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Introduction generale

Introduction générale

Notre environnement regorge de nombreuses plantes medicinales tres utiles au
quotidien pour plusieurs fins. Elles sont une source précieuse pour 1’étre humain car elles
contiennent des composés chimiques qui peuvent étre utilisé dans la phytothérapie.

La phytothérapie est une branche de la médecine qui repose sur 1’ utilisation de plantes
médicinales a des fins thérapeutiques. Ces plantes regorgent d’agents antioxydants contenus
dans les essences extraites et les huiles essentielles.

L’huile essentielle de clou de girofle, constituée essentiellement d’eugénol (80%), est
utilisée depuis des décennies comme anti-inflammatoire, antioxydante, antimicrobienne et
antiallergique. Cependant, le mécanisme d’action de cette essence végétale permettant
d’expliquer ses nombreuses propriétés thérapeutiques sont encore mal connu.

Les travaux présentés dans ce mémoire sont divisés en deux parties distinctes. La
premiére est une partie expérimentale. Elle porte sur I’extraction, 1’étude physico-chimique, la
détermination de I’activité anti-oxydante de 1’huile essentielle de clou de girofle. La deuxiéme
partie de ce travail est une partie théorique. Elle porte sur une étude bio-informatique de
quelques propriétés thérapeutique de 1’eugénol. L’objectif de cette partie est de comprendre le
mode de fonctionnement de I’huile essentielle de clou de girofle au sein de 1’organisme. Pour
cela, des études de docking moléculaire du principe actif de cette huile avec quatre cibles
biologiques impliquées dans les pathologies du stress oxydatif, de I’inflammation, de
I’allergie respiratoire et de la croissance des microbes telles que les bactéries.

Apres une introduction générale ou nous présentons le but du travail, ce mémoire
s'articule autour de trois chapitres suivis d’une conclusion générale.

Dans le premier chapitre, nous avons résumé les résultats de notre recherche
bibliographique concernant le clou de girofle, la plante, sa répartition géographique, les effets
thérapeutiques, ses utilisations traditionnelles et les généralités sur les huiles essentielle.

Le deuxieme chapitre illustre le matériel, la démarche expérimentale suivie pour
I’extraction d’huile essentielle de clou de girofle, les méthodes employées dans les analyses
physico-chimiques, la chromatographie sur couche mince (CCM) et dans la détermination de
I’activité antioxydante.

Le troisieme chapitre concerne 1’étude bio-informatique de quelques propriétés
thérapeutiques de 1’eugénol en utilisant le docking moléculaire pour déterminer le mode de

liaison le plus probable, les interactions ainsi que 1’énergie de liaison de 1’eugénol avec quatre
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cibles biologiques impliquées dans les pathologies du stress oxydatif, de I’inflammation, de

’allergie respiratoire et de la croissance des microbes telles que les bactéries.
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Chapitre | Etude bibliographique

I. Introduction

Malgré I'important développement de I’industrie pharmaceutique qui a permis a la
médecine moderne de traiter un grand nombre de maladies souvent mortelles, les remedes
naturels et surtout les plantes médicinales furent le principal recours de la médecine de nos
grands-parents [1]. La plupart des espéces végétales, qui poussent dans le monde entier
possedent des effets thérapeutiques, car elles contiennent des principes actifs qui agissent en
douceur sur 1’organisme. Ces plantes sont utilisées aussi bien en médecine classique qu’en
phytothérapie.

Les huiles essentielles sont un exemple des especes vegétales utilisées dans plusieurs
domaines de la vie notamment en thérapeutique. Dans ce chapitre, nous présentons les
résultats de notre recherche bibliographique sur 1’huile essentielle de clou de girofle. Son

obtention, sa production et son utilisation dans différents domaines sont également évoqués.

I1. Clou de girofle : présentation

Le clou de girofle, appelé aussi en latin Syzygium aromaticum, est une épice obtenue a
partir des boutons floraux du Giroflier ou girofle. Ce dernier est une plante de la famille des
Myrtaceae et du genre Syzygium d’ou son nom Syzygium aromaticum. Il est cultivé dans de
nombreux pays tropicaux, en particulier a Zanzibar, a Madagascar, en Indonésie, au Sri Lanka
et en Malaisie. Le girofle est un petit arbre a feuilles persistantes ayant une forme conique ou
pyramidale et une taille allant de 12 a 15 metres de hauteur (Figure 1A).

Les boutons floraux du Giroflier sont de couleurs rouges ont une forme de clou, d'ou le
nom de « clou de girofle » (figurelB). Ils sont cueillis au moment ou ils contiennent le plus
d’essence c¢’est-a-dire lorsqu’ils sont roses et les pétales pas encore ouverts pour donner ce
que I’on appelle les clous de girofle. Ces clous sont récoltés apres 6 a 8 ans de culture de
I’arbre a une cadence de deux fois par an et séchés au soleil jusqu’a ce qu’ils deviennent brun

rouge.
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Figure 1 : A- arbre giroflier. B-Fleures de girofle.

Comme beaucoup d’especes, le giroflier a porté plusieurs noms scientifiques avant

d’étre Syzygium aromaticum [2-4].

Tableau 1:Noms scientifiques portés par le giroflier.

Nom scientifique Référence
EugeniacaryophyllataThunb [5]
Eugeniacaryophyllus [6]
Eugenia caryophyllus [6]
Jambosacaryophyllus [5]
Myrtuscaryophyllus Spreng [5]
CaryophyllusAromaticus L. [6]

Actuellement, les noms Syzygium aromaticum et Eugenia caryophyllus sont tous les

deux employés.

I11- L’huile essentielle de clou de girofle

Une huile essentielle, appelée aussi essence vegetale, est un extrait liquide, concentré
en substances vegetales, hydrophobe d’une plante obtenue par extraction. Ces huiles sont
utilisées depuis I’antiquité dans la vie courante de nos ancétres. L’huile essentielle de clou de
girofle est I’'une des huiles essentielles les plus utilisées en raison de ses nombreuses vertus lui

valent le dicton.

L'Huile Essentielle de Clou de girofle est un liquide huileux de couleur jaune
Iégérement brun trés peu soluble dans 1’eau et insoluble dans 1’eau salée. L’huile essentielle
de clou de girofle est Elle peut étre obtenue a partir des racines, des rameaux, des feuilles, des
fleurs et les fruits mais la composition differe. En effet, le rendement en huile essentielle est
tres élevé pour les clous de girofles (15 a 20%) contre 1 % pour les rameaux et 2 a 3 % pour

les feuilles [7], ce qui justifie I’utilisation des clous dans 1’extraction.
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Il est bien de noter que parmi toutes les Huiles Essentielles connues, I'huile essentielle
de clou de girofle possede la plus grande capacité d'absorption des radicaux oxygénés (ROS),
ce qui la rend extrémement efficace dans la lutte contre les radicaux libres. En effet, 30 cl
d'Huile Essentielle de clou de girofle équivaut a la capacité antioxydante de 1,3 kg de carottes

[8].

IV. Compositions chimiques de I’huile essentielles de giroflier

La composition chimique de I’huile essentielle de clou de girofle dépend fortement des
conditions de production et de la qualit¢é d’huile. Elles sont produites a partir des clous
renferment a 1’état frais environ 15 a 20% d’huile essentielle, dont 78 a 98% d’eugénol, 5,0 et

14,0 % pour le R-caryophylléne et de 4,0 a 15,0 % pour I’acétyleugénol (acétate d’eugényle).

IV. 1 Les Phénylpropanoides

L’eugénol, le composé prépondérant dans les huiles essentielles du giroflier, appartient
aux phénylpropanoides [9]. Ce sont des composés fortement anti-infectieux (bactéricides,
virucides et parasiticides). L’eugénol figure parmi les trois « phénols » les plus puissants dans
les huiles essentielles et qui sont lecarvacrol, le thymol, et 1’eugénol, le moins toxique [10].
L’eugénol est un principe actif qui, a la différence des autres phénols, posseéde un pouvoir

anesthésiant.

IV. 2 Les sesquiterpenes

Les sesquiterpénes sont de grosses molécules et trop lourdes du coup ne sont pas
entrainées dans le distillat dans un processus de distillation. Elles ne sont donc pas
quantitativement majoritaires dans les huiles essentielles. Le R-caryophylléne constitue un
exemple de sesquiterpéne présent dans 1’huile essentielle de giroflier (5 a 14 %). Les
sesquiterpenes sont des molécules calmantes et anti-inflammatoires [11]. L huile essentielle
de giroflier contient d’autres sesquiterpénes comme 1’o-humuléne < 1%, camphene 1 %, et le

y-pinéne < 1% [12].
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IV. 3 Les esters aromatiques

Dans le cas de I’huile essentielle de clou de girofle, les esters aromatiques sont 1es
acetates d’eugényle issu de I’eugénol. Un autre exemple d’ester aromatique est le salicylate de
méthyle, qui lui est présent en trés petite quantité dans 1’huile essentielle (<1%) [12]. Au

méme titre que 1’eugénol, I’acétate d’eugényle possede des propriétés antibactériennes.

IV. 4 Les Aldéhydes aromatiques
L’oxydation de I’eugénol aboutit a la formation d’un aldéhyde aromatique : la
vanilline. C’est par le biais de ce procédé que 1’ardbme artificiel de la vanille a été synthétisé

durant de nombreuses années.

IV. 5 Les oxydes sesquiterpéniques

Ces molécules sont issues de 1’oxydation des sesquiterpénes, et sont peu représentées
dans les huiles essentielles. Leurs propriétés restent mal connues, mais il s’agirait de
molécules anti-inflammatoires et faiblement anxiolytiques [9]. Parmi elles, 1’oxyde de

caryophyllene qui est présent dans I’HE de clou de girofle (< 1%).
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Tableau 2: structures des principaux constituants de I’huile essentielle de girofle.

R-Caryophyllene Acétate d’eugényle Eugénol
CH, P
0 MeO VZ
v | 1T
HO
0
-z
Eugénine Quercétol
OH
MeO 0. CH, OH
HO o O
28
OH
: OH O OH O
H
a-humuléne Camphene
|
~

y-pinéne

L’oxyde de caryophylléne

X

V. Procédés d’extraction de I’huile essentielle de clou de girofles

Il existe plusieurs procédes d’extraction des huiles essentielles mais la plus utilisée est

la distillation [13]. Parmi ces méthodes, nous pouvons citer :

V.1 Distillation — Evaporation

Dépend de I’intérét porté aux produits séparés, dans la distillation, on récupére la

phase vapeur alors que dans 1’évaporation c¢’est la phase solide ou liquide qui est le produit

intéressant.
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Co-distillation avec vapeur d’eau, Co-distillation avec un fluide autre que 1’eau, évaporation —

concentration, Rectification, Distillation seche. [14]

V.2 Extraction au moyen d’un solvant

Cette technique est utilisée notamment dans le cas de certains organes de végétaux
trop fragiles tels que les fleurs qui ne supportent pas I’entrainement a la vapeur ou a
I’hydrodistillation. On distingue deux types d’extraction : I’extraction solide/liquide et
I’extraction liquide/liquide. Ces techniques peuvent étre utilisées a froid (I’enfleurage a froid)

ou a chaud (‘enfleurage a chaud).

V.3 Méthodes d’extraction a froid

Cette méthode est utilisée dans I’extraction d’essence agrumes contenus dans les
zestes. Elle consiste a frotter sur des parois garnies de picots les fruits. L’huile est recueillie a

’aide d’une éponge puis soigneusement filtrée.

V.4 Extraction par hydrodistillation

C’est une méthode tres ancienne et facile a realiser. Dans ce procédé, le matériel
végétal est immergé directement dans un ballon rempli d’eau placé sur une source de chaleur.
Le tout est ensuite porté a 1’ébullition. Les vapeurs hétérogénes sont condensées dans un
réfrigérant et 1’huile essentielle se sépare de 1’hydrolat par simple différence de densité,
Figure 2. L’huile essentielle étant plus légére que I’eau (sauf quelque rares exceptions), elle
surnage au-dessus de I’hydrolat.

La durée d’une hydrodistillation peut atteindre plusieurs heures selon le matériel
utilisé et la matiere végetale a traiter. La durée de la distillation influe sur le rendement mais

également sur la composition de 1’extraction [15].
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Thermomeétre
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Figure 2: montage de 1’hydrodistillation.

V.5 Extraction par des techniques innovantes

Ce sont des méthodes modernes qui répondent aux exigences actuelles en termes de
durabilité, de répétabilité, de respect de I’environnement et de vitesse. Parmi ces méthodes
nous pouvons citer 1’extraction par des solvants supercritiques, 1’Extraction par Détente Eclair
[16], la Détente Instantanée Contrblée [17-18], extraction par ultrasons [19]. Et Extraction

assistée par Micro-ondes [20-22].

V1. Domaines d’utilisation de I’huile essentielle de clou de girofle

V1.1 En thérapeutique

L’huile essentielle de clou de girofle est un utilisé comme un reméde de grand-mére
dans plusieurs domaines de la vie courante. Il soulage les douleurs musculaires, les
rhumatismes et il a de propriétés anti-inflammatoires, redonne de 1’énergie et permet de lutter
contre la fatigue. Il est utilisé comme un antidépresseur. Il est également utilisé contre les
douleurs, la sciatique, les problemes rhumatologiques, comme antibactérien, antifongique,
antioxydant, anesthésiant local dans le soin des plaies, Anti-infectieuse, analgésiques,
antalgique [23].

Cependant, malgré les nombreux effets thérapeutiques de L’huile essentielle de clou
de girofle, il faut rester prudent dans son utilisation. En effet, un surdosage de L’huile
essentielle de clou de girofle peut entrainer des troubles gastro-intestinaux légers, tels que des

vomissements, des nausées ou des diarrhées [24]. Elle peut aussi étre irritante pour les voies
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respiratoires ce qui oblige a la diluer pour ’appliquer sur la peau. De plus, les personnes
hypertendues doivent I’utiliser avec la plus grande prudence car elle peut augmenter la tension

artérielle. [9]

V1.2 En synthése chimique
V1.2.1 Synthése de la vanilline

La structure de la vanilline été déterminée en 1874 par Tiemann et Hermann, et a été
synthétisé pour la premiere fois par Erlenmeyer en 1876 a partir de 1’eugénol. Il s’agit donc
d’hémisyntheses (syntheses réalisées a partir de composés naturels possédant déja une partie
de la molécule visée). Donc par action de 1’hydroxyde de potassium a chaud, 1’eugénol est
isomérisé en isoeugénol. La coupure oxydante de la chaine latérale de 1’isocugénol conduit a

la vanilline selon la réaction suivante (Figure3) [25].

HO KOH , 180°C HO
j@\/\ - =
MeO i MaO
Eugénol lsoeugeénol
HO [O] HO
= 0
MEDj@\fA MeO
H
Vanilline

Figure 3: Synthese de vanilline.

V1.2.2 Synthése des ciments dentaires

La synthese des ciments dentaires s’en mélangeant I’oxyde de zinc et 1I’eugénol [26].
La réaction suivante est utilisée pour déshydrater 1’hydrate de zinc a une température

d’environ 300 °C, en utilisant la réaction suivante (Figure4).

300 °C
Zn(OH), , ZnO +H;0

Figure 4: Déshydratation de I’hydrate de zinc. [26]
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Le ciment obtenu par la réaction de chélation qui se produit entre les deux
groupements méthoxyle et I’atome de zinc central (Figure5). [27]
OH |
OMe

Y

ZnO + H,0

OMe

Figure 5: préparation de ciment. [27]

V1.2.3 Synthése d’acétate d’eugényle ou éthanoate d’eugényle

L’acétate d’eugénol, aussi connu sous le nom d’éthane d’eugénol, est un ester présent
naturellement dans le clou de girofle. Il n’existe pas d’acétate d’eugénol dans le commerce.
En conséquence, la production d’ester implique une réaction de transformation impliquant

I’anhydride acétique et I’huile essentielle de clou de girofle (Figure 6). [28]

D)\D

OMe Anhydride acétique OMe

-

OH

Reflux(4.h)135C

—— i

acétate d'eugényle

Figure 6: Synthése d’acétate d’eugényle. [28]
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l. Introduction

Comme nous I’avons mentionné dans le chapitre I, I’huile essentielle de clou de
girofle est utilisée depuis I’antiquité pour ses nombreuses vertus culinaires et medicinales. Ses
propriétés anti-inflammatoires et anti-oxydantes font d’elle le reméde miracle et le produit
phare de toute la planéte. Cette huile essentielle regorge d’antioxydants naturellement actifs
qui permettent de piéger les radicaux libres responsables de toutes les maladies pouvant

toucher I’organisme.

Dans ce chapitre, nous avons utilisé I’hydrodistillation pour extraire I’huile essentielle
de clou de girofle en utilisant trois solvants extracteurs différents. Pour vérifier la qualité et la
pureté de I’huile extraite, nous avons utilisé plusieurs moyens d’analyse et caractérisation
comme la chromatographie sur couche mince (CCM), des analyses physico-chimiques
(densité, indice de réfraction, PH, indice d’acide, indice de saponification, indice d’ester). Les
résultats obtenus rentrent dans la fourchette de valeurs recommandées par les normes AFNOR
(Association francaise de normalisation). Dans le but de vérifier le pouvoir antioxydant de
I’huile extraite dans le cadre de ce travail, nous avons déterminé son activité de piégeage du

radical DPPH (diphényl-picrylhydrazyle).

II. L’extraction d’HE du clou de girofle par hydrodistillation

Il. 1 Matériel végetal utilisé

La plante médicinale utilisée dans ce travail est le clou de girofle sous forme de
poudre. Elle est importée de I’étranger et est disponible sur le marché algérien en raison de sa
grande utilisation par la population dans plusieurs domaines de la vie notamment en

thérapeutique, le cosmétique et en chimie organique.

I1. 2 Réactifs et solvants

Les produits et les solvants utilisés dans 1’extraction de I’huile essentielle de clou de
girofle ainsi que les proprietés physico-chimiques comme la masse molaire, la densité, la

solubilité, la température d’ébullition et la miscibilité a 1’eau sont listées dans le tableau 3.




Chapitre 11 Extraction de I’huile essentielle de clou de girofle

Tableau 3 : propriétés physico-chimiques des produits chimiques utilisés dans notre procédé

d’extraction
Produits et M Densité Température Solubilité Miscibilité
solvants : (g\mol) (g\cm®) d’ébullition a Peau
L’eau distillée 18.015 0.98471 100
NaCl 58.44 2.16 Soluble Miscible
MgSO, 120.366 2.66 Soluble Miscible
Dichlorométhane 84.93 1.34 40 Peu soluble Non
dans ’eau miscible
Cyclohexane 84.16 0.89 80 Insoluble Non
dans I’eau miscible
Méthanol 32.04 0.791 65 Soluble Miscible
Eugénol 168 1.039-1.045 253 Faible et Non
décroit avec miscible
laT

I1. 3 Mode opératoire

1°" étape : Extraction par hydrodistillation

L’extraction de I’huile essentielle de clou de girofle a été faite par la méthode
d’hydrodistillation, que nous avons défini dans le chapitre 1. Nous avons utilisé les boutons
floraux de clou de girofle secs que nous avons mix¢é a ’aide d’un moulin a café. Pour cela,

nous avons effectué trois essais avec trois solvants extracteurs différents.

Dans le premier essai, un mélange de 10 g de clou de girofle dans 200 ml d’eau
distillée et quelques grains de pierre ponce (utilisé¢ pour régler I’ébullition) est chauffé jusqu’a
ébullition pendant 3 heures dans un ballon de 250ml surmonté d’un réfrigérant. Dans le
deuxiéme, nous avons chauffé¢ un mélange de 20 g de maticre végétale et 200 ml d’eau
distillée et quelques grains de pierre ponce jusqu’a ébullition pendant 3h30min heure dans un
ballon de 250 ml surmonté d’un réfrigérant. Dans le troisieme essai, un mélange de 30 g de
clou de girofle et 200 ml d’eau distillée et quelques grains de pierre ponce est chauffé jusqu’a
ébullition pendant 4 heure dans un ballon de 250 ml surmonté d’un réfrigérant. Dans les trois
essais, nous avons veillé a ce que la température ne dépasse pas 100 °C. A la fin des
manipulations, nous avons récupéré un liquide de couleur blanchatre. Le montage de

I’hydrodistillation est présenté sur la figure 7.
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Figure 7 : I’hydrodistillation du clou de girofle.

2éme etape : le relargage

A D’issue de I’étape d’hydrodistillation, nous avons récupéré, dans chaque essai, un
liquide de couleur blanchatre constitué d’eau, d’eugénol et d’acétyle d’eugénol. Afin de
rendre les composés organiques moins solubles dans 1’eau, nous avons introduit 10 g de NaCl
dans un erlenmeyer contenant le distillat. Cette étape, appelée le relargage, nous permet de
séparer le distillat en deux phases non miscibles constituées d’une phase aqueuse supérieure
(’eau salée) et d’une phase organique inférieure (I’huile essentielle et le solvant extracteur).

Les deux phases ainsi obtenues sont facilement séparables par décantation.

3eme étape : La décantation (extraction liquide-liquide)

Afin de séparer les deux phases obtenues dans 1’étape précédente, nous les avons
introduits dans une ampoule a décanter avec 10 ml du solvant extracteur, le dichlorométhane
pour le premier essai et le cyclohexane pour le deuxieéme essai. Dans les deux essais, apres le
temps de décantation, nous avons récupéré la phase organique contenant I’huile essentielle et
le solvant extracteur (Figures 8A et 8B). Dans les deux essais, cette opération est répétée deux
fois pour faire passer le maximum d’huile essentielle dans le solvant extracteur. Dans le
troisieme essai, nous avons introduit le distillat dans un erlenmeyer avec 30 ml de méthanol.
Le mélange est introduit dans 1’évaporateur rotatif a 90 °C pendant 5 minutes. Cette étape

nous a permet de d’obtenir deux phases distinctes, une phase organique inférieure qui est
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I’huile essentielle et une phase supérieure, c’est la phase aqueuse. A 1’aide d’une ampoule a

décanter, nous avons récupéré la phase inférieure qui est 1’huile essentielle de clou de girofle.

B

- L/

SEIPROU
A

Phase organique

Figure 8:A-montage de la decantation, la phase aqueuse (de couleur laiteuse) est en dessus de
la phase organique (transparente). B- Récupération de la phase organique (I’HE de clou de
girofle +solvant).

4éme étape : Le séchage

Afin d’¢liminer les traces d’eau contenue dans la phase organique, constituée d’huile
essentielle de clou de girofle et de solvant extracteur, que nous avons récupérée dans les deux
premiers essais, nous 1’avons séché en utilisant un agent desséchant, le sulfate de magnésium
(Figure 9A), puis filtrée pour éliminer les cristaux de sulfate de magnésium (Figure 9B). Nous
avons réalisé¢ les mémes étapes avec 1’huile essentielle récupérée dans le troisiéme essai.

Apreés filtrage, nous avons récupéré un liquide dense de couleur jaune pale qui est I’huile

essentielle de clou de girofle.
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Figure 9: A- le séchage (ajout de MgSo,). B- la filtration.

5éme étape : I’évaporation
Par la suite, a I’aide d’un évaporateur rotatif de type RVO 004 a température 90°C,
nous avons récupéré I’huile essentielle de clou de girofle a partir des phases organiques

récupérées dans les deux premiers essais (figure 9).

Figure 10: L’évaporateur rotatif.
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I1. 4 Calcul du rendement en huile essentielle

Le rendement en huile essentielle est le rapport entre la masse d’huile extraite et la
masse du matériel végétal utilisé. Dans ce travail, nous avons calculé le rendement pour
chaque essai afin de voir I’efficacité des solvants utilisés. Le rendement, exprimé en

pourcentage (%), est calculé par la formule suivante :

m
R=—%2+100 (1)
mp

Avec : R :rendement en huile essentielle
Mye : masse d’huile essentielle

m, : masse de la plante

I1. 5 La chromatographie sur couche mince (CCM)

I1. 5.1 Le principe de la CCM

Pour effectuer la séparation d’un mélange de composés liquides, le mélange est déposée
sur une plaque rigide recouverte d’un solide absorbant poreux appelé la phase stationnaire
(Figure 11). La phase stationnaire est généralement faite d’une plaque en verre, de plastique
ou d’aluminium recouverte d'une mince couche poreuse de silice (le plus utilisé), d'alumine
ou de cellulose. Le bas de la plaque est mis en contact avec un solvant, appelé la phase mobile
ou I’¢luant, dans la cuve a chromatographie qui migre par capillarité sur la phase stationnaire.
Selon les interactions polaires entre le composé et 1’éluant choisi, les composés migrent plus

ou moins haut sur la plaque et peuvent étre ainsi séparés les uns des autres [1].
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]

R

Figure 11 : la chromatographie sur la couche mince.
I1. 5.2Mode opératoire
Il. 5.2.1 Préparation de la plaque

Dans ce travail, nous avons utilisé des plagues CCM gel de silice avec un support en
aluminium. L’¢éluant que nous avons utilisé est un mélange de cyclohexane et d’éthanol avec
un rapport de 5: 1 . Aprés repérage de la ligne de départ, nous avons introduit deux gouttes de
I’huile de clou de girofle commerciale sur le point A et deux gouttes de 1’huile essentielle de
clou de girofle extraite sur le point B. Par la suite, la plaque est introduite dans un bécher,
contenant 1’¢luant que nous avons préparé, couvert d’un verre de montre. Une fois la phase
mobile est arrivée a une ligne située a 1 cm du bord de la plaque (appelée front de I’¢luant), la

plaque est retirée du bécher et est séchée a I’air.

Il. 5.2.2 Révélation sur ’'UV

Une fois la plaque séchée, pour la révélation, nous avons utilisé la technique de
visualisation sous une lampe UV. L’identification des constituants de I’huile essentielle a été
faite par comparaison avec 1’huile essentielle commerciale de clou de girofle et des rapports

frontaux (Rf) obtenus de la littérature [2].

Ainsi, les composés alcooliques terpéniques et les pinenes tels que : o-terpineol, o-
pinéne, limonéne, p-cymene, terpinene ont des Rf compris entre 0.2 et 0.5. Les esters tels que

les acétates donnent des valeurs de Rf supérieures a 0.6.

Pour calculer le Rf, nous avons utilisé la relation suivante :

ﬂ
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d
Rf = B (2)
Avec :

d : la hauteur atteinte par I’espéce chimique

D : la hauteur atteinte par 1’éluant (appelée aussi front de 1’éluant)

I11- Etude des propriétés physico-chimiques de I’huile essentielle de
clou de girofle

I11 .1 Les propriétes physiques
La détermination des propriétés physico-chimiques des huiles essentielles constitue un

moyen de vérification et de contrdle de leur qualité.

111 .1.1 La densité relative

La densité des huiles essentielles est le rapport de sa masse volumique a la masse
volumique d'un autre corps pris comme référence a la méme température (20°C). Pour les
liquides et les solides, le corps de référence est I'eau pure. Ce parametre physique constitue
un critére trés important pour évaluer la qualit¢ d’une huile essentielle et peut donner un
apercu sur la naturalité¢ des produits ainsi que 1’altération de ces derniers. D’aprés la norme
AFNOR la densité relative des huiles essentielles est comprise entre 1,03 et 1,065 a 20°C.
Dans ce travail, nous avons déterminé la densité de notre huile essentielle au moyen d’une
éprouvette de 10 ml. Ainsi, le volume prélevé est de 10 ml pour I’huile et I’cau distillée.
Par la suite la densité a été calculée en utilisant la relation suivante

d =10 €)
m - 1y
Avec

m; : est la masse en g de I’éprouvette contenant 10ml d’huile essentielle
Mo : est la masse en g de I’éprouvette vide

m : est la masse en g de 1’éprouvette contenant10ml d’eau distillée.
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111 .1.2 Indice de réfraction

L’indice de réfraction (Ir) refléte le changement de direction subi par un rayon
lumineux passant d’un milieu optique a un autre (par exemple de 1’air & I’huile essentielle).
D’aprés la norme AFNOR [I’indice de réfraction est situé entre 1,460-1,476. La détermination
de I’indice de réfraction de notre huile essentielle, a été réalisée en utilisant un refractométre
de type HI 96801. Cet indice est mesuré a une température égale a 22.6 °C. Pour calculer la

valeur correspondante 20°C, nous avons utilisé la relation (4).

120 = IT + 0.0045 * (T — 20) (4)

I11.2 Les propriétés chimiques

111 .2.1 Le potentiel hydrogéne (PH)

Le pH est une grandeur chimique sans unité. Il permet de mesurer I’activité de 1’ion
hydrogene dans une solution. Cette grandeur nous renseigne sur I’acidité ou la basicité d’une
solution. Rappelons que, d’apres la norme AFNOR, le pH d’une huile essentielle est compris
entre 4 et 6. Nous avons déterminé le pH de notre huile a ’aide d’un PH-métre de type
HANNA.

III .2.2 Indice d’acide

L’indice d’acide correspond a la masse nécessaire d’hydroxyde de potassium KOH (en
milligramme) qu’il faut ajouter a un gramme d’huile, afin de neutraliser tous les acides libres

qu’elle contient [3]. L’équation de la réaction traduisant ce dosage s’écrit :

R—C +  KOH = =~ Rr—C + H,0

Ce parametre nous renseigne sur la fraicheur d’une huile essentielle et nous permet de
déterminer son altération, de Vérifier sa qualité et sa dégradation avec le temps durant le
stockage [4]. Il est considéré comme 1’un des critéres de la pureté d’une huile essentielle [5].
Il varie en fonction de la température a laquelle 1’analyse est faite. Cet indice peut étre utilisé

pour toutes les huiles essentielles, sauf pour celles qui sont riches en lactones. La norme
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AFNOR (Association Francaise de Normalisation) de 1’indice d’acide est située entre 0.84 et
3.74[3].

: Lzu;:frzé 2
Qﬁ‘é‘f‘ahcz\'¢

Figure 12 : dosage d’HE de clou de girofle par Hcl

Ainsi, pour déterminer I’indice d’acide, nous avons titré une solution contenant 1 g de
notre huile essentielle et quelques gouttes de I’indicateur coloré, la phénolphtaléine, par une

solution d’hydroxyde de potassium alcoolique KOH de concentration 0.114 mol/l.

IIT .2.3 L’indice de saponification :

L’indice saponification est la masse, en milligramme, de potasse (KOH) nécessaire
pour saponifier les esters et neutraliser les acides libres non estérifiés dans 1 g d’huile
essentielle. Son principe repose sur le chauffage du mélange contenant 1g d’huile essentielle
et un volume connu de solution de KOH alcoolique puis un dosage avec ’acide chlorhydrique

HCI. Les équations des réactions pouvant avoir lieu dans ce dosage sont les suivantes :

R-COOK + H,O

v

R-COOH + KOH

R-COOK + HCI R-COOH + KClI

A 4

Par la suite, I’indice de saponification Is est calculé par la formule suivante :

Is = Vr —Vhac)*(Cyc1¥56.1 (5)
m

Oou

V1 : le volume de HCI versé au témoin (solution KOH)

ﬂ
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VE : volume de HCI versé pour neutraliser la solution (HE+KOH) en ml
Chcl : concentration d’HCI (0.1M)

Dans ce travail, pour déterminer 1’indice de saponification de notre huile essentielle,
nous avons préparé une solution contenant 1 g de 1’huile essentielle et de 25 ml de KOH
alcoolique, préalablement préparée. Cette solution a été chauffée a 1’aide d’un chauffe-
ballon. Le mélange est alors porté a reflux pendant 30-45min. Une fois cette durée est
écoulée, nous avons rajouté quelques gouttes de phénolphtaléine. Par la suite, le mélange
obtenu est traité avec 1’acide chlorhydrique de concentration 0.1M jusqu’a la disparition de
la couleur rose. Le volume versé de 1’acide chlorhydrique, appelé échantillon (Vg), est noté.
Le volume témoin (V1) a été déterminé en réalisant le méme test a blanc, c¢’est dire avec une

solution contenant uniquement du KOH alcoolique.

Solution
neutre apres
le dosage

Figure 13 : Le chauffage a reflux.

III .2.4 L’indice d’ester

L’indice d’ester est le nombre de milligramme de potasse (KOH) nécessaire pour
neutraliser les acides gras estérifiés contenus dans 1g d’huile. L’équation de la réaction qui a

lieu est la suivante :
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R-C0O,-CH,-R' + KOH ———7—7» RCO,K 4+ R-CO,H

L’indice d’ester permet de contrdler la qualité d’huile essentielle. Il est bien de noter
que, la grande quantité d’esters renfermés dans une huile essentielle confirme la bonne qualité
d’huile essentielle. Cet indice est déduit de I’indice de saponification (Is) et I’indice d’acide

(1a) selon la relation :

le=1Is—1Ia (6)

IV- Etude biologique : Détermination expérimentale de I’ Activité
antioxydante

IV .1 Principe de DPPH

L’activité anti-oxydante représente la capacité qu’a un produit a réduire les radicaux
libres. La détermination expérimentale de cette grandeur biologique se fait le plus souvent par
la méthode de DPPH. Ce dernier, de nom chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (a,o-
diphényl-B-picrylhydrazyle), est un radical libre présentant une couleur violette foncée a 1’état
de radical et une coloration jaune pale lorsqu’il est pi¢gé par les antioxydants . II est I’un des
premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation entre la structure et 1’activité anti-

oxydante des composés phénoliques [6]

Il permet de mesurer la capacité d’un antioxydant (composes phénoliques
généralement) a réduire le radical chimique DPPH°® par transfert d’un atome d’hydrogéne
(figure 14).

> 0 e
DZN [\I_ + A-H —— o D2N NH— + A

VIOLET JAUMNE

Figure 14 : Réaction de test DPPH (2,2-diphényl-1-Picryl Hydrazyl)
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IV .2 Préparation des solutions

Nous avons fait dissoudre 4 mg de DPPH dans 100 ml d’éthanol. Cette solution est
conservée a 1’obscurité et au frais pendant deux heures et demie (Figure 15A). Par la suite,
nous avons préparé la solution mere en introduisant 1 g d’huile essentielle dans 25 ml
d’éthanol. A partir de cette solution, nous avons préparé, par dilutions dans 1’éthanol,
plusieurs solutions dites filles de concentrations différentes. Ces solutions sont conservées a

I’obscurité et au frais.

1V .3 Mesure des absorbances

Dans des tubes a essais, nous avons introduit 3 ml de la solution de DPPH et 1’éthanol.
A T’aide d’un spectrophotometre de type vis -7220G (Figure 15B), nous avons suivi
I’absorbance de la solution témoin constituée de DPPH dissout dans 1’éthanol a 517 nm. La

lecture s’est faite chaque minute jusqu’a atteindre une valeur constante.

Dans le but d’étudier I’inhibition du DPPH par notre huile essentielle, nous avons
préparé des mélanges constitués de 1ml de chaque solution fille avec 3 ml de la solution
DPPH que nous avons introduit dans des cuves appelées échantillons puis suivi I’absorbance

de la méme maniére que la solution témoin.

Y
L 90 et

Figure 15: A- irhage illustrant la solution DPPH dissout dans I’éthanol. B-spectrophotométre

UV-Vis que nous avons utilisé dans notre travail.
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IV .4 Calcul des pourcentages d’inhibition

Le pourcentage d’inhibition (%) du radical libre DPPH a été calculé avec la formule
suivante : [7]

(Arémoin — Ank) (7)

ATémoin

PI% = 100.

P1% : pourcentage d’inhibition exprimé en (%)
Aemoin . Absorbance de la solution de DPPH sans 1’huile

Aye = Absorbance de la solution du DPPH en présence d’huile

IV .3 Détermination de la concentration efficace (1C50)

L'IC50 est un parametre qui définit la concentration nécessaire de 1’huile essentielle a
inhiber de 50% l'activité du radical DPPHe. Plus la valeur de 1'lC50 est petite plus I’huile

essentielle est considérée comme un antioxydant puissant.

IV .4 Détermination du pouvoir anti-radicalaire

Le pouvoir anti-radicalaire relatif (APR) est inversement proportionnel a la

concentration efficace 1C50 [8]

1
- 8
APR 1C50 ®)

V- Résultats et discussions

V .1 Analyse visuelle de I’huile essentielle de clou de girofle extraite

Selon AFNOR, les huiles essentielles sont habituellement liquides a temperature

ambiante et volatiles, ce qui les différencie des huiles dites fixes (huile végétales).
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Figure 16 : I’huile essentielle de clou de girofle

Tableau 4 : caractéristiques visuelles de ’huile essentielle extraite.

Aspect Couleur Odeur
Norme AFNOR Liquide limpide, Jaune trés pale a Fraiche et
fluide et mobile transparent Camphrée
Huile essentielle de Liquide limpide Jaune Claire Forte et
clou de girofle Camphrée caractéristique
de clou de girofle

Les résultats portés dans ce tableau montrent que notre huile répond aux normes d’une
huile de bonne qualité.

V .1 Calcul du rendement en huile essentielle

Dans ce travail, nous avons effectué 1’extraction de I’huile essentielle de clou de
girofle en utilisant trois solvants différents a savoir le dichlorométhane (solvant polaire), le
cyclohexane (solvant apolaire) et le méthanol (solvant polaire). Afin de vérifier I’efficacité de
ces solvants, nous avons calculé le rendement pour chaque essai. Les résultats sont présentés

dans le tableau 5.
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Tableau 4 : Les solvants, la masse de clou de girofle, utilisés dans ce travail ainsi que la

Solvant Masse de clou Masse d’HE Durée Rendement
de girofle (g) obtenue (Q) (heure) (%)
1% essai Dichlorométhane 10 0.435 3 4.35
2°M essali Cyclohexane 20 0.836 3h30min 4.18
3™ essai Méthanol 30 1.504 4 5.01

masse d’HE obtenue, la durée de 1’expérience et le rendement calculé

L’analyse des résultats reportés dans ce tableau montre que le meilleur rendement est
obtenu avec le méthanol, ce qui confirme la bonne solubilité de 1’huile essentielle de clou de
girofle dans ce solvant. Ce résultat est en bon accord avec les résultats de la littérature qui ont
montré que le méthanol est le solvant le plus approprié pour une bonne récupération des
composés phénoliques [9]. Néanmoins, la comparaison avec les résultats de la littérature
montre que nous avons obtenu un rendement faible (5.01 % contre 11 %) [10]. A noter que le
rendement d’extraction d’une huile essentielle dépend de plusieurs facteurs notamment la
zone géographique de récolte, la composition du sol, la période de récolte, le stade végétatif
de la plante et la méthode d’extraction utilisée [9]. Il convient de noter également que
I’hydrodistillation dépend de plusieurs facteurs tels que : le temps d’extraction, la masse du

matériel végétal, le volume d’eau....

V .2 La chromatographie sur couche mince (CCM)

A la fin de la chromatographie, la plaque a été sortie de 1’¢luant puis séchée a I’air. Le

résultat est représenté sur la figure 17 et est résumé dans le tableau 6
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Figure 17: Résultats de la CCM des deux huiles étudiées, commerciale (A) et extraite (B).

Apres la révélation UV, nous remarquons la présence deux taches de tailles différentes
dans le cas des deux huiles étudiées, commerciale (A) et extraite (B). Les valeurs des rapports
frontaux sont consignées dans le tableau 6. Les premiéres taches de grandes dimensions, de
rapports frontaux proches de 0.5, pour les deux huiles correspondent a 1’eugénol puisqu’il est
plus adsorbé sur la couche mince donc il migre moins que I’acétate d’eugényle. Les deux
autres taches, plus haut sur la colonne des deux produits introduits, correspondent a de
I’acétate d’eugényle. Il est bien de noter que la tiche d’en haut obtenue pour I’huile extraite
est plus petite que celle de 1’huile commerciale ce qui signifie qu’elle contient moins d’acétate

d’eugényle. Ceci confirme la pureté de notre huile extraite et sa contenance en eugénol.
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Tableau 5 : Rapport frontal (Rf) mesuré sur la plaque de silice de la CCM pour les deux
huiles, commerciale et extraite.

Huile Tache 1 Tache 2
Rf Type de Rf Type de produit
produit
L’huile extraite 0.47 Eugénol 0.9 Acétyleugénol
L’huile 0.45 Eugeénol 0.95 Acétyleugénol
commerciale

V .3 Etude des propriéetés physico-chimiques d’HE d’eugénol
L’étude des propriétés physico-chimiques de nos extraits nous permet de faire une

comparaison avec les résultats de la littérature et de vérifier la pureté de notre extrait.

V .3.1 Les proprietés physiques
V .3.1.1 La densité relative

La densité est un parametre physique nécessaire pour vérifier la puret¢ d’une huile
essentielle. Dans ce travail, nous avons déterminé la densité de ’huile extraite en utilisant la
relation (3). La valeur que nous avons obtenue est 0.975 & 22.6°C. La correction de la densité

a la température d’étalonnement de 20°C est faite en utilisant la relation (8)

d20 = di, + 0.06(t — 20) (8)

La valeur de la densité corrigée est de I’ordre de 1.035 a la température de 20°C. Ce
résultat est en accord avec la norme AFNOR NFT7, dont la valeur reportée est comprise entre
1,03 et 1,065 a 20°C. Cependant, notre resultat est légéerement différent de la valeur reportée
dans la littérature qui oscille entre 1.065 a 1.066 [10]. Cette différence dans la valeur de la

densité peut s’expliquer par la présence de traces de solvant dans I’huile extraite.

V .3.1.2 L’indice de réfraction

Pour déterminer I’indice de réfraction de notre huile essentielle, nous avons utilisé un
refractometre de type HI 96801. La valeur obtenue a 22.6 °C est 1.494. A I’aide de la relation
(4), nous avons calculé I’indice de réfraction correspondant a 20°C. La valeur obtenue est de
1.495. Ainsi, notre huile essentielle montre un indice de réfraction compris dans la fourchette

de valeurs établit par la norme AFNOR ce qui témoigne sa pureté [11]
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V .3.2 Les proprietés chimiques

V .3.2.1 Le potentiel hydrogéne (PH)

La valeur de pH pour I’huile essentielle de clou de girofle, extraite dans le cadre de ce
travail, affichée sur le PH-métre est égale a 4.89. Le résultat de pH obtenu confirme le
caractére acide de notre huile essentielle extraite de clou girofle. 1l convient de souligner que
le pH joue un rdle déterminant au cours des réactions chimiques et biochimiques du coup peut
influencer les propriétés anti oxydante et antibactériennes de I’huile essentielle. Cependant,
nous pouvons dire que notre huile a un bon caractere stabilisateur contre les microorganismes

et permet son utilisation comme conservateur alimentaire.

V .3.2.2 L’indice d’acide

L’indice d’acide témoigne de la « fraicheur » d’une huile essentielle et permet de
vérifier sa qualité, notamment en ce qui concerne sa dégradation avec le temps durant le

stockage a température ambiante. [12]

Dans ce travail, le volume de la solution KOH alcoolique versé est égal a 0.2 ml et
I’indice d’acide correspondant vaut 1.28 g. Ce résultat montre que notre huile se caractérise
par une faible valeur de I’indice d’acide qui est comprise dans la plage des valeurs établit par
AFNOR. Rappelons qu’une huile essentielle a faible valeur de 1’indice d’acide caractérise la

pureté et la stabilité¢ de 1’huile.

V .3.2.3 L’indice de saponification

L’indice de saponification nous renseigne sur la masse moléculaire moyenne des

acides gras entrant dans la composition de 1’huile.

Nous avons calculé 1’indice de saponification (Is) en utilisant la relation (5). Ainsi, la
valeur d’Is calculé vaut 187.56 mg de KOH/g d’huile. Cette valeur est proche des valeurs de
la norme fixée par CODEX alimentaire, qui est de 188-194 mg de KOH/g d’huile.

V .3.2.4 Indice d’ester

Nous avons calculé ’indice d’ester de notre huile essentielle a partir de ’indice de
saponification I et I’indice acide I, (relation 6) La valeur d’Is obtenue vaut 186,28. Ce
résultat signifie que notre huile contient une quantité appréciable d’acides gras libres.
Rappelons qu’une grande quantité d’esters renfermés dans une huile essentielle confirme la

bonne qualité de celle-ci.
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V .4 Détermination expérimentale de I’activité anti-oxydante

A T’aide d’un spectrometre de type vis -7220G, nous avons suivi ’évolution de
I’absorbance de la solution témoin et les différentes solutions filles que nous avons
préalablement préparées. La courbe représentant 1’évolution du pourcentage d’inhibition du

DPPH résiduel en fonction du temps est donnée sur la figure 18.

——solution-1 Solution-2 —— Solution-3 Solution-4 —— Solution-5
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Figure 18 : évolution du pourcentage d’inhibition de DPPH par les différentes solutions en
fonction du temps.

Les résultats reportés sur cette figure montrent que le pourcentage d’inhibition du DPPH (0.04
mg/ml) atteint les valeurs plateaux rapidement. La courbe de 1’évolution de DPPH® résiduel

nous a permet de repérer les valeurs plateaux, que nous avons reportées dans le tableau 7,

pour chaque solution.

Tableau 6: concentration (mg/ml) et les valeurs plateaux fixées pour chaque solution

Les La concentration La valeur plateau
solutions en (mg/ml)
1 0.016 40.83
2 0.04 90.95
3 0.08 89.18
4 0.16 92.64
5 0.2 98.61

ﬂ



http://chimactiv.agroparistech.fr/fr/aliments/antioxydant-dpph/analyse-resultats
http://chimactiv.agroparistech.fr/fr/aliments/antioxydant-dpph/analyse-resultats

Chapitre 11 Extraction de I’huile essentielle de clou de girofle

Afin d’étudier I’évolution de pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration,
nous avons reporté les valeurs plateaux en fonction de la concentration de chaque solution,

figure 109.
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Figure 19 : pourcentage d’inhibition de DPPH par les solutions préparées avec 1’huile
essentielle.

L’analyse des résultats reportés sur la figure 19, montre que le pourcentage
d’inhibition de DPPH par I’huile essentielle est significatif a I’alentour de 41% pour la
concentration de 0.016 mg/ml. Ce pourcentage d’inhibition augment jusqu’a 92% avec des
concentrations supérieures a 0.04 mg/ml. A partir d’une concentration de 0.16 mg/ml, le
pouvoir d’inhibition est de 1’ordre de 93% et augmente jusqu’a 98%. Ce résultat signifie que

I’huile essentielle extraite a un bon effet scavenger vis-a-vis des radicaux DPPH.

V .4.1 Détermination de la concentration efficace (1C50)

L'IC50 ou la concentration inhibitrice est la concentration de I’HE nécessaire pour
réduire Dactivit¢ de DPPH initiale de 50%. Les valeurs d’IC50 sont déterminées
graphiquement par la méthode de la régression linéaire des graphes tracés sur la figure 19.
Ainsi pour réduire 1’activité de DPPH initiale de 50% il faut utiliser 0.02 mg/ml de I’huile
essentielle. La valeur de I’IC50 déterminée dans ce travail est trés proche de celle trouvée par

I’équipe de Houari et qui est de I’ordre de 0.0256 mg/ml [13].
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Au vu de ce résultat, nous pouvons dire que I’huile essentielle de clou de girofle
détient une bonne capacité anti-oxydante. Ceci est directement lié & sa plus grande teneur en

agents piégeurs de radicaux libres agissant comme antioxydants.

V.4.2 Determination du pouvoir anti-radicalaire

Le pouvoir anti-radicalaire relatif (APR) est inversement proportionnel a la
concentration efficace (IC50) [13].

A partir de la valeur d’IC50, nous pouvons calculer APR. En effet, la valeur obtenue
de I’APR est de 50 ml/mg. 11 est bien de noter que, plus les valeurs d’APR s’¢loignent de

Z¢ro, plus le pouvoir antioxydant de I’huile essentielle est grand.

V1. Conclusion

Dans ce travail, nous avons réalisé des essais d’extraction par hydrodistillation et
d’études physico-chimique de I’huile essentielle de clou de girofle. L’activité anti-oxydante
de I’huile extraite a été également étudiée. Cette huile essentielle présente un grand intérét

médical, pharmaceutique et cosmétique.

La caractérisation visuelle de notre huile nous a conduits a des caractéristiques
(couleur, odeur, et aspect) en accord avec celles retrouvées dans la littérature. Le rendement

optimal d’extraction a été de 5 % obtenu avec méthanol comme solvant.

L’¢tude des propriétés physico-chimiques (densité, indice de réfraction, PH, indice
d’acide, indice de saponification, indice d’ester) nous a permet de mettre en évidence la
qualité de notre huile de clou de girofle. La plupart de ces propriétés sont dans I’intervalle de
la norme AFNOR, indiquant ainsi la pureté de 1’huile que nous avons extraite. La valeur

faible de I’indice d’acide obtenu (1.28) traduit la stabilité¢ de notre HE.

L’huile essentielle extraite dans le cadre de ce travail, montre une activité
antioxydante, déterminée par la technique DPPH, trés importante avec des valeurs d’IC50

(0.02 mg/ml) intéressantes.
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I. Introduction :

L’interaction entre une cible et son substrat est la premiére étape de la plupart des
réactions biologiques. La connaissance de la structure des cibles biologiques permet aux
chercheurs de mieux comprendre le mode de liaison mis en jeux lors de 1’interaction entre une
protéine et son ligand. Il est donc primordial d’étudier ces interactions pour pouvoir expliquer

les mécanismes qui influent sur ’affinité entre les deux molécules.

Dans ce chapitre, nous avons utilisé la méthode de docking moléculaire pour prédire le
mode de liaison le plus stable, 1’affinité de 1’eugénol et les interactions mises en jeu avec
quatre cibles biologiques. L’objectif de cette partie est d’explique, a 1’échelle atomique,
quelques effets thérapeutiques de I’eugénol notamment, I’effet antioxydant, anti-

inflammatoire, anti-COVID-19 et antibactérien.

I1- Le Docking moléculaire

Le docking moléculaire, appelé aussi ancrage ou amarrage ou arrimage moléculaire en
francais, est une méthode de drug design (conception de médicament) basée sur la structure de
la cible (receptor-based). Elle permet de placer une petite molécule, dite ligand, dans le site
actif d’une macromolécule, dite récepteur ou cible [1]. L’objectif de cette approche consiste a
prédire la conformation viable et l'orientation relative d’une molécule au sein de sa cible. Le
plus souvent, la simulation se fait dans un champ de force simplifié permettant de prédire
I'énergie d'interaction entre le ligand et la protéine, dont le but est de classer les différents

résultats obtenus. On peut distinguer trois types de docking :

11.1 Le Docking rigide

Dans ce cas, la cible et le ligand sont traités comme entiérement rigides. Ainsi, seules
les translations et les rotations du ligand dans le site de liaison sont permises. Le docking
rigide s’apparente au modele de type « serrure-clé » ou ni le ligand ni la cible ne subissent de

réarrangement conformationnel suite a leur interaction.

1.2 Le Docking semi-flexible

Dans ce type de docking, le ligand est traité flexible afin d’explorer toutes ses
conformations et la cible reste rigide durant I’assemblage. Un des avantages de ce type de
docking est qu’il nécessite un temps de calcul relativement court mais il ne tient pas compte

des changements conformationnels requis par la cible. [2]
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I1. 3 Le Docking flexible

Dans ce cas, le ligand est considéré flexible mais la flexibilité permise a la cible est
limitée exclusivement aux chaines latérales des résidus du site actif. De nombreuses études et
des rapports utilisant ce type de docking ont été reportés dans la littérature et ont conduit & des

résultats concluants. [3-4]

I11- Etat actuel des connaissances sur les cibles biologiques étudiées

I11.1 Les NADPH oxydases (Nox)

Les NADPH oxydases (Nox) sont des protéines transmembranaires dont 1’unique
fonction est de réduire 1’oxygéne moléculaire pour former 1’anion superoxyde O, qui donnera
par la suite les espéces radicalaires ROS (reactive oxygen species) oxydantes et toxiques [5].
Il est bien de noter que les ROS sont produites en excés dans les maladies chroniques, les
pathologies de vieillissement et du stress oxydatif. De plus, les ROS sont a 1’origine de
plusieurs maladies telles que le cancer, I’arthrose, le diabéte, les maladies cardiovasculaires...

Ainsi, I’inhibition de cette protéine pourra limiter la production des ROS.

I11.2 L'enzyme de conversion de I'angiotensine 2 (ACEZ2)

L'enzyme de conversion de l'angiotensine 2 (ACE2) est une enzyme exprimée par les
cellules de divers organes incluant, les poumons, les vaisseaux, le ceeur, le rein et I'appareil
digestif.[6-9]. De ce fait, elle joue un rdle physiologique important dans la régulation
du cceur, desreinset de lapression sanguine, qui assure I'noméostasie hydrosodée et

la pression artérielle. [9]

Récemment, il a été démontré que pour que le coronavirus (COVID-19) puisse entrer
dans une cellule et I’interférer, il faut qu’il reconnaisse un récepteur présent dans la cellule
[10]. Cependant, ’ACE2 semble étre la porte d’entrée du COVID-19 dans 1’organisme
humain. Ainsi, I’ACE2 a ét¢ identifié¢e comme cible potentielle pour le traitement de la
maladie liée au COVID-19. Il est bien de noter que le COVID-19 est une maladie respiratoire
infectieuse provoquée par un virus de la famille des coronaviridae (SARS-CoV-2), qui a
frappé le monde depuis décembre 2019. L’origine de cette maladie, qui a émergé dans la ville
de Wuhan dans la province du Hubei en Chine, est encore inconnue. Elle s’est rapidement
propagée d’abord en Chine puis dans le monde entier provoquant ainsi une épidémie

mondiale.
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I11.3 La cyclooxygénase (COX)

L’inflammation est une réaction naturelle de 1’organisme correspondant a une série
d’événements cellulaires qui se produit en réponse a une agression tissulaire. Au cours de
cette réaction des médiateurs cellulaires, ou les prostaglandines (PGs), sont produits dans les
sites enflammés apres dégradation de 1’acide arachidonique (ACD) par 1’enzyme
cyclooxygénase (COX) [11]. Deux isoenzymes sont décrites dans la littérature : COX-1 et
COX-2. La COX-1 est normalement présente dans l'organisme alors que la COX-2 est
produite au niveau des sites de l'inflammation [12]. Ces enzymes sont inhibées par les anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS), médicaments largement prescrits dans le monde en

raison de leurs propriétés analgésiques, antipyrétiques et anti-inflammatoires [13].

I11.4 La thymidylate kinase (TMK)

La thymidylate Kinase (ou TMK) est une protéine enzymatique de type
phosphotransférase présente dans les cellules. Elle est essentielle pour la réplication de
I’ADN, pour la croissance et la survie des cellules. Cette protéine est présente chez les virus et
les eucaryotes supérieurs. L'inhibition de la fonction TMK bactérienne bloque la biosynthése
de I'ADN et entraine par conséquent la mort cellulaire [14].Ainsi, I’inhibition de cette
protéine entraine le blocage de la synthése des bactéries par ’ADN. Ceci la rend une cible
thérapeutique valable pour le développement de nouveaux médicaments antibactériens [15-
17].

IVV- Méthodologie suivie
IV.1 Structures de départ

IV .1.1. Préparation des cibles
Les coordonnées des protéinesACE2, COX-2, TMK, NOX sont obtenues a partir

d’une structure cristallographique disponible dans la banque de données des protéines (PDB :
Protein Data Bank) [18]. Nous avons choisi les structures codées 1R4L, 1CVU, 4GFD,
2CDU, de résolutions égale a 3.00 A, 2.40 A, 1.80 A, 1,80 A respectivement, correspondant
aux complexes ACE2/XX5, COX-2/ACD, TMK/OYB, NOX/ADP. Les caractéristiques des
cibles biologiques étudiées sont reportées dans le tableau 8.
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Tableau 7 : Caractéristiques des cibles biologiques étudiées ainsi que leurs ligands

expérimentaux.

Nombre
Cible Code Nombre Roésolution d’acide Ligand
PDB de chaines | (A) aminés de la | expérimental
chaine A
Enzyme de conversion 5 chaines
de I’angiotensine | 1R4L (A, B) 3.00 596 XX5
(ACE2) ’
Cyclooxygénase-2 2 chaines
(COX-2) 1CVvU (A, B) 2.40 550 ACD
Thymidylate Kinase i
(TMK) AGFD | 1chaine |, g, 188 OYB
(A)
NADPH oxydase 2 chaines
(NOX) 2CDU (A B) 1,80 451 ADP

Les structures chimiques ainsi que les codes des ligands expérimentaux de chaque

cible sont données dans le Tableau 9.

Tableau 8: Structures des ligands expérimentaux.

Cible Ligand expérimental | Structure 2D de ligand expérimental
(@) o) N
H
Enzyme de o U\>
. N N
c,onvgrsmn. de XX5 I cl
I’angiotensine
(ACE2)
. HO X Pz X
Cyclooxygénase- ACD
2 (COX-2) o
HO
/O
Thymidylate /@ @\
Kinase (TMK) | OYB m N o Br
=
(0] (6]
H
N
N
N/
LY
\N N
NADPH o
Oxydase (NOX) ADP Ho{_k
o ,O
o} i 0 0
s
o OH
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Une seule chaine de chaque structure, 1R4L, 1CVU, 4GFD et 2CDU, dépourvue des
molécules d’eau et du ligand, est sélectionnée pour les calculs de docking. Une fois le ligand

est retiré, les hydrogénes manquants sont ajoutés.

Avant de retirer le ligand expérimental du complexe, nous avons pris le soin de relever
tous les résidus qui sont & une distance inférieure a 8 A, du centre de chaque ligand. Les
résidus sélectionnés sont donnés dans le tableau 10. Notons que, tous les acides aminés situés
a une distance égale 2 8 A du centre du ligand expérimental forment le site actif de chaque

cible.

Tableau 9 : résidus du site actif des cibles biologiques étudiées.

Chaine Résidus
1R4L (A) | Tyr515, Arg514, Arg273, Tyr510, Phe504, Thr371, Asp368, Lys363, Met360,
His354, Pro346

1CVvU Try385, Ser530, Leu531, Met535, Leull7, Ser38, 1le345
(A)
4GFD (A) | Ser97, Arg70, GIn101, Arg92, Tyr100, Leu52, Arg48, Pro38, Phe66, Val51,
lled7
2CDU Pro120, 1le122, 1le155, 11e178, Gly180, Serl57, Cys242, Phe245, Gly161,
(A) Gly158, Gly156, Aspl79, Gly244, 1le243, Val214, His181, Tyrl88, Tyrl59,

11160, Lys187, Lys213

IVV.1.2 Préparation de la structure de I’eugénol

Nous avons dessiné la structure de I’eugénol a I’aide du logiciel d’Avogadro [19]. Par
la suite, nous avons effectué 1’optimisation de la géométrie en utilisant les parametres par
défaut de ce logiciel. Il est bien de noter qu’une optimisation de la géométrie d’une molécule
consiste & la relaxer et minimiser son énergie. La structure ainsi obtenue a été enregistrée en
extension pdb. Notons que 1’extension pdb regroupe des informations concernant les atomes
constituant la molécule notamment, les types d’atomes, les langueurs de liaison, les angles, les

angles diedres....

IVV.1.3 Protocole de docking
A T’aide de I’interface graphique d’iGEMDOCK [20], nous avons préparé et déterminé

les parametres optima que nous avons utilisés dans le cadre de ce travail. Ainsi, nous avons
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utilisé la fonction score de iIGEMDOCK, avec une population de 200 unités, 70 générations et

10 solutions.

Ecevoock I
Protein Ligand Docking/Screening \,‘r Docked Poses/Post-Screening Analysis |/ About \

Basic Data (Protein Target, Ligands, and Docked Results)

Prepare Binding Site CiUsers/SAMSUNG/Deskiop/PFE-2022/iGEMDOCKV2. 1iGEMDOCKY2. 1/outputiexdracted_cavicavicocvu_ACD . pdb
Prepare Compounds C:/Eugenol-docking/eugenol pdb

Mumber 1

Set Qutput Path CiUsers/SAMSUNG/Deskiop/Eugenol-docking/

Docking Accuracy Settings (GAParameters) Advance Options

Population size 200 Scoring function Set Scoring Function
IMErCISEINITTE 10 Resume process View Lastest Process

Default setting ’Custom - TS
Start Docking Docking completed
Mumber of selected compounds: 1 Docking time: 00:13:18
MNumber of docked compounds (Complete percentage %) 1 eeeeee— 100%

View Docked Poses and Post-Analyze

message: Curment generation: 6 estmated fitness: -G4.67
message: Current generation: 66 estimated fitness: -64.69
message: Current generation: 67 estimated fitness: -64.69
message: Current generation: 68 estimated fitness: -64.70
message: Current generation: 69 estimated fitness: -64.70
message: Current generation: 70 estimated fitness: -64.70
Write docking ligand conformation to C:/Users/SAMSUNG/Desktop/Eugenal-docking/docked_Poselcavtovu_ACD-eugenol-9.pdb

Docking complete (ligand: C:/Eugenol-dockingieugenol pdb)
Docking fitness = -64.7021
BestPose: C:lUsers/SAMSUNG/Deskiop/Eugenol-docking/best_Posel/cavlcvu_ACD-eugenol-8.pdbZZZKKKZZZ

Figure 20: interface graphique du logiciel iGemdock.
V- Résultats et discussions

Les calculs de docking ont généré, pour chaque cible, dix complexes contenant des
conformations différentes de I’eugénol dans les sites actifs. La visualisation de ces
conformations a été faite a 1’aide du logiciel Discovery studio 2016 Client [21]. En effet, la
plupart des conformations générées s’insérent bien dans les sites actifs présents dans les
complexes cristallographiques. Nous avons analysé en détails les différents modes de liaison
prédits par nos calculs de docking de I’eugénol et les quatre cibles étudi¢es 1r4l, ICVU, 4gfd.
2CDU. Les énergies de liaisons calculées par le docking sont négatives ce qui signifie que
I’eugénol peut inhiber les cibles étudiées de maniére spontanée [22]. Le choix du meilleur
mode de liaison a été fait suivant la superposition des conformations avec celle du ligand
expérimental, le nombre de liaisons hydrogene, le nombre d’interactions hydrophobe, et
I’énergie de liaison eugénol-cible. Nous exposerons, dans ce qui suit, nos résultats pour

chacune des cibles étudiées.
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Partie A : NADPH oxydase (NOX)

Dans ce travail, nous avons réalisé les calculs de docking avec la cible NADPH
oxydase (NOX), protéine responsable de la production des espéces radicalaires ROS (reactive
oxygen species) qui sont a ’origine de plusieurs maladies. L’objectif de cette partie est
d’expliquer les activités anti -oxydantes observées expérimentalement avec 1’huile essentielle

de clou de girofle a 70% d’eugénol.

I. Visualisation des conformations obtenues

La visualisation des différentes conformations obtenues, montre que ces dernieres se
superposent bien sur la structure du ligand expérimental (ADP). L’analyse des résultats
montre que la conformation 1 de 1’eugénol issue du docking présente plus d’interactions
favorables avec les acides aminés du site actif de la NOX et la plus petite énergie de liaison
eugenol-NOX. Ce résultat nous a poussees a choisir cette conformation pour la suite de notre

étude.

Figure 21 : superposition des conformations de 1’eugénol issues du docking, représentée en
stick colorées, et celle du ligand expérimental, représentée en balles et stick vertes. Le
backbone de la protéine est représenté en ribbons lignes (colorées).

.1 Mode de liaisons de I’eugénol

Dans le mode de liaison bioactif de I’eugénol avec la NOX, la liaison oléfinique

(C=C) interagit avec les résidus hydrophobes Gly244, Phe245 et 11e243. La Lysine (Lys187),
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grace a son groupement NH, de la chaine latérale, est impliquée dans des interactions
hydrophobes de type n-Cation avec le groupement phényle de 1’eugénol (Figure 22 et Tableau
11). Le méme groupement est entouré par les résidus Leul85, Val184, Gly180, Gly156,
Gly158 permettant des interactions hydrophobes. Les deux carbones de la chaine latérale de

I’acide aminé Lysine (Lys187) se trouve a une distance (4.21A) du cycle aromatique

Tyr186 \\ \ \

: .\\:f" 4‘>
‘:\?: \“
X
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SN N

' \\\
N\
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A:l84
TYR
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K : - ARG
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d’eugénol conduisant a une interaction hydrophobe de type alkyle.
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Figure 22: représentation A- 3D et B- 2D du mode de liaison de 1’eugénol dans le site actif

de la NOX.

L’oxygéne du groupement acide (COOH) de 1’acide aminé Aspartique (Aspl79) se

trouve a une distance d=2,69 A de CHs; du groupement méthoxyle (OCHs) d’eugénol

conduisant & une interaction favorable de type hydrogene-carbone. L’oxygéne du groupement

COOH de I’acide Aspartique (Asp179) forme une liaison hydrogeéne avec le groupement OH

d’eugénol a d(O_ H)=3,28 A. Le groupement guanidinium de l’acide aminé Histidine

(His181) forme deux liaison hydrogéne avec I’oxygéne de la fonction alcool d(H__0)=2,77A

et ’oxygéne du groupement méthoxyle d(H__O)= 2,61 A de I’eugénol. Une autre liaison

hydrogene est observée entre I’hydrogéne du groupement NH, de 1’acide aminé Tyrosine

(Tyr186) et ’oxygeéne de la fonction alcool de ’eugénol d(H__0)=2,28 A.

Tableau 10 : énergie de liaison (kJ/mol), Liaisons hydrogene, interactions de Van der Waals,

et les interactions hydrophobes prédites entre 1’eugénol et la NOX.

Liaisons hydrogene

Autres interactions

Energie de liaison (kJ/mol)

1.

3.

Aspl79 (COOH): OH
d’eugénol  d(O_ H)=3,28
. His181 (guanidinium) :

alcoolOHd’eugénol
dH_0)=2774

His181 (guanidinium) :
OCHsd’eugénol d(H__ O)=
2,61 A

Tyr186 OH
(fonction alcool)
d’eugénold(H__0)=2,28 A

(NH) :

Van der Waals :

Leul85, Vall84, Argl83,
Gly180, Gly156, 1le243,
Phe245, Gly244, Gly158,
Tyrl59, Tyr188

Alkyl :

Lys187 et eugenol (cycle
aromatique)

n-Cation :

Lys187 (NH;) et eugénol
(cycle aromatique)
Carbone-hydrogéne :
Aspl79 (COOH) et eugenol
(OCHy)

d=2,69 A

-66.214

I’eugénol avec les acides aminés du site actif de la NOX, stabilisant le complexe eugénol-

NOX, permet d’interpréter les activités anti-oxydantes que nous avons observées

Ainsi, la mise en évidence des résidus pertinents intervenants dans la liaison de

expérimentalement.
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Partie B : Inhibition de I’enzyme de conversion de ’angiotensine 11
(ACE2)

|. Visualisation des conformations obtenues du docking avec ’ACE2

La visualisation des différentes conformations obtenues montre que ces dernieres se
superposent aisément avec la conformation du ligand expérimental (XX5). L’analyse des
résultats montre que la conformation 8 de I’eugénol issue du docking présente plus
d’interactions favorables avec les acides aminés du site actif de I’ACE2.Ce résultat, nous a

guidées dans le choix de cette conformation (conformation 8) pour la suite de notre étude.

Y4

Figure 23:superposition des conformations de I’eugénol issues du docking et celle du ligand
expérimental XX5.

.1 Mode de liaisons de I’eugénol avec ’ACE2

Dans le mode de liaison bioactif de I’eugénol avec I’ACE2, le groupement éthylene
(C=C) d’eugénol interagit avec les parties hydrophobes des résidus His345, Pro346. Ces deux
interactions favorisent des liaisons stabilisatrices de type m-alkyle entre le groupement
éthyléne d’eugénol et le cycle aromatique imidazole de 1’acide aminé Histidine (His345, d =
3.96 A) et alkyle avec les trois atomes de carbone du cycle tétrahydropyrrole de Pro346 (d =
4.24 A). De plus, I’ Arginine (Arg273), grace a son groupement NH, de la chaine latérale, est
impliquée dans des interactions hydrophobes de type n-Cation avec le groupement phényle de
I’eugénol (Figure24 et Tableau 12). L’oxygéne de la fonction acide (COOH) de 1’acide aminé
Glutamique (GIu375) se trouve a une distance égale d = 3.75 A du cycle aromatique

d’eugénol, conduisant a une interaction favorable de type m-Anion. Le carbone du cycle
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aromatique imidazole de 1’acide aminé Histidine (His374) se trouve a une distance égale 8 d =
2,92 A du groupement hydroxyle d’eugénol, permettant une interaction de type carbone
hydrogene. L’oxygeéne du groupement acide (COOH) de I’acide aminé Glutamine (Glu406) se

trouve & une distance de d = 2.71 A de I’hydrogéne du groupement méthoxyle d’eugénol,

conduisant a une interaction de type carbone hydrogene.

Tableau 11: Energie de liaison (KJ/mol), liaisons hydrogene, interaction VVan der Waals,
interaction Alkyl, et les interactions hydrophobes prédites entre I’eugénol et I’ACE2.

Liaisons hydrogéne

Autre interactions

Energie de liaison (KJ/mol)

Glu 406 (COOH): OCH;
d’eugénol (O H)=2.74 A
Arg518 (NHy): OH
d’eugénol d (N__H) = 3,036
A.

Arg518 : OCHsd’eugénol d
(N_H)=3,074A.

Van der Waals:Glu 402, His
505, Tyr 515.

Alkyl : Pro346 et 1’eugénol
(le radical éthylene).
n-Cation: Arg 273 (C=C)
I’eugénol (cyclearomatique).
Carbone-hydrogéne :
His374 et eugenol d(C---OH)
=2,92 A

Glu 406 (COQH): OCHs;
d’eugénol d(O__H)=2.71A
Thr371 (HO---CH3) = 3,01
A

-65.059

Le groupement hydroxyle de I’acide Thréonine (Thr371) interagit avec I’hydrogéne du
groupement méthoxyle d’eugénol a d = 3,01 A, conduisant & une interaction favorable de type
hydrogéne-carbone. L hydroxyle du groupement acide (COOH) de I’acide aminé Glutamique
(Glu406) forme une liaison hydrogéne avec 1’atome d’oxygeéne du groupement méthoxyle
d’eugénol qui se trouve a une distance d(O H) = 2.74 A. De plus, I’atome d’azote du

groupement guanidinium de I’acide aminé Arginine (Arg518) forme deux liaisons hydrogéene

avec I’oxygéne de la fonction alcool d(H_O) = 3,036 A
méthoxyle d(H__O) = 3,079 A de I’eugénol.

et oxygene du groupement
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Figure 24 : représentation A-3D et B-2D du mode de liaison de I’eugénol dans le site actif de
la ACE2.

Ainsi, les résultats de nos calculs de docking donnent une interprétation, en termes
d’interactions intermoléculaires pouvant avoir lieu entre la cible ACE2 et I’eugénol, de I’effet

thérapeutique observé par I’utilisation des clous de girofle comme remeéde naturel pour

.



Chapitre 111 :

Etude bio-informatique de quelques propriétés thérapeutiques de ’eugénol

renforcer le systeme immunitaire, contre les allergies notamment respiratoires et dans le cas
du traitement de la maladie de la COVID-19.

Partie C : Inhibition de la protéine cyclooxygénase 2

1-Conformations obtenues du docking avec la COX-2

L’analyse des résultats, obtenus par nos calculs de docking, montre que 1’eugénol
s’insére bien dans le site actif de la COX-2 présent dans le complexe cristallographique
1CVU (Figure 25). La visualisation des différentes conformations montre que la conformation
9 de I’eugénol issue du docking présente plus d’interactions favorables avec les acides aminés

du site actif de la COX-2. Ainsi, cette conformation a été choisie pour la suite de notre étude.

—
//

‘ na //7 20

Ao\
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Figure 25 : superposition des conformations de 1’eugénol issues du docking et celle du ligand
expérimental.

2-Mode de liaisons de I’eugénol avec la COX-2

Dans le mode de liaison bioactif de 1’eugénol avec la COX-2, le groupement éthylene
(C=C) de I’ecugénol forme deux interactions de type m-Alkyl avec les acides aminés du site
actif. La premiére interaction se produit avec le cycle aromatique de I’acide aminé Phényle
alanine (Phe205) et la deuxiéme avec la partie aliphatique de la chaine latérale de 1’acide
aminé Valine (Val349). La visualisation de la conformation bioactive montre aussi que cette
partie (le groupement éthyléne) de I’eugénol forme deux autre interactions Alkyl avec les

deux carbones de ’acide aminé¢ Valine (Val344) et les deux carbones de 1’acide aminé
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Tyrosine (Tyr348). L’oxygeéne du groupement carbonyle (C=0) du backbone de ’acide aminé

Valine (Val523) se trouve & une distance d(O__H) = 2.45A de I’hydrogéne de la fonction

alcool de 1’eugénol conduisant & une liaison hydrogene.

Tableau 12: Energie de liaison (KJ/mol), liaison Hydrogene, interaction de Van der Waals, et
les interactions hydrophobes prédites entre 1’eugénol et la COX-2.

Energie de liaison

Liaisons hydrogéne Autres interactions
yarog (KJ/mol)

Van der Waals : Met522, Gly526,
Leu384, Trp387, Phe381, Tyr385,
Leu352, Leu534, Ser530.
n-Alkyl : Phe205, Val349 (deux

carbones) : le cycle aromatique -64.713
d’eugénol.
Alkyl : Val344, Tyr348 (deux
carbones) et I’éthyléne d’eugénol.d=
4.12 A

Val523(C=0) : OH
d’eugénol (O H)=2.45A

Des interactions favorables de type Van Der Waals ont eu lieu entre 1’eugénol et les
acides aminés du site actif de la COX-2, notamment Met522, Gly526, Leu384, Trp387,
Phe381, Tyr385, Leu352, Leu534 et Ser530, permettant la stabilisation du ligand dans le site
de liaison et ’augmentation de I’affinit¢ de I’eugénol pour cette cible. Néanmoins, une
interaction défavorable a été enregistrée entre le groupement hydroxyle de I’eugénol et la
fonction amine du backbone de ’acide aminé Ala527. Ce mauvais contacte est probablement
due a la grosse taille de la structure de I’eugénol, nécessitant ainsi plus d’espace au sein du
site actif. Rappelons que nous avons effectué un docking semi-flexible, ¢’est-a-dire qu’aucune
flexibilité n’a été permise pour la cible. Nos résultats sont en bon accord avec les résultats de
la littérature qui stipulent que la plupart des résidus conservés prédits dans cette étude

établissent des interactions favorables avec d’autres AINS [23-24].
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Figure 26: représentation A-3D et B-2D du mode de liaison de I’eugénol dans le site actif de
la COX-2.

Au terme de cette étude, et vu le nombre d’interactions favorables mis en jeu entre
I’eugénol et la protéine COX-2, nous pouvons considérer que I’effet anti-inflammatoire

observé avec I’huile essentielle de clou de girofle est dii a la grande affinité¢ de son principe

actif pour la cible impliquée dans I’inflammation.
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Partie D : Inhibition de I’enzyme Thymidylate Kinase (TMK)

1-Conformations obtenues du docking avec la TMK

La visualisation des différentes conformations obtenus montre que ces derniéres se
superposent bien sur la structure du ligand expérimental (4gfd). L’analyse des résultats
montre que la conformation 6de I’cugénol issue du docking présent plus d’interactions
favorables avec les acides aminés du site actif de la TMK. Donc on peut déduire la plus stable

conformation pour la manipulation de notre étude.

Figure 27: superposition des conformations de 1’eugénol issues du docking et celle du ligand
expérimental 4gfd.

2-Mode de liaisons de I’eugénol avec la protéine TMK

L’analyse de nos résultats de docking, montre que la conformation la plus favorable
d’eugénol est la sixiéme. Dans le mode de liaison bioactif de I’eugénol avec la TMK, le cycle
aromatique de 1’eugénol se trouve a une distance de 4,21 A du cycle aromatique de I’acide
aminé Phényle alanine (Phe66) et 3.97A du cycle aromatique de I’acide aminé Tyrosine
(Tyr100), permettant des interactions favorables de type n-n-Stacked et m-n-Shaped,
respectivement. Notons que dans une interaction n-n-Stacked, les cycles aromatiques en
question se trouvent en position paralléle alors que dans une interaction n-n-Shaped les cycles

aromatiques impliqués se trouvent en position perpendiculaire.

.
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Tableau 13 : Energie de liaison (KJ/mol), liaison Hydrogéne, interaction de Van der Waals,

et les interactions hydrophobes prédites entre 1’eugénol et la TMK.

Liaisons hydrogene

Autres interactions

Energie de liaison
(KJ/mol)

1. Ser97 (OH): OH d’eugénol d
(H_0)=3,28A4.

2. Arg70  (C  (NH)2-NH):
OCHsd’eugénol d (O__H) =
2,73A.

. Van der Waals : La

distance entre la fonction
acide terminale de
Tyrosine : (Tyr93) se trouve
a une distance 4,534 de

I’oxygéne de groupement
OCHj3 d’eugénol.

. L’acide GIn101

Carbone-hydrogene :
Glu3d7 (COOH): OCH;
d’eugénol d (C__ H) =2, 45
A

. m-n-Stacked : Phe66
. m-n-Shaped : Tyr100

64,713

L’oxygeéne du groupement acide (COOH) de I’acide aminé Glutamique (Glu37) se
retrouve & une distance d= 2,45 A de CHj; du groupement méthoxyle d’eugénol conduisant a
une interaction favorable de type hydrogéne-carbone. L’oxygéne du groupement hydroxyle
(OH) de I’acide aminé Serine (Ser97) forme une liaison hydrogéne avec le groupement
hydroxyle (OH) de I’eugénol d(HO__0) = 3,28 A. Le groupement guanidinium de I’acide
aminé Arginine (Arg70) forme une liaison hydrogéne avec 1’oxygéne de groupement
méthoxyle d (NH__OCHj3) = 2,73 A de I’eugénol. Cependant, un mauvais contact entre la
chaine latérale de I’arginine (Arg70) et le groupement hydroxyle de I’eugénol a été constaté.
Cette interaction defavorable est probablement due aux inconvénients de la méthode de

docking utilisée dans ce travail a savoir la négligence de la flexibilité de la cible biologique.
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Figure 28 : représentation A-3D et B-2D de mode de liaison de 1’eugénol dans le site actif de

la TMK.

Ainsi, nous pouvons dire que les résultats de la présente étude ont révélé I’importance

des résidus tapissant le site actif de la TMK. De plus, I’effet antibactérien de I’eugénol peut

étre expliqué par sa grande affinité pour la cible en question.
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V1. Conclusion

Ce travail, mené au moyen du docking moléculaire semi-flexible, est consacré a la
compréhension du mode de reconnaissance par quatre cibles biologiques, de 1’eugénol, le
principe actif de I’huile essentielle de clou de girofle.

Dans la premiére partie, nous avons utilisé la cible NADPH oxydase, une protéine
impliquée dans la sécrétion des radicaux libres qui sont a I’origine de plusieurs maladies, dans
les simulations de docking. La mise en evidence des résidus pertinents intervenants dans la
liaison de I’eugénol avec les acides aminés du site actif de la NOX, notamment I’Asp179,
His181, Tyrl186, et Lys187, nous a permis d’interpréter 1’activité anti- oxydante que nous
avons observées expérimentalement.

Dans la deuxieme partie, nous avons étudi¢ le mécanisme d’inhibition de la protéine
ACE2, cible potentielle pour le traitement de la maladie liée au COVID-19, par I’eugénol. Les
résultats montrent clairement la grande affinité de 1’eugénol pour cette cible via la mise en
évidence des acides aminés impliqués, comme Glu 406, Arg518, Arg518, His374, Arg 273,
et Pro346, dans la liaison eugénol-ACE2. Ces résultats donnent une interprétation a 1’échelle
atomique de I’effet thérapeutique observé par 1’utilisation des clous de girofle comme remede
naturel pour renforcer le systéme immunitaire, contre les allergies notamment respiratoires et
dans le cas du traitement de la maladie de la COVID-19.

Dans la troisieme partie de ce chapitre, nous avons essayé¢ d’interpréter I’effet anti-
inflammatoire de 1’huile essentielle de clou de girofle. Pour cela, nous avons étudié le mode
de reconnaissance par la COX-2, protéine impliquée dans la pathologie inflammatoire, de
I’eugénol. L’analyse des résultats montre un grand d’interactions favorables entre 1’eugénol et
les acides aminés du site actif, comme la Val523, Phe205, Val349, Val344, et Tyr348. Ceci
nous a permis d’avoir un apercu sur la grande affinit¢ du son principe actif de 1’huile
essentielle de clou de girofle pour la cible impliquée dans I’inflammation et de comprendre
ainsi son effet anti-inflammatoire.

Dans la derniere partie de ce chapitre, nous avons utilisé la cible TMK, cible
thérapeutique valable pour le développement de nouveaux médicaments antibactériens, dans
nos calculs de docking. Les résultats de la présente étude ont révélé 1’importance des résidus
tapissant le site actif de la TMK, notamment, Ser97, Arg70, Phe66, Tyr100, Glu37. De plus,
I’effet antibactérien de I’eugénol peut étre expliqué par sa grande affinité pour la cible en
question.

En conclusion, nous pouvons dire que les interactions observées entre 1’eugénol et les
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différentes cibles étudiées, peuvent étre spécifiquement ciblées dans le but de concevoir la
structure de nouveaux médicaments plus puissants. Cette étude structurale par le docking

constitue une voie dans le développement de nouveaux médicaments.
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Conclusion générale

Les travaux présentés dans ce mémoire portent sur ’extraction, 1’étude physico-
chimique, la détermination de 1’activité anti-oxydante de I’huile essentielle de clou de girofle.
Cette dernicre, constituée essentiellement d’eugénol (80%), est utilisée depuis des décennies
comme anti-inflammatoire, antioxydant, antimicrobien et antiallergique. Dans le but de
comprendre le mode de fonctionnement au sein de 1’organisme, des études de docking
moléculaire du principe actif de cette huile avec quatre cibles biologiques impliquées dans les
pathologies du stress oxydatif, de 1’inflammation, de I’allergie notamment respiratoire et de la
croissance des microbes tels que les bactéries.

Apres avoir résumé les résultats de notre recherche bibliographique concernant 1’huile
essentielle de clou de girofle, les méthodes de son extraction, sa composition chimique et son
utilisation en thérapeutique et en synthese chimique, nous avons défini la méthode
d’extraction ainsi que les méthodes bio-informatiques que nous avons utilisés.

Le travail présenté dans ce mémoire s’est divis¢é en deux parties distinctes. La
premiére, une partie expérimentale, consiste en 1’extraction de 1’huile essentielle de clou de
girofle en utilisant la méthode d’hydrodistillation. Pour cela, nous avons réalisé trois essais
avec trois solvants différents a savoir le dichlorométhane, le cyclohexane et le méthanol. Le
calcul des rendements pour les trois essais montre que I’eugénol est plus soluble dans le
méthanol. L’analyse par chromatographie sur couche mince (CCM) montre que 1’huile
essentielle extraite dans le cadre de ce travail est constituée essentiellement d’eugénol et des
traces d’acétates d’eugénol. Les résultats des analyses physico-chimiques, la densité relative,
I’indice de réfraction, le PH, I’indice d’acide, I’indice de saponification, I’indice d’ester, que
nous avons effectué rentrent bien dans les fourchettes de valeurs établies par la norme
AFNOR. Dans le but d’évaluer le pouvoir antioxydant de notre huile essentielle, nous avons
déterminé 1’activité anti-oxydante en utilisant la méthode de DPPH. Les résultats montrent
que I’huile essentielle extraite dans le cadre de ce travail détient une bonne activité anti-
oxydante.

La deuxiéme partie de ce travail, divisée en quatre parties, consiste a étudier les modes
de liaisons les plus probables et les interactions entre 1’eugénol avec quatre cibles biologiques.
Dans la premiére, nous avons utilisé la cible NADPH oxydase, une protéine impliquée dans la
sécrétion des radicaux libres qui sont a 1’origine de plusieurs maladies, dans les simulations de
docking. La mise en évidence des résidus pertinents intervenants dans la liaison de 1’eugénol

avec les acides aminés du site actif de la NOX, nous a permis d’interpréter 1’activité anti-




Conclusion générale

oxydante que nous avons observées expérimentalement. Dans la deuxiéme partie, nous avons
étudié le mécanisme d’inhibition de la protéine ACE2, cible potentielle pour le traitement de
la maladie liée au COVID-19, par I’eugénol. Les résultats montrent clairement la grande
affinit¢ de 1’eugénol pour cette cible via la mise en évidence des acides aminés impliqués,
dans la liaison eugénol-ACE2. Ces résultats donnent une interprétation a 1’échelle atomique
de I’effet thérapeutique observé par I’utilisation des clous de girofle comme reméde naturel
pour renforcer le systtme immunitaire, contre les allergies notamment respiratoires et dans le
cas du traitement de la maladie de la COVID-19. Dans la troisiéme partie, nous avons essayé
d’interpréter I’effet anti-inflammatoire de I’huile essentielle de clou de girofle. Pour cela,
nous avons étudié le mode de reconnaissance par la COX-2, protéine impliquée dans la
pathologie inflammatoire, de 1’eugénol. L’analyse des résultats montre un grand
d’interactions favorables entre 1’eugénol et les acides aminés du site actif. Ceci nous a permis
d’avoir un apergu sur la grande affinité du son principe actif de I’huile essentielle de clou de
girofle pour la cible impliquée dans 1’'inflammation et de comprendre ainsi son effet anti-
inflammatoire. Dans la quatriéme partie, nous avons utilisé la cible TMK, cible thérapeutique
valable pour le développement de nouveaux médicaments antibactériens, dans nos calculs de
docking. Les résultats de la présente étude ont révélé 1I’importance des résidus tapissant le site
actif de la TMK. De plus, I’effet antibactérien de 1’eugénol peut étre expliqué par sa grande
affinité pour la cible en question.

En conclusion, nous pouvons dire que les interactions observées entre 1’eugénol et les
différentes cibles étudiées, peuvent étre spécifiquement ciblées dans le but de concevoir la
structure de nouveaux médicaments plus puissants. Cependant, le logiciel utilisé dans ce
travail ne prend pas en considération la flexibilité de la cible. En revanche, du fait de la
grande flexibilité des cibles biologiques, cette étude est insuffisante pour donner une
interprétation compléte du mécanisme d’inhibition des cibles étudiées. Afin de remédier a ces
insuffisances, nous comptons poursuivre ce travail au moyen de techniques bio-informatiques
plus poussées permettant d’appréhender la flexibilit¢é des cibles comme la dynamique
moléculaire. C’est 1a que se situe la premiére perspective de ce travail. Notre deuxiéme
perspective consiste a réaliser d’autres extractions en utilisant des solvants extracteurs qui
respectent 1’environnement et des plantes médicinales et aromatiques utilisees

traditionnellement par la population algérienne.
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Résume
La médecine traditionnelle désigne 1’art de se soigner par les plantes médicinales. Ceci

consiste a utiliser des essences extraites de ces plantes et des huiles essentielles a des fins
médicales ou cosmetiques. Ces huiles essentielles sont obtenues par plusieurs méthodes
d’extraction comme I’hydrodistillation. Les travaux présentés dans ce mémoire portent sur
I’extraction, 1’étude physico-chimique, la détermination de 1’activité anti-oxydante de 1’huile
essentielle de clou de girofle. Cette derniére, constituée essentiellement d’eugénol (80%), est
utilisée depuis des décennies comme anti-inflammatoire, anti-oxydante, antimicrobienne et
antiallergique. Dans le but de comprendre le mode de fonctionnement au sein de 1’organisme,
des études de docking moléculaire du principe actif de cette huile avec quatre cibles
biologiques impliquées dans les pathologies du stress oxydatif, de I’inflammation, de
I’allergie respiratoire et de la croissance des microbes telles que les bactéries ont été effectués.
Les résultats montrent que I’huile extraite dans ce travail présente un profil antioxydant
important et une grande affinité pour la cible impliquée dans le stress oxydant. De plus, les
études de docking moléculaire montrent que le principe actif peut étre un inhibiteur sélectif
des cibles : la COX-2 (impliquée dans 1’inflammation), I’ACE2 (considérée comme la porte
d’entrée de coronavirus dans 1’organisme) et la TMK protéine (une cible des agents
antimicrobiens).

Mots clés : extraction, Huiles essentielles, activité anti-oxydante, anti Covid 19 ; anti-
inflammatoire.

Abstract:

Traditional medicine refers to health practices, approaches, knowledge and beliefs
incorporating medicinal plants. This consists in using essences extracted from these plants and
essential oils for medical or cosmetic purposes. These essential oils are obtained by several
extraction methods such as hydrodistillation. This work concerns the extraction, the
physicochemical study, the determination of the antioxidant activity of the essential oil of
clove. This latter, consisting mainly of eugenol (80%), has been used for decades as an anti-
inflammatory, antioxidant, antimicrobial and anti-allergic. In order to understand how it
works in the body, molecular docking studies of the active ingredient of this oil with four
biological targets involved in the pathologies of oxidative stress, inflammation, allergy,
especially respiratory, and the growth of microbes such as bacteria were performed.

The results show that the oil extracted in this work has a significant antioxidant profile and a
high affinity for the target involved in oxidative stress. In addition, molecular docking studies
show that the active ingredient can be a selective inhibitor of the following targets: COX-2
(involved in inflammation), ACE2 (considered to be the gateway of coronavirus into the
body) and TMK protein (a target of antimicrobial agents).

Keywords: extraction, essential oils, antioxidant activity, anti Covid 19, anti-inflammatory.




