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Resumé

Ce travail s’inscrit dans le cadre de l'étude de la composition chimique, l'activité
antibactérienne, des plantes aromatiques et médicinales de la flore algérienne, dans le but de
rechercher de nouveaux produits bioactifs d’origine naturels jouissantes d’activités biologiques
notamment les activités antimicrobiennes.une plante aromatique provenant de la région de
Melakou, Laurus nobilis a fait ’objet d’un décryptage phytochimique et biologique de son
huile essentielle.

Nous avons étudié linfluence du séchage a I’ombre sur les feuilles des plantes, ce qui nous a
permis d’évaluer la teneur des huiles essentielles extraites pour une meilleure maitrise de la
qualité des plantes et une bonne exploitation industrielle.

L’huile essentielle extraite par hydrodistillation a été analysée par chromatographie sur
couche mince. Ca nous a permis d’identifier 3costituants pour HE de laurier dont le cinéol .

L’étude antibactérienne des huiles essentielles a révélé une grande action inhibitrice sur la
croissance des germes testés. Escherichia coli est le plus sensible a ’huile de Laurus nobilis
avec une zone d’inhibition de 25 mm.

Mots clés : Huiles essentielle ; Laurus nobilis ;Activité antibactérienne
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Abstract

This work is part of study of the chemical composition, antibacterial, of aromatic and medicinal
plants of the Algerian flora, in order to find new bioactive products of natural source which are
characterized by a biological activities spécialy antimicrobial . one aromatic plant from region
have been the subject of a phytochemical and biological decryption to their essential oils.

We studied the influence of drying in the shade on the leaves of plants, which enabled us to
evaluate the content of essential oils extracted for better control on the quality of the plants and
for best industrial exploitation.

The essential oils obtained by steam distillation were analzyed using thin-layer chromotography
The screening CCM dentified 3 components for HE of laurel whose cineole

finally Our results indicate that the oil Laurus nobilis showed the highest antibacterien activity
against Scherichia Coli

Keywords: Essential oils; Laurus nobilis;; Antibacterial activity




Listes des tableaux

N° NOM PAGE

Tableau 1 Composition des huiles essentielles 6

Tableau 2 Autres especes du laurier noble 13

Tableau 3 La position systématique de Laurus 15
nobilis

Tableau4 la coloration GRAM 22

Tableau5 Maladies causées par des agents 26
infectieux

Tableau6 contréle qualité de la matiere 44
premiére

Tableau 7 Criblage phytochimique de laurier 46-47
noble sec

Tableau 8 L’évaluation de volume d’HE en 48
fonction de temps

Tableau 9 Indices physico-chimiques de ’HE 49
de Laurier

Tableau 10 Diamétre des zones d’inhibition en 50
mm des ATB et des solutions testés
apres 24h

Tableau 11 Diamétre des zones d’inhibition en 50

mm des ATB et des solutions
testés apres 48h




Liste des figures

N° Nom Page
Figure 1 | Quelques organes sécréteurs d'huiles essentielles 5
Figure 2 | (A): Diversité des structures de sécrétion des huiles essentielles, poil sécréteur 5

(B): illustration schématique du développement de la glande productrice
d’huile essentielle
Figure 3 | Schéma de la distillation par entrainement a la vapeur d’eau. 7
Figure 4 | Presse hydraulique utilisée dans 1’expression a froid 9
Figure 5 | Hydrodistillation par micro-ondes sous vide pulsé (VMHD) 10
Figure 6 | Distribution des Lauracées a travers le monde 12
Figure 7 | Arbre de Laurier en fleurs 13
Figure 8 | Aspect morphologique de Laurus nobilis L 14
Figure 9 | Cellule bacterienne 20
Figure 10 | Mycoplasme 21
Figure 11 | Les déférentes formes des bactéries 21
Figure 12 | La coloration GRAM 22
Figure 13 | Structure moléculaire d’un virus 24
Figure 14 | Rota virus 25
Figure 15 | Antibiogramme 28
Figure 16 | étapes de la réalisation expérimentale 30
Figure 17 | Feuilles fraiche de Laurus nobilis (Melakou-TIARET) 31
Figure 18 | Feuillles séchées de Laurus nobilis 31
Figure 19 | La plante broyée 32
Figure 20 | feuilles séchées 36
Figure 21 | Feuilles coupées 36




Figure 22 | feuilles broyées 36
Figure 23 | Montage d’hydro distillation 37
Figure 24 | Séparation des phases 37
Figure 25 | flacons d’HE Couvert d’aluminium 37
Figure 26 | plaqgue CCM 38
Figure 27 | L’éluant 39
Figure 28 | Immersion dans une solution 39
de permanganate de potassium
Figure 29 | Lampe (rayonnements ultraviolets) 39
Figure30 | Apparition des taches 39
Figure 31 | Activité antibacterienne 42
Figure 32 | L’évaluation du volume de I’HE en fonction du temps 48
Figure 33 | Four a moufle 62
Figure 34 | Réfractometre 67
Figure 35 | Réglage de la zone éclairée a la croisée des réticules 68
Figure 36 | Four a moufle de laboratoire. 68
Figure 37 | Escherichi coli Grossissement 71
Figure 38 | Staphylocoque doré 71
Figure 39 | Pseudomonas aeruginosa au microscope électronique a balayage 72
Figure 40 | Ethanol absolu 72
Figure 41 | Gélose (MH) 72
Figure 42 | HE extraite 72
Figure 43 | Etuve « Memmert » 72
Figure 44 | Disques d’ATB 72
Figure 45 | Boites pétri 72
Figure 46 | Disques en Papier buva 72
Figure 47 | eau physiologique 73
Figure 48 | Bain marie 73
Figure 49 | écouvillon 73
Figure 50 | Bec bunsen 73




Figure 51 | Huile essentielle de Laurier Achetée 73
Figure 52 | Boites pétri coulée en milieu de culture(MH) 73
Figure 53 | préparation de I’inoculum

73
Figure 54 | Dépdt des disques 74
Figure 55 | Incubation 24H a 37°C 74
Figure 56 | Résultats de I’aromatogramme des huiles essentielles 74
Figure 57 | Résultats de I’antibiogramme des ATB 74




Liste des abréviations

CCM chromatographie couche mince

HE huile essentielle.

Hd Huile diluée

Eth Ethanol absolu

HA Huile essentielle de Laurier (achetée)

staph staphylococcus aureus

E. coli Escherichia coli

pseudo pseudomonas aeruginosa

AFNOR | Association frangaise de normalisation

ISO Organization International de Standardization
VMHD Hydro distillation par micro-ondes sous vide pulsé.
ATB Antibiotiques

Gent Gentamicine

Amp Ampicilline

Amox Amoxicilline

MH Gélose Muller-Hinton

D Diamétre

Rf Rapport frontale

Ir Indice de refraction

R %

Rendement




Table des matiéres

Dedicace
REMERCIMENTS
RESUME
LISTE DES TABLEAUX, DES FIGURES ET ABREVIATIONS
INTRODUCTION GENERALE.........cooiieee e 1
PREMIERE PARTIE : Partie Bibliographie
Chapitre I : Les huiles essentielles
L L INtrOdCULION. ... 4
L L DEfinition ....oveeeiee e 4
1.1.2. Localisation des huiles essentielles dans laplante....................cccooeiiiinn. 4
1.1.3.La Composition chimique des huiles essentielles....................cooveiiiiiin.., 5
1.1.4.Techniques d’extraction des huiles essentielles ..................coovviiiiiiiinn..n, 7
1.1.4.1 Entrainement par la vapeur d’eau (hydro distillation)................................. 7
1.1.4.2. Ladistillation SEChE. ... ... ..iveiiiii e 8
1.1.4.3. L’expression & froid ou EXPression MECAMIQUE. .......eeevvveeeeeereeeeereeeeeeen, 8
1.1.4.4. AUtres MEthOTES. .......uiiiiei e 9
1.1.5. Facteurs variant la composition des huiles essentielles ............................... 10
Chapitre Il : Le Laurier Noble
FLLINtrodUCHION ..o 12
TE L L DEfINitioN. ... e 12
T1.1.2.LS QUErE TAUFIEIS ...ovviiee e, 13
T2, 3 TdentifiCation. .. .....iie e 14
11.1.4.Classification botanique ...............ccooiiiiiiiiii e 15
FL. 2. 5. COMPOSIION. . ... 15
TE LG ULIHTSAtION ..o, 16
T1 10610 ATIMENLAITE. .o ee e, 16
11 .1.6.2.0reMENTAIE ... .ooiniiii et e 16
I .1.6.3.MEdICINALE. .....uiiee e 16
11 .1.6.4.Comme répulsif ... ..o 16



I 1.7 Effets therapeutiqUes ..........cuouieeei et 17

11 .1.8.Effet antibactérien de PHE de 1aurier .........ooeoneeee e e 18

Chapitre III : I’effet antimicrobien

P L ANGIMICIODIEN. ...t 20
T L2 LS DACHEIIES. ..ot e 20
L 1.2.2.Definition ..o 20
111.1.2.2.Classification des bacteries ..............coueuiniiiniiiii e 21
111.1.2.3.La composition bactérienne. ...............oouiiiiii i, 22
FT1.2.LeS Champignons .........cooimiei e, 22
FEE 2. L DAFINItION. ...t 22
FHE.2.2.CIaSSIfiCatiON. ..., 23
111.2.3.LES DIFFERENTS CHAMPIGNONS ..ottt 23
FEE.3IeS VATUS et e, 24
FEE 3L L DA INItION ..o 24
FTE.3.2.CaraCteriStiQUES. .. ....ve e 25
FT1.4, LES PARASITES . ....ocociteeeeteteee ettt sttt s sttt s st sesn et atasens 25
I11.5. Les maladies bacteriennes. .............oovviieiiniii e 25
FEES. L DEFINIION. ... e 25
I11.5.1.Bactéries responsables des infections les plus communes................................. 27
TH1.6.L°antibiogramme .............cooiiiiii it 27
FHEG. 1. DEfINItION. ... 27

L. L PriNCIPE. ... 27



Chapitre 1V : Matériels et Méthodes

IV 1. Materiel VEZELAle. ........ove i 26
1V .1.2.Matériel technique et appareillage. ..............cooviiniiiiii e, 27
IV .2 Materiel bactérien ...............cooiiiiii e 28.
1V.3. Contrdle de qualité de la matiere premiere.............ccoovvviniiiiiiiieieeeeeen, 28
IV 3 L DESCrIPtION. .. .o 28
BV 3.2 St0CKAGE .. oo 28
IV.4.Controle CRIMIQUE. ..........ovie e 28
IV.4.1.Etude phytoChimique. .. ... ..o.ovinii e, 28
IV.4.1.1 Recherche des AlCAloTAES ...........ocueveieieieeie e 29
1V.4.1.2.1es composés Poly-phénoliqUes. ............ouinieiniiiiie e, 29
IV .4, L3I LS tanins. ....oveie e 29
1V.4.1.3.1.Les tanins catChiqUes. ... .......ouviniuiiieii e, 29
1V.4.1.3.2.Les tanins galliqUes. ..........oonimi e 29.
IV.4.1.4.Recherche des flavonoides. ..............ovuuiiuneiineiieeie e, 29
IV.4.1.4.1.Les cyanhydriqUES. .........oouinieei e 29
1V.4.1.5.Recherche des qUINONES ..............oiuiieiniie e 29
IV.4.1.5. 1. Anthracéniques libres. ..........ccooeuniiniieiie e, 29
1V.4.1.5.2. Anthracéniques COMDINES. ...........c.oiuiiiiiiie e, 30
1V.4.1.6.Recherche des gluCOSIAES. ...........ovuiieinii e 30
1V.4.1.7.Rechercher des Sapomines.................ocuiiuiiineineiieie e 30
1V.4.1.8.Recherche des hétérosides cardiotOniqUES.............c.vveeeieiiniiiiiieieiinene, 30
1V.4.1.9.Recherche des COMPOSES réAUCTEULS. ...........ovuieeeineiei e, 31
1V.4.1.10.Recherche des mUCIIages. ... ......c.oviinieii e 31
1V.4.1.11.Recherche de Pamidon...............c.oevuiiiniiiiiieiie e 31

IV .5.Extraction de Phuile €SSentielle. .. ....oveeeee e e e e, 31



IV.5.1.Caractérisation de UHE . ......otiniei e e e e, 32

IV 5. 1. 1MeSUre de PH. ..o, 33
IV.5.1.2.Indice de réfraction...............c.ooiiiiiiiiii e 33
IV.5.1.3.Chromatographie sur couche mince(CCM) ..., 33
a)préparation de lacuve Elution...............oooiiiiii i 33
b) réparation de la plaque a chromatographie.....................coooiiial. .33
(0] D<) (315 o) s R 34
d) ) Révélation et exploitation du chromatogramme ................ccoovviiieveiennnss 34
IV.6.Activité antibDactérienne. .............oiiviiiiiiie e 35
IV.6. Milieu de CURUIE. ..ot 35
IV.6. Obtention des SUSPENSIONS DACtErIENNES. . .. .. ..vvvieieieiieieiee e, 35
IV.6. Méthode de diffusion SUr diSQUES............oouiviniiii e 35
IV .6.1M0des OPEratOireS ..........oouie it 35
IV.6.1.1. Préparation de IinOCUlUM. .............ovniiiiiiiiie e 35
1V.6.1.2. Ensemencement et application des disques. ...............cooeeveiviiiiniieeinnn... 35
IV.6.1.3.Incubation €t I8CTUIE. ........ ...t 36
Chapitre V : Resultats et discussion...................ccooviiinn, 37
Conclusion
Reférences

Annexes



INTRODUCTION GENERALE

Pendant de nombreuses années, une variété des composés chimiques a été utilisée comme des
agents antimicrobiens dans les aliments pour inhiber les microorganismes pathogénes [1] Cependant,
la généralisation d'utilisation des conservateurs chimiques a conduit a un certain nombre de
problémes écologiques et médicaux. De ce fait il est nécessaire d'adopter des stratégies simples dans
leur application, et non toxiques pour I’Homme et I’environnement [1].

Les herbes aromatiques ont été utilisees depuis l'antiquité pour leurs parfums et leurs saveurs. Et
utilisées comme conservateurs dans une variété de produits a usages medicinaux et cosmetiques [2].
Cependant, de nos jours il y a un renouvellement d'intérét scientifique a I'utilisation de ces
antimicrobiens naturels pour la conservation des aliments. Cela est di a la forte demande des
consommateurs pour plus d'aliments naturels avec une longue durée de vie [3].

Pour cet intérét, les huiles essentielles considérées comme des substances naturelles bioactives
occupent un bon choix dans la découverte de nouvelles molécules thérapeutiques, et attirent I’intérét
de plusieurs recherches vue le nombre de leurs propriétés biologiques dénombrables. Le présent travail
s’inscrit dans le cadre de la recherche des molécules d’origines végétales jouissantes d’activités
biologiques notamment ’activité antibactérienne, Dans le but de poursuivre ces activités, une étude
photochimique est faite sur une plante médicinale « Laurus nobilis L » qui appartient a la famille des
lauracées. Elle se considére parmi les familles de plantes les plus utilisées comme source mondiale
d’épices et d’extraits a qualité¢ médicale intéressante.

Notre travail est réparti en deux parties :

o La premicre partie est relative a I’étude bibliographique de plante la et des huiles essentielles.

o La deuxieme partie représente la partie expérimentale ou nous présenterons les techniques
utilisées :

v" Extraction de ’huile essentielle de Laurus nobilis L, par I’hydro distillation.

v’ Détermination de quelques caractéristiques physico-chimiques, Et de la composition chimique
d’huile essentielle, par méthode chromatographique.

v' -La troisiéme partie consiste a déterminer 1’effet : antibactérien de 1’huile essentielle.

Enfin les résultats obtenus des caractéristiques physico chimiques ; de la composition de 1’huile
essentielle et son activité antibactérienne, sont interprétés a la lumiere de la littérature. Le travail est
cléturé par une conclusion et des perspectives.
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Chapitre I les huiles essentielles

I.1. Introduction

Les huiles essentielles des plantes ont déja trouvé leur place en aromathérapie, en pharmacie, en
parfumerie, en cosmétique et dans la préservation des aliments. Leur utilisation est liée soit leurs
larges spectres d’activités biologiques, soit des ciblages trés spécifiques [4]

Plusieurs définitions sont disponibles des huiles essentielles. Les huiles essentielles sont
géneralement des mélanges des principes volatils contenus dans les végétaux [5]. La définition
donnée par [6], est la suivante : << les huiles essentielles sont des produits obtenus a partir d’une
matiere premiére d’origine végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par des procédes
mécaniques a partir de I’épicarpe des Citrus, soit par distillation séche >>. Les huiles essentielles sont
des extraits végétaux volatiles et odorants appelés également substances organiques aromatiques
liquides, qu'on trouve naturellement dans diverses parties des arbres, des plantes et des épices, elles
sont volatiles et sensibles a I'effet de la chaleur, elles ne contiennent pas de corps gras [7]

1.1.1. Définition

Les huiles essentielles, appelées aussi essences, sont des mélanges de substances aromatiques
produites par de nombreuses plantes et présentes sous forme de minuscules gouttelettes dans les
feuilles, la peau des fruits, la résine, les bois. Elles sont présentes en petites quantités par rapport a la
masse du végétal [8]. Pour la 8eme édition de la pharmacopée francaise (1965), les huiles essentielles
sont: «des produits de composition généralement assez complexe renfermant les principes volatils
contenu dans les végétaux et plus ou moins modifiés au cours de la préparation» [9]. Elles sont
odorantes et trés volatiles, c'est —a-dire qu'elles s'évaporent rapidement dans l'air [8]. Généralement se
sont des antiseptiques antibactériens vermifuges ou stomachiques. On dénombre environ 600
essences utilisées de nos jours en aromathérapie dont I'essor s'étend dans le domaine médical et
touristique [10]. L’usage des HE en tant que répulsifs cutanés pour la protection personnelle contre
les insectes est donc fortement déconseillé [8]. Il est important de faire une différence entre les huiles
essentielles et les huiles végétales. Les huiles essentielles sont obtenues par expression (réservée aux
agrumes) ou par distillation a la vapeur d’eau, Une huile végétale est obtenue par pression, et est
constituée majoritairement de corps gras [11]

1.1.2. Localisation des huiles essentielles dans la plante

Les huiles essentielles n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs. Elles sont produites
dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et s’accumulent en générale dans des cellules glandulaires
spécialisées. Ensuite, elles sont stockées dans des cellules dites cellules a huiles essentielles
(Lauraceae), dans des poiles sécréteurs (Lamiaceae), dans des poches sécrétrices (Myrtacée), dans
des cannaux sécréteurs (Astraceae). Elles peuvent étre stockées dans divers organes végétaux : les
fleurs (bergamotier, rose,..) les feuilles (citronnelle, eucalyptus,...), les racines (vétiver), les rhizomes
(curcuma, gingembre,...), les fruits (anis, badiane,...), le bois (bois de rose, santal,...), ou graines
(muscade,...) [13]. Si tous les organes d’une méme espéce peuvent renfermer une huile essentielle, la
composition de cette derniére peut varier selon sa localisation. [14]
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Cellules sécrétrices Canaux sécréteurs Poches schizolysigénes

Figure 1 : Quelques organes sécréteurs d'huiles essentielles [15]

Figure 2 : (A) Diversité des structures de sécrétion des huiles essentielles, poil sécréteur[16]

(B) illustration schématique du développement de la glande productrice d’huile
essentielle [17]

1.1.3. La Composition chimique des huiles essentielles:

Le tableau ci-dessus représente quelques compositions (tableaul) [18].
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Tableau 1 : compositions des huiles essentielles

alpha humuléme,
bita caryophilléne (pin)

Familles Exemples Propriété
Hydrocarbures Limonene (carvi, pin) Fongistatique
aliphatique a et B-pinene (sapain) Bactériostatique
mono terpéne Insecticide
Nematicide
Antimutagenique
Herbicide
Stimulation général
Sesquiterpéne Bisaboléme, Calmants

Anti-inflammatoires
Antiallergiques
Antibactériens et antifongiques

Phénols

Thymols (thym)
Carvacrol (origan)
Eugénol (clou de girofle)

Antioxydant
Stimulantes
Toniques
Antiseptiques
Bactéricides
Fongicides
Antivirales
Antiparasitaires
Irritantes

Alcool mono
terpénique

Linalol (bois de rose),
Géraniol (palmarosa),
Menthol (menthe poivrée),
citrnellol (citronelle)

Anti-inflammatoires
Antiseptiques
Bactéricides
Fongicides
Antivirales
Antiallergiques
Immunostimulantes
Neurotoxiques

Alcool
sesquiterpénique

Bisabolol (matricaire),
viridiflorol (niaouli),

cadrol (cypres)

Toniques et stimulante Généraux
Décogestionnants
Veinneux et lymphatiques

Aldéhydes
terpéniques

Citral (mélisse citronné),
Citronellal (citronelle
Eucalyptus citronne),
Géraniale (verviene
citronnée)

Antifongique
Sporicidas
Insecticide

Anti hypertensif
Anti-inflammatoire

Cétones

Carvone (cavi),

Menthone (menthe poivrée),
Camphre (romarin),
Thuyone (sauge)

Calmantes

Antivirales

Antifongiques
Neurotoxiques
Antiépileptique
Dépresseurs a dose élevées
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1.1.4. Techniques d’extraction des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont obtenues selon trois principales techniques dont les deux premieres

utilisent la chaleur :

- ’entrainement a la vapeur ou hydrodistillation, la méthode la plus utilisée.

- la distillation séche.

- I’expression a froid : réservée aux agrumes, se fait a température ambiante. [19]

Le choix de la technique dépend principalement de la matiere premiére : son état originel et ses
caractéristiques, sa nature proprement dite. Le rendement «<HE/matiére premiére vegeétale » peut étre
extrémement variable selon les plantes : de 150 ppm a plus de 20%. Ce choix conditionne les
caractéristiques de I’huile essentielle, en particulier : viscosite, couleur, solubilité, volatilité,
enrichissement ou appauvrissement en certains constituants et utilisations et applications. [20]

1.1.4.1. Entrainement par la vapeur d’eau (hydro distillation) :

C’est le procédé (Fig.3) le plus ancien et le mieux adapté a I’extraction des essences des végétaux.
C’est aussi la seule distillation préconisée par la pharmacopée francaise car elle minimise les
altérations hydrolytiques (notamment des esters). L’appareil a distiller ou alambic sert a 1’extraction
quantitative et qualitative des huiles essentielles. D’anciens alambics ne dissociaient pas la plante de
I’eau ce qui entrainait une cuisson de la plante et une huile essentielle a odeur de « bralé ». Dans les
alambics plus récents, I’cau et les plantes aromatiques sont soit séparées par une grille dans une
méme cuve, soit placées dans deux cuves différentes

: Eau froide

Feu (S

Eau ¥: Eau chaude

D Wapeu 8: Eau + huile essentielle
Plante aromatique 9: Huile essentielle

D Wapeur + huile essentielle 10: Hydrolat

aabha

Figure 3 : Schéma de la distillation par entrainement a la vapeur d’eau

La vapeur générée par 1’eau (la plus pure possible) en ébullition (2) impregne et traverse la matiére
végétale (4), dissout et vaporise les molécules aromatiques puis les entraine vers le réfrigérant. Il y a
un échange thermique entre 1’eau froide du réfrigérant entourant le serpentin et la vapeur d’eau
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chargée d’essence circulant dans celui-ci. Progressivement il y a condensation et retour a 1’état
liquide de la vapeur d’cau et de 1’essence extraite. A la sortie du réfrigérant (8).

Le produit de la distillation se partage en deux liquides distincts : ’hydrolat aromatique et 1’huile
essentielle. Cette séparation s’opére au sein d’un essencier (9) appelé également « vase florentin » : le
plus souvent I’huile essentielle, de densité inférieure a 1’eau, surnage au-dessus de 1’hydrolat. Elle est
recueillie et mise dans des flacons de verre afin qu’elle se stabilise (réajustement interne entre les
diverses molécules). Ce repos est indispensable pour qu’elle adopte ses caractéristiques propres avant
son utilisation thérapeutique. Le temps de repos minimum est en général d’un mois, comme pour la
Lavande, mais pour une qualité optimum il est préférable d’attendre plus longtemps avant d’utiliser
une huile essentielle : trois mois pour le Romarin et jusqu'a un an pour le Laurier. L’hydrolat
aromatique est également conservé car il contient des molécules aromatiques en faible quantité
(variable selon I’hydro solubilité des diverses molécules de I’huile essentielle), a 1’état hydro-
dispersé. L’hydrolat aromatique est un sous-produit naturel de la distillation dont les propriétés
thérapeutiques sont complémentaires de celles de I’huile essentielle. La température et la pression de
la distillation doivent étre les plus faibles possible (environ 100°C et légerement supérieure a la
pression atmosphérique) afin de ne pas majorer les phénomeénes d’oxydo-réduction inhérents a une
huile essentielle de bonne qualité odoriférante. Le temps de distillation est presque toujours supérieur
a une heure (1h15 pour Lavandou Vera, 3 heures pour Pinus sylvestris et plus de 100 heures pour
Santalum album). Les rendements sont genéralement faibles et se situent entre 0,02% (Rosa
damascena) et 1%, sauf pour certaines plantes des contrées tropicales (environ 18% pour les clous de
Giroflier et plus encore pour les résines exotiques). On étudie actuellement les possibilités
d’améliorer la technique de distillation par hydro diffusion ou a 1’aide de fluides a 1’état
supercritique. [20].Toutefois I’ hydrodistillation a la vapeur d’eau reste jusqu’a nouvel ordre la
meilleure méthode de par son codt et son rendement.

1.1.4.2.La distillation seche :

La distillation se réalise de préférence sur le bois ou les écorces. Elle n’utilise pas de vapeur d’eau
contrairement a I’entrainement a la vapeur ou I’hydrodistillation. La distillation seche donne un
distillat ressemblant a un goudron. Ce mode de distillation est trés peu utilisé car on suspecte une
certaine cancérogénicité de ce goudron. Cela a conduit les industriels a raffiner 1’huile par des
distillations fractionnées afin d’éliminer les produits toxiques. L’extraction se fait de la méme maniére
que lors de la distillation a la vapeur d’eau.

1.1.4.3. L’expression a froid ou Expression mécanique :

Ce procédé est réservé aux varietés de fruits ou plantes comme les agrumes (oranges,citrons,
mandarines...). Les huiles essentielles de ces fruits sont contenues dans les petites glandes de leur
écorce (zestes).Cette méthode se fait sans chauffage : elle consiste a soumettre la substance végétale
a une forte pression a l'aide d'une presse hydraulique. (Fig4) Celle-ci est réalisée grace a des machines
perfectionnées[18]
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Figure 4 : Presse hydraulique utilisée dans 1’expression a froid

L’extraction par expression a froid des fruits entiers (c’est a dire le jus et la pulpe), consiste a trier
les plantes selon leur taille, puis a les presser a froid, sans chauffage, afin de libérer I'nuile essentielle
du fruit. Celle-ci monte a la surface du jus ,dont elle se sépare par centrifugation.L'extraction a partir
de I’écorce consiste quant a elle a prélever les zestes et a les broyer, puis a les presser par frottement
contre des ustensiles pourvus de pointes en métal, pour rompre les sacs oléiféres qui contiennent les
essences végétales. Le résultat est un mélange aqueux ou I’huile essentielle finira par remonter a la
surface.

1.1.4.4 Autres méthodes :

Les méthodes d’extractions n’échappent pas au développement des nouvelles technologies, en effet
durant ces derniéres années sont apparus de nouveaux procédés de distillation, et notamment
I’hydrodistillation par micro-onde sous vide. Le procédé VMHD (Fig.5) a été élaboré et breveté, en
1994, par la société Archimex .Le VMHD [23] [24] consiste a chauffer la plante sélectivement par
rayonnement microonde dans une enceinte dont la pression est réduite de fagon séquentielle. Par ce
procédé 1’huile est ainsi entrainée dans le mélange azéotropique formé avec la vapeur d’eau propre a la
plante utilisée. Trés rapide et peu consommatrice d’énergie, le procédé livre un produit qui, le plus
souvent, est de qualité supérieure a celle du produit d’hydrodistillation traditionnelle (Temps de travail
divisé par 5 ou 10 et température plus basse). [20] [24]
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Figure 5 : Hydrodistillation par micro-ondes sous vide pulsé (VMHD)

1.1.4.5. Facteurs variant la composition des huiles essentielles

X4

Des facteurs intrinseques :

L)

v' Les différentes parties de la plante.
v Le cycle de la plante (des poussées de biosynthése engendrent une accumulation plus ou
moins importante de certains constituants des chaines métaboliques au cours des saisons, des

mois, voire des journées.

% Des facteurs extrinseques, dont les plus importants sont :

v' Lanature du sol
v' Latempérature
v" L’humidité

Ces facteurs expliquent les différences de composition en fonction du terrain dans lequel sont

cultivées les plantes.

La fonction de ces huiles essentielles dans la plante reste obscure. On pense qu’elles ont un rdle
écologique. Leur role d’inhibiteur de la germination a été prouvé expérimentalement ainsi que leur
role dans la protection contre les prédateurs et I’attraction des pollinisateurs

10
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I1.1.Introduction

Au Moyen Age, on couronnait de laurier les savants distingués dans les universités. Dans les
écoles de médecine, la couronne dont on entourait la téte des jeunes docteurs était faite de rameaux
feuillés de laurier avec des baies, d'ou le nom « baccalauréat » (baccalauréat : baie de laurier) donné
encore de nos jours en France au dipléme qui sanctionne la fin des études secondaires.  Autrefois
on pensait que le tubercule de I'arum tacheté enveloppé dans une feuille de laurier d'Apollon
favorisait les entreprises juridiques [25]. L'Arum maculatum était considéré dans les temps reculés
comme une plante magique associée a la magie blanche. Le laurier est encore un symbole de paix.

11.1.1.Définition

Laurus nobilis, le Laurier vrai, Laurier-sauce ou simplement Laurier, est une espece d'arbustes a
feuillage persistant de la famille des Lauracées. Il est originaire du bassin méditerranéen. Il est
parfois appelé Laurier d'Apollon ou Laurier noble [26] .

La famille des Lauracées est une famille de plantes angiospermes comprenant de 2500 a 3000
especes distribuées de par le monde. Celles-ci sont réparties en 54 genres dans les zones tropicales
et subtropicales comme indiqué sur la (Fig.6). Cette famille est peu représentée en Afrique mais tres
fréquente sur le continent américain ou asiatique, en Australie et a Madagascar [27]. Le laurier,
ayant le nom scientifique de Laurus nobilis L. Est un arbuste de la famille des Lauracée, a feuilles
persistantes et coriaces, originaire des pourtours de la méditerranée, son nom d'arabe: rand ou
warkat moussa [28]

‘_“=._,__,_V"'_—:.‘_/‘_"—'-"__~'.\‘

Figure 6: Distribution des Lauracées a travers le monde

La famille des Lauracées est composée d’arbres et arbustes aromatiques a feuilles persistantes pour
la plupart des especes [29]
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Figure 7: Arbre de Laurier en fleurs [30].

11.1.2.Les autres lauriers :

Il serait dangereux de confondre le laurier rose avec le Laurier. Quand on parle de laurier a fleurs,
il s'agit en fait de laurier rose. Celui-ci n'est pas utilisé en cuisine, car il est toxique. Beaucoup
d'autres plantes sont également appelées lauriers, mais n'appartiennent ni au genre Laurus, ni méme,

pour la plupart, a la famille des Lauracées. On peut citer(Tableau 2) :

Tableau 2:Autres espéces du laurier noble(Laurusnobilis)[31].

Larier-amande Prunus laurocerasus L Rosacées
Laurier-benzoin Lindera benzoin L Lauracées
Laurier-cerise Prunus laurocerasus L Rosacées
Laurier-d ’Alexandrie Danae recemosa Liliacées
Laurier-Californie Umbellularia californisa Lauracées

Laurier des bois

Daphnelaureola L

Thyméléacées

Laurier des Iroquois Sassafras albidum Lauracées
Laurier du Portugal Prunus lusitanica L Rosacees
Laurier rose Nerium oleander L Apocynacées

Laurier tin

Viburnum tinus L

Caprifoliacées

Laurier sassafras

Sassafras officinalis Nees

Lauracées

[ 13
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Parmi tous les lauriers, le laurier rose est une des plantes les plus dangereuses et toutes ses parties
sont toxiques. L'ingestion d'une simple feuille peut s'avérer mortelle pour un adulte, en raison des
troubles cardiaques provoques. Cet arbre vivace possede d'élégantes fleurs parfumées qui peuvent
étre blanches, rouge-rose, orangées ou rouge-orangé.

11.1.3.1dentification :

% Nom latin : Laurus Nobilis

% Famille : Lauracées

+ Origine : Europe

¢+ Période de floraison : printemps
% Couleur des fleurs : creme

% Type de plante : arbuste

s Type de végétation : vivace :

s Type de feuillage : persistant

¢ Hauteur : jusqu’a 12m

Arbre de 2 & 10 m, aromatique glabre, trés rameuse a rameaux dressés, feuilles alternes, coriaces
persistantes, elliptiques, lancéolées, longues de 16 cm sur 8 cm de large, atténuées en court pétiole,
entieres, ondulées aux bords, fleurs dioiques blanchatres, odorantes, en petites ombelles axillaires
pédonculées et involucrées [32]. Le fruit est une petite baie ovoide de 2 cm de longueur sur 1cm de
largeur, noir vernissé a maturité [33]. Cultivé dans les jardins comme ornement et pour ses feuilles
condimentaires. C'est un arbre dioique (Fig.8). Les jeunes rameaux, flexibles et de couleur vert,
portent des feuilles alternes, coriaces, ovales lancéolées a bord ondulé [30].

<

En

Figure 8: Aspect morphologique de Laurus nobilis L[34].
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11 .1.4.Classification botanique :

Tableau 3: La position systématique de Laurus nobilis L[35

Régne Plantes

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

Famille Lauracées

Genre Laurus

Espéce Laurus nobilis L

11 .1.5.Composition :

Les feuilles du Laurier-sauce contiennent une huile essentielle représentant 1 a 3 % du poids sec.
Cette huile renferme 30 a 70 % de cinéol, ainsi que plusieurs composes

terpéniques : linalol, géraniol, eugénol, pinéne, terpinéne , phellandréne. En plus de cette huile
essentielle,et est exprimée en pourcentage de divers composés des familles des oxydes terpéniques,
des monoterpénols, des phénols des monoterpénes, des sesquiterpenes et des esters terpéniques
[36].

e Oxydes terpéniques: 1,8-cinéole (calébtol) (48.38%).

e Monoterpénols: linalol(3.50%),terpinén-4-ol (2.84%),alpha-terpinéol (2.46%) -Phénols:
méthyl-eugénol (2.22%), eugénol (0.08%).

e Mono terpenes: sabinéne (9.46%), béta-pineéne (4.99%), alpha-pinéne (5.77%), limonéne
(4.10%), para-cymene (2.38%), gamma-terpinéne (2.12%), myrcene (0.64%), camphéne
(0.32%), alpha-phellandréne (0.24%), alpha-terpinene (0.28%).

e Esters terpéniques : acétate d'alpha-terpényle (8.52%), acétate de bornyle (0.16%).

les feuilles du Laurier-sauce contiennent également des alcaloides aporphiniques, comme
la cryptodorine ou l'actinodaphnine qui sont responsables d'une activité cytotoxique (in vitro),
des lactones sesquiterpéniques, ainsi que 18 flavonoides dont certains dérivés du kaempférol.

Les fleurs du Laurier-sauce renferment également une huile essentielle contenant les composés
suivants : B-caryophylléne, viridifloréne, B-élémeéne, germacradienol, germacrene D. De méme, les
racines contiennent une huile essentielle constituée de divers mono terpénes et sesquiterpenes,
0Xygenés ou non.
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11 .1.6.Utilisation :

11 .1.6.1.Alimentaire

Ses feuilles sont utilisées en cuisine pour leur aréme. En condiment, elles sont habituellement
séches et entrent dans la composition du bouquet garni, pour infusion ou cuisson dans la sauce.
En Saintonge, la feuille est employée fraiche pour les courts-bouillons, matelotes ou ragodts.
Les Bédouins l'utilisent pour parfumer le café.

Les fleurs de Laurier-sauce séchées peuvent aussi étre employées en infusion avec une cuillére
de miel, et les baies séchées ont les mémes propriétés culinaires que les feuilles ; elles sont
préparées avec une rape, de la méme maniere que la noix de muscade. Il est préférable d'en user
avec modération, car la présence de lactones et d'alcaloides peut procurer un godt amer.

En Inde, plusieurs espéces différentes, au parfum plus ou moins proche du Laurier nobilis, sont
utilisées en cuisine, sous le nom de laurier, souvent sans distinction entre elles. Il s'agit le plus
souvent de Cinnamomumtamala. Le L. nobilis n'est jamais utilisé en cuisine traditionnelle, mais
parfois dans des plats occidentaux ou adaptes.

11.1.6.2.0rnementale

Cet arbuste est aussi tres cultivé pour I'ornementation, notamment pour I'art topiaire : la Belgique
est connue pour ses pépinieres spécialisées dans la culture de laurier noble. Hors des régions de
climat méditerranéen, il peut étre sensible au gel, et est souvent cultivé en bacs ; cependant certaines
variétés, un dulata notamment, se révelent rustiques, et sont marcescentes ou repartent a partir de
leur souche apres une période de gel importante. La branche de laurier-sauce était appréciée aussi
comme ornement par les Romains qui confectionnaient des couronnes pour les vainqueurs : les
« lauréats ».

I1.1.6.3.Médicinale
La feuille de laurier-sauce s'emploie également pour traiter les crampes abdominales en infusion.
Le savon d'Alep est traditionnellement fabriqué avec de I'huile de baies ou de feuilles de laurier.

I1.1.6.4.Comme répulsif

Au Maroc et en Tunisie, on frictionne les chevaux avec des feuilles fraiches afin d'en éloigner les
mouches. On utilise également la feuille broyée en poudre pour lutter contre les fortes migraines : la
poudre est alors prisée. Les feuilles du laurier-sauce contiennent du benzaldéhyde, de
la pipéridine et du géraniol a une concentration de 50 ppm ; ces molécules sont toutes trois connues
pour leurs qualités de répulsion des insectes [37].
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11.1.7.Effets thérapeutiques

o Application cutanée (bain, compresse froide, massage) : Abcés, acné, affections digestives
et intestinales, angoisse, anxiété, aphte, bronchite, chute de cheveux, cheveux gras,
concentration difficile, contracture et douleur musculaire, déprime latente, douleur articulaire,
douleur dentaire, escarre, fatigue générale, furoncle, gingivite, grippe, infection bactérienne,
infection virale, inflammation articulaire, inflammation ganglionnaire, mycose, panaris,
psoriasis, rhumatisme, sinusite.

e Voie interne (orale, rectale, vaginale) : Affection digestive, affection intestinale, bronchite,
grippe, infection intestinale, maladie degénérative.

e Voie respiratoire (diffusion, inhalation, olfaction) : Angoisse, anxiété, bronchite, fatigue,
grippe, infection bactérienne, infection virale, maladie dégénérative, manque de confiance en
soi, de courage ou de mémoire, mucosités, sinusite [38].

Leurs proprietés pharmacologiques leurs conférent une utilisation médicale. Les huiles essentielles
ont:

v" Un pouvoir antiseptique: contre des bactéries variées ainsi que des champignons
et levures.

v' Des propriétés spasmolytiques et sédatives: certaines drogues a huiles
essentielles sont réputées efficaces pour diminuer les spasmes gastro-intestinaux.
L’amélioration de certaines insomnies et de troubles psychosomatiques divers est
également notée. [39]

v" Des propriétés irritantes: de nombreuses crémes, pommades a base d’huiles
essentielles, sont destinées a soulager entorses, courbatures ou claguages musculaires
en augmentant la microcirculation, induisent une sensation de chaleur et dans certains
cas une légere anesthésie locale [39].

Ces huiles essentielles constituent également le support de I’aromathérapie : traitement des
maladies par essences de plantes. Signalons ici les différences entre phytothérapie, homéopathie et
aromathérapie. Souvent, ces trois disciplines sont confondues par le grand public car elles font
toutes trois, appel a des produits naturels, et sont sources d’accidents pour cette raison.

La Phytothérapie utilise des plantes médicinales en 1’état. Des préparations galéniques qui en
résultent et des médicaments a base de plantes

L’homéopathie trouve son origine dans 1’utilisation des plantes fraiches servant a la préparation
des teintures meres par macération dans I’alcool et constituant des souches homéopathiques. Des
dilutions progressives de ces souches conduisent a la préparation du medicament hémothérapie.

L’aromathérapie utilise les huiles essentielles provenant de plantes dites «aromatiques».avec
elles, nous sommes loin des extraits habituels de plantes. Elle peut étre définie comme un traitement
utilisant des odeurs, dont I’inhalation peut avoir des effets bénéfiques a travers leur action sur le
systeme limbique dans le cerveau. [40].


http://www.doctissimo.fr/sante/aromatherapie/utilisation-des-huiles-essentielles/huiles-essentielles-voie-cutanee
http://www.doctissimo.fr/sante/aromatherapie/utilisation-des-huiles-essentielles/utilisation-des-huiles-essentielles-par-voie-interne
http://www.doctissimo.fr/sante/aromatherapie/utilisation-des-huiles-essentielles/huiles-essentielles-voie-respiratoire
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11 .1.8.Effet antibactérien de ’HE de laurier

Il est connu depuis 1’antiquité que les huiles essentielles présentent une activité antiseptique non
négligeable. Elles sont utilisées dans le nombreux domaine: pharmacie ; cosmétique ; agro-
alimentaire...etc. a la fin du XIX ¢ et au debut du XX ¢ siecle, plusieurs travaux scientifique
relataient I’action antiseptique de plusieurs huiles essentielles [41].

En phytothérapie ; les huiles essentielles sont utilisées pour leur propriétés antiseptiques contre
les maladies infectieuse d’origine bactérienne ; comme les bactéries endocanalaires ou la microflore
vaginale ; et d’origine fongique ; comme les dermatophytes les moisissures allergisantes ou les
champignons opportunistes. Elles présentent également des propriété cytotoxique qui les rapproches
donc des antiseptiques et désinfectants en tant qu’agents antimicrobiens a large spectre [42].

Des ¢études récentes ont prouvé que les huiles essentielles ont un spectre d’action trés large
puisqu’elles inhibent aussi bien la croissance des bactéries que celle des moisissures et des levures
et que leurs activités antimicrobiennes est principalement fonction de leurs composition chimique et
en particulier de la nature de leurs composés volatiles majeurs [42] [12].

18






Chapitre 111 Effet antimicrobien

I11.1.Antimicrobien

Le terme antimicrobien fait référence a un ensemble de composés qui ont la capacité d'éliminer
ou de réduire la prolifération de microbes. Les microbes visés par un antimicrobien peuvent étre des
bactéries, des virus, des mycetes ou des parasites. Les traitements antibiotiques font partie
également des antimicrobiens. lls ciblent les champignons ou les bactéries. Certaines plantes,
comme le cumin noir , ont des propriétés antimicrobiennes. Les antimicrobiens peuvent étre utilisés
sur I'nomme, les produits alimentaires, ou pour assainir un environnement [44].

111.1.2.LES BACTERIES :
111.1.2.1.Définition

« Etre vivant, unicellulaire, de petite taille (généralement 1 micro de diamétre et
quelques microns de longueur).

* Cellule procaryote (dépourvue d’un véritable noyau) : absence de membrane
nucléaire, chromosome unique en général.

* Paroi rigide faite d’un constituant spécifique : peptidoglycane ou muréine.

Concernant les structures obligatoires, on trouve le cytoplasme, généralement constitué d'un
hyaloplasme ou baignent essentiellement des ribosomes et parfois des éléments supplémentaires
comme les substances de réserve. Dans le cytoplasme, on trouve 1’appareil nucléaire diffus non
entouré par une membrane. La membranecytoplasmique qui entoure le cytoplasme possede deux
feuillets phospholipidiques contenant des protéines. Au dessus de la membrane cytoplasmique, on
trouve la paroi (sauf chez les mycoplasmes) qui forme une enveloppe rigide.

Les structures facultatives, quant a elles, peuvent étre des polymeéres de surface comme la
capsule, des appendices comme les flagelles et les pilious des structures génétiques comme les
plasmides (molécules d’ADN extra chromosomiques). Les endospores caractérisent quelques genres
bactériens (Bacilluset Clostridium); elles ne sont élaborées que lorsque les conditions de vie
deviennent défavorables [43].

Capsule ADN chromosomique

Chromatophore Grains de réserve

Mésosome Flagelle

Pigments

ADN plasmidique

Parot Ribosomes

Membrane cytoplasmique Vacuoles a gaz

Figure 9 : Cellule bacterienne [45]
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mycoplasme

Figure 10:Mycoplasme [45]
111.1.2.2.Classification des bactéries :

v Classification fondée sur les caracteres
» morphologiques.
« tinctoriaux.
* biochimiques.
* antigéniques.
* génétiques.

v Classification selon leur forme
« arrondie : les cocci
+ allongée : les bacilles
* les vibrions
* spiralée

Les différentes formes de bactéries sont représentées dans la figure suivante :

% & ‘o &

COCC1I EN CHAINE DIPLOCOQUES CoCcCl EN AMAS
(streptocoque) (pneumocoque ) {sraphylocoque)
a0 ==

2% VRN

BACILLE BACILLE FUSIFORME

cocci bacille

Figure 11: Les déférentes formes des bactéries[45]
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Le tableau 4 et la figure 12 représentent les résultats de la coloration GRAM

Tableau 4: La coloration GRAM

Coloration colorée en violet colorée en rose pas de réaction
Résultat GRAM + GRAM —
colonie de bactéries Gram+ Gram+

(1) mise en évidence des @ décoloration (3 mise en évidence des
bactéries par coloration " aralcool bactéries Gram- par
au violet de gentiane coloration a Ia fuscine

Gram- Gram-

Figure 12: la coloration GRAMI45]

111.1.2.3.La composition bactérienne :

&

L)

L)

» Le principal composant est I'eau, elle représente environ80% du poids de la bactérie.
» L'analyse sur un poids sec donne les résultats suivants :

>

L)

L)

Carbone 50%

Azote 15%

Hydrogene 10%

Oxygeéne 20%

Phosphore 3%

Soufre

e Mg++, Mn++, Zn++, Cr, Na+, K+... etc.

I11.2.Les champignon :

111.2.1.Définition :

Le champignon est Comme tout végétal, il se reproduit. Mais leschampignonsont
undéveloppementparticulier et ont la particularité d'étre tres résistants. On les classe selon leur
forme en levures, enchampignons dimorphes et en moisissures. De fait, cela n'influe pas trop sur
leur développement quiest toujours le méme : ils attendent que lesconditions soient favorables
pour se développer, exactement comme les champignons des foréts.
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Ils restent incrustés grace a une sorte de réseau, le mycélium, et lorsque I'humidité et la
température sont suffisants ou que les défenses immunitaires sont affaiblies, ils se développent.
Une fois développé, le champignon va émettre des spores qui vont donner naissance a de
nouveaux champignons.

C'est pourquoi dans certaines mycoses comme les mycoses vaginales, il faut redonner le
traitement quelques jours plus tard, de facon a éliminer les spores.La plupart vivent a I'état normal
dans les muqueuses : c'est le cas du candidalbicans, qu'on peut retrouver sur la peau ou dans
la muqueuse vaginale. Il suffit d'une hygiene insuffisante voire excessive, inappropriée ou d'un
traitement antibiotique & large spectre qui déstabilise la flore normale pour que certains
champignons trouvent des conditions favorables a leur développement. C'est le cas des mycoses
cutanéo-muqueuses.

Mais parfois c'est I'organisme lui-méme qui présente une immunité déficiente. Dans ce cas, les
mycoses vont se développer plus profondément : mycoses digestives ou pulmonaires. Elles sont
généralement plus graves[46].

I11.2.2. Classification :

La classification des champignons a été totalement revue :

v’ Le sous-régne des Eumycota rassemble les Ascomycota, les Basidiomycota, les Zygomycotaet
les Chytridiomycota (les Deuteromycota, un groupe qui rassemblait les champignons sans stade
de reproduction sexuelle connue, n'existe plus et ces champignons sont aujourd'hui pour la
plupart classés parmi les Ascomycota). Ce sont des opisthokontes, comme les animaux dont ils
sont phylogénétiqguement les plus proches parents .

v’ Les Microsporidias sont aussi des opisthokontes mais différentes des Eumycota.les Oomycota
(dont le Mildiou),les Labyrinthulomycetes et les Hyphochytriomycetes sont des hétérokontés,
plus proches de divers groupes d'unicellulaires et d'algues brunes que des autres champignons.

v’ Les Mycetozoas (anciennement appelés : Mycétozoaires) sont classés dans les Amoebozoa [47].

111.2.3.LES DIFFERENTS CHAMPIGNONS

Leur liste est impressionnante : on en connait environ 100.000 especes. Impossibledonc de
tous les répertorier ici. Parmi toutes ces espéces une centaine seulement est pathogene pour
I'nomme. 1l existe 2 formes particulieres de champignons :

e Les cellules isolées qui se développent par bourgeonnement et qu'on appelle les
levures.

e les champignons constitués par des filaments, le mycélium. Les uns comme les
autres s'appellent des "mycoses"[48].


http://www.docteurclic.com/maladie/naissance-pe.aspx
http://www.docteurclic.com/encyclopedie/peau.aspx
http://www.docteurclic.com/encyclopedie/muqueuse.aspx
http://www.docteurclic.com/traitement/antibiotiques.aspx
http://www.docteurclic.com/questions-reponses/immunite.aspx
https://fr.wikipedia.org/wiki/Eumycota
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ascomycota
https://fr.wikipedia.org/wiki/Basidiomycota
https://fr.wikipedia.org/wiki/Zygomycota
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chytridiomycota
https://fr.wikipedia.org/wiki/Deuteromycota
https://fr.wikipedia.org/wiki/Opisthokonta
https://fr.wikipedia.org/wiki/Animal
https://fr.wikipedia.org/wiki/Microsporidia
https://fr.wikipedia.org/wiki/Opisthokonta
https://fr.wikipedia.org/wiki/Oomycota
https://fr.wikipedia.org/wiki/Mildiou
https://fr.wikipedia.org/wiki/Labyrinthulomycetes
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hyphochytriomycetes
https://fr.wikipedia.org/wiki/Heterokonta
https://fr.wikipedia.org/wiki/Mycetozoa
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111.3.Les virus :

111.3.1.Définition:

Un virus est un agent infectieux nécessitant un héte, souvent une cellule, dont il utilise
le métabolisme et ses constituants pour se répliquer. On le considéere de plus en plus comme
faisant partie des acaryotes.

Les virus existent sous une forme extracellulaire (unité matérielle indépendante
appelée virion lorsqu'il y a une capside ou, pour quelques formes, viroide) ou intracellulaire
(virus intégré sous forme dormante ou détournant activement la machinerie cellulaire au profit
de sa réplication).

Sous la forme intracellulaire (a I'intérieur de la cellule héte), les virus sont des éléments
génétiques qui peuvent se répliquer en parasitant tout ou partie du métabolisme de la cellule
hote, que ce soit intégré a un chromosome du génome hote (on parle alors de provirus) ou
parallelement a lui (cas par exemple des usines a virions).

Sous la forme extracellulaire, les virus sont des objets particulaires, infectieux, constitué, au
minimum d'un acide nucléique souvent englobé dans une capside de protéines

Le débat sur la nature des virus (vivants ou pas) repose sur des notions complexes et reste
aujourd’hui ouvert. Cependant, selon de nombreuses définitions du vivant (entité matérielle
réalisant les fonctions de relation, nutrition, reproduction), les virus ne seraient pas des étres
vivant s[49].

enveloppe liquide

P \
(facultatif)

capside protéique

Genome ( ADN
ou ARN}

protéines présentes
dans l'enveloppe

Figure 13 : Structure moléculaire d’un virus
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Figure 14:Rota virus

111.3.2.Caractéristiques :

On caractérise un virus par son incapacité a se reproduire par mitose, par scissiparité ou
par méiose. Pour répliquer son acide nucléique, il dépend d'une cellule héte gu'il doit infecter pour
détourner et utiliser son métabolisme : un virus est un parasite intracellulaire obligatoire. Il est
composé d'une ou plusieurs molécules d'acide nucléique (soit d’ADN,soit d'ARN, simple ou double
brin), éventuellement entourées d'une coqueprotéique appelée capside, voire d'une lipidique (ex:
I'Ebola virus est un virus enveloppe.).

Parfois certaines capsides contiennent quelques enzymes (ex: transcriptase inverse du VIH)
mais aucune pouvant produire de I'énergie [49].

11 .4. LES PARASITES :

Les parasites sont des micro-organismes plus ou moins agressifs..Ils envahissent le corps en tout
ou en partie. D’autres, comme le ver solitaire, les oxyures, sont des parasites moins agressifs qui
se logent uniquement dans le tube digestif.

111 .5.Les maladies bactériennes:

111 .5.1.Définition:

Une maladie bactérienne (ou bactériose) est une maladie infectieuse causée par une bactérie. Les
maladies bactériennes sont tres nombreuses en pathologie humaine et vétérinaire. Chez les
végétaux, les maladies a bactéries sont du ressort de la phytopathologie

Le tableau ci-dessus représente les principales maladies bacteriennes causées par des agents
infectieux


https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Rotavirus_Reconstruction.jpg?uselang=fr
https://fr.wikipedia.org/wiki/Mitose
https://fr.wikipedia.org/wiki/Scissiparit%C3%A9
https://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9iose
https://fr.wikipedia.org/wiki/Parasitisme
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_nucl%C3%A9ique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_d%C3%A9soxyribonucl%C3%A9ique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_ribonucl%C3%A9ique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Monocat%C3%A9naire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bicat%C3%A9naire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bicat%C3%A9naire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Capside
https://fr.wikipedia.org/wiki/Enzyme
https://fr.wikipedia.org/wiki/Maladie_infectieuse
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9rie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Phytopathologie
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Rotavirus_Reconstruction.jpg?uselang=fr
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Tableau 5 : Maladies causées par des agents infectieux

Maladies causées

par des
BACTERIES

La coqueluche

La diphtérie

Le tétanos

La fiévre typhoide
Certaines gastro-
entérites

L’impétigo
Ceratines méningites

La tuberculose

Les infections a
Streptocoques

Béta Hémolytiques du

groupe A(y compris
la scarlatine)

La maladie de Lyme

Maladies causées
par des

VIRUS

Les hépatites
Les mollusca

La poliomyélite
Certaines gastro-
entérites

La rougeaole

Certaines méningites
La rubéole
Le sida

La varicelle

La 5éme maladie
Les verrues
Le zona

La mononucléose

Maladies causées

par des
CHAMPIGNONS

Le pied d’athléte

Les teignes

Effet antimicrobien

Maladies causées
par des

PARASITES
La gale
La pédiculose

L’inféction par le ver
solitaire

L’oxyurose

Certaines gastro-
entérites
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111 .5.2.Bactéries responsables des infections les plus communes

>

Streptococcus pneumoniae — le « pneumocogue » — :se trouve habituellement dans le nez et
le pharynx de trés nombreuses personnes, il peut provoquer de dangereuses infections du
sang ou des méninges) et plusieurs milliers de pneumonies. Mais il est également
responsable de nombreuses infections qui peuvent guérir d’clles-mémes, telles certaines
otites et bronchites.

Staphylococcus aureus —« le staphylocoque doré » — : fait partie de la flore microbienne de
la peau d’environ un tiers de la population peut provoquer des infections de la peau, des
tissus mous, du sang ou méme des os.

Escherichia coli : appartient a la famille des entérobactéries peut causer des infections
lorsqu’elle est présente dans d’autres parties du corps (infections urinaires, intra
abdominales et méningites).

Klebsiellapneumoniae : est aussi une entérobactérie qui colonise normalement le tube
digestif de ’Homme et des animaux. C’est pourtant I’une de bactéries qui provoque le plus
grand nombre d’infections nosocomiales (liées aux soins), et d’infections des voies urinaires
ou respiratoires, en particulier de pneumonie grave. Chez les nouveau-nés,
Klebsiellapneumoniae peut provoquer des infections du sang, associées a des taux élevés de
mortalité. Cette bactérie a aussi la particularité d’acquérir facilement de multiples formes de
résistance aux antibiotiques.On peut encore citer.

Acinetobacterbaumannii et Pseudomonas aeruginosa, deux bactéries qui provoquent
principalement des infections dans les établissements de santé.

11 .6.L>antibiogramme :

111 .6.1.Deffinition :

L’antibiogramme est une technique de laboratoire visant a tester la sensibilité d'une souche
bactérienne vis-a-vis d'un ou plusieurs antibiotiques supposés ou connus.

11 .6.2.Principe :

Le principe consiste a placer la culture de bactéries en présence d’un ou des antibiotiques et a
observer les conséquences sur le développement et la survie de celle-ci. On peut par exemple placer
plusieurs pastilles imbibées d'antibiotiques sur une souche bactérienne déposée dans une boite de

Pétri

Il existe trois types d'interprétation selon le diamétre du cercle qui entoure le disque
d'antibiotique : souche ou bactérie sensible, intermédiaire ou resistante.

27


https://fr.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9rie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9rie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Antibiotique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bo%C3%AEte_de_Petri
https://fr.wikipedia.org/wiki/Bo%C3%AEte_de_Petri

Effet antimicrobien

Chapitre 111
Baiie de Pétrd
Pas d'inhibition di
développemert ; la
bacléne est D éreloppement
résistante & cet bactétien s la
artibiotigue gflose muatritive
Pastilles
drantibiotiques
Réaction
irdetm édiaire &
1" ardibi eticue
Bactérie sensible &
1"art it otigus
T antibiogramme 2 Georges D olisi

Figure 15: Antibiogramme
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+* But de travail

Le travail réalisé, a permis 1’extraction d’HE du Laurier noble et la détermination de
I’activité antimicrobienne.

Les principales étapes de sa réalisation sont :

v’ L’évaluation qualitative et quantitative de la qualité des feuilles de Laurier noble.
v L’extraction de I'HE.
v' La caractérisation et I’analyse de I’HE.

v" La détermination de I’activité antimicrobienne.

La méthodologie générale suivie est représentée ci-dessous (fig16)

0O &

-- O
O@.

Fig.16:étapes de la réalisation expérimentale
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IV.Matériels et les Méthodes

IV .1.Matériel végétale

La matiere végétale utilisée dans cette étude est représentée par des feuilles de Laurier
noble récoltées dans les hauteurs Collines (Melakou-Tiaret), Algérie entre le 15 Février et le
12 Mars dans une meilleure condition de la germination (figurel7).

Figure 17 :Feuilles fraiches de Laurus nobilis,(Melakou-TIARET)

Les expériences de séchage sont réalisées a 1’air libre a 1’abri du soleil (température
ambiant 15°C) pendant 1mois et 15 jours (fig 18)

Figure 18:Feuilles séchées de Laurus nobilis
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Pour contréler la qualité et la quantité des feuilles,la plante doit étre bien broyée (f 19)

Figure 19 : la plante broyée

IV.1.2Matériel technique et appareillage:

Balance analytique E42S-B

Réfractomeétre RL 2 (Nr 4667) (Voir Annexe I1)

Four a moufle type MR 170 E ; B-Nr ;Nenntemp1000°C ;(voir Annexe II)
Etuve d’incubation KOTTERMANN®2712

Plague CCM chromatographie sur couche mince

Lampe (rayonnement ultraviolet) VILBER LOURMAT

STERILISATEUR

Bain marie

Une gélose Mueller-Hinton en boite de Pétri
Boite de Pétri

Disques d'antibiotique.

Disques

Un rateau ou un écouvillon

Une pipette 1 ml

Tube a hémolyse

Pipette pasteur

Eau physiologique stérile

Ballon 1000ml
Chauffe ballon

Bécher

Erlenmeyer

Réfrigérant (Voir annexe I11)

[ 27



Chapitre IV Matériels et Méthode

1V.2. Matériel bactérien

L’¢évaluation de I’activité antibactérienne des extraits de la plante étudi¢e dans le cadre de
cette étude a été réalisée en accord avec des méthodes officielles.

Les souches pathogénes cibles sont (Voir annexe I11):

* Escherichia coli.
*Staphylococcus aureus.

* Pseudomonas aeruginosa.

IV .3.Contréle de qualité de la matiere premiere:

Reégne Plantes

Sous régne Plantes vasculaires
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre Laurales
Famille Lauracées
Genre Laurus

Espéce Laurus nobilis L.
Nom arabe D) G5

IV .3.1.Description:
Le laurier est un arbuste mesurant de 2 a 6 m et jusqu'a 15 a 20 de haut, a tigedroite et grise
dans sa partie basse, verte dans le haut.Odeur : aromatique quand on les froisse.

IV .3.2.Stockage :

Les feuilles de laurier ont été stockées a une température ambiante entre 15a20°C a I’abri
du soleil et de I’humidité.

IVV.4.Contrdle chimique:
Le contrdle qualité de la matiére premiere sera noté par la méthode de calcination (les
cendres) (voir I’annexe 1) (four a moufle)[50,51].


https://fr.wikipedia.org/wiki/Arbuste
https://fr.wikipedia.org/wiki/Tige
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1VV.4.1.Etudephotochimique:
C’est ’ensemble de testes qui servent a identifier les substances biologiques actives dans
la partie aérienne de la plante. [52 ,53,54]

IVV.4.1.1.Recherche des Alcaloides:

Pesez 10g de la plante, versez dans un erlenmeyer de 250ml avec 50ml de H,SO, a 10%.
Agiter et laisser 24h a une température ambiante Filtre sur papier filtre et laver par I’eau
jusqu’a obtention de 50ml de filtrat.

> Réalisation des tests:

v Réaction avec le réactif de Dragen-Dorff:
Prendre 5ml de I’extrait et ajouter deux gouttes du réactif de Dragen-Dorff.

1V.4.1.2.1es composés poly-phénoliques:

» Extraction:
Mettre 10g de poudre végétale dans 100ml d’eau distillée dans un erlenmeyer, fermer par un
verre de montre , faire bouillir pendant 15min puis filtrer sur papier filtre et rincer le résidu avec
un peu d’cau distillée chaude demaniere a obtenir 200ml de filtrat.

1VV.4.1.3.Les tanins:

» Caractérisation
Dans un tube a essai verser 5ml de I’infusé et 1ml d’une solution aqueuse diluée de FeCl; a
1%.

IV.4.1.3.1.Les tanins catchiques:
Prendre 5ml de I’infusé, ajouter 1ml d’HCI concentré et porter ébullition pendant 15min.

1V.4.1.3.2.Les tanins galliques:

Prendre 30ml de I’extrait et 15ml de stiasany ; chauffer sur bain marie & 90°C pendant 15
min, dans un ballons muni d’un réfrigérant a reflux puis filtrer, aprés ajouter 2g de
Pb(CH;COO),et 1ml FeCl; a 1%.

IVV.4.1.4.Recherche des flavonoides:
A 5ml de I’infusé ajouter 5ml de H,SO, concentré puis 5Sml de NH,OH.

IVV.4.1.4.1.Les cyanhydriques:

A 5ml de I’infusé, ajouter 5ml d’alcool chlorhydrique (éthanol 90%, eau distillee, HCI
concentrée a parties egales en volume)puis quelques copeaux de Zinc métallique et 1ml
d’alcool isoamylique.

IV.4.1.5.Recherche des quinones (Dérives anthracéniques):

1V.4.1.5.1.Anthracéniques libres:
Dans un bécher verserlgde poudre végétale, ajouterlOml d’ecau distillée et chauffer
pendant 3min puis filtrer a chaud et compléter a 10ml si nécessaire.
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e Caractérisation (réaction de borntager):
Agiter 1ml de I’extrait chloroformique obtenu et ImINH,OH diluée.

1V.4.1.5.2. Anthracéniques combinés:

1.0-Hétérosides:

Prendre 5ml de I’hydrolysat et traiter tout en agitant avec 5ml de chloroforme , soutirer la
phase organique, ajouter 1ml de NH,OH dilué et agiter. Si la réaction est négative ou
faiblement positive, on cherche les O-Hétérosides a génine réduite.

2.0-Hétérosides a génine réduite :

Prélever 5ml d’hydrolysat et ajouter 3a4 gouttes de FeCls, chauffer pendant 5min sur bain
marie .Refroidir ,et agiter avec 5ml de chloroforme. Soutirer la phase chloroformique et
introduire dans un tube a essai en conservant la phase aqueuse. Ajouter 1ml NH,OH dilué et
agiter.

3. O-Hetérosides:

Prendre la phase aqueuse qui & été conservée par 10ml d’eau et ajouter 1ml de FeCl; a
10%.Chauffer au bain marie bouillant pendant 30min, refroidir et agiter avec 10ml de
chloroforme. Soutirez la phase chloroformique, ajouter 1ml de NH,OH dilué et agiter

IVV.4.1.6.Recherche des glucosides:

» Réaction avec I’acide sulfurique:
Mettre deux gouttes de I’acide sulfurique sur une masse de la poudre végétale
IVV.4.1.7.Rechercher des saponines:

» Extraction:
Porter a ébullition pendant 15min ; 5g de drogue végétale dans 50ml d’eau distillée
aprés refroidissement puis filtrer et ajuster le volume de la solution & 50ml d’cau distillée.

» Caractérisation:
Introduire dans un tube a essai 10ml de décocté précédemment préparé .Agiter le
tube pendant 15seconde. Laisser reposer pendant 15min.

IVV.4.1.8.Recherche des hétérosides cardiotoniques:

» Extraction:

Ajouter & 1g de poudre 10ml d’éthanol a 60% et 1ml d’acétate de plombe a
10%chauffersur bain marie pendant 10min puis filtrer. Agiter le filtrat avec 10ml
chloroforme. Laisser décanter puis soutirer la phase chloroformique et évaporer a sec puis
prendre le résidu avec 2ml d’isopropanol
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e Réaction de Libermann Burchard:

A 1ml de I’extrait ajouter 1/5 du volume d’anhydride acétique puis goutte a goutte de
I’acide sulfurique concentr¢.

1V.4.1.9.Recherche des composes réducteurs:

» Caractérisation:
A 1ml de I’infusé ajouter 1ml AgNOs, puis ImINH,OH.

1V.4.1.10.Recherche des mucilages:

» Caractérisation:
Introduire 1ml de décocté aqueux a 10% dans un tube a essai et ajouter 5ml d’alcool
absolu .attendre 10min

IV.4.1.11.Recherche de I’amidon :

A 1g de poudre végetale ajouter 1ml d’une solution d’iode (1,+KI).

IV.4.1.12.Recherche des iridoides:
Faire une décoction de 1g de poudre de plante dans 5ml d’eau distillée. Faire une filtration
et ajouter 1ml d’HCI. Laisser reposer pendant 10min oul5min.

1V.5.Extraction de I’huile essentielle

L’huile essenticlle des feuilles fraiches et seches de Laurus nobilis a été
extraite par hydro distillation (figures 20,21,22).Tout d’abord la plante a été fraichement
récolté.. Les feuilles sont ensuite séparées puis séchées a 1’air libre, a 1’abri de la lumiere et
I’humidité (pendant 1mois et 15 jours). Celles-ci ont été ensuite pesées, broyées en petits
morceaux et récupérées dans des sacs afin de les conserver jusqu’au moment de 1’expérience.

Figure 20:feuilles séchées Figure21 :Feuilles coupées Figure22 : feuilles broyées
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e L’hydro distillation:

Un mélange de 80g de matériel végétal sec avec 500ml d'eau distillée est porté a ébullition
dans un ballon a 3 cols relié a un réfrigérant. Les vapeurs chargées d'huile et qui traversent le
réfrigérant, se condensent et chutent dans un erlenmeyer L’eau et l'huile se séparent par
difféerence de densité dans une ampoule a décanter. L’huile essentielle a €té récupéré au
maximum  en présence d’éther diéthylique. L’éther a été ensuite évaporé a température
ambiante et I'huile essentielle de Laurus nobilis sera par la suite récupeérée et stockée dans un
flacon en verre fumé et couvert d'une feuille d'aluminium pour la préserver de I'air et de la
lumiére. La quantité d'essence obtenue est pesée pour le calcul du rendement.

Figure 25 : flacons d’HE Couverts d’aluminium

Le rendement en huile essentielle a été estimé en utilisant I'équation (1)[50,51]
suivante:

R%=(m/mo)*100%

R9%0: Rendement en I’huile essentielle en (%).
M : la masse d’HE en (g)
Mo : la masse de feuille séche en (g)

1V.5.1.Caractérisation de ’HE:

Pour obtenir des données sur la composition et le degré de la pureté de 1’huileessentielle,
pour I’identifier on procéde a I’étude de ses propriétés physiques et chimiques. Dans cette
¢tude, les méthodes d’analyses physico-chimiques sont le pH, | indice de réfraction) [55].
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IV.5.1.1.Mesure de pH:

pH est I’abréviation de potentiel d’hydrogéne il mesure 1’activité chimique des ions
hydrogenes (H*) (appelés aussi couramment protons) en solution. Cette mesure a été effectuée
a I’aide d’un papier pH.[55]

» Mode opératoire:
Verser un volume d’HE dans un bécher, introduire le papier pH et laisser I’huile
monter jusqu’a ce qu’elle couvre tout le papier. Puis comparer la coloration avec celles
présentes sur la boite de papier pH pour lire la valeur.

IVV.5.1.2.Indice de réfraction:
L’indice de réfraction de I’HE a été mesuré a 1’aide d’un réfractomeétre (voir I’annexe II).

IV.5.1.3.Chromatographie sur couche mince(CCM) :

La réalisation de cette identification a été faite par CCM (fig26). L’¢éluant est un mélange
de 20% d’acétate d’éthyle a 80% de cyclohexane. Le Révélateur est une solution de
permanganate de potassium a 0,02 mole /I

Figure 26: plaque CCM

» Mode opératoire :
a) Préparation de la cuve a élution :
Verser une hauteur d’environ 5 mm d’¢luant dans la cuve a élution. Renfermer le
flacon.Recouvrir la cuve avec le couvercle et attendre environ 10 minutes [56].

b) Préparation de la plaque a chromatographie :
Tracer a la régle et au crayon a papier, et sans appuyer, une ligne fine a environ 1 cm du bord
inférieur de la plaque. A 1’aide de traits fins, repérer les positions des dépots a effectuer. A
I’aide d’une micropipette déposer une goutte de I’HE, sur chaque trait ( 3 a4depdts). Les
taches doivent étres de 2 mm de diamétre. Sécher la plaque a I’aide d’un séche- cheveux [56].
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c¢) L’élution :
Oter le couvercle de la cuve a élution. Introduire la plague dans la cuve a élution sans
toucher les bords. Recouvrir la cuve avec le couvercle, et laisser I’¢lution s’effectuer jusqu’a
ce que le front du solvant se situe a environ 6 cm du sommet de la plaque [56].

d) Révélation et exploitation du chromatogramme :

Sortir le chromatogramme de la cuve et repérer le front du solvant a 1’aide d’un trait
horizontal.
Si les taches restent invisibles, utiliser un moyen de révélation adapté :

e Immersion dans une solution de permanganate de potassium

e Exposition aux vapeurs de diiode

e Exposition aux rayonnements ultraviolets

e Repérer les taches situées a la méme distance de la ligne de dépét, et identifier
les espéces chimiques contenues dans I’HE de laurier noble [56].

Figure 27 : L’éluant Figure 28 : Immersion dans solution de
De permanganate de potassium

Figure 29 : Lampe (rayonnements ultraviolets)  .Figure 30 : Apparition des taches
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IV.6.Activité antibactérienne
L'activité antibactérienne de 1’huile essentielle a été évaluée en utilisant la méthode de
diffusion sur disques

v Milieu de culture:
le milieu gélose Muller Hinton.(voir annexe I11)

v Obtention des suspensions bactériennes :
La remise en culture des souches a été effectuée par ensemencement d’une colonie isolée
a partir des boites pétries. Le bouillon a ensuite été incubé 24 h a 37°C.

v' Méthode de diffusion sur disques :

La méthode de diffusion sur disque est utilisée comme test pour une détermination
qualitative de 1’activité antibactérienne de I’H.E de Laurus nobilis. Aprés ’obtention des
souches bactériennes de la suspension bactérienne, chaque souche d’intérét a été inoculé a la
surface d’une boite de gélose de Muller Hinton a I’aide d’un étalier de fagon a avoir une
croissance répartie de facon homogeéne sur toute la boite. Des disques stériles de papier filtre
ont été imprégné avec un imbibé du H.E et ensuite placés a 1’aide d’une pince stérile a la
surface des boites de pétri de MH préalablement ensemencée avec les microorganismes. Les
boites de Pétri ont été conservées a 4°C pendant 20min pour permettre la diffusion des
huiles essentielles. Elles sont ensuite incubées a 37°C pendant 24a 48 h sauf pour les boites
inoculees. Les diametres des zones d'inhibition résultants ont été mesurés en mm. Les tests
ont été effectués en double. Les résultats sont exprimés en moyenne de deux déterminations
(+/-) écart type.

IV.6.1Modes Opératoires :

IV.6.1.1.Préparation de I’inoculum:

A partir d’une culture jeune de 24 heures sur milieu gélose nutritive, une suspension
bactérienne a été préparée par le prélevement de 2 & 3 colonies bactériennes a 1’aide d’une
pipette pasteur. Ces colonies ont été mises dans un tube de solution physiologique stérile avec
agitation de facon a obtenir une densité optique de 0,08 a 0.1-625 nm.

IV.6.1.2.Ensemencement et application des disques
-L’ensemencement a été réalisé par écouvillonnage et, en procédant comme suit :
- Le milieu MH (Muller Hinton) a été coulé dans des boites de pétrie et laissé solidifier.
- Ensuite, un écouvillon stérile a été plongé dans la suspension bactérienne puis
Iégerement essoré.
- L’ensemencement a été fait a 1’aide de cet écouvillon sur la surface de la gélose en tournant
la boite 3 fois de 60° afin d’assurer une bonne distribution de 1’inoculum.
- Dans chaque boite de pétrie, nous avons déposé trois disques de 6 mm imbibés de 10ul de
chaque solution a tester.
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1VV.6.1.3.Incubation et lecture:

- L’incubation des boites a été faite a I’étuve a 37°C durant 24 heures.
- Le diamétre de la zone d’inhibition a été mesuré avec précision (a I’aide d’un pied a coulisse) pour
chaque produit testé (diametre du disque intégré dans la zone d’inhibition).
- L'échelle d'estimation de l'activité antimicrobienne donnée par [57] a été suivi. Ces derniers ont
classé la substance testée selon le diamétre de la zone d'inhibition (D) de la croissance microbienne
en cing classes :

* Trés fortement inhibitrice: D >30 mm

* Fortement inhibitrice: 21 mm <D <29 mm

* Modérément inhibitrice: 16 mm <D <20 mm

» Légerement inhibitrice: 11mm <D <16 mm

* Non inhibitrice: D < 10 mm
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Figure 31: Activité antibacterienne
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V. Contr6le qualité de la matiére premiére:

e Reésultats:
Les résultats du controle de la qualité de la matiére premiére sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 6: contrdle qualité de la matiére premiére.

Les paramétres Laurier Laurier Normes AFNOR
2017-2018 2010 2000

Cendres totales (%0) 18% 7,89% 9,0

Cendres 10% 0,11% 0,1

sulfuriques(%o)

Cendres 6% 0,26% -

chlorhydriques(%0o)

Pert a dessiccation(%o) 7,5% 10,52% -

Teneur eneau (%) 7,5% 8,5% 10

Indice gonflement(%o) 10,5% 12 5% 10

e Discussion:

Les Résultats montrent que le taux de cendres totales, cendres sulfuriques et chlorhydriques sont
de 18%,10%, et 6%. Ces résultats sont supérieurs a la norme. Cela peut s’expliquer par la
contamination de la plante par des métaux. Celle- ci doit étre lavée avant 1’utilisation. L’indice de
gonflement et la teneur en eau sont de 10,5 et 7 ,5%, ces résultats sont conformes aux normes
AFNOR.

V.1.Etude phytochimique:

V.1.1.Recherche des Alcaloides:

e Reéaction avec le réactif de Dragen- Dorff:
La réaction a donné un précipité rouge (rouge-orange).

V .1.2.les composeés poly-phénoliques :

V.1.2.1.Les tanins:
Développement d’une coloration verdatre (tanins catéchiques) et bleu noiratre (tanins galliques).

V.1.2.2.Les tanins catéchiques:
La présence des tanins catéchique se confirme par la formation d’un précipité rouge soluble dans
I’alcool isoamylique.

V.1.2.3.Les tanins galliques:
L’apparition d’un précipité noir indique la présence des tanins catéchiques (tanins condensés), et le
développement d’un teint bleu noirétre indique la présence des tanins galliques (tanins hydrolysables).

V.1.3.Recherche des flavonoides:
Absence de coloration.
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V.1.3.1 Lescyanhydrique:
L’apparition d’une coloration: rose orange (flavones) , rose violacé (flavonones) ou rouge
(flavonols,flavanonols) rassemblées dans la couche surnageant d’alcool isoamylique indique la
présence d’un flavonoide libre (génine).

La coloration son mois intense avec les hétérosides flavonoiques, négative avec chalcones, les
hydrochalcones les aurones, les catéchines et les isoflavones.

V.1.4.Recherche des quinones (Dérivés anthracéniques):
V.1.4.1Anthracéniques libres (réaction de borntager):

Apparition d’une coloration rouge qui indique la présence d’anthraquinones libres.

V.1.4.2.Anthracenique combinées:

1. O-Hétérosides:

L’obtention d’une coloration rouge plus ou moins intense confirme La présence d’anthraquinones
(génines des O-Hétérosides).

2. Hétérosides:
Une coloration rouge plus ou moins intense indigque la présence des C-Hétérosides.

V.1.5.Recherche des glucosides (Réaction avec I’acide sulfurique):
La coloration de la masse en présence des glucosides en rouge brique, puis en violet confirme la
présence des glucosides

V.1.6.Rechercher des saponines:
La présence de la mousse dans le tube a une hauteur de 0,5cm confirme la présence des saponines.

V.1.7.Recherche des hétérosides cardiotoniques (Réaction de Libermann
Burchard):

L’ Absence de coloration

V .1.8.Recherche des composés réducteurs:
La Formation d’un miroir d’argent sur les parois du tube confirme la présence de composés
réducteurs

V.1.9.Recherche des mucilages:
L’obtention d’un précipité floconneux par mélange confirme la présence de mucilage.

V.1.10.Recherche des iridoides:

L’obtention d’un précipité noir confirme la présence des iridoides.
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e Résultats

Les résultats des tests phytochimiques de la plante étudiée sont regroupés dans le tableau ci-dessous

(Tab?).

Tableau 7 : Criblage photochimique de laurier noble sec

Les alcaloides

Les flavonoides

Les cyanhydrine

Les tanins

Les tanins catéchiques

Les tanins galliques

£

O
</N$(
CH]/N | ~c H;
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Les quinones

Les anthraquinones libres

Les O-
anthraquinon  hétérosides
es
combinees C-

hétérosides

Les saponines

les hétérosides
cardiotoniques

les composés réducteurs

Les mucilages

des iridoides

e Discussions :

Le criblage phytochimique réalisé a permis de constater la présence de 8 groupes chimiques : les
tanins, alcaloides, quinones, mucilages, composés réducteurs , iridoides ,anthraquinones et les
saponines. Cependant, les flavonoides, cyanhydrid et hetérosides cardiotonique sont absents dans notre

plante.

V.2.Extractions de PHE:

L’huile essentielle de Laurus nobilis a donné un rendement important en huile essentielle estime a

0,57%. L’huile extraite est d’une couleur jaune pale et d’odeur forte.
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e Calcule le rendement;
R%=V100g*Q  aVvecC : Vmax =0,5

_0,5¢100
80

R% * 0,9075
R%=0,57%

Q:la masse volumique.

V max- volume maximale de I’HE.

M: la masse de I’HE.

R%0: rendement d’HE.

e Tableau 8 : L’évaluation de volume d’HE en fonction de temps:

30min 0,1
1h 0,2
1h30min 0,3
2h 0,4
2h30min 05
3h 0,5
3h30min 0,5

Le temps en min

Figure 32: L’évaluation du volume d’HE en fonction du temps

TR
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e Discussion:
L’hydro distillation est une méthode trés utilisée pour 1’extraction des huiles essentielles cette méthode
nous a permis d’extraire 0,63ml d’HE pour une masse de 100g de la plante qui est un rendement
Iégerement faible, c’est a cause des pertes dues a la volatilit¢ des composants (température
d’évaporation trés faible) et aux conditions de travail.

V .3.Indices physico-chimiques de ’HE de laurier:

résultats:
Tableau 9: Indices physico-chimiques de I’HE de Laurier

Indice de réfraction 1,4042 1,460 a 1,475 Ooul

Densité relative a 0,9075 0,900 a 0,925 Ooul
20°C

pH 6 5-6,8 Ooul

e Discussion:
Les résultats du tableau indiquent que I’indice de réfraction de I’huile essentielle est de 1,4042,

sa densité relative de 0,9075 et son pH de 6. Ces données sont conformes aux normes Selon Afnor
(2000). L’indice de réfraction est 1égérement différent de la norme, cela peut étre du a la méthode de
conservation de la plante, sa durée de stockage, la composition chimique de son H.E, des éventuelles
réactions phytochimiques lors de I'hydro distillation, ... etc. Ce sont des facteurs entre autres qui
peuvent avoir des influences sur le comportement et les caractéristiques des H.E. En effet, un stockage
de la plante pendant 24 heures suffit pour induire des changements sensibles de composition d'H.E
[58]. Au cours de I'hydro distillation, I'eau, l'acidité et la température peuvent induire a des réactions :
d'hydrolyses, hydratations et cyclisations, mais aussi réarrangements, isomerisations, oxydations, ...
etc. Et ce d'autant plus que la distillation est longue et le pH acide [59]. Toutes ces observations
montrent les difficultés que I'on peut rencontrer lors de la préparation et de la conservation des huiles
essentielles.

e Chromatographie sur couche mince(CCM) :
e Reésultats:

Rf=X,/I

Rf : rapport frontal.
X4 ladistance entre les points.
L: la langueur de la couche mince.

L’analyse de la composition chimique par CCM a permis de déterminer trois constituants
majoritaires : les phénols suivi ensuite par les Oxydes et le Cinéol [60].
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V.4.L’activité anti bactérienne:
e Résultats :
Aprés une incubation de 24h et 48h, les diamétres d’inhibition des échantillons testés et ceux des
antibiotiques sont resumés dans les tableaux 4 et 5 respectivement.

Tableau 10 : Diamétre des zones d’inhibition en mm des ATB et des solutions testés aprés 24h :

Zone E. coli 9 7 10 13 25 6 6
d’inhibition Pseudo 6 6 6 6 25 6 6
(mm) Staph 9 10 12 6 23 11 15

Tableau 11: Diamétre des zones d’inhibition en mm des ATB et des solutions testés aprés 48h :

Zone E. coli 25 16 10 17 25 6 6
d’inhibition
(mm) Pseudo 6 6 6 6 25 6 6
Staph 9 10 12 6 27 12 2
0
Discussion :

D’aprés nos résultats, nous avons remarqué que 1’inhibition de la croissance microbienne varie selon
I’espece ou I’ATB utilisé.

L’antibiogramme avait pour but de rechercher la sensibilité¢ de la souche vis-a-vis a I’antibiotique
et de comparer son pouvoir inhibiteur a ceux des huiles essentielles étudiées.
Le choix des antibiotiques a été fait selon leur action bactéricide a I’E.Coli, Le Pseudomonas
aeruginosa, et Le Staphylococcus aureus).

La croissance d’Escherichia. Coli a été inhibée par presque tous les produits testés avec des
proportions variables (Tableau 4 et 5) sauf I’ampicilline et I’amoxicilline.
Par contre la croissance de Staphylococcus aureus a été inhibée par tous les ATB et les solutions
testés.

E. coli est sensible a toutes les solutions testées, mais présente une trés forte sensibilité a 1’huile
essentielle pure de Laurus Nobilis L avec un diametre d’inhibition de 25mm (aprés 48h), et a la
Gentamycine avec un diameétre de 25mm, et ne présente aucune sensibilité aux autres ATB.

Le Pseudomonas aeruginosa.
Ne présente aucune sensibilité a toutes les solutions testées ni apres 24h ni apres 48h, sauf a la
Gentamycine avec un diameétre d’inhibition de 25mm.

Ces résultats nous aident & conclure que I’huile essentielle de laurier noble posséde un effet bactéricide
sur E. Coli, un effet bactériostatique sur Staphylococcus aureus et aucun effet antibactérienne sur
Pseudomonas aeruginosa.



Conclusion générale

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressées a I’extraction et a la récupération de
I’huile essenticlle de Laurus nobilis par la I’hydrodistillation, a sa caractérisation physico-
chimique, et enfin a I’étude de I’activité antibactérienne. Il a été procédé aussi au contrdle de
la qualité de la matiere premiére et & la détermination des substances bioactives contenant dans
le Laurier.

La calcination de la plante dans un four un moufle a 600°C a donné la teneur en cendre
totales, en cendre sulfurique et en cendre chlorhydrique de 18%, 10% et 6%respectivement.
Ces valeur sont légérement supérieures a la norme celui s’explique que la plante se trouvait
dans un endroit plein de métaux. Cette derniere doit étre lavée avant 1’utilisation.

L’étude phytochimique de la plante a révélé la présence de plusieurs substances biologiques
actives telles que : les tanins, les alcaloides, les quinones, les mucilages, composés réducteurs
les iridoides , les anthraquinones et les saponines.

La cinétique d’extraction de I’huile essentielle par hydrodistillation a été étudice, le
rendement maximal était de 53% Pour un temps d’extraction de 3h30min.

Les analyses physico chimiques telles que la densité, le pH, 1’indice de réfraction, de 1’huile
essentielle ont montré que les résultats sont conformes aux normes.

L’analyse par CCM a permis d’identifier 03composés de I’huile essentielle de Laurus
Nobilis L dont les principaux constituants sont : les phénols, suivi ensuite par les oxydes et le
Cinéol.

L’activité antibactérienne des huiles essentielles, des solutions testées et des ATB, a été
déterminée sur trois souches bactériennes Escherichia Coli, Staphylococcus aureus et
Pseudomonas aeruginosa selon la méthode de diffusion sur milieu gélosé en utilisant le milieu
Muller Hinton.

Cette techniqgue a montré que toutes les solutions étudiées possedent une activité
bactériostatique ou bactéricide contre les souches testées. Nous avons constaté qu’Escherichia
Coli est plus sensible a I’huile essentielle de Laurus Nobilis avec un diamétre d’inhibition de 25
mm. .
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Annexe 1



+*» Recherche des cendres:
Prendre deux creusets pesez vide et desséchez dans un four pendant 30min a une température

600°C. Aprés continuez le contréle qualité de la matiére premiere.

| £ M A

Figure 33 : four & moufle.

» Cendre totales:

e Principe:
Elles caractérisent la qualité de substances résiduelles non volatilisées lors de la calcination
complete de 1’échantillon de la drogue végétale.

e Mode opératoire:

Chauffez au rouge un creuset de silice,en porcelaine ou en platine pendant 30min.Laissez
refroidir dans un dessiccateur, puis pesez .Sauf indication contraire , introduisez dans le creuset
1g de substance ou de drogue pulvérisée. Distribuez uniformément la prise d’essai a I’intérieur
du creuset. Desséchez Pendant 30min, puis incinérez dans un four a moufle a une température de
600°C ; I’échantillon ne doit pas s’enflammer a aucun moment de 1’opération.Continuez
I’incinération jusqu'a masse constante.Aprés chaque incinération,laissez refroidir le creuset au
dessiccateur.Si les cendres contiennent encore, des particules noires,aprés une incinération
prolongée, les reprendre a I’eau chaude et filtrez avec un filtre sans cendres .incinérez a nouveau
le résidu avec le filtre. Réunir le filtrat et le cendre, évaporez prudemment a siccité et incinérez
jusqu'a masse constante.

T=[(M-M")/E]*100
M:masse final (creuset+cendres totales) (g).

M’: masse de creuset vide(g).

E:prise d’essai de la matiere (1g).

» Cendre sulfurique:
e Principe:

C’est une méthode d’évaluation des substances inorganiques de la drogue végétale. Les cendres
sulfuriques sont obtenues aprés une attaque de la drogue par 1’acide sulfurique .la teneur est
déterminée par le dosage pondéral des sulfates non volatiles obtenues par calcination de la
matiére végétale préalablement traitée avec H,SO, dilué a 50%.Les sulfates résultent de la
conversion des sels inorganiques.
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e Mode opératoire:

Chauffez au rouge un creuset silice ou de platine pendant 30min.laissez refroidir dans un
dessiccateur, puis pesez, dans le creuset, introduisez la substance a examiner et ajoutez 2ml d’acide
sulfurique dilué .Chauffez au bain marie, puis prudemment sur une flamme nue, en élevant
progressivement la température jusqu'a 600°C environ (dans un four a moufle).Continuez
I’incinération jusqu'a disparition des particules noires. Laissez refroidir, ajoutez quelques gouttes
d’acide sulfurique dilué, puis chauffez et incinérez comme précédemment. Laissez refroidir, ajoutez
quelques gouttes de carbonate d’ammonium, évaporez le liquide et incinérez prudemment. Laissez
refroidir et pesez. Recommencez 1’incinération par période de 15min jusqu’a masse constante.

La teneur en cendre =(S*100)/P
S=P>-T

S:masse des cendres sulfuriques de la prise d’essai(g).
T:tare du creuset (g).
P:masse de la prise d’essai(g).

P’:masse de creuset aprées calcination(g).

» Cendre chlorhydrique:

e Principe:
Cette étude est réalise avec des végétaux ou il est contenu des impuretés insolubles dans I’acide
chlorhydrique.

e Mode opératoire:
Les cendres insolubles dans I’acide chlorhydrique sont constituées par le résidu obtenu apres

I’extraction des cendres totales par 1’acide chlorhydrique et rapporté a 100g de drogue.

Dans le creuset, ajoutez au résidu obtenu lors de la détermination des cendres sulfuriques ou
totales 15ml d’eau et 10ml d’acide chlorhydrique . Recouvrir d’un verre de montre, faire bouillir
doucement pendant 10min et laisser refroidir. Filtrez le résidu sur un filtre sans cendre et lavez
a I’eau chaude jusqu’a ce que le filtrat soit neutre.Dessechez, incinérez jusqu’a rouge sombre,
laissez refroidir au dessiccateur et pesez .Recommencez I’incinération jusqu’a ce que la
différence entre 2 pesées consécutives n’existe pas 1mg.

M—-Mr

T= * 100%
M: masse final (creuset+cendres chlorhydriques)(g).

M’: masse de creuset vide (g)

E: prise d’essai(g).



> Perte a la dessiccation:

e Principe:
La perte a la dessiccation est la masse exprimée en pourcentage m/m.

Cet essai permet de déterminer la proportion de tous les produits volatiles susceptibles d’étre
éliminés dans des conditions spécifiques, il peut s’agir.

» D’eau (le plus souvent).
> De corps volatils.

e Mode opératoire:
Placez la quantité prescrite de la substance a examiner dans un creuset en porcelaine,

desseché lui-méme au préalable dans les conditions précisées pour la substance a examiner.
La dessiccation de la substance se fait jusqu’a masse constante .Le séchage a lieu dans une
étuve spéciale dont la température peut étre réglée, jusqu’a masse constante T=100°C
pendant 4heures.

m-m

X=——=%100%
m

» Teneur en eau:

e Principe:
Cet essai permet de déterminer spécifiquement la teneur en eau d’une substance.

Cette methode est basée sur la détermination de I’eau distillée par entrainement azéotropique, a
partir de la substance médicamenteuse étudiée.

Lors de la présence commune du solvant organique et 1’eau, la distillation doit étre réalisée a une
température inférieure a celle de I’ébullition des deux composants. Cela s’explique par le fait
que le mélange des vapeurs du solvant et de 1’eau posseéde une tension de vapeur égale a la
somme des tensions de leur vapeurs a la température donnée.

En qualité de solvant organique est utilisé le toluéne.

e Mode opératoire:
Nettoyez le tube collecteur et le réfrigérant de ’appareil, les rincer soigneusement a 1’eau, puis

séchez.

Dans un ballon séché, introduire 200ml de toluéne et 2ml d’eau environ, distillez pendant 2h,
laissez refroidir pendant 30min environ et lire le volume d’eau a 0,05ml prés introduire ensuite
dans le ballon une prise d’essai de la substance a examiner, pesée al pour cent prés, susceptible de
donner 2ml a 3ml d’eau environ. Si la substance est pateuse, la peser dans une nacelle constituée
par une feuille de métal. Chauffez doucement le ballon pendant 15min en présence d’une
substance assurant une ébullition réguliere. Lorsque le toluene commence 1’ébullition, distillez a la
vitesse de 2 gouttes environ par seconde jusqu’a ce que la plus grand partie de 1’eau soit entrainée,
puis augmentez la vitesse de la distillation jusqu’a 4 gouttes par seconde. Lorsque toute 1’cau a été
entrainée, rincez I’intérieur du tube réfrigérant au toluene . continuez la distillation pendant 5min,
arrétez le chauffage et laissez refroidir le tube collecteur a température ambiante. Faire tomber les
gouttelettes d’eau adhérant encore a la paroi du tube. Lorsque I’eau et le toluéne se sont séparés,



lire le volume d’eau et calculez en pourcentage la teneur en eau da la substance a examiner a
I’aide de la relation:

Y

Le volume de toluéne (200ml).
La masse da la plante séche(20).
Le volume d’eau distillée (2ml).

1 2
Teau=2 ;” +100%

Vo=v’-V

avec.

Vi: volume d’eau récupéré apres 1’ajouter de la poudre végétal(ml).

V,: volume d’eau continu dans le toluéne(ml).

V: volume de I’eau introduire dans le ballon(ml).

v’: volume de I’eau récupéré par entrainement azéotropique du mélange cau-toluéne(ml).

YVVVVYVYVVYVY V VY

» Indice de gonflement:

e Principe:
L’indice de gonflement est le volume en millilitres occupé par un gramme de drogue, y compris
le mucilage qui y adhere, qui a été mis a gonfler dans un liquide aqueux pendant 4h.

e Mode opératoire:

Dans une éprouvette graduée de 25 ml bouchon rodé dont la graduation divisée en 0,5 ml
occupe une hauteur de 125+5mm, introduire 1g de la drogue entiére ou dans 1’état de division
prescrit dans la monographie. Sauf indication contraire, humecter la drogue avec 1mi
d’alcool et ajouter 25ml d’eau , boucher 1’éprouvette. Agiter énergiquement tous les 10min
pendant 1h. Laisser reposer pendant 3h.

90min apres le début de 1’essai , ¢liminer par rotation auteur de I’axe vertical la plus grande
partie du liquide retenu au niveau de la drogue et les particules de celle-ci flottant a la surface
du liquide. Mesurez le volume occupé par la drogue, y compris le mucilage qui y adhére
effectuez 2 essais simultanément.

L’indice de gonflement est donné par 2 essais.

v1+v2

Indice de gonflement=
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%+ Réfractométrie:

La réfractométrie est une technique qui vise a déterminer la partie réelle de I'indice de
réfraction d'un matériau.

L'instrument de laboratoire ou de terrain utilisé est le réfractometre. La plupart des modeles
courants effectuent une mesure de I'angle limite de réfraction et déduisent ensuite I'indice de
réfraction de I'échantillon. L'indice est calculé & partir de laloi de Snell-Descartes et peut
aussi étre estimé a partir de la composition de la matiere a l'aide de la loi de Gladstone. Les
réfractometres modernes fournissent des résultats numériques qui permettent un traitement
par ordinateur via une interface standard (Ethernet, USB, RS232)[87].

Apres étalonnage, le réfractométre permet de connaitre la concentration d'un soluté dans un
solvant connu. C'est le cas de la détermination du sucre dans le jus de raisin. De plus, avec les
mesures de température d'ébullition et de fusion, la réfractométrie fait partie des tests les plus
courants pour identifier les produits d'une synthese organique.

Figure 34: Réfractométre

«»» Utilisation:

Le dispositif de base n'est utilisable qu'avec une lumiére monochromatique, car l'indice d'un
matériau, surtout celui du verre flint, dépend de la longueur d'onde. En effet, les verres
flint ont une forte dispersion (nombre d'Abbe inférieur a 50).

La raie D du sodium (longueur d'onde 589 nm) a été choisie historiqguement car elle est proche
de la zone de sensibilit¢ maximale de I’ceil (dans le vert, autour de 550 nm). Pour travailler en
lumiere blanche, deux autres prismes sont positionnés entre le verre flint et la lunette
collimatrice de facon que les rayonnements de couleurs différentes convergent aprés leur
traversée. Ce dispositif est appelé compensateur. Il permet ainsi d'avoir un systéeme
achromatique, utilisable en lumiére blanche.

Les réfractomeétres actuels fonctionnent en lumiére naturelle ou avec I'éclairage d'une lampe
blanche. La lumiere arrive par une fenétre sur une face d'entrée du prisme supérieur. La face
inférieure de celui-ci est dépolie pour éviter les réflexions secondaires.

% Réglage et lecture de la mesure:

Le reglage du réfractomeétre doit prendre en compte d'une part I'achromatisation et, d'autre
part, la mise de la plage de lumiére a la croisée des réticules.
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Une opération de calibration se fait une fois pour toutes avec de I'eau distillée.

Le bouton qui permet d'amener la plage lumineuse a la croisée des réticules agit sur I'angle du
miroir disposé en sortie du prisme de flint. Cet angle correspond a I'indice qui s'affiche sur
I'échelle graduée en indice de réfraction, visible dans I'oculaire.Deux échelles sont
disponibles. L'une donne directement l'indice de réfraction (entre 1,300 et 1,700). L'autre
donne, entre 0 et 85 %, la teneur en matiére séche des jus sucreés .

Figure 35: Réglage de la zone éclairée a la croisée des réticules

% Four a moufle ou bien four calcination:

Les fours a calcination sont des fours industriels employés dans la fabrication de la chaux,
du ciment ou du platre. C'est aussi un appareil de laboratoire visant a réaliser les opérations
de calcination[88].

ot S(C\.ﬂ'l
OBUGATOSRES

Figure 36 : Four a moufle de laboratoire.

% Utilisation:

La cuisson des différents liants (chaux, ciment ou platre) se fait en continu dans :

68


https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Abbe-Refraktometer_Strichkreuz.jpg?uselang=fr
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Muffle_furnace.jpg?uselang=fr
https://fr.wikipedia.org/wiki/Four
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chaux_(mati%C3%A8re)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ciment
https://fr.wikipedia.org/wiki/Pl%C3%A2tre
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89quipement_de_laboratoire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Calcination
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cuisson_industrielle
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Abbe-Refraktometer_Strichkreuz.jpg?uselang=fr
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Muffle_furnace.jpg?uselang=fr
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Abbe-Refraktometer_Strichkreuz.jpg?uselang=fr
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Muffle_furnace.jpg?uselang=fr

e des fours verticaux a chauffage direct : ce sont des fours a calcination par stratification
dans lesquels les matiéres premiéres et le combustible sont placés par couches alternatives. La
méthode a comme désavantage que la matiere premiére est éventuellement corrompue par le
contact du combustible ;

e des fours verticaux & chauffage indirect : ce sont des fours a calcination dans lesquels
les matiéres premieres sont dans un compartiment séparé du combustible. La méthode est
énergivore et tend a étre remplacée ;

e les fours rotatifs a chauffage direct, plus efficaces, sont des cylindres en acier
Iégérement inclinés dans lesquels les matieres premiéres vont subir plusieurs transformations
physiques : dessiccation, décarbonation et calcination, clinkerisation. La matiére quitte le
cylindre sous forme de gros grains arrondis, les clinkers. Le charbon est insufflé sous forme
pulvérulente et chemine en sens inverse de la matiére premiere ;

e les fours rotatifs a chauffage indirect, le méme que le précédent mais le foyer est placé
a I'extérieur et la chaleur insufflée dans le cylindre ;

e les fours électriques sont employeés pour certains ciments comme le ciment alumineux.

Le laitier employé dans certains ciments est un sous-produit de la transformation de la fonte et
est produit dans les hauts fourneaux.
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Souches bacteriennes utilisées :

«» Escherichia coli:

Escherichia coli (E. coli) est une bactérie anaérobie facultative a Gram négatif, en forme de
batonnet. Ce micro-organisme a été décrit pour la premiére fois par TheodorEscherichen 1885. La
plupart des souches d'E. Coli colonisent le tractus gastro-intestinal de I'hnomme et de I'animal
comme une flore normale. Cependant, certaines souches ont évolué en E. coli pathogene en
acquérant des facteurs de virulence a travers des plasmides, des transposons, des bactériophages et
/ ou des Tlots de pathogénicité. Ces E. coli pathogenes peuvent étre catégorisés en fonction des
sérogroupes, des mécanismes de pathogénicité, des symptdbmes cliniques ou des facteurs de
virulence [33, 47]. Parmi eux, E. coli entéro hémorragique (EHEC) est défini comme des souches
pathogenes [89].

Figure 37: Escherichia coliGrossissement

s Staphylococcus aureus:

Est D’espece la plus pathogéne dugenre staphylococcus. Elle est responsable
d'intoxications alimentaires, d'infections localisées suppurées et, dans certains cas extrémes,
d'infections potentiellement mortelles (patient immunodéprimé, protheses cardiaques). S.
aureus se présente comme une coque en amas (grappes de raisin), gram positif et catalase positif.
Sa teneur en caroténoides lui confere une couleur dorée a I'origine de son nom[90].
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Figure 38: Staphylocoque doré

% Pseudomonas aeruginosa
Autrement connu sous le nom de bacille pyocyanique, est une bactérie versatile et
ubiquitaire dans 1’environnement. Elle est communément trouvée dans le sol et I’eau (eaux douces
et marines) et sur les surfaces en contact avec ces milieux. Etymologiquement, le mot issu du grec
pseudo (=simili ou imitation) et monas (=unite) désignait les germes du début de la microbiologie.
Le mot aeruginosa,qui signifie vert de gris en latin, fait référence au pigment contenu par la
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bactérie qui donne a la colonie sa couleur caractéristique. Pseudomonas aeruginosa est 1’espéce
type de Pseudomonas, également composé de 12 autre membres [58].

Figure 39 :Pseudomonas aeruginosa au microscope électronique a balayage.

¢+ Matériels et produits utilisés :

il

Figure 40 :Ethanol absolu Figure 41:Gélose (MH) Figure 42:HE extraite

S N WS RN VRN

g:
3
&,

[ 73




Figure 43 :Etuve « Memmert » Figure 44:Disques d’ATB Figure 45:Boites pétri

Figure 49:écouvillon

Figure 50 : Bec bunsen Figure 51:Huile essentielle de Laurier Achetée

Méthodes :
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Figure 52: Boites pétri coulée 7 Figure 53:préparation de I’inoculum

en milieu de culture(MH)

Figure 56 : Résultats de I’aromatogramme des huiles essentielles
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Figure 57: Résultats de I’antibiogramme des ATB
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