biologiques (activité antibactérienne et allélopathique) et la composition chimique des
différents extraits utilisant le screening phytochimique et le profil spectrophotométrique.

Enfin une conclusion générale présente les différents résultats obtenus ainsi que les

perspectives envisagées.
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METHODES D’EXTRACTION



DEVELOPPEMENT DES METHODES D’EXTRACTION

I- Introduction

L’ethnopharmacologie peut étre définie comme une étude multidisciplinaire d’agents
biologiquement actifs utilisés en médecine traditionnelle, ou bien, c’est 1’étude scientifique
qui relie les groupes ethniques, leur état de santé et comment ils se rapportent a leurs
habitudes physiques et la méthodologie de création et d'utilisation des médicaments, (Singh
Saroya, 2011) spécialement a base de plantes qui sont la principale source de médicaments et
d'aliments ou ils jouent un role essentiel dans le maintien de la santé humaine. La valeur
médicinale de ces plantes se trouve dans certaines substances chimiques bioactives,
essentiellement des métabolites secondaires, qui posseédent une action physiologique sur le

corps humain: alcaloides, polyphénols et terpénoides (Kardong et al., 2013).

Ces métabolites peuvent étre extraits par plusieurs techniques traditionnelles,
modernes ou vertes. Les méthodes traditionnelles sont celles utilisant les procédés de base les
plus simples pour extraire le «Totum» ou I’extrait brut de la plante par I’intermédiaire de 1’eau
(pour les molécules hydrosolubles) ou de I’huile (pour les molécules liposolubles). Les
méthodes modernes ont été employées depuis le 18° siecle pour la séparation et 1’isolement
des principes actifs majoritaires des plantes médicinales et qui utilisent principalement des
solvants organiques. Ces méthodes sont les plus employées jusqu’a ce jour a 1I’échelle de
laboratoire ou industrielle. Mais I'impact des solvants organiques sur ’homme et son
environnement a incité les chercheurs a trouver des solutions pour diminuer ou éliminer leur
usage. C’est alors que vers les années 90 du siecle dernier qu’une nouvelle science a vu le
jour appelée «Chimie Verte», basée sur douze principes visant a protéger la planete et ses
habitants, humains, animaux, végétaux et microbiens. Le cinquieme principe de la chimie
verte est I’'usage de solvants verts qui veut dire inoffensifs et moins toxiques que possible,
comme le chauffage par mico-ondes, les liquides ioniques, le CO, supercritique et 1’eau

(Chevallier, 2001; Lancaster, 2002; Goetz, 2004).



Ainsi, cette technologie avancée d’extraction fait appelle parfois au naturel; c’est le

retour au point de départ !

I1- Méthodes d’Extraction Traditionnelles

L'extraction veut dire la séparation des parties actives de tissus végétaux ou animaux
des composants inactifs ou inertes a 1'aide de solvants sélectifs, traditionnellement 1’eau, les
huiles végétales ou les graisses animales. Les produits ainsi obtenus sont relativement
impures sous forme de liquides, semi-solides ou poudres exclusivement destinés a un usage
oral ou externe. Il s'agit de préparations connues comme les tisanes et les huiles médicinales

(Handa, 2008).

La tisane, que ce soit infusion, décoction ou macération, est un procédé d’extraction
de constituants actifs des plantes médicinales. Le mot tisane vient du grec ptisané qui
désignait orge mondé, puis tisane d’orge. L’utilisation de la plante en tisane est retrouvée
parmi les méthodes les plus anciennes a coté des fumigations, des inhalations de vapeur, de
I’application d’une solution sur le corps. L’eau chaude permet ainsi de récupérer certains
constituants actifs hydrosolubles (Goetz, 2004). D’autres techniques traditionnelles étaient
aussi utilisées pour la récupération des principes liposolubles et aromatiques comme les huiles
infusées (Benzeggouta, 2005). La présence d’'un composé ou d’un autre dépend de sa
solubilité dans le solvant utilisé, la température et la durée d’extraction et la fragmentation de

la plante (Goetz, 2004).

1- Infusion:

C’est la forme de préparation la plus simple, elle se prépare en versant de 1’eau
bouillante sur les parties de plantes fraiches ou séchées et les bien tremper afin d’extraire leurs
principes médicinales. Elle convient pour I’extraction de parties délicates ou finement hachées
des plantes: feuilles, fleurs, graines, écorces et racines, ayant des constituants volatiles ou

thermolabiles comme les huiles essentielles (Baba-Aissa, 2000; Kraft et Hobbs, 2004).



2- Décoction:

Elle convient pour I’extraction de matieres végétales dur ou tres dur : bois, écorce,
racines, ou des plantes avec des constituants peu solubles (ex : I’acide silicique). Elle consiste
a faire bouillir les plantes fraiches ou séchées dans de 1’eau pendant 10 a 30 min, pour bien

extraire les principes médicinales (Baba-Aissa, 2000; Kraft et Hobbs, 2004).

3- Macération:

Elle consiste a mettre une plante ou partie de plante, dans de I’eau froide (macération
aqueuse) ou une huile végétale (macération huileuse), pendant plusieurs heures, voir plusieurs
jours, pour permettre aux constituants actifs de bien diffuser. Elle convient pour 1’extraction
de plantes contenant du mucilage, comme les graines de lin ou les graines du plantain des
sables, leur forte concentration en amidon ou pectine peut causer une gélatinisation s’ils se
préparent dans de 1’eau bouillante. Egalement utilis€ée pour empécher 1’extraction de
constituants indésirables qui se dissolvent dans I’eau chaude (Kraft et Hobbs, 2004). Elle
concerne aussi les plantes dont les substances actives risquent de disparaitre ou de se dégrader

sous I’effet de la chaleur par ébullition (Baba-Aissa, 2000).

4- Distillation:

C’est une pratique tres ancienne utilisant la vapeur d’eau pour récupérer les principes
volatiles. Développée par Jabir Ibn Hayyan (Geber 721-815) qui a rajouté 1’alambic a I’ancien
appareil de distillation pour la réfrigération, mais utilisée par Al Kindi (Alchindius 805-873)
et Ibn Sina (Avicenne 980-1037) pour la préparation des parfums. Les eaux distillées ou
hydrolats, sont obtenues par distillation de la plante (feuilles, tiges...), alors que les eaux
florales sont obtenues de la méme maniere mais a partir des fleurs (Shakeel, 1999; Goetz et
Busser, 2007). De nos jours cette technique traditionnelle est encore utilisée a Constantine

pour I’extraction de certaines plantes aromatiques (Figure n°1).
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Figure n°l: Distillation traditionnelle des fleurs de roses ( Rosa damascenna)

Pratiquée a ce jour a Constantine

II1- Méthodes d’Extraction Modernes et Nécessité de la «Chimie Verte»

Les débuts de l'usage des solvants organiques pour [’extraction des plantes
médicinales sont mal connus, mais on pense que c’est 1’apothicaire francgais Nicolas Lémery
(1645-1715) qui a utilisé 1’alcool comme solvant et a également prolongé la durée de
I’extraction. Robert Boyle (1627-1691) n’a pas extrait un alcaloide de I’opium mais il était
dans la bonne voie en le traitant par le carbonate de potassium et I’alcool. En 1747 le
saccharose a été isolé a partir de plusieurs plantes par ’allemand Andreas Sigismund
Marggraf (1709-1780). Alors que le suédois Carl Wilhelm Scheele (1742-1786) avait
beaucoup de succes dans le domaine de la phytochimie en isolant les acides citrique, gallique,

malique, oxalique, tartrique et prussique (cyanure d’hydrogene) (Evans, 2002).

Au 19° siecle le progres de la phytochimie était plus rapide, plusieurs principes actifs
ont été isolés des plantes médicinales tels que les alcaloides du pavot en 1803 (narcotine),
I’inuline (polysaccharide) de 1’aunée officinale (Inula helenium) en 1804 et une variété
d’autres principes actifs. En 1838, 1'acide salicylique, un précurseur chimique de l'aspirine,
était extrait du saule blanc (Salix alba). 11 sera synthétisé en laboratoire pour la premiere fois
en 1860. A partir de cette date la médecine prend un nouvel essor loin de la phytothérapie
traditionnelle: I'isolement et la synthese des principes actifs des plantes médicinales

(Chevallier, 2001).



Les méthodes d’extraction conventionnelles des plantes médicinales utilisaient les
solvants organiques, soit par macération (extraction discontinue) ou en utilisant certains
appareils comme le Soxhlet (Figure n°2) qui est une extraction continue inventé pour la
premiere fois en 1879 par 'allemand Franz von Soxhlet (1848-1926), mais certains
inconvénients se présentent avec cet appareil a cause de la taille limitée de la cartouche qui

porte la plante, et la chaleur qui peut dégrader les composés chimiques (Wikipédia, 2014).

Solvant ———

Solide
dans cartoucheg
poreuse
B ballon ¢hautis
E  extraciewr
R réfrigérant
Solution
& ebullition

Figure n°2: L’extracteur de Soxhlet (Wikipédia, 2014).

Les solvants organiques sont des composés chimiques volatils et relativement inertes
chimiquement et dans la plupart des applications ils jouent un role transitoire en facilitant le
processus d’extraction, pour étre ensuite évacués (Bégin et Gérin, 2002). Certains solvants
organiques ont été remplacés ou suspendus de Il’utilisation pour leurs dangers sur les
organismes vivants ou sur I’environnement. Ils peuvent avoir des effets toxiques sur les
systémes nerveux, cardio-vasculaire et de reproduction, sur la peau, les yeux, les muqueuses,
le foie, les reins, le sang et méme des effets cancérigénes. Alors que sur 1’environnement
certains solvants organiques peuvent avoir des effets sur la déplétion de la couche d’ozone, la
formation du smog photochimique, le réchauffement climatique, pollution de I’air, des eaux et
des sols. Pour cela, la réduction des substances toxiques est devenue une nécessité pour la

protection de ’homme et son environnement et pour un développement mondial durable



(Gérin, 2002), utilisant des conditions alternatives comme la suppression des solvants (telle
que les micro-ondes), I’utilisation de solvants facilement séparables et slirs comme les fluides
supercritiques, 1’utilisation de solvants non volatils comme les liquides ioniques ou, encore,
I’utilisation de solvants n’ayant pas d’impact sur I’environnement comme 1’eau (Scherrmann

et al., 2008).

L’idée de « chimie verte » ou « chimie durable » est alors fondée vers les années 90,
ce concept est introduit en 1998 par les chimistes américains Paul Anastas et John C. Warner
pour étre appliquée d’abord a I’industrie chimique, afin de mette en ceuvre des principes pour
réduire et éliminer 1'usage ou la génération de substances néfastes pour l'environnement, par
de nouveaux procédés chimiques et des voies de syntheses propres, c'est-a-dire respectueuses
de l'environnement, parmi ses douze principes (Figure n°3), le cinquieme est celui d’utiliser

des solvants plus siirs (Gérin, 2002; Wikipédia, 2014).

12. Minimiser le I. Limiter la
risque d’accidents pollution a la source

I1. Analyser en temps 2. Economie d'atomes
réel pour prévenir la ;
pollution
\ 3. Synthéses chimiques
) moins toxiques
10. Conception
de la dégradation ﬁ CHIMIE !

finale VERTE

4. Produits chimiques
plus sirs

9. Catalyse / 5. Réduire l'utilisation de
solvants et d'auxiliaires

8. Réduire les produits 6. Dépense énergétique

dérivés (groupes

7. Matiéres premiéres
protecteurs)

renouvelables
Anastas et Warner (1998)

Figure n°3: Les douze principes de la chimie verte

Parmi les techniques non conventionnelles ou écologiques empruntées par la chimie
verte les plus utilisées sont: 1’extraction par fluides supercritiques, par eau surchauffée ou

subcritique, par micro-ondes et I’extraction par ultrasons.
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1- Extraction par Fluides Supercritiques

En 1822, le physicien francais Charles Cagniard de la Tour (1777-1859) remarque
qu’au-dessus de certaines températures et pressions, les substances simples ne se condensent
pas et ne s’évapore pas mais existent sous forme de fluides. Au-dessous de ces conditions les
deux phases gaz et liquide possedent la méme densité et aucune distinction entre les deux
phases, c’est I’état critique (Evans, 2002).

D’autres observations ont été faites sur 1’état critique de la matiere par plusieurs
scientifiques: Michael Faraday (1791-1867) en 1823 et 1845, Adrien-Jean-Pierre Thilorier
(1790-1844) en 1838, J. Natterer en 1844, Thomas Andrews (1813-1885) en 1869, Louis Paul
Cailletet (1832-1913) et Raoul Pictet (1846-1929) en 1877, Hannay et Hogarth en 1879,
William Ramsay (1852-1916) en 1883. Mais le mérite doit étre donné a K. Zosel qui a
présenté un travail sur la décaféinassion du café utilisant cette technique en 1964 (Hannay et
Hogarth, 1880; Penrose, 1884; Azmir et al., 2013). Depuis ces travaux, la technique a attiré
I’intérét de plusieurs chercheurs et a était utilisée avec succes dans 1’analyse

environnementale, pharmaceutique, alimentaire et également dans 1’industrie.

Toutes les substances sur terre possedent trois états: solide, liquide et gaz, alors que
I’état supercritique est distinct et qui ne peut €tre atteint que si la substance est soumise a une
température et une pression au-dela de son point critique. Ce dernier se caractérise par une
température critique (Tc) et une pression critique (Pc), qui au-dessus desquelles les phases
liquide et gaz n’existent pas et leurs propriétés spécifiques disparaissent, ce qui veut dire que
le fluide supercritique ne peut pas étre liquéfié par la modification de la température ou la
pression (Figure n°4). Le fluide supercritique ressemble au gaz dans sa propriété de diffusion,
viscosité et la tension de surface, et il ressemble au liquide dans sa densité et son pouvoir de
solvatation. Ces propriétés le rendent convenable pour I’extraction des composés en un temps

court avec un rendement élevé (Evans, 2002).
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Figure n°4: Diagramme de phase du CO,: (Wikipédia, 2014)
(1): solide, (2): liquide, (3): gaz, (4): fluide supercritique, (A): point triple, (B): point critique

Le dioxyde de carbone (CO;) est considéré comme le solvant idéal pour I’extraction
supercritique, sa température critique est 31°C qui est proche de la température ambiante,
alors que sa pression critique est faible de I'ordre de 74 bars (pour I’eau Tc=374°C,
Pc=220atm), ce qui offre la possibilité d’opérer a pressions modérées généralement entre 100
et 450 bars. L’inconvénient du CO, est qu’il a une faible polarité qui le rend idéal pour les
lipides, les graisses et les substances non polaires, mais inapproprié pour la plupart des
échantillons pharmaceutiques. Ce probléme a pu étre surpassé par 1’usage de petites quantités
de solvants chimiques pour augmenter la polarit¢ du CO,, par exemple 0.5ml de

dichlorométhane (CH,Cl,) peut augmenter 1’extraction qui est égale a quatre heurs

d’hydrodistillation (Azmir et al., 2013).

En industrie le CO, supercritique possede un avantage environnemental par rapport
aux solvants organiques usuels car il ne laisse aucun résidu de solvant dans le produit.
Cependant, les hautes pressions et pour certaines substances les hautes températures
impliquées dans 1’extraction supercritique sont les principaux inconvénients de la technique

(Evans, 2002).
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Certains avantages de cette technique se résument comme suit (Azmir et al., 2013):

Coefficient de diffusion élevé et faible viscosité et tension de surface que les solvants
liquides, ce qui permet une bonne pénétration dans la matrice de 1’échantillon pour
favoriser le transfert de masse.

La sélectivité est supérieure que les solvants liquides du fait que le pouvoir de
solvatation peut €tre réglé par changement de température ou/et de pression.

La séparation du solvant est facile et se fait par dépressurisation du liquide
supercritique ce qui économisera le temps.

Le travail a température ambiante est parfait pour I’extraction des molécules
thermolabiles.

Cette technique utilise de faibles quantités de solvants organiques et par conséquent
elle est considérée comme «amie» de I’environnement.

Elle est utile pour les molécules tres volatiles du fait qu’elle peut étre couplée aux
techniques chromatographiques.

Le recyclage et I'usage a nouveau du fluide supercritique est possible ce qui diminue
la génération des déchets.

L’échelle peut étre arrangée selon I’échantillon étudié de 'ordre de quelques

milligramme au laboratoire jusqu’a plusieurs tonnes a I’industrie.

Avec cette technique plusieurs métabolites secondaires ont pu étre extraits: alcaloides

(caféine, nicotine), polyphénols, huiles essentielles (ardmes et parfums), huiles alimentaires

(olive et soja), glycosides, jus de fruits, saponines, oléorésines ... (Zancan et al., 2002;

Benaissi, 2013; Scopel et al. 2014; Bitencourt et al., 2014).

2- Extraction par Eau Surchauffée ou Subcritiqgue

En essayant de chercher des méthodes alternatives pour remplacer les solvants

organiques dans I’extraction des produits naturels a partir des plantes, une technique utilisant

I’eau surchauffée a été utilisée depuis quelques décennies. L’objectif était de réduire la

pollution dans les lieux de travail et ’environnement et éviter les résidus indésirables des

solvants organiques qui sont souvent présents dans les produits alimentaires et les parfums

(Clifford, 2002).
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L’usage de I'eau a température plus élevée que son point d’ébullition date depuis
longtemps avec les travaux de Denis Papin (1647-1712) et sa machine a vapeur en 1679,
développée plus tard en 1820 par Pierre-Alexandre Lemare (1766-1835) et sa marmite
autoclave, et en 1879 Charles Chamberland (1851-1908) améliore le procédé a des fins
médicales. L’autoclave a été utilis€é dans le domaine industriel, pour le nettoyage et la
désinfection ou certaines réactions chimiques et 1’extraction des minerais. Mais les procédés
d’obtention de I’eau surchauffée ont largement progressé depuis (Goodwin, 1925;

Wikipédia, 2014).

L’eau surchauffée ou subcritique est 1’eau liquide au-dessus de sa température
d’ébullition (100°C) sous pression. Sous ces conditions I’eau liquide est moins polaire qu’a la
température ambiante et possede une capacité croissante a dissoudre les composés organiques,
ainsi lui donnant un caractere étendu des solvants organiques polaires. Le terme eau
surchauffée est attribué a I’eau liquide sous pression a température comprise entre 100°C et
374°C qui est sa température critique. Pour I’extraction des produits naturels la température
ne peut pas étre trop élevée a cause de leur thermosensibilité, alors I’intervalle entre 100 et
200°C est le plus utilisé. Les propriétés de 1’eau changent lorsque sa température augmente, a
cause de la rupture des liaisons hydrogene et sa constante diélectrique diminue. A température
ambiante cette constante est de I'ordre de 80, mais lorsque la température augmente elle
chute. A 205°C la constante diélectrique est égale a 33 comme celle du méthanol a
température ambiante. Ainsi, entre 100 et 200°C I’eau surchauffée se comporte comme un

mélange eau-méthanol (Figure n°5) (Clifford, 2002).
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Figure n°5: La constante diélectrique de [’eau en fonction de la température.

La valeur pour le méthanol a température ambiante est mentionnée pour comparaison (Clifford, 2002).

La solubilité des composés organiques dans 1’eau surchauffée est supérieure a leur
solubilité dans I’eau a température ambiante pour deux raisons: la premiere est le changement
dans la constante diélectrique et 1’eau devient moins polaire; la seconde est lorsqu’un
composé possede une faible solubilité a température ambiante aura une grande enthalpie
positive de la solution et par conséquent une augmentation de sa solubilité. Les composées
ayant une grande solubilité dans I’eau surchauffée sont généralement polarisables, comme les

composés aromatiques, les huiles essentielles ou ceux possédant un caracteére polaire

(Clifford, 2002).

Parmi les avantages de cette technique: faible cofit, non toxique, un rendement
meilleur, une bonne qualité de produits propres, un bénéfice environnemental, et de
I’économie d’énergie (pour 1’élévation de la température de ’eau de 30 a 150°C il faut
505kJ/kg, alors que pour transformer I’eau a 30°C en vapeur a 100°C il faut 2550kJ/kg)
(Clifford, 2002; Smith, 2002).

Certains problemes se présentent comme: la séparation des composés désirés de 1’eau
a la fin du procédé et des autres composés hydrosolubles présents dans I’extrait aqueux; cet
extrait est souvent coloré marron ressemblant au thé avec un précipité dans lequel les
composés oxygénés sont absorbés; certains composés peuvent subir des réactions chimiques

comme 1’oxydation et I’hydrolyse alors il faut utiliser une eau désoxygénée (I’amidon et la
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cellulose peuvent s’hydrolyser en sucres); a la température nécessaire a 1’hydrolyse un extrait
marron foncé a été obtenu qui sent ’odeur de combustion (briilage), il faut utiliser des
températures plus basses qui donnent I’odeur de cuisson due a la réaction de Maillard, alors la
technique peut étre utilisée pour la fabrication des ardmes alimentaires, I’exemple de
I’extraction des grains de café crus donne un extrait plus concentré avec une grande similitude

de composition chimique et de proportions que le café grillé (Clifford, 2002).

L’application de I’eau surchauffée a été réalisée sur plusieurs échantillons: de sols
pour I’extraction des pesticides par exemple; de matieres végétales pour I’obtention des huiles
essentielles et certains métabolites secondaires et pour I’analyse chromatographique (Smith,
2002; Gogus et al., 2006; Luque-Rodriguez et al. 2006; Smith, 2008; Jayawardena et
Smith, 2010).

3- Extraction Assistée par Micro-Ondes

Les micro-ondes ou hyperfréquences sont des ondes électromagnétiques de longueur
d’onde intermédiaire entre 1’infrarouge et les ondes de radiodiffusion entre 300 GHz a 300
MHz. Cependant, quelques fréquences seulement sont utilisées pour des usages industriels,
scientifiques et médicaux (ISM) comprises entre 0.915 a 2.45 GHz, a cette derniere fréquence
la matiere réagit avec le champ électromagnétique principalement via le phénomene de

rotation des dipOles et de polarisation induite (Ferhat et al., 2010; Leonelli et al., 2013).

L’usage de I’énergie micro-onde dans les laboratoires de chimie a été décrit pour la
premiere fois en 1986 par R. Gedye et coll. et R.J. Giguere et coll. en syntheése organique et
par K. Ganzler et coll. pour l’extraction des matrices biologique en vue d’analyse
d’échantillons (Gedye et al., 1986; Giguerre et al., 1986; Ganzler et al., 1986). Depuis,
I’usage de cette technique non conventionnelle pour I’extraction a augmenté en la considérant

comme procédé «vert» qui permet I’économie d’énergie, de temps, de solvants et de déchets.

C’est un chauffage sélectif utilisant les radiations micro-ondes qui interagissent avec
les dipdles des molécules polaires ou polarisables. Les molécules polaires tentent de s’orienter
(rotation) dans la direction de champ et comme cela elles chauffent. L’énergie électrique est

convertie en énergie cinétique qui est ensuite transformée partiellement en chaleur par cette
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rotation dipolaire. L’alignement des dipdles par rapport au champ électrique est contrarié par
les forces d’interactions entre molécules (liaisons hydrogene et Van der Waals) qui peuvent
étre assimilées a des forces de frottement internes, qui s’opposent a la libre rotation des
molécules et de la friction produite nait le dégagement de chaleur. Sous chauffage micro-
ondes, le volume traité devient lui-méme source de chaleur, on parle de dégagement de
chaleur de I'intérieur vers I’extérieur du récipient. La paroi externe du réacteur est plus froide
que son milieu, et inversement pour le cas du chauffage conventionnel comme I’exemple de la

plaque chauffante (Figure n°6) (Pangarkar, 2008; Ferhat et al., 2010).
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Figure n°6: Différents types de chauffage, a gauche, un tube contenant des réactifs, chauffés par micro-onde
(tout le contenant est chaud en rouge). A droite, un chauffage traditionnel (le ceceur du tube est froid en bleu).

(http://pourquoilecielestbleu.cafe-sciences.org/files/2013/01/microwave-heating.jpeg)

Dans le cas des solvants non polaires et sans groupement polarisables le chauffage est
faible, il y a une absorption diélectrique seulement qui est due a la polarisation atomique et
électronique. Cet effet thermique est presque instantané a 1’échelle moléculaire mais limité a
une petite région en profondeur proche de la surface du matériau, le reste est chauffé par
conduction. Ainsi, les particules larges ou agglomérats des petites particules ne peuvent pas
étre chauffées uniformément, et c’est I’inconvénient majeur du chauffage par micro-ondes. Il
est possible d’utiliser des sources d’énergie élevées pour augmenter la profondeur de la
pénétration, mais les radiations micro-ondes montrent un déclin exponentiel une fois a

I’intérieur d’un solide absorbant (Pangarkar, 2008).
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Certains avantages de cette technique:
- amélioration du produit existant
- augmente la pureté de I’extrait
- réduit la dégradation par la chaleur
- réduit les colts du procédés
- c’est une extraction significativement rapide
- application de tres faible énergie

- usage de tres faibles quantités de solvant

L’extraction assistée par micro-ondes a été utilisée selon plusieurs procédés (par
solvants, entrainement a 1’air, hydrodistillation sous pression réduite, sans solvants...) pour
extraire une variété de métabolites secondaires (Ferhat et al., 2010; Li et al., 2013; Leone et

al., 2014; Dahmoune et al., 2015).

4- Extraction par Ultrasons ou Sonication

Inaudibles par I’oreille humaine, les ultrasons ont été découverts en 1883 par le
physiologiste anglais Francis Galton (1822-1911), qui inventa le sifflet a ultrasons, en testant
plusieurs fréquences pouvant étre entendues par les animaux. Mais c’est la découverte, en
1880, de la piézoélectricité (polarisation électrique d’un échantillon de quartz soumis a une
contrainte mécanique) par les freres Pierre (1859-1906) et Jacques (1856-1941) Curie, et par
la suite en 1881 I’effet inverse par Gabriel Lippman (1845-1921) qui a permis de créer une
vibration mécanique a partir d’une énergie électrique alternative. Cette découverte conduira
Paul Langevin (1872-1946) a la mise au point du sonar en 1915, premiere application connue
des ultrasons. Des études ont ensuite rapidement permis d’observer des modifications par les
ultrasons du milieu dans lequel ils se propagent biologiques et chimiques en 1927. I fallut
cependant attendre les années 1980 et 1’apparition des premiers générateurs ultrasonores
fiables pour que des chercheurs démontrent que les ondes ultrasonores offrent d’indéniables
perspectives en chimie, et pour la premiere fois le terme de « sonochimie » soit mentionné par
Neppiras dans la revue Physics Report pour son travail sur la cavitation. Ainsi commencent
les travaux sur les réactions de composés organiques s’opérant dans des solvants organiques

eux aussi et sous I'influence des ultrasons (Pétrier et al., 2008; Draye et al., 2009).
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L'ultrason fait référence aux ondes sonores mécaniques et élastiques avec des
fréquences plus hautes que celles détectable par 1'oreille humaine, c’est-a-dire autour de 18
kHz. Les fréquences ultrason d'intérét pour réactions chimiques (20-100 kHz) sont plus
faibles que dans applications médicales, mais le pouvoir utilisé est plus grand supérieur a une
dizaine de Watt. En usage médical, les ondes a hautes fréquences (3-10 MHz) sont utilisées
pour le diagnostic et a faible niveau d’énergie inférieur a 1Watt. L’application des faibles
fréquences sur le corps peut endommager les tissus, alors que 1’usage des hautes fréquences

en chimie est sans valeur (Lancaster, 2002).

Les ondes sonores génerent des vibrations mécaniques dans un solide, un liquide ou
un gaz. A la différence des ondes électromagnétiques, les ondes sonores peuvent se propager
dans une matiere et elles impliquent des cycles d'expansion et de compression lors de la
propagation dans le milieu. L'expansion peut créer des bulles qui se forment, se développent
et s'effondrent dans un liquide. Preés d'une surface solide, l'effondrement de cavité est
asymétrique et produit un jet de liquide a grande vitesse (Benamor, 2008). Ce phénomene est

appelé la cavitation acoustique (Figure n°7).
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Figure n°7: Représentation schématique du phénomene de cavitation acoustique (Draye et al., 2009).

Plusieurs facteurs gouvernent 1’action des ultrasons comme la fréquence, la pression,
la température et le temps de sonication. Il faut prendre en considération les caractéristiques
de la plante comme I’humidité, les dimensions des particules et les solvants utilisés pour avoir

un bon rendement (Wang et Weller, 2006).
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La technique d’extraction par ultrasons est la plus utilisée a 1’échelle industrielle pour
améliorer les phénomenes de transfert de masse. Elle a été reconnue pour son application
potentielle dans [I’extraction des plantes et leurs huiles (carvone, gingerols, huile
d’amande...), les protéines (soja), polyphénols, anthocyanines, saponines de ginseng,
polysaccharides, la pasteurisation et la production de produits laitiers... (Bermiidez-Aguirre
et Barbosa-Canovas, 2011; Chemat et al., 2011; Adam et al., 2012; Goula, 2013; Both et
al., 2014).

Les avantages de la technique incluent (Handa, 2008; Penchev, 2010; Goula, 2013):

- Amélioration du rendement de I’extraction.

- Amélioration du procédé de I’extraction aqueuse lorsque les solvants ne peuvent pas
étre utilisés, exemple du concentré de jus.

- Fournir I'occasion d’utiliser des solvants alternatifs par I’amélioration de leur
performance d’extraction.

- Augmentation de I’extraction de composés thermosensibles avec des conditions qui
donnent ailleurs de faibles rendements.

- La technique permet I’utilisation d’une large gamme de solvant.

- Augmente la perméabilité des parois cellulaires et produit des cavitations.

Cependant, I’effet de I’extraction par ultrasons sur le rendement et la cinétique
d’extraction est li€ a la nature de la matrice végétale. La présence d’une phase dispersée mene
a I’atténuation des ondes ultrasonores et les zones actives dans 1’extracteur restent a proximité
de I’émetteur d’ultrasons. Cette méthode ne permet pas de renouveler le solvant pendant le
processus (Penchev, 2010). Un autre inconvénient de la méthode qui est occasionnel mais
connu, est l'effet délétere de I’énergie ultrason sur les constituants actifs des plantes
médicinales par la formation des radicaux libres et par conséquent des changements

indésirables dans les molécules médicamenteuses (Handa, 2008).
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ACTIVITES BIOLOGIQUES DES PLANTES MEDICINALES

I- Introduction

Les molécules de synthése chimique utilisées dans la vie courante ne répondent plus
aux exigences des habitants de la planete qui cherchent des produits plus sains, plus efficaces
et moins dangereux pour eux et leur environnement.

Les antibiotiques, comme exemple, ont joué¢ un rdle capital dans I’éradication de
plusieurs maladies contagieuses graves au cours du 20° siecle, mais la résistance bactérienne
est devenue un sérieux probléme, jusqu’au point ou les antibiotiques de 3° génération sont
devenus dans plusieurs cas inefficaces. C’est dans un communiqué publié le 30 Avril 2014
que I’OMS tire la sonnette d’alarme contre la résistance aux antibiotiques. S’ils perdaient
toute efficacité, des infections facilement prises en charge redeviendraient mortelles! Le
monde s'achemine vers une ere post-antibiotiques, ou des infections courantes et des blessures
mineures pourraient a nouveau tuer! (Fukuda, 2014) De méme que la résistance a touché la
molécule de choix antipaludique, 1’artémisinine (Groupe d’Experts, 2011) et d’autres
antimicrobiens, il faut noter que la journée mondiale de la santé de 1’année 2011 avait comme
theme: «Résistance aux antimicrobiens — pas d’action aujourd’hui, pas de guérison demain»
(0O.M.S., 2014).

Un autre exemple de dangers d’herbicides et de pesticides devenus aussi inquiétants.
Les pesticides sont utilisés largement depuis plusieurs décennies, ce qui a conduit a leur
dissémination dans tous les milieux de 1’environnement et une persistance a long terme pour
certains. De nombreuses données attestent de leur présence dans les fluides biologiques
humains, méme apres leur interdiction. Ils sont incriminés dans plusieurs pathologies
cancéreuses, des maladies neurologiques et des troubles de la reproduction des les années 80
du siecle dernier (Expertise Collective, 2013). D’autres études supposent aussi qu’il y a une
relation entre 1’autisme et les pesticides du fait qu’ils ont un effet sur le feetus in utero
(Roberts et al., 2013). Les pesticides peuvent aussi avoir un effet négatif sur la biodiversité:
en affectant la faune et la flore sauvage et en diminuant la diversité des especes (Isenring,
2010). De plus, I’'usage intensif des pesticides cause un autre probléme: la résistance et la
sélection de nouveaux individus, insectes ou mauvaises herbes, plus puissants (Groupe

d’Experts, 2013).
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Deux exemples qui menent au retour a la nature et ses ressources inexploitées est

devenu une nécessité primordiale pour trouver de nouvelles solutions a ces problemes.

I1- Activite Antimicrobienne

Il ne fait aucun doute que les maladies infectieuses ont existé depuis la préhistoire,
mais leur role y est le plus souvent méconnu, elles ont de tout temps accompagné 1’homme,
mais celui-ci ne le sait que depuis plus d’une centaine d’années, vers 1876 avec les
découvertes de Pasteur et Koch. La preuve de leur existence en ces ages lointains existe pour
certaines d’entre elles, dont les 1ésions spécifiques ou plus rarement les agents infectieux sont
retrouvés sur les ossements ou sur les momies et méme dans les anciens écrits (Dedet, 2007;
Panzer et al., 2014).

Les premiers antimicrobiens utilisés étaient des vaccins (Edward Jenner en 1796,
Louis Pasteur depuis 1880-1885), des colorants de syntheése chimique comme le bleu de
méthylene, le salvarsan ou arsphénamine, le prontosil, etc. (Figures n°8 a 10), et enfin les
antibiotiques: pénicilline 1928 (Figure n°11), gramicidine S 1942, streptomycine 1944, etc.,
qui sont des produits naturels issus de microorganismes. L’¢re des antibiotiques a transformé
totalement 1’univers des maladies infectieuses, au point qu’on a pensé un temps pouvoir les

faire disparaitre (Dedet, 2007).

Figure n°8: Bleu de méthylene

NH»

e

As As

O g

Figure n°9: Salvarsan ou arsphénamine est un mélange de trimere et pentamére

contrairement a l’idée de Paul Ehrlich (Lloyd et al., 2005).
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Figure n°l1: Dérivés de la pénicilline.

Cependant, ces dernieres années, de profonds changements ont marqués les
connaissances en microbiologie médicale, spécialement le nombre croissant de
microorganismes impliqués dans les processus pathologiques et la résistance aux traitements
appliqués (Figure n°12) (Eberlin, 1997). Il est donc nécessaire de trouver une alternative: de
nouveaux remedes plus efficaces ayant moins d’effets secondaires que les antibiotiques et

moins onéreux, comme les plantes médicinales et aromatiques.

E. coli BLSE E. coli sauvage

Figure n°l12: Résistance et sensibilité aux antibiotiques pour deux souche d’Escherichia coli
L’usage des plantes médicinales et leurs extraits contre les maladies infectieuses a été

pratiqué chez toutes les civilisations anciennes. La quinine possede des propriétés fébrifuge et

antipaludique a été extraite en 1820 de I’écorce de quinquina, Cinchona sp. (Figure n°13),
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utilisée par les indigenes de I’Amérique latine (Pérou) bien avant 1’arrivée des Espagnols,

sous forme de poudre ou de décoction (Achan et al., 2011).

HO

Figure n°13: La quinine et I’écorce de quinquina rouge

En Chine, le Qing-hao ou Artemisia annua a été utilisé depuis 168 av. J.-C. pour ses
vertus antipyrétique et antipaludique, son principe actif est 1’artémisinine isolé en 1972

(Figure n°14) (Dedet, 2007).

Figure n°14: Artémisinine et Artemisia annua L.

L’huile de chaulmoogra, Hydnocarpus kurzii (Figure n°15), était utilisée en Inde
contre la lepre, puis introduite dans la médecine occidentale au XIXe siecle par le médecin

anglais Frederic John Mouat (1816-1897) (Dedet, 2007).
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Figure n°l5: Le chaulmoogra et son Oléoessence

Les racines de l'ipéca, Psychotria ipecacuanha, étaient empiriquement utilisées
desséchés pour traiter la dysenterie amibienne des le XVIle siecle, son principe actif,

I’émétine (Figure n°16) était isolé en 1817 (Dedet, 2007).

Figure n°16: L’émétine et les racines de I’ipéca

Divers produits végétaux étaient utilis€és comme antihelminthiques (vermifuge),
I’écorce de grenade est décrit dans les textes médicaux de ’ancienne Egypte, la térébenthine,
I’huile de Chenopodium, les plantes aromatiques contenant thymol et santonine (en particulier
les capitules de 1’armoise) étaient largement utilisées (Figure n°17). Au Japon, on avait

recours a un extrait sec d’une algue rouge la Digenea simplex (Dedet, 2007).
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Santonine le principe actif d’Artemisia cina Thymol

Figure n°17: Quelques plantes et substances antimicrobiennes

En médecine Prophétique avant 1435 ans la notion de traitement des maladies
infectieuses existait avec la notion d’hygiene et de prévention dans plusieurs Hadiths. Le
Prophete Mohamed (SAW) a recommandé par exemple 1’'usage de la truffe pour le traitement
oculaire, les feuilles de jujubier pour le nettoyage corporel. Il a aussi déconseillé la baignade
dans une eau souillée stagnante, il a mis au point la notion de contagion pour la peste et la
Iepre, et les exemples sont multiples (Ibn Qay’em El-Jozeyah, 2003). Et c’est ainsi que les
médecins Arabes, Musulmans et méme Chrétiens, ont suivi le chemin du Prophete Mohamed
(SAW) dans le traitement en utilisant de nouvelles substances comme les épices orientales
(clous de girofle, cannelle...), dans I’hygiene et la prévention avec I’expansion des
Bimaristans, ou hopitaux de cette époque médiévale, et des bains publiques (AL-Hassani et
al., 2007).

De nos jours, les plantes offrent un nouvel espoir de lutte contre les maladies
infectieuses causées par des bactéries, des champignons, des levures ou des virus, puisque le
rapport effet thérapeutique/toxicité est maximal. Un nombre important de publications
scientifiques traite les effets antimicrobiens des plantes médicinales et aromatiques utilisant

une variété de solvants organiques ou verts avec différentes techniques d’extraction, soit,
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traditionnelles, modernes ou vertes (Ahmad et Beg, 2001; Zhang et al., 2013; Teixeira et
al., 2014; Stanisavljevic et al., 2009).

I11- Activite Allelopathique

L’allélopathie est tout effet direct ou indirect, positif (stimulation) ou négatif
(inhibition), d’une plante (micro-organismes inclus) sur une autre par le biais de composés
biochimiques (métabolites secondaires) libérés dans I’environnement (atmosphere et sol)
(Gallet et Pellissier, 2002) et par conséquent elle désigne 1’ensemble des interactions
biochimiques existant entre une plante et un autre organisme (végétal, champignon ou micro-
organisme). Bien que ce terme soit le plus couramment utilisé pour décrire les interactions
chimiques entre deux plantes, il a également été utilisé pour décrire les communications
chimiques entre microbe-microbe, plante-microbe et plante-insecte ou plante-herbivore (Weir
et al., 2004).

Le mot allélopathie, du grec allélon, I'un I’autre et pathos, maladie, est apparu en 1937
dans le dernier livre (en allemand) écrit juste avant la mort du botaniste Autrichien Hans
Molisch (1856-1937), spécialiste de la photosynthese. Le terme resta ignoré pendant plusieurs
décennies, jusqu’a ce que, au début des années 1960, I’écologue américain Elroy Leon Rice
(1917-2000) I’utilise a nouveau pour expliquer la rapide disparition des herbes pionnicres
dans les champs abandonnés en Oklahoma (Willis, 2007; Bray, 2010).

Le botaniste grec Théophraste (371-288 av. J.-C.) était la premiere personne a
reconnaitre les propriétés allélopathiques des plantes vers 300 av. J.-C., quand il a constaté et
enregistré que plantes de pois chiches épuisent le sol et détruisent les mauvaises herbes (Weir
et al., 2004). Plus tard, Pline 1’Ancien (23-79) a remarqué 1’effet allélopathique du noyer, il
nota I’absence de couverture végétale sous cet arbre sans évidemment comprendre la cause du
phénomene. Les feuilles du noyer (Juglans regia) sécrétent une phytotoxine phénolique, la
juglone, lessivée par la pluie, elle tombe sur le sol, empéchant le développement de beaucoup
de plantes herbacées (Figure n°18). En réduisant la compétition pour les ressources, cela
augmente les chances de développement de I’arbre, mais certaines plantes peuvent résister a
I’action de cette molécule comme Pachysandra terminalis, barbe-de-bouc (Aruncus
sylvester), alchémille, hosta, heuchere, bugle rampante (Ajuga reptans) et la majorité des

bulbes (Bray, 2010).
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Figure n°18: Le noyer et son principe allélopathique

Le noyer

La notion de I’allélopathie, I’antipathie et la culture associée des différentes variétés
des plantes était aussi mentionnée dans plusieurs livres de 1’agriculture des Arabo-Andalous,
comme le célebre livre « Kitab al Filaha » écrit par Ibn Al Awam au 12° Siecle, traduit en
1864 en francais (Figure n°19), ou il mentionnait par exemple que le figuier est nocif pour la
vigne dans certaines conditions comme les régions chaudes, alors que le chou et le chou-fleur

sont tres nocif et ne doivent pas étre cultivés a coté, c’est un poison pour elle (Willis, 2007).

LE LIVRE

L’AGRICULTURE }
D’IBN-AL-AWAM

(KITAB AL-FELAHAH).

b

TRADUIT DE L'ARABE

Pamr J.-J. CLEMENT- MULLET |

bES sociTEs G

pE LA socrET
=¥ DE L

IETE DAGRICY

(Omwrage conrenné par In Soclétd impérisle d'agriculture de Paris.)

TOME PREMIER.

)
| PARIS
LIBRAIRIE A. FRANCK
ALBERT L. HEROLD, SUCCESSEUR,
Rue Richelion, 67

1504 l

Figure n°19: Couverture du livre Kitab Al Filaha

Les molécules chimiques allélopathiques sont souvent des métabolites secondaires.
Leur role ne semble pas nécessaire au niveau de la cellule car elles n’exercent pas de fonction
directe dans les activités fondamentales du végétal: acides phénoliques, acide cinnamique et
ses dérivés, flavonoides, terpénoides et alcaloides. Cependant, ces substances jouent un role

important a 1I’échelle de la plante, car elles sont souvent capables d’inhiber la germination ou
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le développement des organismes alentour. Mais les conséquences des propriétés
allélopathiques d’une plante peuvent étre sélectives sur des plantes et pas d’autres et selon les
doses, généralement les monocotylédones sont plus résistants que les dicotylédones (Bray,
2010; Bhadoria, 2011).

Dans les plantes, les molécules allélochimiques peuvent étre présentes dans les
feuilles, 1'écorce, les racines, les exsudats des racines, les fleurs et les fruits. La livraison de
ces molécules dans la rhizosphere est souvent produite par lessivage des feuilles et autres
parties aériennes de la plante, par les émissions volatiles, par exsudation racinaire, et par la

répartition de 1'écorce et les feuilles mortes (Figure n°20) (Weir et al., 2004).
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Figure n°20:Certaines molécules allélochimiques et les régions de leur émission (Weir et al., 2004).

L’effet de ces molécules peut étre direct sur la plante cible, ou indirect par sa

transformation dans le sol par les microorganismes (Figure n°21) (Soltys et al., 2013).
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Figure n°21: Effet direct ou indirect des molécules allélochimiques (Soltys et al., 2013).

Pour expliquer ce phénomene écologique, il faut se baser sur I’étude des mécanismes
physiologiques, chimiques et biochimiques des interactions entre les €tres vivants. Les
molécules allélochimiques de la plante «donatrice» interferent a différents niveaux
physiologiques et biochimiques dans la plante «cible»; effet sur la division et la croissance
cellulaire du fait qu’elles interferent avec les protéines a différents sites; réduction ou
inhibition de la photosyntheése qui peut €tre dii a la diminution de la quantité de chlorophylle
ou a I’inhibition du transport des électrons; effet sur la respiration par inhibition de la
consommation de 1’O,, I’oxydation du NADH ou production d’ATP; interférence avec la
consommation des minéraux; inhibition du métabolisme de I’ARN, de I’ADN, des enzymes et
des acides aminés (Inderjit et Keating, 1999).

La diversité des relations allélopathiques découverte chez les plantes, ouvre des
perspectives d’utilisation importantes pour I’homme. Ces substances naturelles pourraient, a
terme, solutionner les problemes des mauvaises herbes qui doivent toujours €tre gérés par
Iutilisation d’herbicides de synthese. Si la majorité des problemes d’adventices est maitrisée
a court terme par les produits chimiques, les effets néfastes a long terme ne doivent pas étre
occultés. On constate un appauvrissement de la flore dans les parcelles régulierement
désherbées, des résistances a certains herbicides sont apparues et les risques de pollution des
eaux sont réels. Maitriser I’usage des plantes et des substances allélopathiques en agriculture
permettrait de disposer d’herbicides, de fongicides et d’insecticides naturels censés pouvoir
préserver 1’environnement (Bray, 2010). Ces dernic¢res décennies il y a eu une hausse a la

demande de composés allélopathiques naturels ayant une toxicité sélective sur les mauvaises
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herbes et qui peuvent étre dégradés par les plantes ou les microorganismes du sol
(Sodaeizadeh et Hosseini, 2012).

En plus de I’effet inhibiteur, les molécules allélochimiques peuvent avoir un effet
stimulant en favorisant la croissance d’autres plantes. Ces molécules peuvent aussi dans
d’autres cas €tre sans effet négatif ou positif, mais ces études sont minimes et recoivent moins

d’attention de la part des chercheurs (Inderjit et Keating, 1999; Riotte, 2010).
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PROPRIETES DES PLANTES ETUDIEES

I- Alpinia officinarum Hance

1- Classification

Famille : Zingiberaceae

Genre : Alpinia

Espece : A. officinarum

Nom Commun : Galanga, Petit Galanga
Nom Anglais : Lesser Galangal

Nom Arabe : Khoulenjane (oailss)

2- Description

Rhizome rougeitre, dur et noueux importé d’Asie (Inde, Chine...) a caractere piquant
et aromatique, le galanga des officines a été introduit dans la pharmacopée par les arabes
(Baba-Aissa, 2000). Ce genre comprend environ 250 especes (Evans, 2002), le plus connu
est le grand galanga, Alpinia galanga, appelé gingembre siamois qui ressemble largement au
petit galanga mais ses rhizomes sont plus gros et son gofit est bien inférieur et il contient
moins d’huile essentielle (Chevallier, 2001). C’est une plante vivace herbacée et robuste a
feuilles de plus de 1 metre de hauteur, se développant a partir des rhizomes épais et charnus,
les fleurs en grappes blanches violacées sont souvent nées sur les extrémités des tiges (Figure
n°22). La plante ressemble au gingembre et parfois elle est appelée: gingembre de Chine. Le
galanga est natif de I’Est et du Sud-est d’Asie et est largement cultivé en Chine, Malaisie,
Thailande et en Inde (Van Wyk et Wink, 2004). Le rhizome posseéde un go(it unique entre le
poivre et le gingembre. Les Arabes 1’utilisaient autrefois comme nourriture de leurs chevaux
pour les rendre puissants, pour les doper (Ravindran et Balachandran, 2006). La mystique
allemande Hildegard von Bingen qualifiait cette plante d'«épice de vie» pour ses multiples

vertus (Chevallier, 2001).
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Figure n°22: Fleurs, feuilles et rhizome frais du galanga

3- Principaux Constituants

Le galanga est treés aromatique, il possede un gout camphré citronné tres agréable qui
rappelle I’arome des bonbons ! Il contient une variété de composés chimiques, leur existence
et abondance dépend de 1’origine de la plante, son état, fraiche ou seche, de la technique
d’extraction, incluant les fluides supercritiques, et des solvants utilisés (Luo et al., 2010; Xie
et al., 2013).

Le rendement en huile essentielle est faible, il varie entre 0.1% a 4%, cette huile
contient essentiellement du 1,8-cinéole (Figure n°23), son pourcentage varie entre 1.8% a
28.11% si la plante est seche et il peut arriver jusqu’a 50% pour la plante fraiche (Ly et al.,
2001; Pripdeevech et al., 2009; Zhang et al., 2010).

CH,

Figure n°23: 1,8-cinéole
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En plus du 1,8-cinéole (eucalyptol), I’huile essentielle contient aussi : -bisabolene,
chavicol, chavicol acétate, eugényl acétate, a-farnesene, méthyle eugénol, B-caryophyllene, a-
terpinéol, y-muuroléne, a- bergamotene, y-gurjunéne, comme composés majoritaires (Figure
n°24) et une variété d’autres molécules (Ly et al., 2001; Pripdeevech et al., 2009; Zhang et
al., 2010; Xie et al., 2013).
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o-terpinéol y-muuroléne y-gurjunéne
Figure n°24: Quelques structures de I’huile essentielle de galanga.

Le galanga contient également (Figures n°25 et 26): des flavonoides comme la
galangine (le plus abondant), 3-O-méthylgalangine, kaempférol et une variété de molécules
phénoliques caractéristiques de la famille des Zingiberaceae appelées les diarylheptanoides
(Shin et al., 2003; Cushnie et Lamb, 2006; Ravindran et Balachandran, 2006), et des
phénylpropanoides (Zhu et al., 2009).

OH O OH O OH O

Galangine Kaempférol 3-0O-Méthylgalangine

Figure n°25: Les principaux flavonoides du galanga.
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OCHjg OH

7-(3,4-dihydroxyphenyl)- 1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-4-en-3-heptanone

activité anticancéreuse (An et al., 2008).

0
w
OH
OCH,

7-(47-Hydroxy-3”-methoxyphenyl)- 1 -phenyl-4E-hepten-3-one

activité antivirale (Sawamura et al., 2010).

HO
(3R,5R)-1-(4-hydroxyphenyl)-7-phenyl-3,5-heptanediol

activité antiémétique (Shin et al., 2002).

Figure n°26: Quelques diarylheptanoides du galanga et leurs effets pharmacologiques.

4- Pharmacologie de la Plante

Traditionnellement, le rhizome en décoction est utile contre les affections de 1’appareil
urinaire (reins, vessie), notamment pour traiter I’incontinence d’urine. En Inde, il est utilisé
comme anti-inflammatoire, expectorant, stomachique et tonique. En médecine traditionnelle
chinoise, il est employé contre les douleurs abdominales, les diarrhées, les nausées et le
hoquet. En Algérie, il est utilis€ comme épice et il entre aussi dans la composition du «h’ror»
ou curry Algérien. Dans le Sud Algérien le galanga est tres utilisé, il est inclus dans certains
aliments, par exemple mélangé au «gharss» ou dattes en pate, ou préparé sous forme de thé,
associé a d’autres substances de nature voisine: cannelle, clous de girofle, gingembre,

considéré comme antiasthénique (Baba-Aissa, 2000). En médecine chinoise, il est aussi
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utilisé pour expulser le froid intérieur et comme réchauffant de la rate et de 1’estomac
(Hempen et Fisher, 2009).

Les études scientifiques réalisées sur le petit galanga, ses extraits bruts ou ses
constituants actifs isolés montrent qu’il possede plusieurs vertus médicinales: antibactérienne
et antifongique des extraits bruts (Ray et Majumdar, 1976 ; Zhang et al., 2013) et de la
galangine (Cushnie et Lamb, 2006; Eumkeb et al., 2010); bactéricide et anti-inflammatoire
sur le colon (Subramanian et al., 2008); antiviral sur la grippe HIN1 in vivo et in vitro
(Sawamura et al., 2010a ; 2010b); antiviral sur le virus de I’hépatite C (Hussein et al.,
2000); antioxydant (Ly et al., 2003 ; Ly et al., 2004; Juntachote et Berghofer, 2005);
anticancéreux (An et al., 2008); cytotoxique sur des cellules cancéreuses (Lee et Houghton,
2005; Houghton et al., 2007); hypo-lipidique c'est-a-dire diminue les taux des triglycérides
et du cholestérol sanguins par inhibition de la lipase pancréatique (Shin et al., 2003; Shin et
al., 2004); antiagrégant plaquettaire par 1’inhibition de la biosynthese des prostaglandines et
leucotrienes (Kiuchi et al., 1992); antagoniste du facteur d’activation plaquettaire (PAF) et
par conséquent inhibant la réaction pro-inflammatoire (Fan et al., 2007); inhibition du
monoxyde d’azote (NO) qui, a forte concentration, peut étre impliqué dans plusieurs types
d’inflammations ou de cancérogénese (Matsuda et al., 2006); anti-inflammatoire par
I’inhibition des médiateurs de I’inflammation (Yadav et al., 2003); antiémétique (Shin et al.,
2002); anti-polyarthrite rhumatoide (Park et Ernst, 2005); anti-fibrose hépatique (Wang et
al., 2013); antiulcéreux (Zhu et al., 2009).
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I1- Zingiber officinale Roscoe.

1- Classification

Famille : Zingiberaceae
Genre : Zingiber

Espece : Z. officinale

Nom Commun : Gingembre

Nom Anglais : Ginger

Nom Arabe : Zanjabile (Juxi))

2- Description

Plante vivace tropicale herbacée mesurant jusqu'a 3m de haut. Son rhizome est noueux
et parfumé, peau beige pale, chair jaune pale juteuse et parfumée, il devient de plus en plus
fibreux avec 1'age, couvert de feuilles écailleuses et pourvu a sa partie inférieure de racines
cylindriques. Ses feuilles sont persistantes bisériées, longues, étroites, lancéolées, pointues et
longues de 20cm. Il y a deux sortes de tiges: tiges hautes stériles servant a l'assimilation
chlorophyllienne et des tiges plus courtes (20cm environ) portant des fleurs irrégulieres en
épi. L'inflorescence est en courts épis axillaires tres serrés, a tige couverte d'écailles. Elle a
des fleurs parfumées blanches jaunes, avec des trainées rouges sur les levres (Figure n°27). La
floraison a lieu entre les mois d'aolit et novembre. Ses fruits sont des capsules trivalves
contenant des graines noires (Faivre et al., 2006).

Sur le marché, le gingembre se présente sous deux formes: le blanc (pelé) et le noir
(non pelé). Son nom populaire au Maghreb est «Skendjbir» une déformation de «Zandjabil»
qui est la forme arabisée de «Singabera» son nom «Pali» (langue ancienne de 1’Inde). Le
médecin grec Dioscoride croyait que le gingembre était importé d’Arabie (Baba-Aissa,
2000). Le gingembre est I’une des épices les plus connues et des plus populaires. C’est une
plante qui épuise beaucoup le sol. 1l est cultivé surtout en Inde, principal pays producteur
(plus de 50%), mais aussi au Sri Lanka, en Chine, au Japon, en Jamaique, au Nigéria, en
Amérique du Sud, en Australie, ... Le produit commercial est préparé a partir de ces rhizomes
déterrés quand les parties supérieures de la plante se fanent. Dans les pays producteurs, les

rhizomes sont consommés a 1’état frais (Richard et Loo, 1992).

37



Figure n°27: Feuilles, fleurs et rhizome frais du gingembre

3- Principaux Constituants

Les constituants du gingembre sont nombreux et varient selon I’origine de la plante et
état fraiche ou séchée et les méthodes d’extraction. Seulement il est réputé de renfermer une
grande quantité d’amidon qui est au environ de 45%, et parfois plus (Braga et al., 2006)

L’odeur du gingembre est due a I’existence d’une huile volatile (Figure n°28), sa
teneur varie entre 1% et 3%. Plus de 50 composés ont été caractérisés: des monoterpenes (-
phellandreéne, (+)-camphene, cinéole, géraniol, curcumene, citral, terpinéol, bornéol) et des
sesquiterpenes (a-zingibérene (30-70%), B-sesquiphellandréne (15-20%), B-bisaboleéne (10-
15%), (E-E)-o-farnesene, ar-curcumene, zingibérol). Certains constituants de 1’huile sont
convertis en composés a faible odeur avec le séchage (Martins et al., 2001; Ali et al., 2008).
L’extraction par micro-ondes et CO, supercritique donne approximativement les mémes

résultats avec quelques différences (Yu et al., 2007; Mesomo et al., 2013).
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Figure n°28: Quelques structures de I’huile essentielle du gingembre. .

Le goit piquant du gingembre frais est di principalement aux gingérols (Figure n°29)
qui sont des séries d’homologues des phénols. Le plus abondant est le [6]-gingérol, mais il y a
aussi de petites quantités d’autres gingérols avec différentes longueurs de chaine. Alors que le
golt piquant du gingembre sec est dii aux shogaols (Figure n°29), qui sont les composés
déshydratés des gingérols. Les shogaols sont formés durant le traitement thermique de la
plante. La formation de ces composés dépend du pH (avec une grande stabilit¢ a pH=4),
cependant a 100°C et a pH=1 la dégradation réversible est relativement rapide (Ali et al.,

2008; Dugasani et al., 2010; Ha et al., 2012).
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Figure n°29: Les composés responsables du goiit du gingembre
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D’autres molécules caractéristiques de la famille des Zingiberaceae, les
diarylheptanoides (Figure n°30) ont été isolés des extrais du gingembre (Pancharoen et al.,
2000; Ma et al., 2004), certains d’entre eux ont fait 1’objet d’études pharmacologiques
(Kiuchi et al., 1992; Zhou et al., 2007; Ali et al., 2008).

o HO

ol q

OMea Oie

CH

Hexahydrocurcumine, antiagrégant plaquettaire (Kiuchi et al., 1992)

(3S,55)-3,5-diacetoxy-1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)heptane
activité cytotoxique (Ali et al., 2008)

Figure n°30: Quelques diarylheptanoides du gingembre et leurs effets pharmacologiques.

Le gingembre contient également quelques flavonoides et acides phénoliques mais a
faibles proportions comme la quercétine, la rutine, fisetine, morine, acide gallique, acide

ferulique, acide vanillique (Ghasemzadeh et al., 2010).

4- Pharmacologie de la Plante

Au 18° siecle, on I’ajoutait aux remeédes pour réduire leurs effets irritants sur
I’estomac. Il joue encore ce role en Chine, ou il a la réputation de réduire la toxicité de
certaines autres plantes. En occident, la racine seche combat le mal des transports et les
nausées de la grossesse. La racine fraiche s’emploie comme sudorifique et comme
expectorant lors des rhumes et les refroidissements (Ody, 1995). 1l est recommandé en
friction, sous forme de préparation huileuse, a parts égales d’huile d’olive et de gingembre

pilé, contre les douleurs musculaires et en distillation auriculaires contre certaines otites
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douloureuses (Baba-Aissa, 2000). En chine le gingembre frais est utilisé pour le traitement de
la fievre, la toux, et les nausées. Séché, il est utilisé contre les douleurs de 1’estomac et la
diarrhée. Son golit piquant est parfois utilis€ pour masquer le golit désagréable d’autres
médicaments (Van Wyk et Wink, 2004).

Les études récentes réalisées sur 1’huile, I’oléorésine, les extraits et molécules actives
du gingembre dévoilent diverses propriétés, soit in vitro ou bien in vivo: activité antivirale
respiratoire, anti-VIH1 et anti-herpes virus (Lee et al., 2008; Chang et al., 2013; Schnitzler
et al., 2007); activité antibactérienne sur différentes souches (Bonjar, 2004), sur des germes
anaérobies de la cavité orale (Park et al., 2008), anti-mycobactérie (Hiserodt et al., 1998) et
des extraits obtenus par CO, supercritique (Mesomo et al., 2013); un bon anti-inflammatoire
non stéroidien pour les patients ayant une arthrite rhumatoide (Fouda et Berika, 2009); effet
immuno-modulateur de I’huile essentielle in vitro et in vivo et par conséquent utile dans le cas
de I'inflammation chronique et les maladies auto-immunes (Zhou et al., 2006); 1’association
d’un repas protéiné a du gingembre diminue de fagon importante les nausées retardées
observées apreés une chimiothérapie et permet de réduire I'utilisation d’un traitement
antiémétique (Gigon, 2012); effet antioxydant des extraits obtenus par CO2 supercritique
(Zancan et al., 2002) et antioxydant et antifongique de I’huile et de 1’oléorésine (Amir et al.,
2011; Bellik, 2014); effet antiulcéreux tres proche de celui de I’Omeprazole (Uz Zaman et
al., 2014); traitement des troubles gastro-intestinaux comme la dyspepsie, les nausées et la
diarrhée par inhibition de la motilité intestinale (Borrelli et al., 2004); hépato-protecteur
(Haniadka et al., 2013); anticancéreux (Brown et al., 2009) et améliore 1’efficacité d’un
traitement du cancer cervical (Sharma et al., 2009); cytotoxique et cytoprotecteur (Peng et
al., 2012); neuro-protecteur de maladies dégénératives (Ha et al., 2012). Le gingembre a été
utilis€ aussi en médecine vétérinaire in vivo comme vermifuge de nématodes gastro-

intestinaux des moutons (Igbal et al., 2006).
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IIl- Cinnamomum zeylanicum Nees

1- Classification

Famille : Lauraceae

Genre : Cinnamomum
Espece : C. zeylanicum Nees
Nom Commun : Cannelle de Ceylan
Nom Anglais : Ceylon cinnamon

ou cinnamon

Nom Arabe : Karfa (38_g)

Synonyme : C. verum J. Presl

2- Description

Le cannelier de Ceylan est un arbre d'une dizaine de metres de haut, originaire de
I'Inde, introduit dans les 1iles de l'océan Indien et dans le sud-est asiatique, il est
principalement cultivé au Sri Lanka (ancien Ceylan), mais se rencontre également aux iles
Seychelles, a Madagascar et au Ghana (Vernon et Richard, 1976; Bruneton, 1999).

Ses feuilles opposées et persistantes, de forme ovale, sont lisses et luisantes, d'un
vert brillant sur le dessus, glauques (vert tirant sur le bleu) en dessous et ont un parfum
caractéristique lorsqu'elles sont écrasées. Ses fleurs petites, blanches ou jaunes sont réunies en
grappes terminales et dégagent une odeur désagréable. Ses fruits, de couleur violette foncée,
sont des drupes (a pulpe) charnues et ressemblent par leur forme, au gland du chéne (Figure
n°31) (Vernon et Richard, 1976; Richard et Loo, 1992).

La premiere récolte est possible au bout de cinq ans, ensuite elle se fait tous les deux
ans a la saison des pluies lorsque 1'écorce est gorgée de séve. L'écorce est détachée des jeunes
pousses ou des branches, par incision, découpée en lanieres de 30 cm de long, qui sont mis a
sécher puis grattée pour en séparer le liege. Elle se présente sous forme de tuyaux emboités

les uns dans les autres (Vernon et Richard, 1976; Richard et Loo, 1992).
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Figure n°31: Feuilles, fleurs et fruits du cannellier

3- Principaux Constituants

L'écorce contient des tanins, résines, mucilage, gomme, sucres, oxalate de calcium,
peu de coumarine, de l'amidon, des diterpenes polycycliques, des oligomeres
proanthocyanidoliques, acides phénoliques et des huiles volatiles. La teneur de ces dernieres,
est au minimum 12 ml/kg (un intervalle de 5 a 20 ml/kg). L’huile essentielle est tres
majoritairement composée de dérivés phenylpropaniques: E-cinnamaldehyde (Figure n°32)
entre 60 a 80%, eugénol jusqu'a 10%, acétate de cinnamyle 5%, linalol 2%, B-caryophyllene
3%, et peu de a-terpinéol, 1,8-cinéole et terpinen-4-ol (Figure n°33). L'huile des feuilles, qui
renferme 70 a 95% de phénols (eugénol), est utilisée pour isoler I'eugénol puis la fabrication
de la vanilline utilisée en parfumerie et en aromatisation. L'espece C. zeylanicum possede la
plus grande quantité d'eugénol parmi les variétés de l'huile d'écorce du genre Cinnamomum

(Leung, 1980; Bruneton, 1999; Shan et al., 2005; Unlu et al., 2010).

Figure n°32: Cinnamaldéhyde
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Figure n°33: Quelques constituants de I’huile essentielle de cannelle
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Figure n°34: Les composés phénoliques de I’ extrait aqueux ayants une activité antivirale (Zhuang et al., 2009)

4- Pharmacologie de la Plante

La cannelle est connue comme remede traditionnel de la dyspepsie y compris
flatulence, spasmes gastro-intestinaux, perte d’appétit et diarrhée, pour le traitement
d’inflammation, de rhumatisme, de froids, des nausées et vomissements et des troubles
menstruels. Elle est connue pour son usage antidiabétique en médecine traditionnelle

algérienne, en Palestine (Ali-Shtayeh et al., 2012) et ailleurs. Cependant, la cannelle est
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déconseillée pour les femmes enceintes (car les fortes doses peuvent induire 1’avortement), les
gens ayant une allergie a la cannelle ou des ulceres d’estomac et du duodénum (Van Wyk et
Wink, 2004).

Les études scientifiques modernes confirment les usages traditionnels de la cannelle et
ses principes actifs et ajoutent d’autres propriétés pharmacologiques: les extraits aqueux et
hydro-alcooliques présentent un effet antidépressif (Emamghoreishi et Ghasemi, 2011);
antiasthmatique par diminution de I’'inflammation pulmonaire et/ou la réaction allergique
(Kandhare et al., 2013); antifongique, antibactérien et antioxydant (Senhaji et al., 2005;
Shan et al., 2005; Singh et al., 2007); effet antiparasitaire sur les poux humains et leurs ceufs
(lentes) (Yang et al., 2005); antiviral (Zhuang et al., 2009); cytotoxique sur des cellules
cancéreuses humaines et provoque I’arrét de la croissance de cellules leucémiques (Unlu et
al., 2010; Sudan et al., 2013; Schoene et al., 2009); protection des dommages oxydatifs et
inflammatoires induits par les radiations gamma (Azab et al., 2011); protecteur gastrique
antiulcéreux (Rafatullah et al., 2011); analgésique (Arzi et al., 2011); anti-arthrite et anti-
inflammatoire sans effet ulcérogene (Vetal et al.,, 2013); le cinnamaldéhyde est un
antidiabétique potentiel par voie orale en agissant comme hypoglycémiant et hypolipidémiant
(Subash Babu et al., 2007); I’extrait aqueux agit aussi comme antidiabétique (Abd El.
Rahman et al., 2010). En usage vétérinaire 1’huile est antibactérienne contre certains germes
responsables de la mastite (mammite) qui est I’inflammation des glandes mammaires (Fratini
et al., 2014). L’huile extraite par CO, supercritique prévient le brunissement enzymatique et
par conséquent c’est un bon conservateur des aliments (Marongiu et al., 2007). De plus
I’huile possede un effet herbicide et protecteur des cultures contre les insectes et les
champignons (Tworkoski, 2002; Dayan et al., 2009) et un effet insecticide sur les

charancons nuisibles des graines en stocks (Viteri Jumbo et al., 2014).
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1V- Syzygium aromaticum (L.) Merril & Perry

1- Classification

Famille : Myrtaceae

Genre : Syzygium

Espece : S. aromaticum (L.) Merril & Perry
Nom Commun : Giroflier

Nom Anglais : Clove buds

Nom Arabe : Kourounfoul (J&_%)

Synonymes : Eugenia caryophyllus Bull. & Harr. , E. caryophyllata Thunb.

2- Description

C’est un grand arbre originaire des iles des Moluques, élancé, d’une hauteur moyenne
de 10 a 12 m, qui peut atteindre jusqu’a 20 m de haut, a port pyramidal et au tronc gris clair
ridé. Ses feuilles, de 8 a 10 cm de long, sont coriaces, persistantes, opposées, pétiolées,
ovales, aux limbes lancéolés, a la face supérieure vert rougeatre et a la face inférieure vert
sombre, légerement ponctuée. Elles sont aromatiques et dégageant une forte odeur de clou de
girofle au froissement. L’inflorescence comprend de petites cymes (4—5 cm) compactes et
ramifiées, regroupées en panicules de trois a cinq petites fleurs parfumées, au calice tubulaire
blanc cassé, puis rouge (quatre sépales rouges charnus et persistants) et a la corolle blanc rosé
(quatre dialypétales blancs) (Ghedira et al., 2010).

L'arbre donne en Janvier/Février des boutons floraux, ou clous de girofle, pourpres
cramoisis, groupés en cimes terminales. Ils sont cueillis en Juillet avant 1'épanouissement de
la corolle, quand ils commencent a prendre une teinte rosée, puis de nouvelles inflorescences
apparaissent des le mois d'Aoft et seront récoltées vers le début de I'année suivante. Les clous
de girofle sont mis ensuite a sécher sur des claies au soleil ou a feu doux, pendant trois jours,
avant de procéder a l'égriffage pour éliminer les pédicelles ou griffes. Au cours du séchage,
clous et griffes perdent entre 67 et 72 % d'eau (Richard, 1974; Richard et Loo, 1992).

Comme le nom de clou l'indique, le bouton floral comporte une partie quadrangulaire,
I'hypanthe, longue de 10 a 12 mm pour un diametre de 2 a 3 mm et une téte globuleuse d'un

diametre de 4 a 6 mm, entourée par les quatre lobes divergents des sépales et constituée des
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quatre pétales imbriqués qui enferment de trés nombreuses étamines recourbées (Figure
n°35). La poudre des clous de girofle peut étre caractérisée par des fragments de parenchyme
renfermant de grandes poches sécrétrices, de nombreux grains de pollen triangulaires a 3

pores dans les angles (Bruneton, 1999).

Figure n°35: Feuilles et fleurs du giroflier et quelques boutons floraux

3- Principaux Constituants

Les clous de girofle renferment des hétérosides de chromones, glucosides des stérols
(sitostérol, stigmastérol et campestérol), acide oléanolique, camphérol, 6 % protéines, 20 %
lipides, 61 % carbohydrates, vitamines et entre 15 a 18% d'huile volatile, les tiges entre 4 a
6% et les feuilles ont un rendement de 2 a 3 % (Leung, 1980; Bruneton, 1999). L’huile
essentielle contient, selon une étude récente, 28 composés avec ’eugénol (Figure n°36)
comme composé majoritaire a 80.95%, eugényl acétate 5.01%, B-caryophyllene 3.14%,
Myrcene 1.84%, oa-terpinene 1.65%, comme principaux constituants (Figure n°37)

(Fayemiwo et al., 2014).

H4CO =

HO Figure n°36: L’Eugénol

47



OCHs

Eugényl acétate Myrcene o-Terpinene

5 _CHg |
chJ\D/Q/\/ |

Figure n°37: Quelques constituants de I’huile essentielle des clous de girofle

Les clous de girofle contiennent aussi des molécules phénoliques comme: I’acide
gallique, flavonols glucosidiques, tannins, eugéniin, dehydrodieugénol, O,0’-dimethyl-
dehydrodieugenol (Figure n°38) (Kurokawa et al., 1998; Shan et al., 2005; Pisano et al.,
2007).
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Le Dehydrodieugenol et le O,0’-dimethyl-dehydrodieugenol avec activité anticancéreuse (Pisano et al., 2007)

Figure n°38: Quelques structures phénoliques et leurs activités biologiques
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4- Pharmacologie de la Plante

Traditionnellement, les clous de girofle étaient utilisés pour le traitement des maux de
dents, de la bouche, de la gorge, de I’'inflammation de la muqueuse buccale et de la mauvaise
haleine. En usage externe contre le rhumatisme, les myalgies (douleurs musculaires), la
sciatique et anesthésiant local dans les soins des plaies. Par voie orale, les clous de girofle
sont utilisés dans le traitement des troubles digestifs: ballonnement épigastrique, lenteur a la
digestion, éructations et flatulences (Van Wyk et Wink, 2004; Ghedira et al., 2010).

Dans les études scientifiques modernes les clous de girofle extraits avec différentes
méthodes sont étudiés pour leurs vertus médicinales: I’extrait supercritique possede un effet
antioxydant puissant en le comparant aux antioxydants de synthése mais un effet antibactérien
modéré (Ivanovic et al., 2013); I’extrait obtenu par ultrasons possede un effet antioxydant
important et une grande quantité de composés phénoliques par rapport a 1’extraction hydro-
éthanolique classique (Alexandru et al., 2013); I'huile essentielle obtenue par hydro-
distillation classique et les polyphénols présentent un bon effet antioxydant par rapport aux
témoins (Giilcin et al., 2012; Liu et al., 2008); I’extrait aqueux possede un effet antibactérien
important en le comparant avec celui de cannelle (Al-dhaher, 2008); effet antibactérien
puissant mais inférieur a celui de la cannelle en phase vapeur (Kloucek et al., 2012);
antifongique (Guynot et al., 2005); anti-aspergillose et anti-dermatophytose par 1’inhibition
de la kératinase et de 1’élastase des champignons (Khan et Ahmad, 2011); effet larvicide de
I’huile sur les moustiques Aedes aegypti et Culex quinquefasciatus, vecteurs principalesde la
dengue, de la fievre jaune, fievre du Nil (virus du Nil occidental) et le paludisme aviaire
(Fayemiwo et al., 2014); effet hypoglycémiant de 1’huile avec réduction des dommages du
cristallin, du muscle cardiaque et du foie (Shukri et al., 2010); I’infusion administrée par voie
orale inhibe significativement la progression du cancer de poumon chez I’animal (Banerjee et
al., 2006). L’eugénol est antiviral anti-herpes (Khan et al., 2005); anti-inflammatoire,
analgésique, antioxydant et anticancéreux (Kamatou et al., 2012). En agriculture, I’huile
essentielle possede un sffet herbicide et protecteur des cultures contre les insectes et les
champignons (Tworkoski, 2002; Dayan et al., 2009), effet insecticide sur les charancons

nuisibles des graines en stocks (Viteri Jumbo et al., 2014).
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1- MATERIEL VEGETAL

Les plantes utilisées dans ce travail se trouvent sur le marché tout au long de I'année,
pour leur importance majeure et leur usage quotidien dans la cuisine Algérienne ou en
médecine traditionnelle. Elles se trouvent sous forme séchée, tuyaux de la cannelle, bouton

floraux des clous de girofle et rhizome de gingembre et de galanga.

2- PREPARATION DES EXTRAITS

Les décoctions ont été préparées selon un dosage thérapeutique; 10g de plante pour les
extraits seuls, et 2.5g de chaque plante pour le mélange des quatre épices (afin d’obtenir 10g),
sont mis dans 250 ml d’eau distillée jusqu’a I’ébullition (100°C) dans un bécher pendant 15 a

20 min, pour avoir une concentration de 40mg/ml (Chevallier, 2001).

Figure n°39: Préparation des décoctions

Les extraits surchauffés ont été préparés avec le méme dosage que les décoctions mais
ils sont mis dans des flacons en verre, ensuite placés dans ’autoclave pour assurer une

température de 120°C.

Figure n°40: Préparation des extraits surchauffés
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Ce procédé a été réalisé suivant un protocole standardisé selon I’OMS (Rahal et al., 2003).

a- Souches Bactériennes et Milieux de Culture

Les tests de l'activité antibactérienne ont été réalisés au niveau du Laboratoire de
Bactériologie — CHU de Constantine.

Les bactéries utilisées sont des isolats cliniques, bactéries isolées a partir de divers
prélevements de malades: coproculture, urine, abces, pus, hémoculture, trachéal, plaie, liquide
céphalo-rachidien (LCR), sonde vésicale et urinaire, cathéter: Escherichia coli, Enterobacter
sp., Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Salmonella, Proteus mirabilis, Morganella
morganii, Citrobacter sp., Acinetobacter sp., Serratia sp., Pseudomonas aeruginosa,
Streptococcus sp., Staphylococcus aureus, Staphylococcus albus, Xanthomonas sp.

Ces bactéries sont conservées et maintenues en vie par des repiquages continus, sur
divers milieux de culture solides et liquides, selon les especes.

Les milieux de culture utilisés sont: des milieux d'isolement, sélectifs ou
d'enrichissement pour chaque groupe bactérien.

- Gélose Hektoen pour les Entérobactéries et Pseudomonas aeruginosa.

- Gélose Chapman pour les Staphylococcus.

- Bouillon cceur cervelle, qui est un milieu d'enrichissement pour toutes les souches
bactériennes utilisées.

- Gélose Muller — Hinton, utilisée pour les tests de I’activité antibactérienne.

b- Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

La concentration minimale inhibitrice est la plus faible concentration des extraits qui
inhibe les bactéries testées. Elle a été réalisée sur milieux solide pour permettre de tester
plusieurs souches bactériennes dans la méme boite.

Elle consiste a réaliser des dilutions des décoctions et les incorporer dans le milieu gélosé
fondu, ensuite ensemencer les souches bactériennes a étudier apres refroidissement du milieu

de culture.
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- Mettre 2 ml de chaque décoction ou ses dilutions dans une boite de Pétri en lui
rajoutant 18 ml du milieu de culture Muller — Hinton fondu.

- Homogénéiser le mélange par mouvements rotatoires. Laisser prendre la gélose et si
c'est possible la faire sécher plus longtemps pour éliminer les gouttelettes d'eau qui se
forment.

- Ensemencer les boites de Pétri par un inoculum préparé a partir d’une culture
bactérienne pure a l'aide d'une anse de platine par stries.

- Utiliser une boite témoin ensemencée sans aucun extrait.

- Enfin, incuber a 37°C pendant 18 a 24 heures.

La lecture et l'interprétation des résultats est le calcul de la CMI, qui est la concentration

de l'extrait ol il n'y a pas de culture visible (inhibition totale).

Figure n°41: Méthode d'ensemencement par stries.

4- &ACTIVITE BACTERIOSTATIQUE ET BACTERICIDE

Ce test a été réalisé selon Benjilali et al. (1986), qui consiste a suivre les cultures
bactériennes inhibées aprés un deuxieme cycle d’incubation a température ambiante pendant
une semaine. L’extrait est dit bactériostatique s’il y a croissance apres 24h de la premiere

incubation. Il est bactéricide s’il n’y a pas de croissance pendant toute la durée.
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5- ACTIVITE ALLELOPATHIQUE

Les tests de mise en évidence de I’existence d’effets inhibiteurs ou stimulants des
extraits aqueux sur la croissance des plantes ont été réalisés sur des carottes et des graines

d’haricots blancs secs achetées du marché local.

a- Culture des Plantes

La partie supérieure de la carotte (feuillage) a été séparée a I’aide d’un couteau a
environ lcm de longueur et introduite dans une boite de Pétri contenant de 1’eau potable
ordinaire pour la faire repousser a nouveau (apres avoir coupé 1’ancien feuillage), et la laisser
pendant 10 a 15 jours a température ambiante, pour avoir de nouvelles tiges vertes. L aspect
des feuilles peut renseigner sur 1’état de la plante dépérie (affaiblie) ou épanouie (normale).
Cette technique est une multiplication végétative qui repose sur 1’aptitude d’un végétal a
pouvoir reconstituer un individu identique a lui-méme a partir d’un organe (tige, racine,
feuille...) d’un tissu ou d’une cellule. Elle est, depuis des siecles, largement utilisée pour

reproduire de nombreuses especes en horticulture et arboriculture (Cornu et Boulay, 1986).

Figure n°42: Culture in vitro des fragments de carotte.(www.stardz.com)

|5 x4 e

Figure n°43: Expérience de culture des fanes de carotte (jourl, jour7, jourl0a 15)

Les graines d’haricots blancs ont été mis dans du coton hydrophile imbibé d’eau

ordinaire pour permettre leur germination préalable dans des boites de Pétri; la germination
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est une méthode permettant 1’assemblage des conditions adéquates aux graines pour
I’élongation de I’embryon afin de donner de nouveaux individus (Bewley, 1997). Ces graines
sont ensuite transférées dans des barquettes contenant du terreau le septieme jour et laissés
jusqu’a I’obtention des premieres feuilles et que les plantules soient bien épanouies pour une

durée de dix a quinze jours. La technique a été adaptée selon les moyens disponibles.

Figure n°44: Culture in vitro des graines d’haricots blancs.

b- Les Essais de I’Activite Allelopathique

Apres avoir obtenu des feuilles bien dressées, les plantes ont été inondées (cas des
carottes) ou arrosées (cas des haricots blancs) par les extraits aqueux (décoctions et extraits
surchauffés) a une concentration de 40mg/ml. Leur aspect a été suivi pendant une semaine
maximum pour voir les modifications apparentes sur les feuilles et les tiges comme le
changement de couleur ou le flétrissement (affaiblissement). L’incubation est faite a
température ambiante. Les expériences ont été réalisées durant les mois d’Avril a Mai 2010 et
ensuite durant la période Novembre 2013 a Mai 2014, pour compléter et bien confirmer les
résultats obtenus. La technique a été faite selon plusieurs travaux antérieurs et modifiée selon

les moyens (Dudai et al., 1999; Han et al., 2008; Rsaissi et al., 2013).

Figure n°45: Mise en évidence de ’effet allélopathique, par inondation (carottes) et arrosage (haricots blancs).
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6- SCREENING PHYTOCHIMIQUE

Le screening phytochimique met en évidence la présence des familles de molécules
actives, c’est une étude qualitative utilisée pour connaitre la composition chimique globale
des extraits (E1-Olemy et al., 1994; Dohou et al., 2003; Senhaji et al., 2005; Kumar et al.,
2010).

a- Saponosides

Leur présence est déterminée par la présence ou non de mousse persistante. Deux
millilitres de 1’extrait sont mis dans un tube a essai fermé, ensuite bien agiter verticalement

pendant 30sec et laisser reposer 15min.

b- Coumarines

Les tubes des extraits sont recouverts avec du papier imbibé de NaOH dilué et sont
portés a ébullition. Toute fluorescence jaune témoigne de la présence de coumarines apres

examen sous UV a 365 nm.

c- Tanins (hydrolysables)

L’ajout de quelques gouttes de FeCls 1 % permet de détecter la présence ou non de
tanins. La couleur vire au bleu noir en présence de tanins galliques et au brun verdatre en

présence de tanins catéchiques.

d- Proanthocyanidols (tanins condensés)

A 2 ml d’infusé sont additionnés 2 ml d’acide chlorhydrique concentré; le tout est
laissé pendant cinq minutes dans un bain-marie bouillant; 1’apparition d’une coloration rouge

indique une réaction positive.

e- Flavonoides

Quelques gouttes d’HCI concentré en présence de trois ou quatre tournures de
magnésium. Le changement de coloration est observé: virage au rouge (flavones), virage au

rouge pourpre (flavonols), rouge violacée (flavanones et flavanols).

55



f- Triterpenes et Stéroides

Test de Salkowski: incliner le tube a 45° et ajouter 1 a 2ml de H,SOy, le changement
de coloration est noté immédiatement. Agiter le mélange 1égerement et noter le changement
graduel de coloration : une coloration rouge indique la présence de stérols insaturés.

Test de Libermann-Burschard: additionner trois gouttes d'anhydride acétique puis
agiter 1égerement. Ajouter une goutte de H,SO,4 concentré. Le changement de coloration est
observé pendant une heure: une coloration bleu-vert indique la présence de stéroides tandis

que rouge-violet a rose dénote la présence de triterpenes.

2- Anthocyanes

Deux millilitres d’infusé sont ajoutés a 2 ml d’acide chlorhydrique 2 N. L’apparition
d’une coloration rose-rouge qui vire au bleu-violacé par addition d’ammoniac indique la

présence d’anthocyanes.

h- Amidon
Quelques gouttes de I'iode (I,) sont rajoutées a la décoction contenue dans un tube a
essai, et on observe le changement de la couleur vers le bleu, ce qui indique la présence

d’amidon.

i- Acides Organiques

Mettre quelques gouttes du Bleu de Bromothymol dans un tube a essai contenant 2ml

de la décoction; si la couleur change au jaune canarie, 1’extrait contient des acides organiques.

j- Alcaloides

Mettre quelques gouttes du réactif de Dragendorff dans un tube a essai contenant

I’extrait; si la couleur change au marron foncé ca prouve 1’existence des alcaloides.
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7- PROFIL SPECTROPHOTOMETRIQUE

L’absorption lumineuse a pour origine I’interaction des photons de la source
lumineuse d’un spectrophotometre avec les ions ou molécules de 1’échantillon (Rouessac et
al., 2004). Cette méthode est habituellement non spécifique pour I’identification, a moins que
la courbe d’absorption ne présente plusieurs maximums et minimums, des régions
d’absorption inhabituellement fortes ou faibles, etc. Le spectre UV d’une substance peut donc
rarement servir a lui seul de critere d’identification (Groupe d’Experts, 2005).

Les différents extraits aqueux ont été soumis a une analyse par spectrophotométrie,
afin d’obtenir les spectres d’absorption correspondants, pour avoir des informations
supplémentaires sur les longueurs d’ondes maximales et les domaines d’absorption de chaque
extrait aqueux, et pour connaitre aussi le comportement de ces extraits bruts sous 1’influence
d’une lumiere UV-visible (Shenoy et al., 2010; Velho-Pereira et al., 2012; Ansari et al.,
2013).

La technique consiste a faire un balayage par spectrophotometre UV-vis Shimadzu
(UV-2401PC) qui est équipé de cuves de quartz de 1cm et relié a un ordinateur; les spectres
ont été enregistrés contre un blanc (I’eau distillée); les extraits aqueux ont été diluées dans de
I’eau distillée au 1/10°™, sauf pour les extraits peu concentrés du galanga et du gingembre

leur dilution est faiblement plus concentré; le travail a été réalisé au niveau du laboratoire de

Chimie de Université de M’sila.
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I- Activité Antibactérienne

Les tests de ’activité antibactérienne ont été réalisés sur 147 souches bactériennes a
Gram positif et a Gram négatif. Parmi ces souches, 78 sont trouvées sensibles au moins a un
extrait (53%) et 69 souches résistantes a tous les extraits utilisés (47%) la majorité était a
Gram négatif. Parmi les souches sensibles il y a 42 a Gram positif et 36 a Gram négatif.

Les extraits préparés étaient a partir de plantes seules ou combinées en deux et quatre
plantes. Mais les extraits qui ont pu inhiber les bactéries étaient cinq seulement: les décoctions
de clous de girofle, de cannelle et du mélange de cannelle et clous de girofle, et les extraits
surchauffés de clous de girofle et de cannelle. Les autres extraits n’avaient aucun effet, mais
certains ont affaibli des souches et d’autres ont, par contre, stimulé la croissance bactérienne
qui est le cas du galanga et du gingembre.

Les valeurs des CMI (concentrations minimales inhibitrices) représentées ici sont des
moyennes, les concentrations des extraits utilisées varient entre 1mg/ml et 4mg/ml. Le fait

qu’il n’y a pas inhibition cela veut dire que la CMI est estimée supérieure a 4mg/ml.

1- Les Bactéries a Gram Positif

Le tableau n°1 présente 1’effet antibactérien des cinq extraits qui ont eu une réponse
positive sur les souches bactériennes, c'est-a-dire une inhibition, sur des Staphylocoques

blancs.

Tableau n°1: Concentrations minimales inhibitrices des Staphylocoques blancs (mg/ml).

Souches ATB Girofle | Girofle | Cannelle | Cannelle | Can+Gir
R% Surch. | Décoc. | Surch. Décoc. | Décoc.

Staphylococcus albus 10 | 80 47 47 47 - 4s

S. albus O 73.3 <lc 2c¢ <lc 4s -

S. albus 12 61.1 3¢ 47 - - -

S. albus 03 46.6 47 - - - -

S. albus J 35.2 4c - 47 - -

S. albus R 25 27 47 47 - 4c

S. albus 00 16.6 4c 3s - 4s 4s

S. albus 1 0.00 2¢ 4c 4s 4s 4c

% d’inhibition / 100 75 62.50 37.50 50

(c): effet bactéricide, (s): effet bactériostatique, (?): effet inconnu, (-):aucun effet, (ATB, R%): pourcentage de

résistance aux antibiotiques.
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L’activité antibactérienne était remarquable malgré la résistance des souches aux
antibiotiques, jusqu’a 80%. L’extrait le plus puissant était les clous de girofle surchauffés
avec une inhibition de 100% et un effet bactéricide dominant, suivi par la décoction de clous
de girofle avec une inhibition de 75%, suivi par la cannelle surchauffée avec une inhibition de
62.5%, suivi par le mélange de cannelle et clous de girofle en décoction avec une inhibition
de 50%, et enfin la décoction de cannelle avec une inhibition de 37.5% et un effet
bactériostatique.

Le tableau n°2 présente les CMI des Staphylocoques dorés ayant une résistance aux

antibiotiques, avec la présence de souches résistantes a la Méticilline (SARM).

Tableau n°2: Concentrations minimales inhibitrices des Staphylocoques dorés résistants

(mg/ml).

Souches ATB Girofle | Girofle | Cannelle | Cannelle | Can+Gir
R% Surch. | Décoc. | Surch. Décoc. | Décoc.

Staphylococcus aureus 7 | 70.5 4c 4s - - 4s

S. aureus 9 66.6 4c 4s - - 4s

S. aureus I1 (SARM) 61.5 3¢ 4 49 - 45

S. aureus G (SARM) 57.1 25¢ - - - -

S. aureus H (SARM) 50 3¢ - - - -

S. aureus 1 47.05 |4c 4s - - 4s

S. aureus 3 28.5 47 - - - -

S. aureus 01 23.5 47 - 47 - -

S. aureus U 23.5 47 - - - -

S. aureus N 214 47 - 4c 4c -

% d’inhibition / 100 40 30 10 40

(c): effet bactéricide, (s): effet bactériostatique, (?): effet inconnu, (-):aucun effet, (ATB, R%): pourcentage de

résistance aux antibiotiques.

Toutes les souches résistantes ont été inhibées par 1’extrait surchauffé des clous de
girofle avec un effet bactéricide dominant, ce qui prouve que c’est 1’extrait le plus puissant
comme ¢a s’est présenté dans le tableau n°1. Suivi par les décoctions de clous de girofle et le
mélange de cannelle et clous de girofle avec une inhibition de 40% et un effet
bactériostatique, suivi par la cannelle surchauffée avec une inhibition de 30%, et enfin la

décoction de cannelle avec une tres faible inhibition.
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Le tableau n°3 est une suite du tableau n°2 mais avec des souches de Staphylocoques

dorés moins résistantes et sensibles aux antibiotiques.

Tableau n°3: Concentrations minimales inhibitrices des Staphylocoques dorés peu résistants

(mg/ml).
Sonches ATB Girofle | Girofle | Cannelle | Cannelle | Can+Gir
R% Surch. | Décoc. | Surch. Décoc. | Décoc.

Staphylococcus aureus L | 16.6 47 - 47 - -
S. aureus T 13.3 47 - - - -
S. aureus E 13.3 3¢ - - - -
S. aureus 8 11.7 4c - - - -
S. aureus F 8.3 3¢ - 4s - _
S. aureus 1 7.1 3¢ - - - -
S. aureus 10 7.1 4c - - - -
S. aureus P 6.6 47 - - - -
S. aureus K 6.6 4c - 4s - -
S. aureus D 6.6 3¢ - - - -
S. aureus C 6.6 3¢ - 4 - -
S. aureus B 6.6 3¢ 4s 4s 4s -
S. aureus A 6.6 3¢ - - - -
S. aureus M 5.8 47 4s 47 - -
S. aureus 6 5.5 4c 4s - - -
S. aureus 2 5.5 4c 3¢ - - -
S. aureus Q 00 47 - 49 - R
% d’inhibition / 100 23.52 | 41.17 5.88 0

(c): effet bactéricide, (s): effet bactériostatique, (?): effet inconnu, (-):aucun effet, (ATB, R%): pourcentage de

résistance aux antibiotiques.

De la méme maniere I’extrait surchauffé des clous de girofle était le plus puissant avec
une inhibition totale de toutes les souches et un effet bactéricide dominant. Suivi par la
cannelle surchauffée avec une inhibition de 41.17% et un effet bactériostatique, suivi par la
décoction de clous de girofle et une inhibition de 23.52% et un effet bactériostatique, suivi par
la décoction de cannelle avec une seule souche inhibée, et enfin le mélange de cannelle et

clous de girofle en décoction qui n’a donné aucun effet.
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En analysant les résultats obtenus avec les souches a Gram positif, la premiere
remarque concerne 1’extrait surchauffé des clous de girofle qui avait la meilleure activité
antibactérienne sur les souches multi-résistantes et sensibles aux antibiotiques classiques avec
un effet bactéricide. La décoction des clous de girofle et la cannelle surchauffée avaient un
effet modéré sur certaines souches seulement avec un effet bactériostatique dominant. Les

autres extraits n’avaient pas un effet significatif.

Boite témoin

Girofle surchauffé (aucune croissance) Décoction de girofle

Cannelle surchauffée Décoction de cannelle

Figure n°46: Tests de I’activité antibactérienne sur les Staphylocoques
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2- Les Bactéries a Gram Négatif

Le tableau n°4 présente les CMI des bactéries a Gram négatif, toutes ces souches sont

résistantes aux antibiotiques sauf une souche sauvage (Escherichia coli 04), avec présence de

souches BLSE (béta-lactamase a spectre élargi).

Tableau n°4. Concentrations minimales inhibitrices des souches a Gram (-) (mg/ml).

Souches ATB Girofle | Girofle | Cannelle | Cannelle | Can+Gir
R% Surch. | Décoc. | Surch. Décoc. | Décoc.

Acinetobacter sp. 4 95 4c - - - -

Acinetobacter sp. 1 84.2 4c - - - -

Acinetobacter sp. 2 80 4c 4c - - -

Acinetobacter sp. 3 77.7 4c 4c - - -

E. coli (04) 0.00 47 - - - -

K. pneumoniae 7 (BLSE) 55.5 - 45 - - -

Serratia sp. 2 68.7 4s - - - -

Serratia sp. 3 (BLSE) 68.7 4s - - - -

Serratia sp. 1 (BLSE) 64.7 4s - - - -

Serratia sp. 4 42.8 4s - - - -

P. mirabilis (5) (BLSE) 83.3 49 - - - -

P. mirabilis 5 53.8 4c - - - -

P. mirabilis 2 454 4c 4c - - 4

P. mirabilis 4 23.07 2¢c 4 - - -

P. mirabilis 1 16.6 4c 4c - - -

M. morganii 2 53.3 4c - - - -

Salmonella 1 (BLSE) 66.6 4c 4c - - 45

Xanthomonas malto 23.5 4c - - - 4s

P. aeruginosa 5 55.5 4s - - - -

P. aeruginosa 4 45.4 4s - - - -

P. aeruginosa 2 44 .4 4s - - - -

% d’inhibition / 9523 3333 |0 0 14.28

(c): effet bactéricide, (s): effet bactériostatique, (?): effet inconnu, (-):aucun effet,

résistance aux antibiotiques.
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L’extrait des clous de girofle surchauffés avec un effet bactéricide a inhibé toutes les
souches y compris des Acinetobacter multi-résistantes aux antibiotiques (95%) opportunistes,
sauf une souche de Klebsiella pneumoniae 7 (BLSE) qui a causé le déces d’un malade, mais
cette souche a été inhibée par la décoction de la méme plante. La décoction de clous de girofle
parait moins efficace avec les bactéries a Gram négatif que les bactéries a Gram positif avec
une inhibition de 33.33% mais son effet est bactéricide dominant. Les deux extraits de
cannelle n’avaient aucun effet. Alors que le mélange de cannelle et des clous de girofle avait

un faible effet bactériostatique et 14.28% d’inhibition.

Meélange cannelle et clous de girofle Décoction de cannelle (aucun effet)

en décoction (tres faible inhibition)

Extrait surchauffé des clous de girofle (faible inhibition)

Figure n°47: Tests de I’activité antibactérienne sur les bactéries a Gram négatif
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3- Les Bactéries a Résistance Inconnue

Tableau n°5: Concentrations minimales inhibitrices de souches sans antibiogramme (mg/ml).

Souches Girofle | Girofle | Cannelle | Cannelle | Can+Gir
Surch. | Décoc. | Surch. Décoc. | Décoc.

S. albus 2 4 ¢ - - - -

S. aureus 4 (+) 4c 4s - - _

S. aureus 5 (-) - 4 - - _

M. morganii 1 4c - - - -

Shigella sp. 1 4c - - - -

Shigella sp. 2 4c - - - -

P. mirabilis 3 4c - - - -

Salmonella 4 4c 4c - - 45

Salmonella 6 4s - - - -

% d’inhibition 88.88 3333 |0 0 11.11

(c): effet bactéricide, (s): effet bactériostatique, (-):aucun effet.

Le tableau n°5 est une suite des travaux précédents mais avec des souches sans
antibiogramme, pour prouver encore I’effet des extraits ou les clous de girofle surchauffés
présentent I’effet puissant et bactéricide.

Les CMI des bactéries a Gram négatif (tableaux n°4 et n°S) variaient entre 2mg/ml a
4mg/ml, contrairement aux CMI des bactéries a Gram positif qui étaient plus faible jusqu’a
Img/ml (tableaux n°1, n°2 et n°3). Cela montre que les extraits aqueux ont eu un effet
meilleur sur les bactéries a Gram positif plus que les bactéries a Gram négatif, et cela est di a
la composition chimique de la paroi bactérienne a Gram positif qui est constituée
essentiellement de peptidoglycane laissant pénétrer les molécules hydrophiles. Cela a été
remarqué dans un travail antérieur ou les extraits huileux avaient un effet sur les bactéries a
Gram négatif plus que sur les bactéries a Gram positif parce que la paroi présente un aspect
hydrophobe (Benzeggouta, 2005).

L’effet puissant de 1’extrait surchauffé des clous de girofle sur les souches a Gram
positif et celles a Gram négatif est dii a sa composition chimique, ou la technique d’extraction
par eau surchauffée permet d’extraire les molécules organiques polaires et peu polaires qui
peuvent agir sur la paroi des bactéries a Gram positif et négatif en méme temps (Clifford,

2002).
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Les extraits de cannelle avaient une faible activité en les comparants a ceux des clous
de girofle et cela est dii a la composition chimique de la cannelle qui se montre moins stable
et moins efficace que les clous de girofle en solution aqueuse, ce résultat est en conformité
avec une autre étude (Al-dhaher, 2008), alors que les travaux sur I’huile essentielle de
cannelle montre qu’elle est plus antibactérienne que celle des clous de girofle (Mayaud et al.,
2008).

Un autre effet a été remarqué avec les extraits de galanga et du gingembre, décoction
et surchauffé, ou il y a eu une surcroissance de certaines souches bactérienne au lieu d’une
inhibition, et cela est dii aussi a leur composition chimique qui est riche en amidon qui peut
atteindre 60% (selon la région) du poids sec dans le cas du gingembre (Van Beek et al.,
1987), sachant que I’amidon est un élément de choix dans la nutrition bactérienne. Cet effet a
été remarqué avec d’autres chercheurs qui ont utilisé 1’extrait aqueux de rose comme milieu
de culture pour les bactéries (Al-Azzauy et al., 2011).

Concernant les mélanges binaires et le mélange des quatre épices on remarque qu’il
n’y a pas de synergie apparente dans les tests in vitro, puisque 1’effet antibactérien est trop
faible et ne concerne que le mélange de cannelle et de clous de girofle en décoction et le
mélange des quatre épices qui ont présenté un affaiblissement du tapis bactérien ou quelques
souches inhibées. Il est fort probable que ces mélanges, utilisés en médecine traditionnelle
contre certaines maladies infectieuses respiratoires, possedent un effet indirect sur ces
maladies comme réchauffants interne et stimulants du systtme immunitaire (Hempen et
Fisher, 2009), ou bien I’effet est dii a leurs métabolites dans 1’organisme, et non pas a un effet

direct.
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I1- Activité Allelopathique

Les tests de 'activité allélopathique ont été réalisés avec les décoctions des quatre
plantes séparément et leur mélange, et avec les extraits surchauffés respectifs. Les résultats
récapitulatifs obtenus sont présentés dans le tableau n°6. Les extraits sont mis en contact avec
les plantes une seule fois sans répétition, et si 1’extrait est absorbé par les plantes il est

remplacé par de I’eau ordinaire pour voir s’il y a possibilité de revivifier les plantes affaiblies.

Tableau n°6: Résultats de I’effet allélopathique des différents extraits.

Les Décoctions Les Extraits Surchauffés

C G Z A Q C G Z A Q

Carottes - +r + - - - +r - -

H+

Haricots - - - - - NT NT NT NT NT

C: cannelle, G: clous de girofle, Z: gingembre, A: galanga, Q: mélange des quatre épices, (+): présence
d’activité allélopathique, (-): absence d’activité allélopathique, (+): régénération des plantes affaiblies, (r):effet

retardé, NT: non testé.

1- Les décoctions

La figure n°48 présente ’activité de I’extrait de gingembre, de clous de girofle et du
mélange des quatre épices. Les autres extraits de galanga et de cannelle n’ont eu aucun effet.
De maniere générale I’effet allélopathique est soit immédiat, c'est-a-dire affaiblissement apres
un jour, ou retardé lorsque 1’affaiblissement se montre durant une semaine ou plus. L’extrait
de gingembre possede un effet immédiat, apres un jour seulement les tiges de la carotte
commencent a s’affaiblir, au cours de la semaine la plante meure méme apres régénération
avec de I’eau ordinaire qui a servi a faire repousser le feuillage. L’extrait des clous de girofle
a un effet retardé puisque I’affaiblissement n’est apparent qu’apres 3 jours du début de
I’expérience, la plante meure aprés une semaine méme apres régénération avec l’eau
ordinaire. L’extrait du mélange des quatre épices a servi comme témoin puisqu’il n’a eu

aucun effet négatif sur la plante.
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Jour 5°, aucun effet de ’extrait des 4 épices, et mort des autres.

Figure n°48: Tests de mise en évidence de I’activité allélopathique des décoctions
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Les décoctions de cannelle, de galanga et le mélange des quatre épices n’ont aucun
effet toxique sur les plantes et par conséquent elles peuvent étre étudiées pour un éventuel
effet insecticide, puisqu’elles n’alterent pas les tissus végétaux.

Les tests sur les plantules d’haricots blancs n’ont montré aucun effet toxique et les
plantes continuent de se développer méme apres utilisation répétée des extraits. Dans ce cas
aussi ces décoctions peuvent étre étudiées pour un éventuel effet insecticide puisque les

haricots sont résistants.

2- Les extraits surchauffés

Les figures n°49 et n°50 présentent I’effet allélopathique immédiat de 1’extrait
surchauffé du mélange des quatre épices, et 1’effet retardé des clous de girofle surchauffés.

Alors que les extraits de cannelle, de galanga et de gingembre n’ont donné aucun effet.

Jour zéro

Jour 2, le 1/3 de la plante a été régénéré Apres une semaine, altération totale

Figure n°49: Tests de mise en évidence de I’activité allélopathique du mélange des quatre épices surchauffées
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Jour zéro Jour 2, affaiblissement retardé

Apreés une semaine, altération totale

Figure n°50: Tests de mise en évidence de [’activité allélopathique du girofle surchauffé.

L’extrait du gingembre surchauffé n’a pas donné un effet cette fois-ci et la plante est
restée intacte pendant une semaine, contrairement au résultat de la décoction ou 1’effet
paraissait le lendemain. Cette instabilité dans I’effet est probablement due a des variétés
différentes du gingembre sur le marché, puisque la composition de la plante change avec le
changement de la région (Ali et al., 2008) ou bien c’est la plante cible qui est résistante. Si
I’extrait de gingembre est faiblement allélopathique, il peut étre utilisé pour la protection de la
carotte contre certains champignons (Ojaghian et al., 2014). D’autres études montrent que les
extraits aqueux gingembre possedent un effet allélopathique grace a la présence de molécules
solubles dans 1’eau, mais le rhizome est moins toxique que les tiges et les feuilles (Han et al.,
2008). Ces extraits de gingembre doivent étre étudiés en utilisant d’autres plantes cibles pour
vérifier avec précision 1’activité allélopathique.

La décoction du mélange des quatre épices n’avait aucun effet mais 1’extrait

surchauffé a présenté un effet modéré avec faible régénération de la plante cible, cela est dii
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probablement a la différence dans la composition chimique ou de nouvelles molécules peu
polaires peuvent apparaitre avec cette technique (Clifford, 2002).

Les extraits aqueux des clous de girofle soit surchauffé ou décoction présentaient un
effet allélopathique retardé, et cela prouve que les molécules hydrophiles jouent un role
comme bio-herbicides. L’huile essentielle des clous de girofle aussi possede un effet herbicide
(Tworkoski, 2002) et peut étre utilisée comme insecticide afin de protéger certaines cultures
(Dayan et al., 2009).

Les différents extraits de cannelle et de galanga n’ont eu aucun effet allélopathique sur
les fanes de carottes, mais ils peuvent avoir un effet sur d’autres types de plantes, puisque les
molécules allélochimiques n’agissent pas sur toutes les plantes de la méme fagon (Bray,
2010; Bhadoria, 2011). Ou bien les molécules extraites avec ces techniques n’ont pas d’effet.
Cependant, des études montrent que 1’huile essentielle de cannelle seule ou en association
avec d’autres huiles est utilisée pour lutter contre les mauvaises herbes et le cinnamaldéhyde
est commercialisé pour la protection des cultures contre les champignons (Tworkoski, 2002;

Dayan et al., 2009).
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II1- Screening Phytochimique

Les tests qualitatifs phytochimiques effectués sur les décoctions et les extraits

surchauffés des quatre plantes seules puis mélangés, ont permis de déceler I’existence d’une

variété de métabolites secondaires représentés dans les tableaux n°7 et n°8.

1- Les décoctions

Le screening phytochimique des décoctions a montré une richesse en métabolites

secondaires pour les extraits de cannelle, de galanga et le mélange des quatre épices.

Tableau n°7: Mise en évidence des métabolites secondaires dans les décoctions

Meétabolites Décoctions
Cannelle Girofle Gingembre | Galanga 4 épices
Flavonoides + + - + +
Acides phénoliques + + + + +
NaOH (ml) 0.8 3 1.4 0.3 0.9
Tanins + + - + +
Proanthocyanidoles + - + +
Coumarines + + - + +
Anthocyanes + - - - -
Saponines ++ + + + +
Triterpenes/Stéroides +/+ -/- -/- -/+ +/+
Alcaloides + - ++ + ++
Amidon + - ++ + +

(+): présence, (++): abondance, (-): absence, (£): faible.

L’extrait des clous de girofle contient moins de métabolites comme les tanins
hydrolysables, les terpénoides, les alcaloides et I’amidon, mais la quantité d’acides organiques
et beaucoup plus élevée que les autres extraits. L’extrait du gingembre est le plus pauvre en
métabolites, selon les tests, il y a par contre les acides phénoliques (la plus forte quantité apres
I’extrait des clous de girofle), les saponines, une grande quantité d’alcaloides et d’amidon,
prouvée par une forte coloration brune et bleue observée dans les tubes a essai

respectivement. A la surface de toutes les décoctions il y a présence d’une plaque brillante

métallique qui est due a la présence de faibles quantités d’huiles essentielles ou de lipides.
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L’effet antibactérien des décoctions peut étre expliqué sur la base de leur composition
chimique. L’extrait des clous de girofle est le plus puissant parce qu’il contient une grande
quantité de polyphénols par rapport a la cannelle, le gingembre et le galanga (Shan et al.,
2005; Liu et al., 2008), et son principe majoritaire 1’eugénol posseéde le meilleur effet
antibactérien (Al-dhaher, 2008).

L’extrait de cannelle est trop faible car il contient moins d’acides organiques et son
principe majoritaire 1’aldéhyde cinnamique est trés peu soluble dans 1’eau, la présence de
I’amidon, peut diminuer I’activité antibactérienne des autres constituants du fait que les
bactéries se développent mieux en présence de 1’amidon traité a la chaleur (Zhou et al.,
2013). La présence de concentrations différentes d’amidon dans le mélange des quatre épices,
du gingembre et du galanga a probablement inhibé 1’effet des autres constituants.

Les activités allélopathiques du gingembre, des clous de girofle sont dues a la
présence de molécules allélochimiques hydrosolubles comme les acides organiques et

I’eugénol (Inderjit et Keating, 1999; Kamatou et al., 2012).

2- Les extraits surchauffeés

Les résultats de la composition chimique des extraits surchauffés sont tres proches a

ceux des décoctions, mais avec quelques différences.

Tableau n°8: Mise en évidence des métabolites secondaires dans les extraits surchauffés

Métabolites Extraits surchauffés
Cannelle Girofle Gingembre | Galanga 4 épices
Flavonoides + + - + +
Acides phénoliques + + + + +
NaOH (ml) 0.8 29 1.5 0.7 1.4
Tanins + + - + +
Proanthocyanidoles + - + + +
Coumarines + + - + +
Anthocyanes + - ND ND ND
Saponines + + + + +
Triterpenes/Stéroides +/+ -/+ -/- +/- +/+
Alcaloides + - + + +
Amidon + - + + +

(+): présence, (-): absence, (£): faible, ND: Non Déterminé.
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Ces différences sont dues a I’erreur dans la réaction chimique avec les réactifs lorsque
la quantité des composés est trop faible ou a I’effet de la chaleur ou certains composés
peuvent se dégrader ou bien apparaitre.

Mais globalement, les décoctions et les extraits surchauffés renferment les mémes
familles de composés chimiques. Cependant, pourquoi les extraits surchauffés ont une activité
antibactérienne meilleure, dans le cas des clous de girofle et de la cannelle ?

Avec la technique de 1’eau surchauffée il est fort possible d’obtenir 1’eugénol et le
cinnamaldéhyde a partir des clous de girofle et de cannelle, comme cela a été démontré dans
plusieurs travaux (Rovio et al., 1999; Clifford et al., 1999; Jayawardena et Smith, 2009),
mais l'instabilité de I’aldéhyde en solution aqueuse rend I’extrait des clous de girofle plus
puissant avec 1’activité antibactérienne ou 1’activité allélopathique.

L’eau sous pression et a température de 120°C devient moins polaire (Clifford, 2002)
et par conséquent elle peut extraire facilement les molécules organiques, c'est-a-dire il y a
influence sur la quantité de molécules libérées par les cellules végétales, mais aussi d’autres
molécules peuvent étre libérées qui ne sont pas détectables par le screening phytochimique
classique. Cela a été remarqué aussi visuellement par une couleur plus accentuée des extraits.
C’est ce qui donne un effet antibactérien plus puissant des extraits surchauffés que les
décoctions.

L’activité allélopathique des extraits surchauffés des clous de girofle et du mélange
des quatre épices est due a la présence d’une diversité de molécules allélochimiques comme
les acides phénoliques, 1’eugénol, les molécules terpéniques ainsi que d’autres molécules,
mais leur mode d’action sélectif sur les carottes et pas sur les haricots n’est pas bien assimilé
et nécessite un approfondissement des recherches (Inderjit et Keating, 1999; Tworkoski,

2002; Weir et al., 2004; Han et al., 2008; Kamatou et al., 2012).
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Figure n°51: Quelques tests du screening phytochimique

74



IV- Profil Spectrophotométrique

Le spectre d’absorption est une caractéristique du composé dans son environnement
car il dépond des différents niveaux énergétiques du systeme soluté/solvant. Pour déterminer
ce spectre il suffit de mesurer 1’absorbance pour chaque longueur d’onde (Mesplede et
Randon, 2004).

Dans cette expérience les spectres des extraits aqueux ont été tracés pour connaitre le
domaine d’absorbance maximal, c'est-a-dire Anax, €t ’allure du spectre de chaque extrait brut

(figures n°52 jusqu’a n°60).
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Figure n°52: Spectre d’absorption des clous de girofle
(A= 278, Al= 2.5244, 12~370, A2~0.6)

Figure n°53: Spectre d’absorption de cannelle
(A= 286, A= 2.6039)
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Figure n°54: Spectre d’absorption du galanga
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Figure n°55:Spectre d’absorption du gingembre

(4= 274.5, A= 0.3057)
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Figure n°56: Spectre d’absorption du mélange des quatre épices (Al= 280, Al= 0.8250, 12~370, A2~0.2)

2- Spectres des Extraits Surchauffés
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Figure n°57: Spectre d’absorption des clous de girofle
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Figure n°59: Spectre d’absorption du galanga

(Al=276.5, Al=1.5730, A12~370, A2~0.4)
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Figure n°58: Spectre d’absorption de cannelle
(A= 282.5, A= 1.3287)
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Figure n°60: Spectre d’absorption du gingembre
(A= 276, A= 0.2916)



Les longueurs d’onde maximales de tous les extraits donnent des valeurs entre 270 et
290 nm avec deux épaulements vers 370 nm pour les extraits de clous de girofle de galanga et
du mélange des quatre épices, ces valeurs prouvent encore que ces mélanges contiennent des
molécules phénoliques qui absorbent dans ce domaine. La spectroscopie UV-Visible est
souvent utilisée pour identifier les composés phénoliques isolés, mais le spectre d’absorption
des extraits des polyphénols totaux peut étre utilisé pour identifier la présence des groupes
prédominants des polyphénols (Shahidi et Naczk ,2004).

Alors que I’absorbance, représentée par 1’amplitude des spectres, qui est tres forte
pour les extraits de clous de girofle et de cannelle et faibles pour les autres extraits, est

fonction seulement des concentrations et non pas des activités (Burgot, 2006).
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CONCLUSION

Dans le cadre de la comparaison entre les techniques d’extraction traditionnelles
(décoctions) et les techniques de la chimie verte (extraction par eau surchauffée), 1’étude de
I’activité antibactérienne et allélopathique, des extraits aqueux de cannelle, clous de girofle,
gingembre, galanga et de leur mélange, a été réalisée et a permis d’avoir des résultats tres
intéressants pour des extraits bruts, qui ont été soumis par la suite a un screening
phytochimique et a une analyse du profil spectrophotométrique afin de découvrir les
molécules existantes responsables de ces activité biologiques.

La décoction et I’extrait surchauffé des clous de girofle avaient la plus grande
efficacité antibactérienne, du fait qu’il y a eu un effet bactéricide sur des souches multi-
résistantes aux antibiotiques classiques. Ces extraits possédaient aussi une bonne activité
allélopathique, mais agissant sur une seule variété de plantes testées. Ces résultats sembles
tres proches d’autres études réalisées sur les extraits aqueux (Al-dhaher, 2008) et I’huile
essentielle (Dayan et al., 2009). En analysant la composition chimique et le profil
spectrophotométrique, il s’est avéré que les molécules phénoliques étaient majoritaires.
Cependant, I’extrait surchauffé avait un effet antibactérien plus puissant que la décoction. En
se basant sur les études antérieures qui prouvent que 1’eau surchauffée peut extraire les
molécules polaires et apolaires y compris la présence de 1’eugénol (Clifford, 2002; Clifford
et al.,, 1999), l'efficacité de I’extrait surchauffé s’éclaircie. L’activité allélopathique est
semblable pour les deux extraits et cela reste a expliquer dans de futurs travaux.

Les deux extraits de cannelle avaient une efficacité plus faible que celle des clous de
girofle sur les bactéries testées, comparable a celle obtenue dans un autre travail (Al-dhaher,
2008), mais I’activité antibactérienne de I’extrait surchauffé était plus grande que celle de la
décoction avec un effet bactériostatique. Cela est dii au pouvoir d’extraction de I’eau
surchauffée (Clifford, 2002). Alors que I’activité allélopathique était absente pour les deux
extraits. Le screening phytochimique et le profil spectrophotométrique étaient en faveur de la
présence de molécules polyphénoliques (Shahidi et Naczk ,2004).

Le mélange des quatre épices en décoction ou surchauffé n’a pas donné de bons
résultats pour 1’activité antibactérienne, et cela peut €tre expliqué par I’absence de synergie in
vitro pour un extrait largement utilisé traditionnellement pour combattre le froids. Mais

I’activité allélopathique était présente pour I’extrait surchauffé et absente pour la décoction.
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La décoction n’était pas toxique pour la plante mais son extrait surchauffé était toxique. Ce
résultat montre que I’extraction par I’eau surchauffée peut devenir toxique aussi bien pour les
plantes que pour I’homme, et cela implique des études toxicologiques plus avancées.

Les extraits du gingembre et de galanga n’avaient pas une activité antibactérienne,
mais au lieu d’inhiber les bactéries, ces extraits ont stimulé la croissance bactérienne, a cause
de la présence de I’amidon. Ces résultats paraissaient non logiques, mais ils étaient en accord
avec une étude réalisée sur les extraits aqueux (Al-Azzauy et al., 2011), ou ils ont été utilisé
pour cultiver les bactéries. L activité allélopathique du galanga était absente pour les deux
extraits, mais le gingembre en décoction présentait un bon effet allélopathique immédiat pour
une premiere expérience et retardé lors de la répétition. Cela est di probablement a la
différence de variétés du gingembre qui se trouvent sur le marché. Par conséquent il faut bien
vérifier la qualité, le mode de stockage et la date des plantes médicinales achetées.

Les extraits aqueux des clous de girofle, de cannelle, de gingembre et de leur mélange
peuvent étre utilisés pour contrdler les maladies infectieuses dont les germes sont multi-
résistants et comme herbicides et insecticides, a condition de vérifier profondément leur
efficacité et leur toxicité sur d’autres types de plantes et sur les cellules humaines.

Certaines techniques et principes de la chimie verte, amies de ’homme et son
environnement, présentent actuellement le meilleur choix pour notre futur, en essayant de
trouver des molécules plus sures utilisant des solvants moins toxiques. C’est ainsi que 1’on
reprend la voie du naturel avec I’eau et les plantes médicinales: I’ethnopharmacologie revétue
de vert, ou retour au point de départ.

Et c’est ainsi que les domaines des bio-bactéricides, bio-herbicides et bio-pesticides
nécessitent un approfondissement dans la recherche de nouvelles alternatives présentant un

nouveau contexte: « De I’Ethnopharmacologie a La Chimie Verte ».
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ABSTRACT
Since long times, human employs medicinal plants to treat illnesses, using frequently oily or aqueous
preparations. Such uses are one of the most important principles of green chemistry which called “green
solvents’. Within the conftext of clean and green pharmaceutical indusiry, ethnopharmacological
preparations must to be investigated to reduce toxicity of chemicals and solvents. "Dawilon’ 1s an ancient
preparation vsed in Constantine as an Algerian Traditional Medicine (ATM); it is an agqueous herbal
mixiure of four spices: lesser galangal thizome, ginger thizome, cinnamon bark and clove buds. It is used
to prevent or treat cold disease and to give some energyv to workers 1 ancient times. The decoction was
studied for its qualitative chemical composition wsing phytochemical screeming; it was found that the
extract 15 rich in chemical constituents: phenolics, terpencids and alkaloids. Biological activity of
‘Dawilow’ against clinical 1solated bacteria was mnvestigated also and found to have moderate activity in

vitro because of bacterial nature. So, the i vive study 15 necessary to complete the study and evaluate
immunostinmlating activity of the extract which is empirically proved.

Keywords: ‘Dawilow’, Decoction, Spices. Phytochemical screening, Antibacterial effect,
Immunostimulating,
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Antibiotic-resistant strains remain an important pub-
lic health problem in developing countries, but in-
dustrialised countries are not fully protected from
this problem either. Recent research has used com-
binations of traditional ethnopharmacology and
modemn technologies to find more effective treat-
ments. Green chemical processes are one of these
important combinations with herbal medicine. A
superheated water extract and a decoction were pre-
pared from clove buds (Syzygivm aromaticim (L.)
Merr. & L.M. Perry) and evaluated for their antibac-
terial activity. The obtained extracts were tested
against multi-resistant clinical isolates. The super-
heated extract showed strong antibacterial activity
with bactericidal effect against most tested strains,
whereas the decoction showed low activity with
bacteriostatic effect. Both extracts have a similar

Mairouz Benzeggouta, Zahia Semra
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global chemical composition; however, the powerful
bactericidal activity of the superheated extract is due
to greater concentration of polyphenolics. This study
reveals the promising potential of clove extracts ob-
tained by a green process using water, heat and pres-
sure.

Mosocomial bacterial infections, and resistance of
these bacteria to antibiotics, is a serious public
health problem, especially when drugs are the last
line of effective treatment available for multi-resis-
tant strains [1]. This problem encourages the use
of combination therapy, which is concurrent ad-
ministration of two or more anti-infective agents
in order to (a) broaden the spectrum of action, (b)
delay development of resistance and (c) potentiate
efficacy [2]. Plant phytochemicals present the best
and most natural combination of molecules that
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The aqueous extracts of lesser galangal (Alpinia officinarum Hance), ginger (Zingiber
officinale Roscoe.), Ceylon cinnamon (Cinnamomum zeylanicum Nees) and clove buds were
obtained by two extraction methods, traditional (ethnopharmacology) as a decoction at the
temperature of 100°C, and modern (green chemistry) by using superheated water extraction at
the temperature of 120°C. These extracts were subjected to evaluate their biological activities,
antibacterial and allelopathic, and their chemical composition to compare the efficiency of
each extraction method.

It has proved that superheated extract of cloves was the most antibacterial with
bactericidal effect on multi-resistant strains, followed by the decoction of the same plant with
bacteriostatic effect. Superheated extract and decoction of cinnamon and the decoction of
mixture of cloves and cinnamon were less effective. The other extracts did not give good
results. Concerning the allelopathic activity results indicate that decoctions of ginger and
cloves were most effective, and the other decoctions did not have any effect. However,
superheated extracts of cloves and the mixture of four spices were the most effective.

The phytochamical screening made on aqueous extracts showed a similarity in
chemical composition between decoctions and superheated extracts. However the powerful
effect of superheated extracts is due to the amount of obtained metabolites, where the water
subjected under some conditions of temperature and pressure has a power of extracting less
polar molecules. The spectrophotometric profile is an additional proof for the chemical
composition of these extracts where polyphenolic molecules predominated.

Keywords: Aqueous extracts, decoctions, superheated water, galangal, ginger, cinnamon,
clove, bactericidal activity, bacteriostatic activity, allelopathic activity, phytochemical
screening, spectrophotometric profile.
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RESUME

L es extraits aqueux du galanga (Al pinia officinarum Hance), de gingembre (Zingiber officinale
Roscoe), de cannelle (Cinnamomum zeylanicum Nees) et des clous de girofle (Syzygium aromaticum
(L.) Merril & Perry) ont éé obtenus par deux procédés d’extraction, traditionne (ethnopharmacologie)
sous forme de décoction a la température de 100°C, et moderne (chimie verte) utilisant I’eau
surchauffée a la température de 120°C. Ces extraits ont é&é soumis a |I’évaluation de leurs activités
biologiques, antibactérienne et allélopathique, et leur composition chimique afin de comparer
I”efficacité de chaque méthode d’extraction.

Il s'est avéré que I’extrait surchauffé des clous de girofle &ait le plus antibactérien avec un
effet bactéricide sur des souches multi-résistantes, suivi par la décoction de cette méme plante avec un
effet bactériostatique. L extrait surchauffé de cannelle e sa décoction et le mélange de cannelle et
clous de girofle en décoction avaient un faible effet. Les autres extraits n’ont pas donné de bons
résultats. Concernant I’activité allélopathique les résultats montrent que la décoction de gingembre et
des clous de girofle é&aient efficaces et les autres décoctions n’avaient aucun effet. Cependant, les
extraits surchauffés des clous de girofle et e mélange des quatre épices &aient les plus efficaces.

Le screening phytochimique effectué sur les extraits agueux montre une similitude dans la
composition chimique entre les décoctions et |es extraits surchauffés. Toutefois le pouvoir puissant des
extraits surchauffés est dii a la quantité de métabolites obtenus, ol I’eau soumise dans certaines
conditions de température et de pression posséde un pouvoir d’extraction pour les molécules peu
polaires. Le profil spectrophotométrique est une preuve supplémentaire de la composition chimique de
ces extraits ou les mol écules polyphénoliques prédominaient.

Mots clés. Extraits aqueux, décoctions, eau surchauffée, galanga, gingembre, cannelle, clous de
girofle, activité bactéricide, activité bactériostatique, activité allélopathique, screening phytochimique,
profil spectrophotométrique.



