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Introduction

Actuellement, le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques a conduit
les chercheurs a puiser dans le monde végétal et particulierement les plantes médicinales et

culinaires en quéte de molécules naturelles efficaces et dénuées de tout effet adverse [1].

En nous reposant exclusivement sur les antibiotiques chimiques, nous perdons le combat
contre les maladies infectieuses. Pour éviter une catastrophe imminente nous devrons nous

tourner vers la phytothérapie et I’aromathérapie qui ont de nombreuses solutions a proposer.

Les plantes aromatiques, médicinales sont utilisées depuis l'antiquité, pour soulager et
guérir les maladies chez les étres vivants et en particulier ’homme.
En fait, leurs propriétés biologiques et thérapeutiques sont dues a la présence de centaines,
voire des milliers de composés naturels bioactifs qui sont par la suite accumulés dans

différents organes et parfois dans des cellules spécialisées de la plante [1].

Les plantes aromatiques ont I’aptitude a synthétiser de nombreux métabolites
secondaires en réponse aux stress biotiques et abiotiques qu’ils peuvent subir. Ces métabolites
secondaires posséder diverses propriétés biologiques. Les huiles essentielles ou essences, font
partie de ce groupe de métabolite avec les alcaloides et les phénols [2].

L'Algérie possede une flore végétale riche et diversifiée [1]. Parmi les plantes

médicinales qui constituent le couvert végétal, se trouve la plante de Laurus nobilis L.

Ce travail vise a étudier I’activité antimicrobienne des extraits de feuilles de Laurus
nobilis L. et la caractérisation phytochimique de ces extraits. Laurus nobilis appartient a la
famille des lauracées. Elles sont parmi les familles de plantes les plus utilisées comme source

mondiale d’épices et d’extraits a qualité médicale intéressante.

Notre manuscrit est scindé en deux chapitres :

e Chapitre 1: Nous avons exposé la méthodologie et les protocoles expérimentaux
suivis au cours de notre travail (la teneur en eau des feuilles, les extractions des

feuilles, screening photochimique, et le teste antimicrobien).



e Chapitre 2 : nous avons présenté les résultats obtenus d’aprés notre recherche avec

leurs interprétations.

Nous avons terminé notre mémoire par une conclusion générale dans laquelle nous avons
fait le bilan de notre travail, des perspectives sont aussi exposées en vue de poursuivre et

d’améliorer les travaux déja réalisés.
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Chapitre 1 Matériel et méthodes

1.1. Matériels
1.1.1. Instruments et réactifs : (Annexe A: Tableau A;)
1.1.2. Matériel biologique
1.1.2.1. Matériel végétal

Notre étude a porté sur une plante aromatique Laurus nobilis, communément appelée
laurier noble.

Les feuilles de Laurus nobilis L. ont été récoltées dans la région d’ouest de la wilaya

de Sétif. Les échantillons séchés sont broyes dans un broyeur électrique puis mis dans des

bocaux hermétiques et conservés a température ambiante.

Figurel.l: Feuilles de Laurus nobilis L. (Originale)

1.1.2.2. Matériel microbiologique

Les souches utilisées pour I'évaluation du pouvoir antimicrobien regroupent trois souches
bactériennes (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) et un
champignon filamenteux (Aspergillus niger)
Les souches utilisées proviennent du laboratoire de microbiologie de 1’université lbn
Khaldoun -TIARET- .

1.2. Méthodes

Nos essais experimentaux se sont étalés sur une durée de deux moi et demi (15 février
2017 a 30 avril 2017). lls ont été réalisés au niveau des laboratoires de microbiologie, de
Biochimie, de Technologie alimentaire et d’amélioration des plantes, du département des

Science de la Nature et de la Vie, Université Ibn Khaldoun de Tiaret.
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1.2.1. Détermination du taux d’humidité
Le taux d’humidité a été déterminé par le procédé de dessiccation a une température de
105° C dans une étuve isotherme ventilée a la pression atmosphérique jusqu'a I’obtention d’un

poids constant [3].

T% = (X -Y/X).100

X : Poids de I’échantillon ;
Y : Poids de I’échantillon aprés déshydratation ;
T% : Taux d’humidité exprimé en pourcentage.

Pour plusieurs mesures, on calcule I’humidité moyenne :

T% Moy = (Tl %+T2%+ .......... Tn%) / n

n : Nombre totale d’échantillon ;

Moy. : Moyenne ;

T1% : Humidité de 1’échantillon N° 1;
T,% : Humidité de 1’échantillon N°2.

1.2.2. Etude des composés volatiles

1.2.2.1. Extraction de I’huile essentielle par hydrodistillation

L’extraction de I’huile essentielle de la partie aérienne de la plante (feuilles seches) a été
effectuée par hydrodistillation .Le montage utilisé est présenté dans la figure 2.1.
La procédure d’extraction se résume a porter a ébullition une quantit¢ de 100 g de

matériel végétal frais pendant 3 h avec 700 ml d’eau distillée dans un ballon de 1 litre.

La vapeur condensée obtenue conduit a deux phases :
- Une phase organique (huile essentielle) qui est séparée de 1’eau par simple décantation. La

quantité d’HE obtenue est pesée pour le calcul du rendement.

- Une phase aqueuse (eau aromatique ou hydrolat) qui contient une quantité non négligeable
d’essence sous forme solubilisée. La récupération de cette huile est réalisée par extraction

liquide-liquide avec un solvant organique (éther diéthylique).
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L’utilisation d’un évaporateur rotatif permet d’¢liminer 1’éther et d’obtenir ainsi I’HE dissoute

dans I'hydrolat.

Figure 1.2 : Montage de I’hydrodistillation (Originale).

1.2.2.2. Calcul du rendement en huile essentielle
Le rendement de I'huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la masse de
I’huile essentielle obtenue apres extraction et la masse de la matiere végétale utilisée [4].

Le rendement, exprimé en pourcentage, est calculé par la formule:

RHE= (MHE/ MMV) x100

RHE : Rendement de I'huile essentielle en pourcentage ;
MHE : Masse de I’huile essentielle en gramme ;

MMV : Masse de la matiére végétale en gramme.
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1.2.3. Etude des composés non volatils
1.2.3.1. Extraction a froid par macération dans I'eau

» Mode opératoire

La poudre de feuilles (200 g) est mise a macérer a température ambiante dans 1’eau
distillée (2 L) pendant 24 heures. Aprés décantation du mélange, I’extrait hydrique est
récupére par filtration sur papier Wattman. Le filtrat obtenu est immédiatement congelé a
- 4° C puis séché a I’étuve.

Les résidus ont été récuperés dans des flacons en verre hermétiquement fermé et conservé
a - 4°C jusqu’a leur utilisation ou ils sont reconstitué avec de I’ecau distillée aux
concentrations voulues [5].
1.2.3.2. Extraction a froid par macération dans I'éthanol

» Mode opératoire

100g de la poudre végétale sont agités vigoureusement a I’agitateur dans 1,5 L d’éthanol
70%, filtrés sur coton hydrophile. Ce filtrat subit une décantation pendant 24h, la phase hydro
alcoolique est isolée du dépot résiduel filtrée sur papier filtre wattman N°let séché a I’étuve a

40°C. La poudre Obtenue est I’extrait hydro alcoolique ou extrait éthanolique 70% [6].

1.2.3.3. Détermination du rendement en extraits
Le rendement de 1’extrait brut est définit comme étant le rapport entre la masse de 1’extrait

sec obtenue et la masse du matériel végétal traité. Ce rendement est calculé via I’équation :

R(%)= (Me / Mv) x 100

R(%) : Rendement en % ;
Me :Masse de I’extrait apres 1’évaporation du solvant ;

My : Masse de la matiere végétale utilisée pour I’extraction [7].

1.2.4. Screening phytochimique des extraits

Dans le but de caractériser les extraits préparés a partir des feuilles de Laurus nobilis L.,
des analyses qualitatives ont été effectuées .Cette étude permet de mettre en évidence la
présence de quelques groupes chimiques (Les tanins, alcaloides, flavonoides, les saponosides)

dans nos extraits.
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Nous avons caractérisé les différents groupes chimiques en nous référant aux techniques
décrites dans les travaux de de Ronchetti et Russo (1971), Hegnauer (1973), Wagner (1983),
Békro et al. (2007) [07] [08][09][10].

1.2.4.1. Recherche des flavonoides

Dans un tube a essai, introduire 5 ml d’infusé et ajouter 5 ml d’alcool chlorhydrique
(éthanol a 95%, eau distillée, HCI concentré a parties égales en volume) puis quelques
copeaux de zinc ou de magnésium et 1 ml d’alcool isoamylique.

L’apparition d’une coloration : rose orangée (flavones), rose violacé (flavonones) ou
rouge ( flavonols, flavanonols) rassemblé dans la couche surnageant d’alcool isoamylique
indique la presence d’un flavonoide libre (génine).Les colorations sont moins intenses avec
les hétérosides flavonoique, négative avec les chalcons, les dihydrochalcones , les aurones |,

les catéchines et les isoflavones [11].

1.2.4. 2.Recherche des alcaloides

Introduire 6 ml de filtrat dans un tube a essais .Le résidu est repris par 6 ml d’alcool a
60°C. L’addition de 2 gouttes du réactif de Dragendorff (réactif a 1’iodo-bismuthate de
potassium) sur la solution alcoolique. En présence d’alcaloide, le réactif de

dragendroff , donne un précipité rouge-orange [12].

1.2.4.3. Recherche des tanins

La recherche des tanins s’est réalisée a partir du réactif de Stiasny (10 ml de formol a
40% plus 5 ml de HCL concentré). 5 ml de I'extrait a été évaporé a sec. Aprés ajout de 15 ml
du réactif de Stiasny au résidu, le mélange a été maintenu au bain-marie a 80°C pendant 30

min. L’observation d’un précipité en gros flocons a caractérisé les tanins [12].

1.2.4.4. Recherche des saponosides
Dans un tube a essais, introduire 10 ml de I’extrait total aqueux. Le tube était agité
pendant 15seconde puis laissé au repos durant 15 min. Une hauteur de mousse persistante,

supérieure a 1 cm indiquait la présence de saponosides [12].
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1.2.5. Evaluation du pouvoir antimicrobien des extraits
1.2.5.1. Souches microbiennes étudiées

Trois bactéries (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa) et un
champignon (Aspergillus niger) ont été choisis pour leurs fréquences élevées dans les
contaminations humaines .Des souches microbiennes référenciées ATCC (American Type

Culture Collection) ont éte utilisées (Tableau 1.1).

Tableau 1.1 : Caractéristiques des souches microbiennes testées

Souches de réferences Gram ATCC
Escherichia coli - 25922
Pseudomonas aeruginosa - 27853
Staphylococcus aureus + 25923
Aspergillus niger / BDB5

1.2.5.2. Les milieux de culture utilisés

La gélose nutritive et la gélose Mueller Hinton sont employées pour tester
I'activité antibactérienne des souches selectionnées. Le milieu Sabouraud est utilisé
pour le champignon filamenteux.
1.2.5.3. Technique en milieu solide : Méthode des aromatogrammes
1.2.5.3.1. Principe

La méthode repose sur la diffusion du composé antimicrobienne en milieu solide dans un
boite de pétri, avec création d’un gradient de concentration apres un certain temps de contact
entre le produit et le microorganisme cible. L’effet du produit antimicrobien sur la cible est
apprécié par la mesure d’une zone d’inhibition, et en fonction du diamétre d’inhibition [13]

(Figure 1.3).
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Boito do Pétri
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Figurel.3: lllustration de la méthode des aromatogrammes sur boite de Pétri [14].

Ils ont classé le pouvoir antimicrobien, en fonction des diamétres des zones d’inhibition

de la croissance microbienne en 04 classes :
Non sensible (-) ou résistante : diametre < 8mm ;

v

v’ Sensible (+): diamétre entre 9 a 14mm ;

v Tres sensible (++): diameétre compris entre 15a 19 mm ;
v

Extrémement sensible (+++): diamétre >20mm [15].

1.2.5.3.2. Mode opératoire
1.2.5.3.2.1. Préparation des disques
Les disques sont préparées a partir du papier filtre de 6 mm de diamétre, ensuite elles
sont mises dans un tube a essai, stérilisés a l'autoclave 15minutes a 120°C, puis stockés a

une température ambiante dans des tubes a essai hermétiquement fermé.
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1.2.5.3.2.2. Préparation des preécultures
Les souches microbiennes a tester ont été cultivées dans des boites de Pétri contenant de
la gélose nutritive et incuber pendant 24 h a 37°C afin d’obtenir une culture jeune des

bactéries et des colonies isolées ou a 30°C pendant 24-48h pour les champignons.

1.2.5.3.2.3. Préparation des suspensions bactérienne

A laide d’une pipette pasteur nous avons prélevés quelques colonies bien isolées et
parfaitement identiques ; et sont été mises dans 10 ml d'eau physiologique stérile a 0.9% de
sel (NaCl); pour obtenir une densité optigue de 0.5 Mc Farland pour chaque
microorganisme. La suspension bactérienne est bien homogénéisée et laisser sur la paillasse
pendant 30 minute [16].

1.2.5.3.2.4. Ensemencement

e Test antibactérien

15 ml de la gélose (Mueller Hinton) est coulé dans des boites de Pétri. Apreés le
refroidissement et solidification du milieu de culture sur la paillasse, 300ul de suspension
bactérienne a tester sont étalés en surface de gélose pour chaque boite par la méthode de
versement d’une tapis puis on laisse sur la paillasse pendant 30 minute.

A I’aide d’une pince stérile, nous prélevons un disque stérile, nous I’imbibons avec 10pl
des différents solutions des extraits du Laurus nobilis (ETH : 10%, EAQ : 10%, HE et HY
: pure). Nous déposons le disque dur la surface de la gélose (1disque/boite), puis nous
laissons diffuser sur la paillasse pendant 30 minutes. Nous incubons a 37°C pendant 18

heures. Le témoin est réalisé dans les mémes conditions sans extraits [17].

e Test antifongique

Une quantité de (500 pl de I'huile essentielle ,500ul de I’hydrolat,5 ml de I’extrait
éthanolique a 10%et 5ml de I’extrait aqueux a 10% ) est incorporée séparément dans des
boites de Pétri contenant 15 ml du milieu Sabouroud. Un disque mycélien de 5 mm de
diameétre préléve de la culture jeune du mycete a été inoculé. La lecture des résultats a été
effectuées aprés 72 h d’incubation a (2842) °C par mesure du diamétre de la zone de
croissance. Parallélement, nous avons déterminé le diamétre de la zone de croissance de cette

méme souche fongique en absence d’extrait [17].

10
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L’effet antimicrobien des extraits sur la croissance des souches filamenteuses est déterminé

par la mesure du taux d’inhibition de la croissance en utilisant la formule d’Ebbot :

T= (Dk-Do)/Dk X 100

Dy : Diamétre de la colonie fongique du témoin (en mm) ;
Do : Diametre de la colonie fongique en présence de I’extrait (en mm) ;

T : Taux d’inhibition de la croissance du mycélium en pourcentage.

1.2.6. Etude statistique
Pour mieux valoriser nos résultats, nous avons procédé a I’analyse de lavariance ANOVA.
Cette méthode statistique permet de comparer les moyennes de plusieurs échantillons
supposés indépendants a I’aide du logiciel SPSS 19.L’analyse de la variance est suivie par le
teste NEWMAN et KEULS qui permet de distinguer les groupes homogenes en comparant les
probabilités de la maniere suivante :
Si p > 0.05 : résultat non significatif.

Si p <0.05 : résultat significatif.

11
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2.1. Taux d’humidité
Les végétaux sont riches en eau, les plantes fraiches renferment 60 a 80 % d’eau. Pour
assurer une bonne conservation, la teneur en eau doit étre inférieure ou égale a 10 % [18].
Dans notre travail nous avons utilisé la méthode pondérale pour déterminer la teneur en
eau dans la poudre des feuilles seches de la plante laurus nobilis L. C’est la détermination de
la perte de masse par dessiccation a I’étuve. Les résultats de cette analyse ont révélé un taux
d’humidité 5,29% + 0,415 ; inférieure & 10% qui confére & notre poudre une meilleure

conservation a long terme.
4 N

M eau

= MS

Figure 2.1: Teneur en eau des feuilles séches de Laurus nobilis L.

2 .2. Etude des composés volatils
2.2.1. Extraction et rendement en huile essentielle
Le rendement d’huile essentielle de feuilles séches de Laurus nobilis est de 0.60 %.
Ce rendement en HE est relativement inférieur a ceux observé par OUIBRAHIM A (2015) ;
HADOUCHI F (2007) et KAHOULI I (2010) [2] [19] [20].

Ces fluctuations de rendements peuvent s’expliquer par la différence des lieux et des

saisons de récolte du matériel végétal utilisé [21].
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2.2.2. Extraction de I’huile essentielle dissoute dans I’hydrolat (HY)

Les hydrolats sont les eaux récoltées lors de la distillation des plantes pour en faire de
I'nuile essentielle. Ils contiennent des infimes proportions d'huile essentielle en plus de
nombreux extraits hydrosolubles de la plante, qu'on ne retrouve pas dans I'huile.

A partir d’un litre d’eau aromatique (hydrolat), nous avons récupéré une quantité de 3.4 g

d’huile essentielle, ce qui correspond rendement de 0.34%.

2.2.3. Caractéristiques organoleptiques

Les caractéristiques organoleptiques d’HE et d’HY sont résumées dans le tableau 2.1

Tableau 2.1: Propriétés organoleptiques d’huile essentielle et d’hydrolat.

Extraits HE HY

Aspect Liquide limpide Liquide
Couleur jaune trés péle a jaune incolore a jaune pale
Odeur Aromatique, epicée Aromatique, fraiche

2.3. Etude des composés non volatiles

2.3.1. Caractéristiques des extraits et rendement

Les caractéristiques organoleptiques d’EAQ et d’ETH sont résumeées dans le tableau 2.2.

Tableau 2.2: Propriétés organoleptiques de I’extrait aqueux et 1’extrait éthanoliques.

Extraits EAQ ETH

Aspect Pate collante Pate collante

Couleur Marron jaunatre Vert foncée
Rendement 12,8% 13,6%

L’extrait éthanolique de Laurus nobilis représente le rendement le plus élevé (13.6 %) en
comparaison avec 1’extrait aqueux (12,8%).1l est difficile de comparer les résultats avec ceux
de la bibliographie, le rendement n’est que relatif et dépend de la méthode et des conditions
dans lesquelles I’extraction a été effectuée. La méthode d’extraction affecte également tout le

contenu total en phénols et flavonoides et I’activité antioxydante [22].
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2.4. Screening phytochimique

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de composés

existantes dans la plante par des réactions qualitatives de caractérisation en tube.

Ces réactions sont basées sur des phénomeénes de précipitation ou de coloration par des

réactifs spécifiques.

Les résultats de ce criblage phytochimique sont reportés dans le Tableau 2.3, il révéle la

présence ou 1’absence d’un groupe de métabolites secondaires par des signes la présence (+),

I’absence(-).

Tableau 2.3:Criblage phytochimique de Laurus nobilis L.

Meétabolites secondaires

Résultats des réactions en tubes

Flavonoides +
Tanins +
Saponosides +
Alcaloides +

Le test phytochimique réalisé sur la partie aérienne de Laurus nobilis L., a révélé la

présence des alcaloides, les saponosides , des flavonoides et tanins .Les résultats obtenus a
I’issu du criblage phytochimique corroborent avec ceux de GUEDOUARI R (2012) [21].

2.5. Etude de I'activité antimicrobienne de Laurus nobilis

2.5. 1.Etude de I'activité antibactérienne de Laurus nobilis

L’évaluation de P’activité antibactériennes de différents extraits de feuilles de Laurus

nobilis L.a été effectuee par la méthode de diffusion sur gélose (Figure2.2 ; 2.4 ; 2.5 et 2.6)
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Figure 2.2 : Activité antibactérienne de différents extraits de Laurus nobilis sur les

différentes souches microbienne

L’effet antibactérien se traduit par I’apparition d’une zone d’inhibition autour du disque
de papier imprégné de I’extrait ¢étudié. Le diametre de la zone d’inhibition différe d’une
souche a une autre et d’un extrait a un autre.

L’interprétation de nos résultats s’est faite par la comparaison avec ceux de 1’échelle de
mesure mises en place par PONCE et al., (2003) [15].

Au regard de ces résultats, nous constatons que Staphylococcus aureus apparait la souche
la plus sensible vis-a-vis des quatre extraits testés, ce qui est confirmé par le travail de
YAKHLEF (2010) qui a montré que la souche de Staphylococcus aureus a gram positif est
plus sensible que les autres souches bactériennes testées a gram négatif vis-a-vis des extraits
de Laurus nobilis [05].

En ce qui concerne la souche E. coli a été sensible vis-a-vis de I’huile essentielle et de
I’extrait éthanolique avec des diametres d’inhibition respectivement de 13 mm et 9.5 mm.

Plusieurs études ont eu pour objet la détermination du pouvoir antimicrobien de certaines
extraits de Laurus nobilis, on cite celles de YAKHLEF (2010), HADDOUCHI et al.,
(2008),GOUMNI et SALHI (2013) qui ont tous révélé une importante activité de ces extraits
surtout les huiles essentielles [05][02][17] .

Les extraits de Laurus nobilis montrent une activité antimicrobienne sur toutes les

souches testées. Toutefois aucun effet n’a été observé sur Pseudomonas aeruginosa.
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Par contre I’étude faite par GUEDOUARI R (2012) montre que la souche de
P.aeruginosa est légérement résistante a 1’égard d’huile essentielles de feuilles de Laurus

nobilis avec une zone d’inhibition de 12 mm [21].

La résistance de Pseudomonas aeruginosa est due a sa capacité de former une
organisation complexe, composée de différentes strates appelés biofilm. Il est établit que le
traitement de telles bactéries nécessite des concentrations élevées d’agents antimicrobiens
[23].

L’analyse statistique (Annexe D) montre que I’interaction des variables étudiées (nature
de I’extrait et souche bactérienne) ont un effet significatif sur la zone d’inhibition. Le test de
Nweman Keyls nous a permis de classer ces variables selon leurs pouvoirs antimicrobiens
comme suit :

- Nature des extraits testées HE > ETH > EAQ= HY

- Souche bactérienne Sa > Ec > Pa

L’activité antibactérienne des extraits de Laurus nobilis L. pourrait étre expliquée par la
présence de différents constituants chimiques notamment les huiles essentielles, les
flavonoides et les triterpénoides ainsi que les alcaloides, qui sont classifiés comme composés
antibiotiques tres actifs [24] [25].

2.5. 2.Etude de I'activité antifongique de Laurus nobilis

=

o

o
1

[0}
o
1

(o))
o
1

IS
o
L

W A.niger

N
o
1

Pourcentage d'inhibition%

o

HE HY EAQ ETH

Extraits

Figure 2.3 : Pourcentage d’inhibition des extraits de Laurus nobilis sur Aspergillus niger
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L'étude de I'activité antifongique des extraits de feuilles du Laurus nobiis L. a été réalisée
sur une souche d’Aspergillus niger par la méthode de contact direct en milieu gélose
(Sabouraud).

L’activit¢ antifongique est révelee par I’absence ou la présence de la croissance
mycélienne .Le test de ’analyse de Variance (Annexe D) montre que I’effet de différents
extrait a une différence significatif (P<0.005)sur la croissance mycélienne du Aspergillus
niger

Les résultats du pourcentage d’inhibition des extraits de Laurus nobilis , déterminés a
partir des diametres des zones d’inhibition (figure2.3), montrent que 1’hydrolat ,I’huile
essentielle et 1’extrait éthanolique exerce une activité inhibitrice sur la souche Aspergillus
niger testée avec un pourcentage d’inhibition respectivement de 81,03%, 95,57 % et 100%.

L’utilisation de 1’é¢thanol comme témoin nous a permis de déduire que I’effet inhibiteur

est du a I’éthanol et non pas a I’extrait éthanolique.

Au regard des ces résultats, nous constatons que les extraits volatils sont plus actifs que
les extraits non volatiles. Cette différence peut étre a ’origine de la composition chimique

différente entre les différents extraits.

Pour cela nous pouvons conclure que 1’activité antimicrobienne des extraits dépend non
seulement des composés phénoliques mais, aussi de la présence de différents métabolites
secondaires a effet antifongique tels que les stéroides, les saponosides et les huiles essentielles

qui ont par ailleurs déja été signalés par plusieurs auteurs [26] [27] [28].
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Figure 2.4 : Aromatogramme des HE, HY, ETH et EAQ sur E.coli

(Originale)
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Figure 2.5 : Aromatogramme des HE, HY, ETH et EAQ sur S.aureus

(Originale)
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Figure 2.6 : Aromatogramme des HE, HY, ETH et EAQ sur P.aeruginosa

(Originale)
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ETH

HE HY

Figure 2.7 : Aromatogramme des HE, HY, ETH et EAQ sur A.niger
(Originale)
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Conclusion

Les substances naturelles occupent de plus en plus une place de choix en thérapeutique.
En effet, les plantes médicinales constituent de véritables usines chimiques dont il faut tirer le

maximum de profit.

Le présent travail a porté sur I’étude phytochimique et 1’activité antimicrobienne des
extraits préparés par différents méthodes d’extraction (macération, hydrodistillation) d'une

espece médicinale Laurus nobilis L. de la famille des Lauraceaes .

La mise en évidence des différentes classes des métabolites secondaires constituants une
plante, nous permet d’avoir une bonne idée sur ses activités pharmacologiques. Les réactions
de caractérisation phytochimiques ont permis de mettre en évidence plusieurs groupes

chimiques : des alcaloides, des flavonoides, des tanins, et des Saponosides.

L'extraction de la partie aérienne de la plante a permis d'obtenir des extraits qui sont

différentes en fonction des méthodes d'extraction utilisés et par leur composition chimique.

L’extraction par hydrodistillation des huiles essentielles a fourni des rendements peu
rentables a 1’échelle industrielle (0.62%). L’essence aromatique dissoute dans 1’hydrolat
(0,05%) a été recupérée par condensation de I’eau aromatique avec un solvant organique

(éther diéthylique).

La détermination des rendements en extraits bruts a montré une rentabilité importante en
extraits polaires (ETH et EAQ) chez la plantes avec des valeurs respectivement 13.6 % et de
12.8 %.

L’évaluation du pouvoir antibactérien des extraits de Laurus nobilis par la méthode de
diffusion sur gélose a révelé que ces derniers possédent une activité antimicrobienne contre

Staphylococcus aureus et Escherichia coli, avec une zone d’inhibition de 6.67 a 17.33mm,

alors qu’aucune activité n’a été enregistrée contre Pseudomonas aeruginosa.
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La méthode de contact direct nous a permis de mettre en évidence le pouvoir antifongique
d’huile essentielle et de ’hydrolat du Laurus nobilis L vis-a-vis de la souche Aspergillus

niger.

Il ressort que Laurus nobilis L pourrait étre valorisée d’avantage particuliérement dans la
lutte contre de nombreuses especes microbienne responsables des différentes formes
phytopathogenes. L’efficacité in vitro pourrait étre expliquée par la richesse de cette plante en
composés aromatique.

Ces résultats préliminaires peuvent étre complétés par d’autres études plus approfondies
(détermination de la concentration minimale inhibitrice des souches bactériennes, mode
d’application, essai sur d’autres souches microbiennes, etc.) afin d’exploiter les propriétés

antibactériennes et antifongiques.
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Annexe A

Tableau A; : Appareillage, milieu de culture, verrerie, consommable et réactifs

Matériel de laboratoire

Réactifs chimiques et solvants

Milieu de culture

e Spectrophotométrie
e Bain marie

e FEtuve

e Rotavapeur

e Balance analytique
e Agitateur

e Autoclave

e Plague chauffante
e Micropipette

e Papier Filtre

e Bec Benzéne

e Ans de platine

e Ecouvillon stérile
e Tube a essali

e Pince stérilisée

e Disques vide stériles
e Réfrigérateur

e Boites de pétries

e dessiccateur

e Hydrodistillateur

e \ortex

e Broyeur électrique
o Réfrigérateur

e Verreries

e Papier wattman

o Eau distillée

e Eau physiologique

e Ethanol

e réactifs de Burchard

e réactifs de Dragendorff
e réactifs de Stiasny

e alcool chlorhydrique

e copeaux de zinc

e alcool isoamylique

e Gélose nutritive
e Gélose Mueller
Hinton

e Milieu Sabouraud




Annexes

Annexe B

» Photos de ’appareillage utilises

Figure B, : Etuve

Figure B3 :Balance analytique

Figure B;: Bain marie

Figure B4:Plaque chauffante
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Figure Bs : Spectrophotometre Figure B : Rota vapeur

Figure B7: Vortex Figure Bg : Microscope optique
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Figure By : Autoclave

Figure Byg : Dessiccateur

Figure By; : Micropipette

Figure By, : Papier Whatman
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Annexe C

» Screening phytochimique de feuilles de Laurus nobilis

Figure C; : Détection chimique des flavonoides Figure C, : Détection chimique des tanins

Figure C3 : Détection chimique du saponosides Figure C, : Détection chimique des alcaloides
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Annexe D

> Photos de Pactivité antimicrobienne

Coloration de Gram

Figure D : Aspect microscopique d’E. Coli

Figure D, : Aspect microscopique de
S. aureus
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Figure D3 : Aspect microscopique de P. aeruginosa
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e Préparation des précultures et ensemencement

Figure D4 : Repiquage d’E.coli Figure Ds : Repiquage de S. aureus

Figure D¢ : Repiquage de P. aeruginosa Figure D; : Repiquage d’A.niger
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Figure Dg : Extraits de Laurus nobilis L. Figure Dy : Ecoulement des boites de Pétri

Figure Dy : Dépo6t du disque
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Annexe E
» Etude statistique de P’activité antibactérienne

Tableau E;: Statistiques descriptives de ’activité antibactérienne des extraits bruts

Bactéries Extraits Moyen Ecart-
ne type
Ec EAQ 7,33 1,155
HE 13,33 1,155
ETH 9,00 ,000
HY 6,67 577
Total 9,08 2,811
Sa EAQ 7,67 577
HE 17,33 1,155
ETH 14,00 ,000
HY 10,33 1,155
Total 12,33 3,892
Pa EAQ ,00 ,000
HE 67 577
ETH 1,00 ,000
HY ,00 ,000
Total 42 ,515
Total EAQ 5,00 3,808
HE 10,44 7,585
ETH 8,00 5,679
HY 5,67 4,583
Total 7,28 5,775
Tableau E; : Analyse de la variance
Source Somme des ddl Moyenne D Sig.
carrés de des carrés
type 111
Bactéries 910,722 2 455,361 | 862,78 ,000
9
Extraits 165,000 3 55,000 | 104,21 ,000
1
Bactéries * Extraits 78,833 6 13,139 | 24,895 ,000
Total corrigé 1167,222 35
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Tableau E3 : Test de Newmen-Keuls (souche bactérienne)

Bacteries

Sous-ensemble

2

Pa
Ec
Sa
Sig.

12
12
12

42

1,000

9,08

1,000

12,33
1,000

Les moyennes des groupes dans des sous-ensembles homogénes sont affichées.
En fonction des moyennes observées.

Le terme d'erreur est Carré moyen(Erreur) = ,528.

a. Utilise un nombre d'échantillons des moyennes harmoniques = 12,000.

b. Alpha = ,05.

Tableau E,4 : Test de Newmen-Keuls (nature de I’agent antibacterien)

Echantillons

Sous-ensemble

2

EAQ
HY
ETH
HE
Sig.

©O© © © ©

5,00
5,67

,063

8,00

1,000

10,44
1,000

Les moyennes des groupes dans des sous-ensembles homogenes sont affichées.
En fonction des moyennes observées.

Le terme d'erreur est Carré moyen(Erreur) = ,528.

a. Utilise un nombre d'échantillons des moyennes harmoniques = 9,000.

b. Alpha = ,05.
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» Etude statistique de ’activité antifongique

Tableau Es: Statistiques descriptives de ’activité antibactérienne des extraits bruts

Moyen Ecart- Erreur standard Intervalle de confiancea | Minim | Maxim
ne type 95% pour la moyenne um um
Borne Borne
inférieure supérieure
HE 95,5750 1,06773 ,75500 85,9818 105,1682 94,82 96,33
HY 81,0300 2,43245 1,72000 59,1753 102,8847 79,31 82,75
EAQ 24,9950 1,22329 ,86500 14,0041 35,9859 24,13 25,86
ETH 100,000 ,00000 ,00000 | 100,0000 100,0000 100,0 100,00
0 0
Total 75,4000 | 32,02155 11,32133 48,6293 102,1707 24,13 100,00
Tableau Es: Analyse de la variance
Somme des ddl Moyenne F Significat
carrés des carrés ion
Inter- 7169,103 3 2389,701 | 11175 ,000
groupes 57
Intra- 8,553 4 2,138
groupes
Total 7177,656 7

Tableau E- : Test de Newmen-Keuls

lechantillons N Sous-ensemble pour alpha = 0.05
1 2 3 4
EAQ 2| 24,9950
HY 2 81,0300
HE 2 95,5750
ETH 2 100,0000
Significatio
. 1,000 1,000 1,000 1,000

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogénes sont affichées.

a. Utilise la taille d'échantillon de la moyenne harmonique = 2,000.
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Résumé

Notre travail porte sur 1’étude de 1’activité antimicrobienne et caractérisation
phyochimique des extraits de feuilles de Laurus nobilis L.

Laurus nobilis L. est une plante aromatique, appartenant a la famille des Lauraceaes,
appelée communément par la population locale « rand».

L’extraction de la fraction aromatique de feuilles seches du Laurus nobilis a été
accomplie par hydrodistillation. Le rendement en huile essentielle est de 0.6%. L’essence
aromatique dissoute dans 1’hydrolat (0,34%) a été récupérée par condensation de 1’eau
aromatique avec un solvant organique (éther diéthylique).

La détermination des rendements en extraits bruts a montré une rentabilité importante en
extraits éthanolique et aqueux chez la plantes avec des valeurs respectivement 13.6 % et de
12.8 %.

Le screening phytochimique de la plante nous a révélé la présence de plusieurs groupes
chimiques : des alcaloides, des flavonoides, des tanins, et des saponosides.

L’évaluation in vitro de ’activité antimicrobienne des extraits sur trois souches
bactériennes (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) montre que
I’huile essentielle du Laurus nobilis exerce une forte activité antibactérienne vis-a-vis de
Staphylococcus aureus et Escherichia coli.

L’extrait éthanolique présente une activité inhibitrice modérée sur Staphylococcus aureus
et Escherichia coli.

L’évaluation in vitro de I’activité antifongique des extraits sur une souche fongique
(Aspergillus niger) montre que I’huile essentielle révéle une activité antifongique importante
sur cette souche ; qui se manifeste par une inhibition de 1’ordre de 95,57% suivi par I’hydrolat

avec un pourcentage d’inhibition de 81,03%.

Mots clés: Laurus nobilis L, huile essentielle, hydrolat, activité antibactérienne, activité

antifongique, extrait éthanolique, extrait aqueux, screening phytochimique.



Summary

Our work focuses on the study of antimicrobial activity and phyochemical
characterization of extracts of Laurus nobilis L.

Laurus nobilis L. is an aromatic plant belonging to the family Lauraceaes, commonly
called by the local population "rand".

Extraction of the aromatic fraction from dry leaves of Laurus nobilis was accomplished by
hydrodistillation. Furthermore, the oil dissolved in the hydrosol, which represents 0, 34 %,
was recovered by organic solvent (diethyl ether).

The determination of the yields of crude extracts showed a high profitability in extracts
ethanolic and aqueous in plants with values of 13.6% and 12.8%, respectively.

The phytochemical screening of the plant revealed the presence of several chemical
groups: alkaloids, flavonoids, tannins, and saponosides.

The antimicrobial activity test was carried on three bacterial strains (Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa), and a fungal strain (Aspergillus niger).
The results show that the essential oil of Laurus nobilis exerts a strong antibacterial activity
against Staphylococcus aureus and Escherichia coli.

The ethanolic extract shows moderate inhibitory activity on Staphylococcus aureus and
Escherichia coli.

In vitro evaluation of the antifungal activity of the extracts on a fungal strain
(Aspergillus niger) shows that the essential oil reveals an important anti-fungal activity on this
strain, which is manifested by an inhibition of the order of 95.57% followed by the hydrosol
with a percentage inhibition of 81.03%.

Key words: Laurus nobilis L, essential oil, hydrosol, antibacterial activity, antifungal activity,
extract ethanolic, extract aqueous, phytochemical screening.
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