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Etude de ’activité antimicrobienne de I’huile essentielle extraite de la plante Laurus
nobilis L

Résume

Notre travail porte sur 1’étude de I’activité antimicrobienne d’huile essentielle de la
plante Laurus nobilis.L. L'extraction d’huile essentielle de la partie arienne de Laurus nobilis
L, a été réalisée par la méthode d’hydrodistillation. Le test d’activité antimicrobienne sur cing
souches bactériennes (Klebsilla pneumonie, Escherichia col, Proteus mirabilis, Enterobacter
cloaceai, Enterococcus faecalis), et une souche fongique (Fusarium sporotrichioide). Les
résultats montrent que 1’huile essentielle du Laurus nobilise L posseéde une faible activite
antibactérienne avec des diamétres d’inhibition varie entre 7.3 et 10.2 mm en comparaison
avec D’activité antifongique qu’elle atteindre une indice d’inhibition de 100 % avec la
concentration de 250 pl qu’il représente le CMI.
Mots clés: Laurus nobilis L, huile essentielle, activité antibactérien, activité antifongique,

inhibition.
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Study of the antimicrobial activity of essential oil extracted from Laurus nobilis.L plant
Abstract

Our work focuses on the study of the antimicrobial activity of essential oil of the plant
Laurus nobilis.L. The extraction of essential oil of the Arian party of Laurus nobilis L, was
obtained by hydrodistillation The test of antimicrobial activity performed for five bacterial
strains (Klebsilla pneumonie, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Enterobacter cloaceai,
Enterococcus faecalis) and a fungal strain (Fusarium sporotrichioide).The results indicate
that the essential oil of Laurus nobilise L has little antimicrobial activity with inhibition
diameters between 7.3 and 10.2 mm in comparison with the antifungal activity that reached a
value of 100% inhibition with 250 ul who represent the MIC.
Key words: Laurus nobilis L., essential oil, antibacterial activity, antifungal activity.

Inhibition.
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Introduction

Introduction

La valorisation de la filiére des Plantes aromatiques et médicinales (PAM) est devenue
indispensable dans un pays regorgeant d’une richesse treés importante en flore.

Selon les statistiques de 2003 de 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 80% de
la population mondiale a recours aux médecines traditionnelles pour satisfaire des besoins en
soins de santé primaire. D’ailleurs la pharmacopée humaine est riche d’un répertoire de pas
moins de 20000 espéces dont 50% est utilisée en industrie pharmaceutique (ANONYME,
2011).

Les plantes renferment des composants chimiques qui se répartissent en des grands
groupes: les protides, les glucides, les lipides et les acides nucléiques d'une part, les pigments,
les tanins, les polyméres, les hormones et les essences végétales dites huiles essentielles
dautre part. Les premiers sont les constituants du métabolisme primaire. Il existe en
permanence au sein de la plante. Les autres proviennent du métabolisme secondaire et ne sont
pas toujours presents chez les végétaux (BOUAMER et al., 2005).

Un grand nombre de plante, aromatiques, médicinales des plantes épices et autres,
possedent des propriétés biologiques trés intéressantes, qui trouvant applications dans divers
domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et 1’agriculture (MOHAMEDI,
2006).

Les plantes sont dites médicinales lorsque 1’un de leurs organes posséde des activités
pharmacologiques pouvant conduire a des emplois thérapeutiques. Actuellement, malgré le
progrés de la pharmacologie, ’'usage thérapeutique des plantes médicinales est trés présent
dans certains pays du monde et surtout les pays en voie de développement, en 1’absence d’un
systeme médical moderne (BENKHNIGUE et al.,2011).

Les plantes aromatiques possédent des extraordinaires vertus thérapeutiques. Leurs
utilisations pour le traitement de plusieurs maladies chez les étres vivants et en particulier
I’homme est trés ancienne et a toujours était faites de fagon empirique .De nos jours, nous
comprenons de plus en plus, que les principes actifs des plantes aromatiques sont souvent liés
aux produits des métabolisme secondaire qui produit des métabolites en faibles quantiteés,
mais dont les applications dans différents domaines, particulier a intérét pharmaceutique et
cosmétique, voir nutritionnel, sont de la plus grande importance.

Les huiles essentielles ou essences, font partie de ce groupe de métabolite avec les

alcaloides et les phenols (HADDOUCHI et al., 2008) .ces huiles sont nommé sous différents
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noms: essences végetales, essences aromatique, huiles volatiles ou parfums (BELKOU et al.,
2005).

L’¢étude des huiles essentielles est toujours d’une briilante actualité malgré son
ancienneté et les développements exponentiels des biotechnologie végétales (BOUKHATEM
et al., 2010).

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de substances organiques

aromatiques liquides.

Actuellement, leur utilisation en parfumerie et en alimentation est considérablement ;
c'est pour quoi certain organisme de normalisation AFNOUR, (2000) ont donné une
définition beaucoup plus précise des huiles essentielles, I'huile essentielle est un produit
obtenu a partir d'une hydrodistillation. L'huile essentielle est séparée de la phase aqueuse par
des procédés physiques. Cette définition est restrictive : elle exclut d'une part les produits
odorants d'origine animale, et dautre part les essences obtenu selon dautre procédés
d'extraction (HAMOUDI, 2008).

Les huiles essentielles sont des molécules volatiles et odoriférantes, synthétisées grace
a I’énergie solaire, par les cellules sécrétrices (BELKOU et al, 2005).

Ils sont constitues principalement de deux groupes de composés odorants distincts
selon la voie métabolique empruntée ou utilisée. Il s’agit des terpénes, Prépondérants dans la
plupart des essences, et des dérivés du phénylpropane, retrouvé en tant que composé
majoritaire dans quelques unes. Divers autres constituants minoritaires leurs sont associés. De
nombreux dérivés porteurs de fonctions diverses sont également considérés comme des
composés terpéniques. Ces essences peuvent étre regroupées en cing classes: les alcools, les
aesters, les aldéhydes, les cétones et les lactones (CHAVES et al., 2008).

On rencontre les huiles essentielles dans divers famille botanique elles se localisent
dans toutes les parties vivantes de la plante et forment dans le cytoplasme de cellules
specialisée (BELKOU et al., 2005).

Ils n’ont pas une présence générale chez les végétaux. Environ 1% des especes
¢laborent des essences. Certaines familles se caractérisent par le grand nombre d’espéces a
essences qu’elles groupent et en particulier les Apiaceae( Coriandre), Lamiaceae (Menthe),
Lauraceae (laurier), Rutaceae(Citron), Zingiberaceae, etc. (BENKEDA, 1990).

Les huiles essentielles peuvent étre stockées dans tous les organes, par exemple, dans
les sommités fleuries (Menthe, Lavande,...), les feuilles (Eucalyptus, Laurier, ...), les

rhizomes (Gingembre, ...), les fruits (Agrumes, Badiane, Anis, ...), les écorces (Cannelle, ...)
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et les graines (Muscades, ...) ( BOUAMER et al., 2005). Ils peuvent s’accumuler dans des
cellules isolées qui se distinguent des cellules banales par leur teinte plus jaune et leurs parois
épaisses, légérement subérifiées. C’est le cas chez les Lauracées. Elles peuvent former de
fines gouttelettes parsemant le protoplasme de cellules épidermiques (épiderme supérieur des
pétales de rose). Mais généralement les épidermes des pétales de fleurs odorantes ne
contiennent pas de grosses réserves d’essence .

Mais fréquemment les huiles essentielles s’accumulent en forte quantité en dehors du
cytoplasme, soit en repoussant la cuticule (cas de nombreux poils glandulaires), soit en se
déversant dans la lumiére extracellulaire de canaux sécréteurs (Ombelliferes, coniféres) ou de
poche sécrétrices (citrus) (BINET et al, 1968).

Ces huiles sont d'intérét croissant pour les industries et la recherche scientifique en
raison, d’une part, de leurs activités antioxydante, antibactérienne et antifongique (DUNG et
al. ,2008).

Dans le regne végetal, les huiles essentielles ont deux fonctions principales:
» Protéger les parties durables des plantes contre les insectes nuisibles et herbivores
(protection contres les prédateur de la plante) a résister aux attaque microbiennes

(bactéries et champignon,...).

 Inhiber la germination ou au contraire, favoriser la pollinisation en attirant les insectes

pollinisateurs.

Certaines auteurs pensent que les huiles essentielles une ressource énergétique et
catalytique, facilitant certaines réactions chimiques (BENKADA, 1990)

L’extraction des huiles essentielles est certainement la phase la plus délicate et la plus
importante du processus. Elle a pour but de capter les produits les plus subtils et les plus
fragiles élaborées par le végétal. Des nombreux procédés sont utilisés pour I’extraction de ces
substances telle que I’entrainement a la vapeur d’ecau, extraction par solvant organique,
I’hydrodistillation (SALLE, 2004), le principe de cette dernier baser sur I’immerge directe de
matériel végétal a traiter dans un alambic rempli d'eau qui est ensuite portée a ébullition. Les
vapeurs hétérogenes sont condensées sur une surface froide et I'nuile essentielle se sépare par
différence de densité (BELYAGOUBI, 2006).

Les bactéries appartiennent au vaste ensemble des microorganismes qui comprennent
¢galement les virus, les champignons, les parasites. Les bactéries pathogénes pour ’homme

sont a I’origine de multiples maladies infecticuses. En 1995, les maladies infectieuses ont été
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responsables d’un tiers des décés dans le monde. Dans les pays développés, les antibiotiques
et les vaccins ont permis de juguler ce fléau (NATHALIE, 2006).

Certaines espéces microbiennes pathogenes, sont de moins en moins sensibles aux
antibiotiques et développent des résistances multiples est a I’ordre du jour. L’usage des huiles
essentielles, grace a leur forte action antimicrobienne développé depuis plus d’une vingtaine
d’années, constitue un sérieux substitue au traitement par les antibiotiques dans les
pathologies infectieuses (PIBIRI, 2006).

Le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques disponibles ainsi que
les effets secondaires négatifs infligés par les drogues modernes a mené les chercheurs a
étudier l'activité antimicrobienne des plantes médicinales (GARNERO, 1991).

Les constituants des huiles essentielles sont actifs contre une large gamme de
bactéries, levures et champignons.

Parmi les huiles essentielles les plus étudiées pour leurs propriétés antibactériennes
appartiennent aux Abiaceae (Origan, thym, sauge, romarin, clou de girofle) sont d’autant des
plantes aromatique a huiles essentielles riche en composés phénolique comme 1’eugénol, le
thymol et le carvacrol. Ces composés ont un effet antimicrobien contre un large spectre de
bactéries: E.coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes,
Clostridium spp, Helicobacter pylori (PAULI, 2001).

BELLETI et al.(2004), ont démonté que les huiles essentielles de citrus sont efficaces
contre les bactéries pathogenes, les spores bactériennes, mais également sur certaines
bactéries responsables de toxi-infection alimentaire telles que: Mycobacterium jejuni, Listeria
monocytogenes, E.coli 0157 :H7,Staphylococcus aureus, Salmonella thyphimurium, et
Acrobacter butzleri.

Le pouvoir antifongique des huiles essentielles des plantes aromatiques a été mis en
évidence par de nombreux auteurs contre les moisissures allergisantes ( OURAINI et al.,
2005) et contre les dermaphytes et les champignons pathogénes et opportunistes tels que
Candida albicans (levure), Cryptococcus neoformans et Aspergillus fumigatus
(TEIXEIRADUARTE, 2005). Des travaux similaires ont été réalisés par MOHAMMEDI,
(2006) sur I’huile essentielle de cistus ladaniferus contre sept moisissures: Rhizopus, Mucor,
Alternaria, Fusarium, Pencillium, Trichoderma et Aspergillus; ont démontré que les huiles
essentielles de thym, de la sarriette et du clou de girofle présentent une activité antifongique

«in vitro» contre Aspergillus flavus.
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Les huiles essentielles de citrus: d’orange douce, de citron, de mandarine et,
pamplemousse montrent une activité antifongique contre Aspergillus niger, A.flavus,
penicillium chrysogenum et P.verrucosum ( HELLAL, 2011).

L’objectif de ce travail est de mettre en évidence 1’activité biologique d’huile
essentielle extraire de la plante Laurus nobilis L qu’elle est un épice utilisé surtout dans la

cuisson des aliments ou pour 1’assaisonnement et elle posséde différentes caractéristiques
aromatique culinaire et médicales.



CHAPIIRE I
MATERIEL ET METHODES



Chapitre | e Matériels et méthodes

I- Matériel et méthodes
L’objectif de ce travail est de mettre en évidence un éventuel effet antimicrobien d’huile
essentielle extrait a partir de 1’espéce Laurus nobilis L.
I-1- Matériel
I-1-1- Matérielles et produits de laboratoire
Les verreries et I’appareillage, les milieux de culture ainsi que le solvant utilisé au cours

de la réalisation de ce travail sont résumés dans le tableau n 01:

Tableau n® 01: Matériel et produits de laboratoire

verreries et appareillage milieux de culture solvant utilisés
Ampoule a décanter Gélose Mueller Hinton | Eau distillee
Autoclave (MH) Eau physiologique
Bain marie Geélose pomme de terre

Balance analytique glucosée et gélosée (PDA)

Béchers

Boites de pétri
Erlenmeyer

Etuve de 37°C et 20°C
Hydrodistillateur

La hotte

Lames et lamellés
Microscope optique
Pipettes pasteur
Réfrigérateur

Tubes a essai




Chapitre | Matériels et méthodes

I-1-2- Matériel végétale

Laurus nobilis L. appartient de la famille de Lauraceae. Est une plante spontanée ou
cultivée, arbres ou arbuste originaire d’ Asie mineure répandu sur le pourtour méditerrané.
(HADDOUCHI et al, 2008).

C’est une plante aromatique a tige droite grise dans sa partie basse et verte en haut.
Ses feuilles sont alternés, coriaces, lIégerement ondulées sur les bords, longues de 16 cm sur 8
cm de large, persistantes vert foncé et glacés sur leur face supérieure et plus pale en dessous.
Les fleurs sont petites dioiques, jaunes, groupées par 4 a 5 en petites ombelles. Le fruit est une
petite baie ovoide de 2 cm de longueur sur 1cm de largeur, noir vernissé a maturité Les
feuilles de cette plante ont été utilisées pour traiter 1’épilepsie, neurologie et parkinsonisme.
L’huile obtenir a partir des feuilles de cette plante a eté utilisé pour soulager les douleurs des
hémorroides et rhumatismales (YAKHLEF, 2010)

Regne Plantes

Sous regne Plantes vasculaires
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre Laurales

Famille Lauracées
Genre Laurus
Espéce Laurus nobilis L.

Fig. n°01 : Aspect morphologique de
Laurus nobilis L. (BELOUED, 2005).

La plante utilisée dans ce travail a été acheté au marché local de Ouargla qu’elle été
introduit de la wilaya de Annaba a I’état frais au mois de mars. Parmi les critéres de choix de
cette espece : son importance majeure en médicine et dans 1’usage quotidien dans en cuisine
Algérienne d’une part, et le manque de travaux de recherche sur les propriétés biologiques, en

particulier le pouvoir antimicrobien de leur huile essentielle d’autre part.
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I-1-3- Matériel biologique

Les souches utilisées dans notre étude font partie de deux groupes des microorganismes,
qui sont des microorganismes pathogénes et microorganisme contaminant. Les testes sont
réalises sur cing souches bactériennes et une souche fongique.

Dans notre travaille nous avons retenu les especes suivantes :

1. Cocci a Gram positif

Enterococcus faecalis ATCC 29212

Bactérie commensale a Gram positif de la famille Enterococcaceae, elle se trouve
dans le tube digestif humains et d'autres mammiféres, causer des infections mortelles chez
I'hnomme et le singe, particulierement dans un environnement hospitalier. Elle peut aussi

déclencher des inflammations chroniques de l'intestin.

2. Bacilles a Gram négatif
- Escherichia coli ATCC 25922

Bacille a Gram négatif apparentant a la famille des Entérobactériaceae ( HART et
SHEARS, 2002), hote normale du tube digestif de I’homme et des animaux (CHAKOU et al,
2007), responsables des infections urinaires, septicémie méningite du nourrisson, de plaies
opératoires et gastro-entérites (HART et SHEARS, 2002).
- Enterobacter cloaceai ATCC 13047

Bacilles a Gram négatif de famille Enterobacteriaceae, mobiles, non sporulés présent
dans DI’environnement mais il est aussi commensal du tube digestif de ’homme et des
animaux, responsable de I’infection urinaire, bactériémie, infection respiratoire, suppurations
diverses et I’infection tissulaire apres une plaie souillée par de la terre, il est souvent associé a
Bacillus cereus (DANIELLE CLAVE, 2011).
- Klebsilla pneumonie ATCC 700603

Genre de bactérie, non mobiles de famille Enterobacteriaceae, capsulés avec des
colonies a aspect de muqueuses. (GARBONNELLE et al, 1987). Il se trouve dans les
matieres fécales de I’homme et des animaux, elle provoque les bronchites, broncho-
pneumonies, pleurésies, infections urinaires et septicemies. (NATHALIE, 2006).
- Proteus mirabilis ATCC 49452

Bacilles @ Gram négatif, mobiles de famille Enterobacteriaceae, trouvant dans le sol, 1’eau

d’égouts et font partie de la flore fécale normale provoquent des infections urinaires, plaies,

méningites, septicemies (BEERNESH et al., 1996).
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3. Fusarium sporotrichioide

C’est une souche fongique de la famille Hypocreaceae productrice de mycotoxine
caractérisé par la présence des Mycélium aérien, Sporodochia et des Chlamydospores.
(ANONYME, 2008).

Le Fusarium sporotrichioide est trés répandue sur les plantes et dans le sol dans les
régions froides et fraiches du monde (KULIK et al., 2004), peuvent infecter les épis, les tiges
et les racines du mais du semis a la récolte. Entrainent des pertes de rendement et contaminent

la récolte avec des substances toxiques.(DORN.D et al., 2007).

I1-1-4- Milieu de culture
Dans notre travail nous avons utilisé comme milieux de culture les suivants:

* Pour tester I’activité biologique des souches bactériennes nous avons utilis¢ le milieu

gélose Muller Hinton (MH) ; Ce milieu est composer de:

— 2 g d'infusion de viande de beeuf.
— 17,5 g de peptone de caséine.

— 1,5gdamidon.

— 17 gdagar.

Ces compositions sont fondues dans 1L d'eau distillée (HELLAL, 2011).

*Pour évaluer I’activité antifongique, nous avons utilisé le PDA (Potato Dextrose Agar ou

pomme de terre glucosée et gélosée) ;Ce milieu est composer de:

- 200 g de pommes de terre pelées

- 1L d'eau distillé .

- 20 g de glucose

- 15220 gde gelose. (DAVET et ROUXEL, 1997).

11
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I-2- Méthode

1-2-1- Extraction d’ huile essentielle de laurus nobilis L.

I-2-1-1-Dispositif d’extraction

L’extraction d’huile essentielle a été effectuée par hydrodistillation (Figure n® 02), il

s’agit de la méthode la plus simple et de ce fait la plus anciennement utilisée.

La matiére végétale (dans notre cas Laurus nobilis.L) est immergée directement dans
un ballon rempli d’eau, placé sur une source de chaleur (Chauffe-ballon), le tout est en suite
porté a 1’ ébullition. Les vapeurs sont condensées dans un réfrigérant puis elle récupérées dans
une ampoule a décanter et 1’huile essentielle se séparé de I’hydrolat par simple différence de

densité (HELLLAL, 2011).

(‘; L

P oy . § t 7 . .
p2aisuilles de Laurus mobilis L immergent dans |/eaurbomtiante, 3-R éfrigérant,
4- Arrive d’caull e d"causOsBllenmeyers, 7-Ampoule a décanter, 8=Bicher

Fig n® 02 : Montage de I’Hydrodistillateur .
1-2-1-2- Conservation de I’huile essentielle obtenue

L’huile essentielle extrait est conservée dans un tube en verre fermés hermétiquement et
mise a 4°C. Nous avons déshydraté 1’huile essentielle du Laurus nobilis L. par la méthode de
congélation d'eau sans congélation d'huile. Ensuit I'huile prélever et le conservée a une basse
température dans un tube en verre fermé hermétiqguement et couvrez par un papier

d’aluminium pour la préserver de l'air et de la lumiére.
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I-2-2- Activités antibactériennes
I-2-2-1- Préparation des disques

Les disques sont préparés a partir du papier wattman N3 de 6 mm de diameétre, ensuite
elles sont mises dans un tube a essai, stérilisés a I'autoclave 15minutes a 120°C, puis stockés
a une température ambiante (le tube a essai est hermétiquement ferme)
I-2-2-2- Préparation des précultures

Les souches microbiennes a tester ont été cultivées dans des boites de pétrie 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.
I-2-2-3- Préparation des suspensions bactériennes

A l'aide d’un pipettes pasteur nous avons prélevée quelques colonies bien isolées et
parfaitement identiques et sont été mises dans 10 ml d'eau physiologique stérile a 0.9% de sel
(Na CI). La suspension bactérienne est bien homogénéisée et laisser sur la paillasse pendant
30 minute (OMS, 2005).
1-2-2-4- Tests de activité antibactérienne

L’¢évaluation de [I’activité antibactérienne est effectuée par diffusion ou de
aromatogrammes
I-2-2-4-1- principe

Le principe de la méthode repose sur la diffusion du composé antibactérienne 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
antibactérienne sur la cible est apprécié par la mesure d’une zone d’inhibition, et en fonction
du diamétre d’inhibition. (HELLAL, 2011).

. _a— Boite de Pétri
P v .“'_--_;;-_

L o -,;_d_,_'.ir— Souches test

— Milieu de cultwe gélosé
{Agar)

Diaque imbibe
d'huile
essente k

— Zonc dhinbition

— Cioissance
micrchiknme

Fig. n® 03: Illustration de la méthode des aromatogrammes sur boite de Pétri (ZAIKA, 1988)
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L’évaluation de I’activité antibactérienne de notre huile essentielle du Laurus nobilis
L & été faite sur 5 souches bactériennes.

Le résultat peut étre symbolisé par des signes d’apres la sensibilité des souches vis-a-
vis de huile essentielle (PONCE et al., 2003).
Non sensible (-) ou résistante : diaméetre < 8mm .
Sensible (+): diametre entre 9 a 14mm.
Tres sensible (++): diamétre compris entre 15a 19 mm .
Extrémement sensible (+++): diamétre >20mm .
1-2-2-4-2- Ensemencement

15 ml de la gélose MH est coulé dans des boites de Pétri. Apres 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 .Dans des conditions aseptiques et a 1’aide
d’une pince stérile, les disques imbibés par I'huile essentielle du Laurus nobilis L. sont
déposés sur le gélose (3disques/boite) et pour le témoin on a mite des disque sans huile
(1disques/boite) (photo n°1). Les boites sont ensuite fermées et incubée a température de 37°C

pendant 18 heures ( figure n°4).

PHOTO: GOUMNI Z et SALHI A. 2013

Photo n° 01 : Dép6t des disques
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("BPr V[ BEmt ¥, BKI

A prés 24 heurel d’incubation
10ml d’EPh dans chaque tube

7y V = \r Vs v
=] = g = g
) = =] A
= ) 2 P
= = - =
@0 w s @ @0
=2 2 = o 2
= = = ‘= =
= = = S =
= © S = =
& < ¥ 1 <
+ + + +
15 ml MH+300pul 15 ml MH+300p1 15 ml MH+300p1 15 ml +300p1 15 ml MH+300p1
supBEe supBE supBPr supBEnt supBKI
— = = = =
TBEe BEn TBPr TBEnt TBKI

B : bactérie T :Témoin  Ec : Escherichia coli (ATCC25922), En :Enterobacter cloaceai

(ATCCI3047),Pr :Proteus mirabilisctATCC49452), En :Enferococcus feacalistATCC29212), KI :
Klebseilla pneumonie(ATCC700603). Eph : Eau physiologique, sup : suspension

Fig. n°04 : Protocole expérimentale de I’essai d’activité antibactérienne d’huile
essentielle du Laurus nobilis L.
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I-2-2-4-3- Lecture

La lecture se fait par la mesure du diametre de la zone d’inhibition autour de chaque
disque a I’aide d’une regle en mm.
|-2-2-4-4- Evaluation de zone d’inhibition

La zone d’inhibition a été évaluée apres 18 heures en mesurant la moyenne de trois
diamétres perpendiculaires passant par le milieu du disque. Trois répétitions ont été effectuées
pour chaque souche.
I-2-3- Activité antifongique

Pour la réalisation de I’activité antifongique on a adopté la méthode de contacte direct

I-2-3-1- Préparation des différentes concentrations

Pour préparer les différentes concentrations on prélave des quantités d’huile essentielle
(HE) du Laurus nobilis L (25, 125 et 250 pl ) et ajuster a 50 ml par PDA puis on agite
pendant 5 minute pour homogenes le milieu de PDA avec I’huile essentielle (Tableau 02).

Tableau 02: Valeurs des dilutions utilisées

Rapport de dilution (HE /PDA) 0 1/2000 | 1/400 | 1/200
pl HE/S0mIPDA 0 25 125 250
Concentrations d’HE(%) 0 0.05 0.25 0.5

I-2-3-2- Essai d’activité antifongique

15 ml de mélange (PDA + HE) a été coulé dans des boites de Pétri, Apres le
refroidissement et la solidification de cette mélange sur la paillasse des disques mycélien de
diametre de 5mm de diameétre issue de la marge d’une culture agée de Fusarium
sporotrichioides ont été prélevée avec un emporte piéce et inoculé au centre de chaque boite
(1disque/boite) (Photo 02). Chaque concentration est répéter trois fois. Les boites sont
incubées dans d’obscurité a température de 20 + 2°C ; Le témoin est réalisé dans les mémes
conditions sans huile essentielles et les mesures sont prélavées aprés 72 h d’incubation
(figure 05).

{
.
\ \

-

PHOTO: GOUN SALHI 5/2‘08

Photo n°02: Inoculement des disques mycéliennes
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PDA - —
25l 125l 250l
d’HE + d’HE + d’HE +
PDA PDA PDA FDA

sans HE - -
Jf 1 1 Y
| |

—— R e

== == —— —— RS
-} ——R

Fig. n°05 : Protocole expérimentale de 1’essai d’activité antifongique d’huile essentielle

du Laurus nobilis L.
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I-2-3-3- Evaluation de la croissance mycélienne

La croissance mycélienne a été évaluée toutes les 24 heures en mesurant la moyenne
de trois diameétres perpendiculaires passant par le milieu de la rondelle.

Cette lecture est toujours réalisée en comparaison avec les cultures témoins qu’ils sont
démarré le méme jour et dans les mémes conditions.

Toute pousse méme légere de champignon sera considérée comme action négative
c’est a dire que I’huile essentielle en question n’est pas inhibitrice vis-a-vis de la croissance
fongique.

I-2-3-4- Détermination de I’indice antifongique
A prés ’incubation en tenant compte de la croissance de témoin, on calcule I’indice

antifongique qui est déterminé par la formule (CHANG et al.,1999):

[ IA = (1-Da/Db) x100 ]

Da: diamétre de la zone de croissance de 1’essai.
Db: diametre de la zone de croissance du témoin.
I-2-3-5- Détermination des concentrations minimale inhibitrices (CMI)
Il s’agit en parallele d’évaluer la plus petite concentration pour laquelle aucun
développement n’est visible a 1’ceil nu.
I-2-3-6- Détermination de la vitesse de croissance mycélienne (VC)

La vitesse de la croissance mycélienne de chaque concentration est déterminée par la

formule:
[ VC = [Dy/Te ]+[(D2-D1)/Te,]+ [(D3-Do)/Tes]+... + [(Dn-Dn_l)/Ten]]

D: diamétre de la zone de croissance du chaque jour.
Te: temps d’incubation.
I-2-3-7- Observation microscopique

Dans des conditions aseptiques et a 1’aide d’une anse stérile on prélever un échantillon
mince de la marge des Fusarium sporotrichioides obtenu pour chaque concentration et mis
dans un goute d’eau distillé entre lame et lamelle et ’on observer a 1’aide de microscope
optique.
I-3- Analyse statistique

L’analyse statistique (tableaux, histogrammes, courbe) des donnés traité par un logiciel

Excel stat 2007 pour la détermination de la signification des résultats.
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Résultats et Discussions

Chapitre 11

I1- Résultats et discussion
I1-1- Reésultats

11-1-1- Caractéristiques organoleptiques de I’huile essentielle extraite

L'huile essentielle extraite de Laurus nobilis L a un aspect liquide mobile limpide, de
couleur jaune trés pale, d'odeur aromatique épicée, avec un fond d'eucalyptus.
11-1-2- Activité antibactérienne

La méthode de diffusion des disques nous a permis de mettre en évidence le pouvoir
antibactérien d’huile essentielle du Laurus nobilis L vis-a-vis de cing souches bactériennes.

Les résultats sont vérifiés par le test statistique (tableau 02Annexe 02) a I’aide de
I’analyse de la Variance révelent que les diametres des zones d’inhibition est significatif

entre la différente souche testées (P<0.05) .

14.0
=
=) 12.0
:E
.’E 10.0 - m Enterococcus faecalis ATCC
= ) 29212
= m Echerichia. coli ATCC 25922
T ~ 80 -
g E
N & Enterobacter cloaceai ATCC
% ~ 6.0 - 13047
@ B Proteus mirabilis ATCC 49452
= 4.0 -
D
= = Klebsilla pneumonie ATCC
;g 2.0 - 700603

0.0 -

souches testées

Fig. n°06: Effet inhibiteur d’huile essentielle du Laurus nobilis L sur les souches testées
D’aprés la figure n°06 et 07 nous constatons facilement que I’huile essentielle du

Laurus nobilis L est présenté une certaine activité modérée dont les diamétres des zone

d’inhibition n’ont dépassé 10.2 mm
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A:Enterococus taecalis ATCC 29212, A’: Témoin Enterococcus faeccalis ATCC 29212, B: Escherichia coli ATCC
25922, B’: Témoin FEscherichia coli ATCC 25922, C: Enterobacter cloacear ATCC 13047, C™: Témoin Enterobacter

cloacear ATCC 13047, D: Proteus murabilis ATCC 49452, D™: Témoin Proteus mirabilis ATCC 4945, E: Klebsilla
pneumoni e ATCC 700603, E’: Témoin K/ebsilla pneumonsie ATCC 700603

Fig. n°7: Effet inhibiteur d’huile essentielle du Laurus nobilis L sur les souches bactériennes

testées.
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On observe que les différentes souches bactériennes étudiées réagissent difféeremment
a I’huile essentielle testée, méme s’il s’agit de deux souches d’une méme famille bactérienne
telle qu’Escherichia coli ATCC 25922, Enterobacter cloaceai ATCC 13047, Klebsilla
pneumonie ATCC 700603, Proteus mirabilis ATCC 49452,

Les résultats du test de sensibilité microbienne a I’huile essentielle sont regroupés
dans le tableau n © 03. Les valeurs indiquées sont les moyennes de trois mesures.

Tableau n °03: Diamétres (mm) des zones d’inhibition d’huile essentielle du Laurus nobilis L

les souches testées Diameétres de la zone | Sensibilité a I’huile essentielle
d’inhibition (mm) de Laurus nobilis L
Enterococcus faecalis ATCC 29212 102+£1.6 +
Escherichia coli ATCC 25922 92 +11 +
Enterobacter cloaceai ATCC 13047 7.7 £04 -
Proteus mirabilis ATCC 49452 79+0.2 -
Klebseilla pneumonie ATCC 700603 73+14 -

(+) sensible, (-) résistant

Le pouvoir antibactérienne d’huile essenticlle du Laurus nobilis L le plus élevé a été
observé contre Enterococcus feacalis ATCC 29212 et Escherichia coli ATCC 25922 dont le
diameétre est de quelque millimétres, d’environ 10.2 et 9.2 mm respectivement, les autres
souches : Enterobacter cloaceai ATCC 13047, Proteus mirabilis ATCC 49452 et Klebseilla
pneumonie ATCC 700603 ont des diamétres des zones d’inhibitions moins de 8 mm (7.7, 7.9
et 7.3 respectivement).
11-1-3- Activité antifongique
11-1-3-1- Evaluation de la croissance mycélienne

L’activité antifongique est révélée par I’absence ou la présence de la croissance
mycélienne. Le test de ’analyse de Variance (tableau 03Annexe 02) montré que 1’effet de
concentration a une différence tres hautement significatif (P<0.001)sur la croissance
myceélienne du Fusarium sporotrichioides .

Les résultats de diamétre de D’activité antifongique d’huile essentielle de Laurus
nobilis L sont présentés dans le tableau n® 04. Elles varient entre 0 et 85 mm (y compris le

diamétre de disque).
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Tableau n®04: Croissance mycélienne (mm) de Fusarium sporotrichioides en fonction du

temps d’incubation et de la concentration en huile essentielle du Laurus nobilis L.

72h 96 h 120h 144h
Témoin 55 68 84 85
0.05% 19 24 31 39
0.25% 0 4 13 18
0.5% 0 0 0 0

Avec les différentes concentrations d’huile essentielle extraite, on observe que la
croissance mycelienne est remarquable aprés 72 h pour le témoin et la concentration 0.05% et
il est démarre apres les 96 heures pour la concentration de 0.25%, au-dela de cette
concentration on n’observe aucune croissance.

En montrant qu’il y a une augmentation de la croissance mycélienne avec le temps
d’incubation a I’exception de la concentration 0.5% qu’il ne présent aucun croissance
mycélienne.

L’analyse statistique montre que le témoin présent une différence de croissance

mycélienne du le 72 h a 144 h.

A pres 120 h

A preées 144 h

A: 0% HE, B : 0.05% HE, C :0.25% HE, D : 0.5%HE

Fig. n°8 : Diamétre moyenne de la croissance mycélienne
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D’apres la figure 08 on peut noter qu’il ya un changement morphologique de la
couleur des mycéliums qu’il est variée de jaune, blanc, rouge.

Par comparaison au témoin (0% huile essentielle) qu’il présent un couleur de base des
colonies de couleur jaune ayant micelles gonflées et un aspect poudreux, comme du coton,
tourné du rouge apres 96 h. A la fin de cette période, la taille de la colonie atteint 85mm, dans
la concentration 0.05% la couleur de base des colonies de couleur blanc tourné du rouge apres
96 heure, la concentration 0.25% présente seulement un couleur de base des colonies de
couleur blanc, tandis que dans la concentration 0.5% ou on a aucun croissance mycélienne
mais la couleur de disque lui méme est transformer en jaune.
11-1-3-2- Inhibition de la croissance mycélienne

La figure n° 09 montre que la croissance mycélienne est réduit par 1’augmentation de

la concentration d’huile essentielle jusqu'a 0.5% ou aucune croissance n’est observées.

85
39
18
i 0
0

0.05 0.25 0.5
concentration d'huile essentielle (%0)

Diamétre de croissance
mycélienne (mm)
N w ey (O] D ~ (o] (o)
o o o o o o o o
1 1 1 1 1 1 1 J

[EEN
o
1

o

Fig. n° 09: Effet inhibiteur d’huile essentielle du Laurus nobilis L sur la souche fongique
teste.

Le plus grand diamétre de croissance mycélienne a été¢ registré a la concentration qu’il
correspond I’absence d’huile essentielle (témoin) avec un diameétre de croissance de 85mm
ensuit la concentration 0.05% avec un diamétre de croissance de 39 mm puis la concentration
0.25% avec un diameétre de croissance de 18 mm et en fin la concentration 0.5% qu’il non

présent aucun croissance mycelienne.
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11-1-3-3- Indice antifongiques (1A)

L’indice antifongique est la concentration qui inhibe 50% la croissance myceélienne, a
I’aide de I’analyse de la Variance (tableau 04Annexe 02), on peut constater que 1’indice
antifongique est tres hautement significatif (P<0.001) pour les différent concentrations.

En remarquant que toutes les concentrations d’huile essentielle du Laurus nobilis L
appliquées ont empéché, partiellement (0.05%,0.25%) ou complétement (0.5%), la croissance
des souches fongiques testées.

Les indices ont été déterminés graphiquement (figure n° 10) et sont récapitulés dans le
tableau n°05.

Tableau n°05: indice antifongique (1A)

1A % 72 h 96 h 120 h 144h
0.05 65.3 64.3 62.6 54.4
0.25 100 93.8 84.1 79.1

0.5 100 100 100 100

Les indices antifongique est augmenté avec 1’augmentation de la concentration d’huile
essentielle, il dépasse 50% dans toutes les concentrations et variée entre 54.4% et 100% qu’il

a été remarquée par 1’application d’une concentration de d’huile essentielle de 0.5%.

120.0 ~

100

100.0 -

79.10

80.0

60.0 -

40.0 ~

indice antifongique(%)

20.0

0.0

0.05 0.25

concentration d'huile essentielle(%)

Fig. n°10: Indice de la croissance mycélienne
La figure n° 10 et le tableau n° 05 montrent que la concentration minimale inhibitrice est
de I’ordre de quelque pourcent avec une bonne efficacité antifongique manifestée par 1’huile

essentielle du Laurus nobilis L. En effet, pour cette derniere la CMI est de 0.5%.
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11-1-3-4- Vitesse de la croissance mycélienne de Fusarium sporotrichioides
Les résultats sont Vérifiés par le test statistique (tableau 05Annexe 02) a 1’aide de
I’analyse de la Vitesse de la croissance mycelienne de Fusarium sporotrichioides, qui révélent
que les traitements d’indice antifongique est non significative (P>0.05).
Les résultats de figure n® 11 montré que la vitesse de la croissance mycélienne est

décroitre par ’augmentation de la concentration d’huile essentielle du Laurus nobilis L.

o © o o o
N - [N [ w
o o o o o

vitesse de croissance (mm/h)

o
o
o

o
o
S

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

concentration d'huile essentielle (%)

Fig. n°11: La vitesse de la croissance mycélienne du Fusarium sporotrichioide sous

P’effet de la croissance de la concentration d’huile essentielle du Laurus nobilis L

La plus haut vitesse de croissance mycélienne est registrer a 0% en absence d’huile
essentielle avec une vitesse de 0.26 mm/h puis la vitesse est décroitre jusqu’a
I’inhibition totale (Omm/h) dans la concentration 0.5% d’huile essentielle.

11-1-3-5- Observation microscopique

L’observation microscopique est par comparaison au témoin montre une diminution
dans les diamétres, les tailles et le nombre de mycélium (Témoin >0.05%>0.25%>0.5%),
déchirure (0.5%) ou commencement d’une déchirure (0.05% et 0.25%) de mycélium ainsi que
la couleur (figure n°12).
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0.05 % o M

0.25 % (Gx 40) 0.5 %

Fig. n°12: Aspect microscopique de Fusarium sporotrichioides avant(T (témoin) et apres le

traitement par 1’huile essentielle du Laurus nobilis L a différent concentration.
Les mycéliums ayant une apparence daiguille, structures transparentes avec des

endroits rouges et jaunes pour le témoin et la concentration 0.05% et jaune pour la

concentration 0.25%, la concentration 0.5% non présentant aucun couleur (transparente).
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11-2- Discussion

Généralement, les huiles essentielles sont médiocrement solubles dans I'eau, ce qui
pose beaucoup de problémes pour étudier leur activité antibactérienne, ceci a été déja rapporté
par SOUTHWELL et al. (1993).

La méthode de diffusion des disques nous a permis de mettre en evidence le pouvoir
antibactérien d’huile essentielle du Laurus nobilis L vis-a-vis des bactéries testées. Les
résultat indiquent que I’huile essentielle du Laurus nobilis L représente un certain degré
d’activité contre les souches testées ce la est confirmé par les travaux de ZIMMERMANN
(1998).

Selon la classification de PONCE et al. (2003), Enterococcus feacalis ATCC 29212 et
Escherichia coli ATCC 25922 présentant une sensibilité non négligeable a I’huile essentielle
du Laurus nobilis L.

L’huile essentielle du Laurus nobilis L n’a pas montré une activité antibactérienne
intéressante cette résultat est comparable a celle de travaux de YAKHLEF, 2010 sur I’extrait
de feuille du Laurus nobilis L, il trouve que les extraits du Laurus nobilis possedent une
capacité antimicrobienne mais faible en comparaison avec les extraits du Thymus vulgaris.
Cette faible efficacité est semble due probablement & les pertes des composés volatils d’huile
essentielle durant 1’extraction. Donc, il serait rentable d’essayer un autre procédé d’extraction
pour obtenir d’huile essentielle efficaces du point de vue activité antibactérienne. Cette faible
efficacité pourrait étre aussi due au fait qu'au cours de la période d'incubation quelques
composants volatils de 1’huile peuvent s’évaporer des milieux de culture, ce qui diminuerait
sa concentration, et par la suite son activité antibactérienne.

Les données indiquent que les deux souches Enterococcus feacalis ATCC 29212 et
Escherichia coli ATCC 25922 étant les souches les plus sensible au huile essentielle du
Laurus nobilis avec un diametre de 10.2 et 9.2 mm respectivement par contre les autres
souches Enterobacter cloaceai ATCC 13047, Proteus mirabilis ATCC 49452 (7.9mm) et
Klebseilla pneumonie ATCC 700603, qu’ils présentant un résistance de cet huile essentielle
avec des diametres de 7.7, 7.9, et 7.3 mm respectivement la derniere diametre est proche de
celui obtenu par DERWICH E et al(2009).

L’huile essentielle du thymus fontanesii a une activité inhibitrice de 33 mm sur la
bactérie Enterococcus feacalis ATCC 29212 (MEBARKI, 2010) par contre a notre huile
qu’il présent une activité inhibitrice de 9.2 mm sur la méme souche.

Escherichia coli par leurs diamétre de sensibilité (10 mm) de notre huile essentielle est

proche que les travaux de HADDOUCHI et al., (2008) avec un diamétre de 8 a 9 mm et qu’il
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est trouvé que cette huile a une activité faible par apport I’huile essentielle de Thymus
fontanesii avec un diamétre de 20 mm.

D’aprés I’essai de MOHAMMEDI (2006) 1’activé d’ huile essentielle des plantes
testées la bactérie, Klebseilla pneumonie ATCC 700603 présent une sensibilité difféerent sur
ces huiles qu’il est plus haut que notre huile essentielle (7.3 mm) concernant les deux espéces
Thymus fontanesii (88mm) et Cistus ladaniferus (33 mm) par contre 1’huile essentielle du
Smyrium alusatrum qu’il a aucun effet sur cette germe.

A partir de ces comparaison on peut dire que I’huile essentielle du Laurus nobilis L a
une faible activité antibactérienne contre ces souches testées, ainsi que nous prouvons
constater que 1’ activité antibactérienne dépend de la qualité d’ huile essentielle d’un part est
dans un autre part de la souche bactérienne elle-méme. Plusieurs études testant 1’activité
inhibitrice d’ huile essentielle confirment ce résultat telle que KALEMBA et KUNICKA
(2003), qu’ils sont constaté que la sensibilit¢ d’un microorganisme a 1’huile essentielle
dépend des propriétés de 1’huile essentielle et le microorganisme elle-méme.

Il est bien connu que les bactéries a Gram positif sont plus sensibles a I’huile
essentielle que les bactéries a Gram négatif (POOL., 2001).

A Tlinverse, CELIKEL et KAVAS (2008) ont souligné, que 1’action d’ huile
essentielle volatiles a peu d’influence sur I’inhibition de la croissance de bactéries a Gram
négatif peu d’influence sur I’inhibition de la croissance de bactéries a Gram positif ce
pendant, quelque huile essentielle semblent étre spécifiques, et exercent une importante
activité inhibitrice contre les bactéries a Gram positif que sur les bactéries a Gram négatif.

D’apres ces deux pointes du vue notre résultats est comparable avec la premiere
lorsque en comparait la souche Enterococcus feacalis ATCC 29212 a Gram positif (10.2 mm)
avec les autres souches Gram negatif (Escherichia coli ATCC 25922 (9.2), Enterobacter
cloaceai ATCC 13047 (7.7mm), Proteus mirabilis ATCC (7.9 mm) 49452, Klebseilla
pneumonie ATCC 700603(7.3 mm).

Selon (BURT. ,2004) la grande résistance des bactéries Gram négatif a 1’huile
essentielle liée en parte a la complexité de 1’enveloppe cellulaire de ces microorganismes qui
contient un double membrane, contrairement a la structure membranaire simple des bactéries
Gram positif.

Selon OUSSALAH et al., (2006), I’activité biologique d’une huile essentielle est a
mettre en relation avec sa composition chimique, les groupes fonctionnels des composés

majoritaires (alcools, phénols, aldéhydes) et les effets synergiques entre les composants.
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Les propriétés antibactériennes de ces composés sont en partie liées a leurs caracteres
lipophiles menant a ’accumulation au niveau des parois bactériennes, perturbant ainsi le
fonctionnement et la perméabilité des membranes cellulaire, dégradation de la paroi cellulaire
(HELANDER et al., 1998), dommages de la membrane cytoplasmique, dommages des
protéines membranaires, fuites du contenu des cellules (HELLAL, 2011).

Le principale composé de Laurus nobilis L, c’est le 1,8-cinéole DERWICH E et al.,
(2009) a eté connu pour présenter une activité antimicrobienne contre les souches
bactériennes (E. coli, P. aeruginosa, S. typhi, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
intermedius, Bacillus subtilis) (Sivropoulou et al., 1997).

La technique de contact direct consiste a mettre en contact 1’ huile essentielle et les
micro-organismes, puis a observer la croissance de ces derniers. L’ huile essentielle du Laurus
nobilis L a exercé une importante activité inhibitrice vis-a-vis du champignon Fusarium
sporotrichioides , les diamétres , la vitesse et I’indice antifongique de la croissance de
mycelium sont diminue sa chaque fois qu’on augmente la concentration d’ huile essentielle
jusqu’a la non germination du disque atteinte au CMI (0.5%) ce la est confirmer par les
travaux de (GACEM MA, 2011) sur I’extraits méthanolique et aqueux appliquer sur
Aspergillus fumigatus.

L’etude de I’effet inhibiteur d’huile essentiel d’Artimesia herba alba sur deux souches
de Fusarium oxysporum et F.sp par KOLAI N., et al (2012) montré que I’activité
antifongique est due uniquement aux substances renfermées dans les extrais de 1’huile
essentiel d’ Artimesia herba alba.

La difficulté de développer une molécule antifongique est liée, d’une part a
’ultrastructure de la cellule fongique qui présente trois barrieres: la paroi cellulaire chitineuse,
les ergostérols membranaires et le noyau eucaryote (CHAMI, 2005) et d’autre part, les
molécules antifongiques elles-mémes qui peuvent engendrer des résistances PRASAD et
KAPOOR,( 2004).

Le pouvoir antifongique d’ huile essentielle du Laurus nobilis L pourrait étre attribué a
la présence de composants antifongique classé dans la liste des constituants a activité
antifongique de (DUKE.,2009) tels que: le myristicine, le curcumene, le caryophyllene,
I’¢lemicine, le pinéne, le terpinéne et le terpinoléne a différentes proportions. De méme CHU
et KEMPER (2001) signalent que le pouvoir antifongique d’ huile essentielle du Lavandula
stoechas est li¢ aux: B-pinene, p-ciméne, 1,8 cinéole et a-pinene. Les composés majoritaires

ou mineurs peuvent augmenter 1’activité antifongique.
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L’activité antifongique d’ huile essentielle, peut étre expliquée par I’effet synergique
entre les différents composés d’ huile essentielle. En effet, les composés majoritaires sont
souvent responsables de 1’activité antifongique de cette huile essentielle GIORDANI et al.,
(2008).

IIs ont supposé que la nature lipophile d’ huile essentielle les rend plus observables par
les mycéliums fongiques que par la gélose de nature hydrophile SOYLU et al.,( 2005).

Le mécanisme d’action des composés phénoliques d’ huile essentielle sur les
champignons est fondé principalement sur l'inhibition des enzymes fongiques contenant le
groupement SH dans leur site actif CELIMENE et al., (1999).

Les concentrations d’huile essentielle du laurus nobilis L appliquées ont empéché,
partiellement (0.05%,0.25%) ou complétement (0.5%), la croissance de souche, cet résultat
est comparable a celle de URIBE et al., (1985) qui ont énoncé que les faibles concentrations
en huile essentielle de certains Citrus ont un effet inhibiteur partiel du fait que la respiration
est inhibée et la perméabilité des cellules altérée tandis que des fortes concentrations en huile
essentielle provoquent des dommages membranaires sévéres et une perte d’homéostasie d’ou
la mort cellulaire ou I’inhibition totale.

Les modifications morphologiques (couleur de mycélium, déchirures mycéliennes,...)
ont été observés sur déférents concentrations étaient confirmées par les travaux de DE
BILLERBECK et al., (2002) sur le mycélium d’A Niger sous ’effet des vapeurs d’huile
essentielle de Cymhopogon nordus. La perte ou le changement de la couleur peut étre corréler
avec la perte de la production de mycotoxines.

L’action antifongique d’ huile essentielle vis-a-vis C. albicans est due a une
augmentation de la perméabilité de la membrane plasmique suivie d’une rupture de celle-Ci
entrainant une fuite du contenu cytoplasmique et donc la mort de la levure COX et al.,(
2000).

L’huile essentielle du Laurus nobilis L montre une activité tres important contre le
Fusarium sporotrichioides qu’il attendre a une activit¢ d’inhibition de 100% . Donc, en
généralités les différents microorganismes n’ont pas une sensibilité similaire vis-a-vis d’ huile
essentielle. Ce résultat est confirmé par de nombreuses expériences AMARAL et al., (1998)
qui ont montré que les champignons montrent généralement une sensibilité supérieure par

rapport aux bactéries.
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Conclusion

Un grand nombre des plantes aromatiques contiennent des composés chimiques ayant
des propriétés antimicrobiennes. Plusieurs travaux de recherche ont été focalisés sur les huiles
essentielles extraites de ces plantes aromatiques.

L’utilisation des formulations volatiles a base des plantes aromatiques et médicinales
peut présenter des nombreux avantages par rapport aux produits de syntheses actuels.

L'extraction des huiles essentielles du Laurus nobilis L, a été réalisée par plusieurs
méthodes. Cependant dans le présent travail une seule méthode est préconisée:
hydrodistillation.

L’huile essentielle extraite de cette plante possede des propriétés organoleptiques tres
appréciées en parfumerie et sera trés convoitée en aromathérapie.

La méthode de I’aromatogramme nous a permis de mettre en évidence le pouvoir
antibactérien d’huile essentielle du Laurus nobilis L vis-a-vis de cing bactéries, ce pouvoir
est relativement faible, avec des zones d’inhibition variant entre 7.3 et 10.2 mm.

L’activité antibactérienne d’huile essentielle du Laurus nobilis L, évaluée par la
méthode de diffusion, a permis de révéler une activité moyenne sur la croissance de
Enterococcus feacalis ATCC 29212 et E. coli ATCC 25922 avec un diamétre d’inhibition de
10.2 et 9.2 mm respectivement , alors que Enterobacter cloaceai ATCC 13047, Proteus
microsilis ATCC 49452 et Klebseilla pneumoni ATCC 700603 présentant résistant avec un
diameétre d’inhibition de 7.7,7.9 et 7.3 mm respectivement.

La méthode de contact direct nous a permis de mettre en évidence le pouvoir
antifongique d’huile essentielle du Laurus nobilis L vis-a-vis de la souche Fusarium
sporotrichioides.

L’activité antifongique d’huile essentielle du laurus nobilis L s’est avéré un agent
antifongique efficace contre le Fusarium sporotrichioides a une dose de 0.5% d’huile
essentielle de Laurus nobilis L qu’il correspond le CMI avec un indice d’inhibition de 100%.

L’activité antifongique croit au fur et a mesure qu’augmente la concentration en huile
essentielle ce la est I’induit a la régression de vitesse de la croissance mycélienne qu’ils sont
appariat sous microscope avec des déchirures, des petits diamétres, nombres et avec des
couleurs différents.

Nos résultats indiquent que I’huile essentielle du Laurus nobilis L n’a pas une activité
antibactérienne intéressante en revanche, elle a montré des bonnes activités antifongiques et

aussi une activité important sur les bactéries & Gram positif que les bactéries a Gram négatif.
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Conclusion

L’activité antimicrobienne d’huile essentielle du laurus nobilis L est d0 a la nature de
leur composition chimique telle que 1.8 cineole comme un composé major de cette huile.

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

Cette étude permet encore une fois la mise en valeur de ’exploitation des huiles
essentielles dans les domaines, pharmaceutique et cosmétique. Par la méme occasion, elle
confirme leur utilisation comme conservateur dans le domaine de I’industrie agroalimentaire.

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premicre étape dans
la recherche des substances de source naturelle biologiquement active.

Ces résultats préliminaires peuvent éEtre complétés par d’autres études plus
approfondies (tests antioxydant, rendement, détermination de la concentration minimale
inhibitrice des souches bactériennes, mode d’application, cout, essai sur d’autres souches
microbiennes, etc.) afin d’exploiter les propriétés antibactériennes et antifongiques ainsi que
le teste d’activité¢ fongistatique/fongicide qu’il consiste a prélever le disque mycélien non
germé (présenté un inhibition totale contre le fusarium sporotrichioides) en fin d’incubation
de la boite de pétri et a le réintroduire dans un milieu de culture neuf sans huile essentielle.

Suivi de 1’évolution des cultures sera réalisé dans le temps.
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Annexe

Annexe 01

Autoclave Autoclavage des milieux de
culture

Etuve Des boites pétries incubées
dans I’étuve

Dépdt de suspensions La hotte
bactériennes sur MH
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Annexe

Balance analytique

Microscope optique Plague chouffant

. =

Fusarium sporotrichioides sur PDA Echirichia coli sur Hecktoen

Chlamydospore : forme de repos, de résistance, trés fréquente chez les champignons,
constituée de portions d'hyphes ou le cytoplasme s'est condensé et généralement entouré d'une
paroi épaisse et mélanisée.

Sporodochium (plur. sporodochia) : stroma fertile pustuliforme, superficiel ou largement
érompant. Dans le cas des champignons du genre Fusarium, ces structures ressemblent a de
petits amas gélatineux a la surface de la gélose, dans lesquels sont produites des
macroconidies de taille et deforme relativement homogene et typique de I'espece

(ANONYME, 2008).
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Chlamydospores a surface
rugueuse  de F. equiseti

Sporodochia

Cube de Bélosé
(repiquage sur SNA)

Sporodochia  visibles par
diascopie sur une culture de
Fusarium sur SNA

Un disque mycelien du
fusarium sporotrichioides
sur un mélange de HE et
PDA

Des disques de papier
wattman sur MH et des
different suspections
bactérienne

Annexe 02

Tableau n®01: Vitesse de croissance mycélienne du Fusarium sporotrichioide

concentration d'huile essentielle (%) vitesse de croissance (mm/h)
0 0.26

0.05 0.11

0.25 0.04

0.5 0
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Annexe

Tableau n®02: Comparaison des moyennes des diamétres des zones d’inhibitions des

différentes souches bactériennes testées.

Source Somme des | Degré | Moyenne F Probabilité | Valeur
des carrés de des carrés critique pour
variations liberté F

Les 24.91666667 | 4 6.229166667 | 5.94602273 | 0.0207676 | 4.1203117269
souche

testées

A 7.33333333 | 7 1.04761904

I'intérieur

des

groupes

Total 32.25 11
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Annexe

03 : Comparaison des moyennes des diameétres du croissance mycélienne du

Q

Tableau n

Fusarium sporotrichioides

4 Jnod
anbnio
AnsjeAn ¢TSGT88S6TTT06'C CTGST88S6TTT06'C 8.¥89/9/59/88T'¢C
dliqeqold | 6¢-38..907€2S9€86'T | TT-29808S€0£88€€8L°L | 68791695..005T90000°0
4 78T¥00T65092°6T. GZovT'6€ 6706€09T08LSC'6€
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EIBETe]]
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SaJ4ued ¢96¢
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Annexe

Tableau n°04: Comparaison des moyennes d’indice antifongique du Fusarium

sporotrichioides.

Source des | Somme des | Degré de | Moyenne des | F Probabilité Valeur

variations | carrés liberté carres critique
pour F

Concentrat | 24116.60648 | 3 8038.868827 | 283.3219 | 2.12225E-11 | 3.4902948

ion d’huile

essentielle

A 340.4834872 | 12 28.37362394

l'intérieur

des

groupes

Total 24457.08997 | 15

Tableau n°05: Comparaison des moyennes de la vitesse de croissance mycélienne du

Fusarium sporotrichioides.

Source  des | Somme Degré | Moyenne | F observé Probabilité | Valeur

variations des carrés | de des carrés critique pour
liberté F

Concentration | 0.0306375 | 3 0.0102125 | 0.223651793 | 0.87562604 | 6.591382117

d’huile

essentielle

A l'intérieur | 0.18265 4 0.0456625

des groupes

Total 0.2132875 | 7

*P <0,05, #*P < 0,01, ***P<0,001 : Respectivement significative, hautement significative et

tres

hautement

significative ;

P>0.05:

non
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significative

(MOUELLEF,

2010).




Etude de P’activité antimicrobienne de I’huile essentielle extraite de la plante Laurus nobilis L

Résumé

Notre travail porte sur 1’étude de I’activité antimicrobienne d’huile essentielle de la plante Laurus nobilis.L.
L'extraction d’huile essentielle de la partie arienne de Laurus nobilis L, a été réalisée par la méthode
d’hydrodistillation. Le test d’activité antimicrobienne sur cinq souches bactériennes (Klebsilla pneumoniae,
Escherichia col, Proteus mirabilis, Enterobacter cloaceai, Enterococcus faecalis), et une souche fongique
(Fusarium sporotrichioide). Les résultats montrent que I’huile essenticlle du Laurus nobilise L posséde une
faible activité antibactérienne avec des diamétres d’inhibition varie entre 7.3 et 10.2 mm en comparaison avec
Pactivité antifongique qu’elle atteindre une indice d’inhibition de 100 % avec la concentration de 0.5% qu’il
représente le CMI.

Mots clés: laurus nobilis L, huile essentielle, activité antibactérien, activité antifongique, inhibition.
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Study of the antimicrobial activity of essential oil extracted from Laurus nobilis.L plant

Abstract

Our work focuses on the study of the antimicrobial activity of essential oil of the plant Laurus nobilis.L.
The extraction of essential oil of the Arian party of Laurus nobilis L, was obtained by hydrodistillation The test
of antimicrobial activity performed for five bacterial strains (Klebsilla pneumoniae, Escherichia coli, Proteus
mirabilis, Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis) and a fungal strain (Fusarium sporotrichioide).The
results indicate that the essential oil of Laurus nobilise L has little antimicrobial activity with inhibition
diameters between 7.3 and 10.2 mm in comparison with the antifungal activity that reached a value of 100%
inhibition with 0.5% who represent the MIC.

Key words: Laurus nobilis L, essential oil, antibacterial activity, antifungal activity, Inhibition.




