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Résumé:

L’Algérie regorge de plantes aromatiques d’intérét biologique qu’il serait intéressant de
valoriser dans le secteur agroalimentaire. Dans ce travail, nous avons ¢étudié¢ 1’extrait
hydroéthanolique des feuilles de Laurus nobilis L. récoltées dans la région de « Tizi Ghénif
», située au Sud-est de la wilaya de Tizi-Ouzou. D’abord, notre objectif a porté sur la
quantification des polyphénols totaux et flavonoides, ainsi que 1’évaluation de 1’activité
antioxydante de ’extrait de cette plante. Ensuite, 1’activité antibactérienne a été évaluée sur
la souche Staphylococcus aureus ATCC 33862, un des germes responsables de toxinfections

alimentaires.

Les résultats physicochimiques obtenus ont révélé une teneur en polyphénols de25.33 +
0.4mg EAG/ml d’extrait. De méme, la teneur des flavonoides est d’environ 13.01+ 0.2 mg
EQ/ml d’extrait. Concernant 1’évaluation du pouvoir antioxydant par la méthode au DPPH*,
elle a révélé que I’extrait peut agir en tant que bon piégeur des radicaux libres, avec une
IC50 de 23.00+ 1.7 pg E Vit C/ml d’extrait. Cette derniére est meilleure que celle de ’acide
ascorbique utilis¢ comme témoin, qui est d’une valeur de 77.36+0.3 pug E vit C/ml. L’effet
antioxydant est hautement significatif (p<0.01), avec un pouvoir Scravenger important, de
I’ordre de 49.79+ 00.10png E Vit C/ml d’extrait et un taux d’inhibition élevé de 85.78 =+
0.2%. Sur le plan microbiologique, I’extrait présente une bonne activité antibactérienne,
avec un diamétre d’inhibition allant de 10.67 a 18.67mm aux différentes concentrations de
20 a 100 mg/ml. Le rapport CMB/CMI est inférieur a 4 ce qui signifie que 1’extrait a un
pouvoir bactéricide sur la souche de Staphylococcus aureus. Des résultats obtenus, nous
concluons que I’extrait hydroéthanolique des feuilles de laurier sauce pourrait étre utilisé en
tant qu’additif alimentaire de substitution aux additifs chimiques actuellement utilisés pour
rallonger la vie des aliments. D’autres tests plus approfondis afin d’explorer cette piste sont

nécessaires pour compléter cette étude.

Mots-clés : Laurus nobilis L., antioxydant, activité antibactérien, Staphylococcus aureus.



Abstrat:

Algeria is full of aromatic plants of biological interest that it would be interesting to
develop in the agri-food sector. In this work, we studied the hydroethanolic extract of
the leaves of Laurus nobilis L. harvested in the region of "Tizi Ghénif", located in the
South-East of the wilaya of Tizi-Ouzou. First, our objective focused on the
quantification of total polyphenols and flavonoids, as well as the evaluation of the
antioxidant activity of the extract of this plant. Then, the antibacterial activity was
evaluated on the Staphylococcus aureus strain ATCC 33862, one of the germs
responsible for food poisoning.

The physicochemical results obtained revealed a polyphenol content of 25.33 = 0.4mg
EAG/ml of extract. Similarly, the content of flavonoids is about 13.01% 0.2 mg EQ/ml
of extract. Regarding the evaluation of the antioxidant power by the DPPH* method,
it revealed that the extract can act as a good free radical scavenger, with an 1C50 of
23.00 + 1.7 pg E Vit C / ml of extract. The latter is better than that of ascorbic acid
used as a control, which has a value of 77.36 = 0.3 pg E vit C/ml. The effect is highly
significant (p<0.01), with a high Scravenger power, around 49.79 + 00.10pug E Vit
C/ml of extract and high inhibition rate of 85.78 + 0.2%. On the microbiological level,
the extract has good antibacterial activity, with an inhibition diameter ranging from
10.67 to 18.67 mm at different concentrations from 20 to 100 mg/ml. The CMB/CMI
ratio is less than 0.4 which means that the extract has a bactericidal power on the strain
of Staphylococcus aureus studied. From the results obtained, we conclu that the
hydroethanolic extract of bay leaves with sauce could be used as a food additive to
replace the chemical additives currently used to extend the life of foods, other more in-
depth tests to explore this track are needed to complete this study.

Keywords: Laurus nobilis L., antioxydant , antibacterial , Staphylococcus aureus.



: padda

&b L skl laiad el e (S Al dun sl gd) Apaa ) D A plaall iy Ale i) 3al)
Jasll Sl by 355y A Al paliieall Jeadl 138 8 L s dgel )30 431 pllad
Joidd sl 555 508 QY5 Ga HOdl siall (B ZaB10 Mehiay 5t dhia (B3 geasll
oLl apdli o3 ¢ elld amy bl 13a (aldiaal 50080 sliaal) Bliil) s Gy ¢y g Nl
U susall a8l jall (2a) 25 ¢ ATCC 33862 4l 4y saiall Ly piSall A3 e 1y 505l aliall
() aendll e

ie 0.4 £ 25.33 Jsidd gl (s 5ina lgle Jpeanll o Al Alaasll 5 Al 5l gilial) < gl
ie 0.2 £ 13.01 Jsn 251 8l (5 gina b ¢ Jiallyy  paldivall (o Ja / Slllall aeal Jolas
44y yla ddasl g3 300SY) Cilaliae 3 58 aniy (Bl Lasd | aliionall (po GLIAY (aes Ja | J Jolae (1
Aoy TO S 55 e 3 pal) ) odall s el Ay 0S5 o) (S paliiiandl) o 1S 33 % DPPH
e e denil AV 1w paliied) e de /o oomlis e ale s Sae 1.7 £ 23.00
Oale / 7 0nalid E o) e 580 0.3 £ 77.36 e alii (s3ll5 ¢ pSat jeaia aodivual) ey ) KUY
00.10 £ 49.79 Vs ¢ e 3 palan 558 o ¢ (p<0.01) e duaal 33 il aliiudl)
s sl o 70.2 + 85.78 ali dalle Lyl Ay paliinall (40 Ja / 7 Gl (e al e 5 S0
) 10.67 o g5l b Hhaity ¢ ail all dliae Bl o paliiuall (g ging ¢ (o 5o s sSaal)
aal) A/ oSl 520y (a1 aall At (o / aae 100 G 20 o Adlite <3S 0 as 18.67
450 siiall LSl A e il jall e 358 apal paldial o ey Lea 0.4 (e B S il 50Y)
oo DB Gl S Al paliiea) o st ¢ lgde Jsand) a3 3l gl e dpall)
ee ALY Uls daadiial) 4heS) cililcaal) Jae Jadl 40138 liliasS dadadind (Say daliall
sda JaST Jal e bl 1 Glaginy Gae J€I g AT @l jlaal ) dals dla g ¢ daalay)
Aol )

LA Al A gaiall U piiKull ¢ U aSall slias ¢3S alcan ¢ (Juaill ) -dalidal) culalSl)



LISTE DES TABLEAUX

Tableaux

Tableau 1 . Différents métabolites secondaires identifiés dans le laurier sauce

Tableau 02. Classification taxonomique de I’espece S. aureus (Gajdacs, 2020).

Tableau 03. Caracteres biochimiques distinctifs de Staphylococcus aureus isolé chez
I’homme.

Tableau 4. Caractéristiques d’une intoxination due a I’ingestion d’entérotoxines
staphylococciques (Anses, 2011).

Tableau 05. Transcription des diametres d’inhibition des disques imprégnés (Moreira et
al. , 2005).

Tableau 06. Dosage des composés phénoliques dans I’extrait hydroéthanolique et la
matiére végétale brute des feuilles de laurier.

Tableau 08. Evaluation de [I'activité antioxydante de I’extrait hydroéthanolique de
Laurus nobilis L.

Tableau 09. Effets des concentrations de I’extrait hydroéthanolique de Laurus nobilis L.
sur la croissance de Staphylococcus aureus.

Tableau 10. Effet de I’extrait hydroéthanolique de Laurus nobilis L. sur les variations des
diamétres et des taux d’inhibition chez Staphylococcus aureus

Tableau 11. Evaluation de la CMI de I’extrait hydroéthanolique de Laurus nobilis
Tableau 12. Effet antimicrobien de I’extrait hydroéthanolique de Laurus nobilis L chez

Staphylococcus aureus.

NO

04

07

11

29

30

32

33

35

36



LISTE DES FIGURE

Figures N°
Figure 01. Arbuste de Laurus nobilis L (Monaconatureencyclopédie, 2020) 01
Figure 02. Aspect morphologique de Laurus nobilis L. (Beloued, 2005) 02
Figure 03. Couronne de laurier sauce (Bernard, 2021) 03

Figure 04.Aspect microscopique des Staphylococcus aureus (www.aquaportail.com) 07
Figure 05. Aspect macroscopique de Staphylococcus aureus sur milieu au sang 09

(www.fripik.com).

Figure 06. Aspect macroscopique de Staphylococcus aureus sur milieu Chapman. 09

(www.microbiologie médicale.fr)

Figure 07. Aspect macroscopique de Staphylococcus aureus sur milieu Baird 09
Parker (https://microbiologie-clinique.com/Baird-Parker-Agar.html)

Figure 08. Génome de S. aureus-souche N315 résistante a la méticilline et souche 13
Mu50 de sensibilité diminuée a la vancomycine (Kuroda et al., 2001)

Figure 09. Zone de récolte de Laurus nobilis L. (Google Earth) 18
Figure 10. Feuilles de Laurus nobilis L., avant et aprés sechage 18

Figure 11: Les étapes d’extraction des composés phénoliques de I’extrait de Laurus 20

nobilis L

Figurel2. Préparation de différentes solutions d’extrait de Laurus nobilis L 21
Figure 13. Dilutions de I’extrait de Laurus nobilis L 23
Figure 14. Mesure de la densité optique de I’inoculum 25
Figure 15. Méthode de contact direct 25
Figure 16. Préparation des disques d’aromatogramme 26

Figure 17. Effet des concentrations de I’extrait hydroéthanolique de Laurus nobilis 31
L. sur la croissance de Staphylococcus aureus

Figure 18. Diamétres d’inhibition de Staphylococcus aureus par les différents 34
antibiotiques et les concentrations de I’extrait de Laurus nobilis L

Figure 19. Evaluation de la CMB de I’extrait hydroethanolique de Laurus nobilis 36

L. chez Staphylococcus aureus.



AMC 30 pg
AMX 25 ug
ATCC

BCT30

CAZ 30
CHL
CMB
CMI

CN

IC50

Mh

MS

NAL 30 pg
PVL
SARM
SCC mec
UFC

VAN

LISTE DES ABREVIATIONS

Amoxiciline + Acide Calvulanique
Amoxiciline
American Type Culture Collection

Bactrime 30ug

Ceftazidine

Chloramphénicol

Concentration Minimal Bactéricide
Concentration Minimal Inhibitrice
Céalexine

Concentration Inhibitrice a 50%
Mueller Hinthon

Matiere séche

Acide nalidixique

Leucocidine de Panton Valentine

Staphylococcus aureus résistant a la méticilline

Staphylococcal cassette chromosome mec

Unité Formant Colonie

Vancomycine



Table de matiéres
Remerciement
Dédicace
Résumé
Abstract
aile
Liste des tableaux
Liste des figures
Liste des abréviations
Introduction

PARTIE 01 : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Chapitre I : Généralités sur le Laurus nobilis L.

Description botanique .........ovieiiii i

Habitat 8t CUIUIE ... e e e

(O70] 0] o To 1] 11 o] 1 AU

A O R L

Chapitre II : L’espéce bactérienne Staphylococcus aureus

L GBI AlItS . .ot e L

2. Position Taxonomique et classification................cccccvievieinnne

Lo lo [UTe3 1 o] o IR

(O E IS} ot L (o] gz A 7 00 10) 1 4 (- PR

HiStOire et tradition. .. ... ooo et e e e e e e e e e e e

INtErAL Bt UtIiSAtIONS o' eee et ettt e e e e e e e e e e e e e

.01

......................... 01

01

........................... 02

.02

.05

3. Caracteres baCteriolOgiQUES. .. ... cuuiriieie it e e e e e e 07

3.1 Caractéres morphologiqueS.........oevenerineeiieiiee e eennn,

3.2 Caracteres bioChimiqUES..........oe i,
3.3 CaraCtereS CUIUIAUX. ... .o e et e e e e e e e e e e e e

4. Toxi-infection alimentaire au StaphyloCOCCUS @QUIEUS..........c..vvvveineenecreiiiieiene,

5. Résistance aux antibiotiques et plasticité génétique de S. aureus



PARTIE 0 2 : METHODOLOGIE EXPERIMENTALE

L. OO, . et e e ————— 18
2. Région de prélevement et traitement préliminaire du matériel végétal........................ 18
3. Matériel et produits ULIIISES..........ovviiiii i e e 19
4. Procédé d’extraction des composés phénoliques.............cooevi i 19
5. Préparation des solutions experimentales de I’extrait...................cccvieviviienennnnn. 20
6. Etude des effets antioxydants de Laurus nobilisL..................ccoviiiiiiiiieennnn 21

6.1 Composes PhENOIIGUES. ... vueeie et e e e 21

6.2 FIaVONOTAES. .. ... e e e e e e e e 22

6.3 ACLIVITE aNtiOXYAANTE... .. .o e e e e e e 22
7. Effet antimicrobien de Laurus nobilis L...........cccoevieiiiiiii i 22

7.1 Revivification et repiquage des souches miCrobiennes. .........ccocvveeriniiesieenennns 24
8. Méthode de contact direCt..........covveiieie i e e e 2D
0. ArOMALOGIaMIMIE. .. ettt et et e et e et et e e et e ee e en e saeieessneesnrneesneens 20
10. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)..........ccccovevvivevnnnee. 27
11. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB).........c..cccovevverveinnen, 28
12, Traitement StatiStIQUE. .. ... ven et e e e e 28

I. RESULTATS

1. 1. POlYyphénols tOtaUX. .. ....evee vt e v e e e e e e 00 29
2 e F- Y0 0 ) o [ 29
1.3. Activité antioXydante............ccoeeeii i e e e 30
1. 4. Test de croissance du germe pathogene Staphylococcus aureus .................... 30
1.5 Diameétres d’inhibition............oooiiiii i 00 32
6. Concentration minimale inhibitrice (CMI) ... ..o 35
7. Concentration minimale bactérienne (CMB).........ccovviiiiiiiiiiiie e e e 35
8. RAPPOIt CMB/CMI ... ... e e e e e e 36

II .DISCUSSION
CONCLUSION
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

ANNEXES



Introduction



Chapitre |

| ’espece Laurus nobilis L.



Introduction :

L'Algérie renferme une flore naturelle qui renferme une pléthore de plantes médicinales et
aromatiques d’intérét biologique. Toutefois, il y a eu trées peu d'efforts consacrés au
développement de leur utilisation et leur valorisation en tant qu’additifs d’intérét dans les

différents secteurs industriels : agroalimentaire, cosmétique et pharmaceutique.

En effet, ces plantes renferment des molécules telles que les composés phénoliques, dont
I’efficacité a été prouvée contre divers agents microbiens et viraux ainsi qu’une forte activité

anti-inflammatoire, antiallergique et anticancéreuse (Muanda, 2010).

A travers cette eétude, nous nous sommes intéressés a I’étuded’une plante tres largement
répandue et utilisée traditionnellement comme condiment, non seulement en Algérie, mais sur

tout le pourtour méditerranéen, le Laurus nobilis L. ou plus communément, le laurier sauce.

L’objectif du présent travail consiste en I’évaluation I’activité antioxydante des polyphénols
contenus dans I’extrait hydroéthanolique des feuilles du laurier sauce, ainsi que son activité
antibactérienne vis-a-vis de I’'un des germes responsables de toxi-infections alimentaires, a

savoir, le Staphylococcus aureus.

Pour réaliser ce travail, nous avons fait une extraction de type solide-liquide par macération
sur des feuilles séchées et broyées dans un mélange solvant composé d’eau et d’éthanol, puis
avons procedé a la caractérisation et quantification des polyphénols totaux et flavonoides
totaux, avant de terminer par I’évaluation de I'effet antioxydant par la méthode au DPPH et

de I’activité antibactérienne par la méthode de contact direct et diffusion sur gélose.
Ce mémoire comporte trois parties essentielles :

» La premiere partie est consacrée a la synthése bibliographique regroupant des
généralités sur la plante étudiée et le germe responsable sujet de I’étude.

> La deuxiéme partie est dédiée a la présentation du matériel et des protocoles
experimentaux utilisés.

> La troisieme partie concerne la présentation des résultats des différents tests effectués

ainsi que leur interprétation et discussion.
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Partie 01 : Synthése bibliographique Chapitre I : Généralités sur le Laurus nobilis L.

Chapitre | : Généralités sur le Laurus nobilis L.

1. Introduction :
Laurus nobilis L., membre de la famille des lauracées, renferme 32 genres et environ 2000
a 2500 especes (Barla et al., 2007). « Laurus » dérive du nom latin qui veut dire « toujours
vert ».
Il est intéressant de noter que cette plante, qui était pendant longtemps employée dans la
nourriture comme condiment et en médecine traditionnelle, recéle en effet, de nombreuses

propriétés qui peuvent suggérer de nouvelles applications (Ferreira et al., 2006).

2. Description botanique :
Laurus nobilis L. est un arbre ou un grand arbuste aromatique a écorce grise (Figure 01)
atteignant 2 a 6 m de haut, voire 15 m a 1’état sauvage. Afin de simplifier sa récolte, il est
fréquemment taillé en arbrisseau. D’allure pyramidale, il présente un feuillage dense, vert
foncé et persistant, a petites fleurs males et femelles jaunes et a baies noires vernissées. Sa
croissance est généralement lente, d’environ 5 & 6 metres en 20 ans. Il peut facilement

devenir centenaire (Geerts et al., 2002).

Figure 01. Arbuste de Laurus nobilis L (Anonyme)

3. Classification et taxonomie

Le laurier sauce, Laurus nobilis L., appartient a la famille des Lauracées. Il est connu sous
le nom de laurier-sauce ou laurier d’Apollon. La partie aérienne de la plante est constituée

par les organes représentés dans la figure 2 ci-apres :
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a : Feuilles, b : Fleurs, ¢ : Baies.
Figure 02. Aspect morphologique de Laurus nobilisL.
(Beloued, 2005).

La classification systématique de Laurus nobilis L. est la suivante :

» Régne Plantes

» Sous régne Plantes vasculaires

» Embranchement  Spermaphytes

» Sous embranchement Angiospermes

» Classe Dicotylédones

» Sous classe Dialypétales

» Ordre Laurales

» Famille Lauracées

> Genre Laurus A\
>

Espéce Laurus nobilis L. ‘k

(Quezel et Santa, 1962).
4. Habitat et culture :

Originaire du bassin méditerranéen, le laurier sauce pousse dans les milieux humides et
ombragés, mais également dans les jardins, ou il est cultivé comme condiment. Les feuilles

sont récoltées toute I’année (Iserin, 2001).
5. Histoire et tradition

Dés I’Antiquité, le laurier était cultivé par les Grecques et les Romains dans toutes les
régions méditerranéennes. Les feuilles et les fleurs du laurier sont d’ailleurs citées dans un
livre de recette par le gastronome romain Apicius « De re coquinaria ». Des représentations

du laurier ont été retrouvées dans 1’ancienne Pompéi (Teuscheret al, 2005).

En Gréce ancienne, 1’oracle de Delphes utilisait le laurier dans ses rituels de divination.
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A la méme époque, les feuilles de laurier étaient un médicament, dans les civilisations
grecque et romaine. Déja il avait cette réputation de préserver contre les maladies, de

purifier et de désinfecter l'air des propriétés antiseptiques que l'on utilise encore aujourd'hui.

Pendant les saturnales des fétes célébrées au mois de décembre, le feuillage était tressé en
guirlandes (Figure 03). Il y a aussi de tres fortes superstitions, symboles et habitudes qui ont
été crésus file du temps autour du laurier. C'est I'arbre d'immortalité, c'est aussi le symbole
de ceux qui triomphent, de la gloire et de la victoire. La couronne de laurier est souvent

placée sur la téte des généraux romains aprés une victoire (Bernard, 2021).

Figure 03. Couronne de laurier noble (Bernard, 2021)

6. Composition :

De nombreuses études ont été réalisées pour la détermination de la composition chimique des
feuilles de Laurus nobilis L. L’analyse des extraits a montré que cette espéce contient plusieurs
constituants bioactifs trés variables, a la fois qualitativement et quantitativement selon les
provenances et la période de récolte (Fiorini et al., 1998 ; Simic et al., 2003 ; Fang et al.,
2005).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 composés terpéniques :
linalol, géraniol, eugénol, pinéne, terpinene, phellandréne (Iserin 2001 ; Sayyah et al.,2002 ;
Demir et al., 2004)

Plusieurs flavonoides et leurs dérivés ont été déterminés dans les extraits de laurier comme les
O-glycosides ou C-glycoside, catéchine, procyanidines et des anthocyanes. Tanaka et al. ,
2006 ; Skerget et al., 2005)

D'autres composés ont été¢ ¢galement identifiés tels que les lactones sesquiterpéniques, les

alcaloides aporphiniques, comme la cryptodorine ou l'actinodaphnine, ayant une activité
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cytotoxique (Ouchikh et al.2011; Shamma et Guinaudeau, 1984 ; Cheminat et al.,

1984).

De plus, Demo et al., 1998 ainsi que Gomez-Coronadoet al.,2004 ont montré la richesse de

ses feuilles en tocophérols (vitamine E), principalement le gamma tocophérol.

Tableau 1 .Différents métabolites secondaires identifiés dans le laurier sauce.

Parties Famille Nom des composés identifiés
étudiées
Oxydes terpéniques : cinéol (40.91%).
Monoterpénols : linalool(1.29%), terpinenol (1.55%).
Terpénes Phénols : méthyl eugénol(0.9%), eugénol(1.62%).
(Al-Kalaldeh et al., 2010) Monotérpénes :  sabinéne(6.92%),  bétapinéne  (4.55%), a-
pinéne(5.82%).
Esters terpéniques : a-terpénylenacétate (5.86%), linalyl acétate
(0.34%).
Principalement la rutine, I’isoquercétine, 1’hyperoside et kaempférol-
Flavonoides 3 rhamnosidet 3- arabinoside. Le kaempférrol-3-rhamnoside, 2-p-
(Marakov, 1971 ; Fiorini coumaroyles, Quercétine,heptamethoxyflavone, isorhamnetin, O-
) ,1998 ;Dias et al,2014) rutinoside , luteolin 6-c-glucoside, (+)-catéchine.
Feuilles - - - - - - -
Acide coumarique, acide 2-hydroxycinnamique, acide tannique
Acides phénoliques (YYakhlef,2011).
(Mufiiz, et al.,2013) Acide phénylacrylique, carbonique, libre ou estérifi¢, fénulique,
sinapique, gentisuque et vanillique. (Barla etal., 2007).
Sesquiterpénes Ermantine, dehydrocostus lactone, costunolide, zaluzanin, reunosin,
Lactones laureno biolidesantamarin, gazaniolide, spirafolid
(Topcu, 2009 ;Golmakani, | eampelopsisionoside, lauroside.
2008 ;Yoshikawa, 2000)
Acides gras Acide.: .caproiql'le, fcide laurique,acide  palmitique, acide
(Dias et al., 2014) palmitoleique, acide oléique
Autre ( Zhang,2011) o tocophérol (vitamine E)
. R Gazanniolide, costunolides antamarin, reynoside,11.13-
Sesquiterpenes lactones dehydrosantoninspirafolide, lauroxepin
(Cisero,1992) ’ '
Fruits , o . - . ,
. Boldine, réticuline, isodomesticine, neolistine, actinodophnine, nor —
Alcaloides . . . s .
(Ferhat,2006) isodomestine, launobine, nandigérine, cryptodonine.
Les acides gras ﬁz:ggz g:::z ?r?;;:jf‘és?airlzlizgzeiilril:lrélg;fe’ Iri}llrr:lsi:;cilélzue caprique
(Castilho, 2005) ’ ’ ’ ’ ’
Anthocyanes (longo et Cy.anid.ine 3-0-glucoside, Cyanidine 3-0-rutinoside, peonodin 3-0-
Vasapollo, 2005) rutinoside.
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Le fruit contient 30 % d’acides gras et environ 1% d'huiles essentielles constituées
essentiellement de terpénes, sesquiterpenes, alcools et cétones (Aromatothérapie, 02). Les
racines contiennent une huile essentielle constituée de divers monoterpeénes et
sesquiterpénes oxygénés ou non .Les fleurs du Laurier-sauce renferment également une
huile essentielle contenant les composés suivants: [B-caryophylléne, viridifloréne, B-

¢lémeéne, germacradiénol, germacréne D (Aromatothérapie, 02).

7. Intérét et utilisations :

Le laurier fait partie des plantes couramment utilisées dans la production des extraits
aromatiques et d’huiles essentielles. Les feuilles dégagent une odeur aromatique caractéris -
tique lorsqu’elles sont froissées. Cette plante condimentaire est tres utilisées en industrie
alimentaire dont surtout, les conserveries des poissons et en phytothérapie (Simic et al.,
2003) Cette plante a aussi des applications importantes en médecine traditionnelle et
représente récemment un sujet de recherche scientifique intéressant (Siniet al., 2003), le
laurier est principalement utilisé, par voie orale, dans le traitement symptomatique des
troubles de 1’appareil digestif supérieur tels que le ballonnement épigastrique, lenteur de la
digestion, éructations et flatulence (Iserin, 2001).
L’extrait aqueux est utilis¢é dans la médecine traditionnelle turque en tant qu’anti
hémorroidal, antirhumatismal, diurétique et comme un antidote dans des morsures de
serpent et pour le traitement du mal d’estomac (Kivgak et Mert, 2002).
Elle compte parmi les meilleurs moyens d’éloigner les insectes génants (Demir et
al., 2004 ; Beloued, 2005).

En infusion, les feuilles de la plante sont consommeées pour leurs effets révulsifs et toniques
sur I’estomac et la vessie. Sous forme de cataplasme, elles peuvent aussi soulager les piqures

de guépes ou d’abeilles (Iserin, 2007).
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Chapitre 11 : L espéce bactérienne Staphylococcus aureus

1. Généralités:
Certains aliments sont favorables au développement des Staphylocoques. Le germe est
retrouvé préférentiellement dans les gateaux a la créme, la charcuterie, les conserves de

poissons, les plats cuisinés, les viandes et dérivés et les crémes glacées. ( Gotfried, 2021).

La contamination de ces différents aliments est due en général a des manipulations par des
malades atteints de Iésions staphylococciques ou par des porteurs de germes (Bouza,
2009). La maladie humaine d’origine alimentaire est une intoxication due a 1’ingestion
d’entérotoxines staphylococciques (protéines thermorésistantes préformées dans 1’aliment,
dans lequel S. aureus ou tout autre staphylocoque producteur de toxine staphylococcique
(SE) fabriquées par les bactéries qui sont déja présentes dans I’aliment contaminé (

Gotfried , 2021).

Les bactéries sont présentes sur la peau et donc le risque d’une épidémie peut €tre tres
¢levé si les professionnels du secteur alimentaire ne se lavent pas correctement les mains
avant de toucher les aliments. Les bactéries peuvent se multiplier et produire des toxines
dans les aliments insuffisamment cuits ou laissés a température ambiante. Malgré la
contamination, de nombreux aliments ont un gotit normal et une odeur normale ( Gotfried

J. ,2021).

Ces bactéries sont également isolées de I’environnement naturel (sol, eau douce et eau de
mer, poussicre, air), de ’environnement domestique de 1’homme (cuisine, réfrigérateur),
de I’environnement hospitalier et des ateliers de préparation alimentaire ainsi qu’a partir
des denrées alimentaires. La peau et les muqueuses de I’homme ainsi que des animaux
constituent 1’habitat propre de S. aureus dont la présence dans I’environnement est

vraisemblablement due a une contamination par ces derniers (Shanson, 1981).

2. Position Taxonomique et classification :

Selon la 9éme édition du Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology 2009,
Staphylococcus aureus est classée parmi les bactéries a Gram positif, pauvres en Guanine-

Cytosine.
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Tableau 02. Classification taxonomique de I’espéce S. aureus (Gajdacs, 2020).

» Reégne Bacteria

» Phylum Firmicutes

» Classe Bacilli

» Ordre Bacillales

» Famille Staphylococcaceae

» Genre Staphylococcus

» Espéce Staphylococcus aureus

3. Caractéres bactériologiques :
3.1 Caracteres morphologiques :

Staphylococcus aureus se présente sous forme de coques a Gram positif, de taille comprise
entre 0,5 et 1,5 um de diamétre. Ils sont immobiles et non sporulés, apparaissant seuls, par

paires ou en grappes irréguliéres ressemblant a des grappes de raisin (Sato et al., 2019).

Aspect de S. aureus sous microscope Aspect de S. aureus sous microscope optique
¢lectronique a balayage (X 20000)

Figure 04.Aspect microscopique des Staphylococcus aureus (Www.agquaportail.com).

3.2 Caracteres biochimiques :

Les souches de S. aureus ont un métabolisme aérobie prédominant et anaérobie facultatif,

produisent une coagulase, une nucléase thermostable et une catalase mais pas d’oxydase

(Touaitia, 2016).

Les S. aureus réduisent le tellurite de potassium les nitrates en nitrites et produisent de

I’ammoniaque a partir de 1’arginine (Freney et al., 1999).



Partie 1 : Synthése bibliographique Chapitre 11 : L’espéce bactérienne Staphylococcus aureus

La plupart des souches sont lipolytiques, produisant une zone opaque lorsqu’elles sont
cultivées dans des milieux contenant le jaune d’ceuf (Ananthanarayan et Paniker, 2006).

Tableau 03.Caractéres biochimiques distinctifs de Staphylococcus aureus isolé chez

I’homme.
Bactérie Staphylococcus aureus

Caracteres

Coagulase +
Glucose +
Mannitol +
Xylitol -
Phosphatase +
Dnase +

3.3 Caractéres culturaux :

Les staphylocoques sont des bactéries peu exigeantes sur le plan nutritif et tolérent de
grandes variations (Guiraud et Rosec, 2004), peuvent étre isolées en bouillon ou sur
milieux solides simples tels que les milieux ordinaires, en aérobiose comme en
anaérobiose, dans des températures de 7°C a 48°C, avec un optimum de croissance de
35°C et un pH préféré de 7 a 7,5 mais peuvent aussi se multiplier a un pH de moins de 4,5

(Di Giannatale et al., 2011).

En milieu liquide, la culture est rapide, en quelques heures, sans production de pigments,

un trouble homogene puis un dépot sont observés (Ananthanarayan et Paniker, 2006).

Sur milieux solides, les colonies observées apres 24 heures d'incubation sont larges, de 2 a
4 mm de diamétre, circulaires, Iégérement bombées, lisses et luisantes. La pigmentation
des colonies peut varier du blanc au jaune, au jaune orangé (Denis et poly, 2007).

Certains milieux de culture peuvent étre utilisés soit dans un but sélectif, soit dans un but

d'identification directe. Nous retrouvons notamment :

» Gélose au sang : les souches typiques de S. aureus peuvent produire des colonies de
plus grands diametres que celles produites sur gélose nutritive (Figure 05) et de
couleur jaune doré, entourées d’une hémolyse béta (Couture, 1990 ; Denis et Poly,
2007).
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Figure 05. Aspect macroscopique de Staphylococcus aureus sur milieu au sang
(www.fripik.com).

» Milieu Chapman : c¢’est un milieu sélectif, gélosé, hypersalé a 7.5 % de Na Cl et
qui contient du mannitol. Il permet une culture abondante de S. aureus apres une
incubation de 24 a 48 heures. Les colonies sont alors entourées d’un halo jaune
puisqu’elles fermentent le mannitol (Figure 06). La poussée sur ce milieu ne
constitue qu’une indication puisque d’autres germes tels que les entérocoques ou

les Proteus, peuvent étre cultivés (Le Minor et Veron, 1990).

Figure 06. Aspect macroscopique de Staphylococcus aureus sur milieu Chapman.
(www.microbiologie médicale.fr)

» Milieu Baird Parker : le plus utilisé en bactériologie alimentaire. Il est a base de
tellurite de potassium et de jaune d’ceuf. S. aureus s’y présente aprés incubation

sous forme de colonies noires (réduction du tellurite) avec un halo claire autour

(protéolyse) (Ananthanarayan et Paniker, 2006 ; Denis et Poly, 2007).

Figure 07. Aspect macroscopique de Staphylococcus aureus sur milieu Baird Parker
(https://microbiologie-clinique.com/Baird-Parker-Agar.html)
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4. Toxi-infection alimentaire au Staphylococcus aureus:

Staphylococcus aureus est une bactérie couramment trouvée sur les étres humains et les
animaux. Elle peut produire des toxines qui entralnent souvent un empoisonnement
alimentaire. L’intoxication alimentaire staphylococcique est une intoxication qui
commence abruptement et parfois violemment. L’intoxication alimentaire
staphylococcique est trés répandue et survient fréquemment (Anonyme, 03).

Les staphylocoques se multiplient plus facilement et rapidement lorsque la température
ambiante est aux environs de 30°C. Cette multiplication s’accompagne de
I’¢laboration d’une entérotoxines thermostable, résistant a une température de 100°C
pendant 30 minutes et responsable de troubles digestifs (Anses, 2011).

Plus les germes sont nombreux, plus la quantité¢ de toxine ¢laborée est importante et plus
la symptomatologie sera marquée chez le consommateur. Les troubles apparaissent
brutalement, 2 a 3 heures aprés 1’ingestion et ne sont pas accompagnés de fievre. Les
signes digestifs et généraux sont trés marqués, parfois impressionnants : pouls rapide,
chute de tension, hypothermie, vomissements incoercibles, diarrhée importante,... etc
(Tableau 4).

Dans des conditions thermiques favorables, il ne faut parfois que quelques heures pour
rendre un produit trés dangereux a la consommation. Sa conservation au froid diminuerait
les risques de toxi-infection car la croissance bactérienne est stoppée a basse

température (Buyser, 1985).
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Tableau 4. Caractéristiques d’une intoxination due a [I’ingestion d’entérotoxines

staphylococciques (Anses, 2011).
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5. Résistance aux antibiotiques et plasticité génétique de S. aureus :

Staphylococcus aureus est un pathogene redoutable qui a su développer des résistances a
chaque nouvel antibiotique introduit depuis un demi-siécle. La plasticité de son génome lui
confére la capacité de s’adapter a toutes les conditions environnementales, et notamment
d’acquérir des genes de résistance aux antibiotiques et de développer des mécanismes de
régulation pour s’adapter a des concentrations croissantes d’antibiotiques (Benhamou et

al., 2005).

Ainsi, dés 1941 sont apparus les staphylocoques résistants a la pénicilline, grace a
I’acquisition d’une pénicillinase plasmidique, enzyme dégradant la pénicilline. La
résistance a la pénicilline, initialement restreinte au milieu hospitalier, a trés vite diffusé en
milieu communautaire et concerne actuellement plus de 90 % des souches de S. Aureus

(Benhamou et al., 2005).

Pendant les années 1950 sont apparues les souches de S. aureus multi résistantes : a la
résistance a la pénicilline était associée la résistance a la streptomycine, a 1’érythromycine,

a la tétracycline, au chloramphénicol ainsi qu’aux sulfamides (Shanson, 1981).

L’introduction en 1959 de la méticilline, pour le traitement des infections staphyloco-
cciques a soulevé un grand espoir. Mais a peine un an plus tard, les premieres souches

hospitaliéres de S. aureus résistantes a la méticilline sont apparues (Oliveira et al., 2002).

Le secret de ce pouvoir d’adaptation a été partiellement percé par le séquencage du
génome de S. aureus effectué par les équipes de Baba et d’Hiramatsu (Kuroda et al.,
2001). Le génome de S. aureus est formé de deux domaines fonctionnels distincts. La
majeure partie du chromosome contient les génes qui assurent la maintenance de la
bactérie. La deuxiéme partie du génome est constituée d’éléments génétiques accessoires et
mobiles comme des plasmides, transposons, prophages ou des ilots de pathogénie portant
la plupart des génes associés a des facteurs de virulence et a la résistance aux antibiotiques

(Bukharie et al. , 2001 ; Ito et al.,2003) (Figure 08).

Ainsi, en dehors des mutations spontanées, S. aureus diversifie son génome grace aux
échanges de matériel génétique avec d’autres espéces bactériennes par des phénomenes de
transfert horizontal de génes. Le phénotype de résistance, comme le profil pathogénique,
semble donc bien étre déterminé par les combinaisons de ces ¢éléments génétiques

accessoires portés par le chromosome (Ton-That, 1998).
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Figure 08. Génome de S. aureus-souche N315 résistante a la méticilline et souche Mu50

de sensibilité diminuée a la vancomycine (Kuroda et al., 2001).

» Les éléments spécifiques a Mu50 (96 % d’homologie avec la N315) et les éléments
génétiques mobiles sont représentés au-dela du cercle extérieur: la cassette SCCmec
en jaune, le transposon Tn554 en bleu clair, les phages et ilots de pathogénie en

rouge, les séquences d’insertion IS1181en marron.

En conclusion, le choix de I’antibiothérapie doit étre réfléchi en fonction de la souche en
cause, de la localisation et de la gravité de ’infection, du niveau d’immunocompétence et

d’éventuelles allergies du patient.
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Partie 2 : Méthodologie expérimentale.

1. Objectif:
Cette étude vise a tester 1’activité antibactérienne et le pouvoir antioxydant de 1’extrait
hydroéthanolique de Laurus nobilis L. sur un des germes pathogénes de la flore de

contamination alimentaire, a savoir le Staphylococcus aureus.

2. Région de prélevement et traitement préliminaire du matériel végétal :
Les feuilles de la plante objet de 1’étude, le laurier sauce, sont originaires de la région de

«Tizi Ghenif», située au Sud - est de la wilaya de Tizi Ouzou (Figure 09).

Figure 09. Zone de récolte de Laurus nobilis L. (Google Earth).

La collecte des feuilles a été réalisée manuellement au mois de décembre 2021. Au
laboratoire, les feuilles ont d’abord été séchées a I’air libre, a I’abri de la lumiére pendant
plusieurs jours, puis broyées par un mixeur de cuisine et entreposées dans des flacons

ombrés, dans un endroit sec et a I’obscurité (Figure 10).

o e N

A : Feuilles séchées ' B : Feuilles séchées et broyées

Figure 10. Feuilles de Laurus nobilis L., avant et aprés séchage.
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4.

Matériel et produits utilisés :

Verrerie : Tubes a essais, béchers, erlenmeyer, pipette Pasteur, pipette graduée,
fioles, flacons, entonnoir, verre de montre.

Autre matériel : Boites de pétri, pro-pipettes, papier filtre stérile wattman n°1, anse
a platine, écouvillons, disques en papier stériles (3mm), bec Bunsen, micropipette,
tuyauterie diverse.

Appareils: Balance, rota vapeur, pompe a vide, étuve, autoclave, plaque chauffante,
bain marie, spectrophotometre, vortex.

Milieux de culture : Gélose Muller Hinton, bouillon Muller Hinton, bouillon
nutritif (Annexe 01).

Solvants : Ethanol, méthanol.

Réactifs et étalons : DPPH, Folin Ciocalteu, quercétine, acide ascorbique, acide
gallique.

Matériel microbien étudié : Staphylococcus aureus ATCC 33862conservé a 4°C

dans un milieu gélosé.

Procédé d’extraction des composés phénoliques :

L’extraction des composé€s phénoliques des feuilles de laurier a été réalisée par la

méthode décrite par Sultana et al. en 2009. Le principe de ce procédé consiste en une

extraction solide liquide, par macération de la matiére végétale dans un solvant aqueux

a température ambiante durant un temps donné. Les constituants solubles sont

récupérés apres filtration et évaporation du solvant sous vide (Figure 11 ; Annexe 02).

v

(\

» Mode opératoire :

Une prise d’échantillon de 10g de matiére végétale broyée a été mélangée avec 100
ml de solvant aqueux (80/20, solvant/eau).

Le mélange est laiss¢ macérer pendant 6 heures a température ambiante sous
agitation, a I’abri de la lumiére et de air.

Le mélange est filtré sur papier Whatman a porosité de 0.1 um.

Le filtrat a été évaporé sous vide a 40°C par rotavapeur BUCHI.

L’extrait hydraulique obtenu est conservé a 4°C dans un flacon opaque, fermé
hermétiquement pour le préserver de I’air et de la lumiére jusqu’a son utilisation

ultérieure.
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c. Filtration d. Evaporation

e. Extrait hydroéthanolique de Laurus nobilis L.

Figure 11: Les étapes d’extraction des composés phénoliques de 1’extrait de Laurus

nobilis L.

5. Préparation des solutions expérimentales de I’extrait :

L’extrait pur riche en composés bioactifs récupéré a ét¢ dilué a 1eau
distillée stérile a des taux variables de 0, 20, 40, 60, 80et 100%, respectivement

(Figurel2 ; Annexe 03).

20



Partie 2 : Méthodologie expérimentale

Figurel2. Préparation de différentes solutions d’extrait de Laurus nobilis L.

6. Etude des effets antioxydants de Laurus nobilis L. :

6.1 Composés phénoliques:

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode de Singleton et al. ,

1999, au réactif de Folin Ciocalteu. L’acide gallique a été utilisé comme étalon.

Ce dosage est basé¢ sur la quantification de la concentration totale de groupements

hydroxyles présents dans 1'extrait.

Le réactif de Folin Ciocalteu au consiste en une solution jaune acide contenant un
complexe polymérique d'ions (hétéropolyacides). En milieu alcalin, le réactif de Folin
Ciocalteau, oxyde les phénols en ions phénolates et réduit particllement ses

hétéropolyacides, d'ou la formation d'un complexe bleu (Adesegun et al, 2007).
Mode opératoire :

v’ Préparation de la solution d’acide gallique 0.01% pour la courbe d’étalonnage.
v' A partir de la solution mére d’acide gallique préparer des solutions filles (diluer a
I’eau distillée) en 03 répétitions.
v" Prendrelml d'extrait de I'échantillon et préparer des dilutions isotopiques (diluer au
solvant éthanol + eau) en 03 répétitions.
v Ajouter 5 ml du réactif de Folin Ciocalteu (dilué dix fois), puis 4ml d'une solution de
bicarbonate de sodium (7.5%) a ’ensemble des solutions.
v’ Agiter vigoureusement puis incuber le mélange des solutions pendant lheure & une
température ambiante et a I’obscurité.
v La lecture au spectrophotométre UV est réalisée a une longueur d’onde de 760 nm. La
concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression de la

courbe d’¢talonnage de I’acide gallique (0-200 pg/ml) et les résultats exprimés en
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milligramme équivalant acide gallique par ml d’extrait (mg EAG/ml EX).

6.2 Flavonoides: (Pekal et Pyrzynska ,2014)

Les flavonoides contenus dans 1’extrait du laurier ont été estimés par la méthode Pekal et
Pyrzynska, 2014 au A ICls. 01 ml de solution méthanolique d’Al Cl3 (2 %, p/v) a été
mélangé a un ml d'extrait hydroéthanolique. Apres 10 min d’incubation, la densité optique
a été enregistrée a 430 nm contre un blanc (mélange d’un volume d’une solution d'extrait
et d’un volume de méthanol). L’extrait de la plante a subi une analyse en trois répétitions.
Les quantités de flavonoides dans les extraits végétaux ont été exprimées en mg équivalant
quercétine par ml d’extrait (mg EQ/ ml E) en se référant a une courbe d’étalonnage

(Amari et al., 2014).
Mode opératoire :

v 1ml d'une solution méthanolique d’AlCI3 (2%) est rajouté a 01 ml de I'extrait de la
plante.

v' Aprés 30 minutes d'incubation a une température ambiante, 1'absorbance du
mélange est lue a 430 nm.

v" Préparation de la solution de quercétine 0.01% pour la courbe d’étalonnage

6.3 Activité antioxydante :

L’activité antioxydante de I’extrait de laurier ainsi que celle de vitamine C a été évaluée

par la méthode de Brand-Williamset al., 1995.

Le DPPH est un radical libre stable violet en solution, il présente une absorbance
caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 517nm. Cette couleur disparait
rapidement lorsque le DPPH est réduit en diphénylepicryl hydrazine par un composé
appropri¢ radicalaire, entrainant ainsi une décoloration .L’intensit¢ de la couleur est
proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons

(Sanchez-Moreno, 2002).

La réaction peut étre résumée sous forme de I’équation de DPPH :

DPPH ™ +(AH) DPPH-H+(A")n

22



Partie 2 : Méthodologie expérimentale

Ou: (AH) représente un composé capable de céder un hydrogéne au radical DPPH

(violet) pour le transformer en diphénylepicryl hydrazine (jaune) (Brand-William et al,
1995).

>
v

v

>

Mode opératoire :
Préparer une solution de DPPH stock a 24mg/100ml de méthanol.
Préparer une solution DPPH* : 10ml de la solution stock + 100ml de méthanol ;
I’absorbance de cette solution doit étre comprise entre 1.1 et 1.2.
Préparation de la gamme de concentration variant de 1’acide ascorbique de 10 a 90
ng/ml de méthanol et d’extrait de 10 a 60 ug/ml (Figurel3).
Chaque essai est réalisé en triple essai, a I'abri de la lumicre. Dans chaque tube a
hémolyse, introduire dans 1'ordre:

-150ul de chaque essai (solution fille).

-150pu1 de méthanol.

-2850ul ml de solution de DPPH".
Un controle est effectu¢ en introduisant 150 pl de méthanol avec 2850 pl de
DPPH*.
Incubation pendant 1hatempératureambianteetal’abri de la lumiére.

La lecture des absorbances se fait au spectrophotomeétre a517 nm.

e

_}0% 20% 30% 40% 50% 60%

Figure 13. Dilutions de I’extrait de Laurus nobilis L.

Expression des résultats :

L'activité anti radicalaire est exprimée en pourcentage d'inhibition selon 1'équation

suivante:

% d’inhibition = (Abs control —Abs essai / Abs control)*100
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La Clso est calculée a partir de la courbe donnant I'activité anti radicalaire en % d'inhibition

en fonction de la concentration en pg/ml.
7. Effet antimicrobien de Laurus nobilis L. :
7.1 Revivification et repiquage des souches microbiennes :

La revivification de la souche est une étape nécessaire avant son utilisation car son activité
biologique est nulle a 1’état conservé. Cette revivification a pour objectif I’obtention d’une

culture jeune et pure.

» Mode opératoire :

v" Repiquage de la souche de référence conservée dans un milieu de gélose
nutritive sur milieu Muller Hinton (MH) favorable a sa croissance (Guiraud,
2003 ; Annexe 04)

v En premier lieu, la souche de référence est sortie du réfrigérateur et laissée sur
la paillasse de 30 a 60 minutes, pour revenir a la température ambiante.

v Iml du milieu de conservation contenant la bactérie est prélevé et mis dans

10 ml de bouillon nutritif.

v Incuber a 37°C pendant 3 heures.

v 0,1ml de cette derniére solution a été ensemencé en surface d’une boite de

Pétri contenant le milieu MH.

v Incubation du mélange de la boite a 37°C pendant 24 heures.

» Préparation de I’inoculum :

Dans 5 ml d’eau physiologique, nous avons prélevé quelques colonies similaires et bien
isolées. Aprés homogénéisation de la suspension bactérienne a 1’aide d’un vortex, la
densité est mesurée par spectrophotometre réglé a une longueur d’onde de 650 nm. La
densité optique obtenue doit étre comprise entre 0,08 et 0,1 ce qui correspond a une

concentration de 10° 2 103 UFC/ml (Rasooli et al.,, 2006 ; Figurel4).
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a. L’inoculum de Staphylococcus aureus ] [ b. Spectrophotométre ]

Figure 14. Mesure de la densité optique de 1’inoculum.

» Préparation des dilutions décimales de la bactérie Staphylococcus aureus :

A partir de I’inoculum bactérien, des dilutions décimales isotopiques croissantes dans 1’eau

physiologique ont été effectuées allant jusqu'a 107.
8. Methode de contact direct :

v' Ajout a chaque concentration d’extrait (0%, 20%, 40%, 60%, 80%, 100%)
préalablement préparée, de 1 ml de la dilution décimale 10 de Staphylococcus
aureus, avec agitation(Figurelb).

v Ensemencement de 0.1ml en triple essais de chaque concentration en surface,
sur milieu MH. Les boites sont incubées a37°C pendant 24h (Bourgeois et
Leveau, 1980 ; Annexe 05).

(@) (b)

(a) Solutions d’extrait ensemencées de Staphylococcus aureus ; (b). Ensemencement
de I’inoculum en surface de la gélose MH.

Figure 15. Méthode de contact direct.
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9. Aromatogramme :
La méthode des disques est une méthode décrite par Vincent (1991). Le principe de
I’aromatogramme est inspiré de 1’antibiogramme. Elle consiste a tester la sensibilité¢ des
souches bactériennes par la diffusion de I’extrait sur un milieu solide dans une boite de
Pétri (Annexe 06):

> 100 pl de la suspension microbienne dont la turbidité a été ajustée a 108 UFC/ml
pour la bactérie étudiée ont été ensemencés uniformément sur toute la surface de
plusieurs boites de Petrie coulées au milieu MH solide.

» Apres séchage en surface (environ 30 min), 03 disques stériles de papier
Whatman de 3 mm de diamétre imbibés pendant 5 minutes dans chaque
concentration d’extrait hydroéthanolique de Laurus nobilis L. (contenant environ
15 pl de chaque solution d’extrait) ont été¢ déposés a 1’aide d’une pince stérile a la
surface de chaque boite de Pétri contenant le milieu gélos¢ MH ensemencé au
germe S. aureus (Braga et al., 2007 ; Figure 16).

» De plus, plusieurs disques d’antibiotiques AMX 25, CAZ30, AMC30, NAL30,
CHL30, BCT30, CHI ,CN, VAN ont ét¢ ensuite déposés en triplet
successivement a la surface de chaque boite de pétri renfermant le milieu MH
ensemencé au germe €tudié.

> Les boites de Pétri ont été laissées couvercle fermé a température ambiante

pendant 30 minutes avant d’étre incubées a 37°C pendant 24h.

a . Boites de Pétri gélosées ensemencées au S. aureus et b. Boites de pétri gélosées, ensemencées au S.
de différents disques d’extrait aureus et de différents disques d’antibiotique

Figure 16. Préparation des disques d’aromatogramme.
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L’activité antibactérienne de 1’extrait de laurier est déterminée en mesurant le diamétre de
la zone d’inhibition formée autour de chaque disque. Les diamétres des zones d’inhibition

sont ensuite mesurés en millimétre (Tableau 05).

Tableau 05. Transcription des diamétres d’inhibition des disques imprégnés (Moreira et
al. , 2005).

Diamétres de la zone Transcription Sensibilité du germe

d’inhibition (mm)

<8 _ Résistant
9-14 + Sensible
15-19 4HF Tres sensible
>20 +++ Extrémement sensible

10. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) :

La CMI est définie comme étant la plus faible concentration antibiotique et/ou en principes

composés actifs nécessaires pour inhiber la croissance d’un microorganisme (Denis et al,

2011).
Dans le cas de notre étude, c’est la concentration la plus faible de I’extrait

hydroéthanolique de Laurus nobilis L. capable d’inhiber la croissance du germe

«Staphylococcus aureus».

Pour la détermination de la CMI, une colonie jeune du germe étudié a été prélevée a 1’aide
d’une anse a platine puis, inoculée dans 10 ml de bouillon MH et incubée pendant 03
heures a 37°C en vue d’obtenir un inoculum. une prise de 0,2 ml de I’'inoculum a été
introduite respectivement dans 2 ml de chaque extrait dilué non pas avec de 1’eau mais

avec le bouillon Mueller Hinton (Annexe 07).

Les tubes contenant le mélange extrait préparé a différentes concentrations (0, 20, 40, 60,
80 et 100%) et inoculum d’une bactérie pathogene ont été ensuite incubés a 37 °C pendant
24 heures, comme décrit dans le protocole de Moroh et al, 2008.

La détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI a été effectuée a partir de la
mesure de la turbidité¢ induite par la croissance du microorganisme étudié. La CMI
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correspond donc a la plus petite concentration pour laquelle il y a absence de turbidité. Par

conséquent, ¢’est le premier tube ou la valeur djsera égale a dr (de= di).

Le taux de survie du microorganisme est mesuré au spectrophotomeétre réglé a
560 nm comme suit :

S= (ds-di/De-Dy) x 100

Avec :
v" S : Taux de survie du microorganisme en %.

v’ dedi : Différence de densité optique dans la solution phénolique ensemencée
avant et apres incubation a 37°C durant 18 heures.

v' Dr-Di: Différence de densité optique dans la solution sans extrait de laurier avant et
aprés incubation a 37°C durant 18 heures (Kra et al., 2001 ; Zrihi et al.,
2007).

11. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB) :

La concentration minimale bactéricide d’une espece de germe étudi¢ représente la plus
petite concentration d’extrait de la plante qui laisse 0,01% de survivants de

I’inoculum initial aprés incubation (Moroh et al., 2008).

Pour sa détermination, le tube témoin (inoculum) a été dilué a 1’eau physiologique jusqu’a
10, ce qui représente 0,01% de survie du microorganisme testé. Elle est ensemencée par

strie sur une Gélose Mueller Hinton puis incubée a 37°C pendant 24h (Annexe 08).

Le nombre de colonies de bactéries obtenu sur la strie de la dilution 10*a été comparé a
celui de chaque tube expérimental contenant I’inoculum bactérien, également ensemencé
sur le méme milieu de culture en strie et incubé a 37 °C durant 24 heures. Ainsi, le premier
tube expérimental dont le nombre de colonies présent sur sa strie est inférieur ou égal a

celui de la dilution 10 correspond a la CMB.
12. Traitement statistique :

Les résultats ont subi une analyse de la variance mono factorielle en randomisation et une
comparaison des moyennes deux a deux selon le test de NEWMAN et KEULS. Les
données ont été traitées par le logiciel STAT BOX 6.4. L’effet du facteur étudi¢ a été

démontré aux deux seuils de probabilités : a p<0.05etap<0.01.

28



Partie |l

Résultats et discussion



Partie 03 : Résultats et discussion

1. Résultats :
1. 1. Polyphénols totaux :

Les résultats du dosage des composés phénoliques totaux de I’extrait hydroéthanolique et
de la matiére brute végétale des feuilles de Laurus nobilis L., sont représentés dans le

(Tableau 06 ; Annexe 09).

Tableau 06. Dosage des composés phénoliques dans I’extrait hydroéthanolique et la

maticre végétale brute des feuilles de laurier.

Extrait hydroéthanolique . -
des Feuilles de Laurus nobilis L., Feull(l:;s dékél;{lé(s) ngzlsl;s L.,
(mg EAG/mI) g g
25.33 4219.45
+ +
00.4 66.20

EAG : Equivalent Acide Gallique ; MS : maticre seche.

L’extrait hydroéthanolique de Laurus nobilis L. a accusé une teneur en polyphénols de

25.33 mg EAG/ml d’extrait.

Par ailleurs, les feuilles de laurier ont présenté une quantité de composés phénoliques

d’environ 4219.45 mg EAG/100g MS, en moyenne.

1.2. Flavonoides :

Les variations des taux en flavonoides totaux dans 1’extrait hydroéthanolique et dans la
matiére brute végétale des feuilles de Laurus nobilis L., sont illustrées dans le (Tableau
07 ; Annexe 10).

Tableau 07. Evaluation de la teneur en flavonoides dans 1’extrait hydroéthanolique et les

feuilles de Laurus nobilis L.

Extrait hydroéthanolique . -
des feuilles de Laurus nobilis L., Feu'n&s‘ d;:l(-;;%‘és rll\zgl)hs L.,
(mg EQ/ml d’extrait) g g
13.01
+ 1 80321
00.20 00.30

EQ : équivalent quercétine ; MS : matiére seche.
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La teneur en flavonoides totaux a été évaluée a 13.0lmg EQ par ml d’extrait

hydroéthanolique des feuilles de Laurus nobilis L.

Par contre, les concentrations dans les feuilles de la plante ont été estimées a 1800.21 mg

EQ par 100g de maticre séche.

1.3. Activité antioxydante :

L’extrait de laurier noble présent un taux d’inhibition de 85.78 + 0.0.2 %. Le paramétre
IC 50 est défini comme étant la concentration de 1'extrait efficace pour réduire 50 % de
DPPH en solution. L’IC 50de I’extrait a ét¢ de I’ordre de 23.00 ug/ E vit C / ml bien
inférieur a celle de la vitamine C standard ayant marqué une valeur de 77.36 pg E vit
C/ml. L’extrait de Laurus nobilis L. a dévoilée posséder un pouvoir scravenger de 49.79
ug E Vit C/ml (Tableau 08 ; Annexe 11).

Tableau 08. Evaluation de ['activité¢ antioxydante de I’extrait hydroéthanolique de

Laurus nobilis L.

Pouvoir Scravenger Extrait Acide
. hydroéthanolique ascorbique
(ng E Vit C/ml | Taux d’inhibition (%) EC50 EC 50
d’extrait) pg/ml pg E vit C/ml
49.79 85 78 23.00 77.36
+ 4 + +
00.10 0.2 01.70 0.3

E Vit C : Equivalent vitamine C, IC50 : Concentration inhibitrice a 50%

1. 4. Test de croissance de germe pathogéne Staphylococcus aureus :

L’effet de I’extrait hydroéthanolique a différentes concentrations sur la croissance du
germe Staphylococcus aureus responsables de toxi-infection alimentaires est

mentionné dans la (Figure 17 et le Tableau 09).

Comparativement a la concentration témoin a I’eau, la croissance de Staphylococcus
aureus a été totalement inhibée a 20% d’extrait éthanolique aqueux de Laurus nobilis L. (P
<0,01). Aucune croissance n’a été constatée a 20 % d’extrait de laurier riche en principaux

composés phénoliques.
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Figure 17. Effet des concentrations de I’extrait hydroéthanolique de Laurus
nobilis L. sur la croissance de Staphylococcus aureus.
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Tableau 09. Effet des concentrations de 1’extrait hydroéthanolique de Laurus nobilis L. sur

la croissance de Staphylococcus aureus.

Concentration de ’extrait hydroéthanolique
Mesures -
de Laurus nobilis L Effet
de Pextrait
0%
L. 20% | 40% 60% 80% | 100%
(Témoin)
Germes 80. 10° 00 00 00 00 00
(UFC/ml) (a) (b) (b) (b) (b) (b) p<0.01
choai:sxaﬁ(cee 100 00 00 00 00 00 p<0.01
(%) (a) b | ® (b) (b) (b) '

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes avec un nombre de répétition n égale a 03 (n=3) ;p <0.01effet
hautement significatif du facteur étudié (concentration en extrait de Laurus nobilis L); a,b,..d ; comparaison des
moyennes deux a deux selon le test de NEWMAN et KEULS.

1.5. Diamétres d’inhibitions:

Les résultats consignés dans le (Tableau 10 et la Figure 18) ont montré que Ie
Staphylococcus aureus est extrémement sensible a la gentamicine, avec un diamétre de la
zone d’inhibition le plus élevé soit 25.00 mm et un taux d’inhibition référentiel de 100%.
L’extrait a eu une bonne activité inhibitrice aux différentes concentrations testées sur la
souche bactérienne, avec un diametre d’inhibition remarquable de 18.67mm a la
concentration absolue de 100% et un taux d’inhibition de 74.67 % relativement proche

(p<0.01) de la gentamicine.

Une faible sensibilité de Staphylococcus aureus a été observée vis-a-vis de certains
antibiotiques dont AMX, AV, BCT avec des diametres d’inhibition respectifs de 12, 14 et
17mm. En revanche, I’extrait pur de laurier concentré a 100% a présenté comparativement
a ces antibiotiques des taux d’inhibition et donc une efficacité antibactérienne bien plus
élevée (p<0.1), de 155.56 %, 133.33 % et 105.64 % respectivement.

Par ailleurs, le taux d’inhibition de cet extrait a avoisiné 93.33 et 91.06%, par apport a la
CHL et NAL , respectivement.

Néanmoins, il a été observé une résistance de Staphylococcus aureus aux antibiotiques

CAZ 30, CN, AMC3, avec des diamétres d’inhibition de 00mm (Figure 18).
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Tableau 10.Effet de I’extrait hydroéthanolique de Laurus nobilis L. sur les variations des

diamétres et des taux d’inhibition chez Staphylococcus aureus.

Concentration de ’extrait de Laurus nobilis L.
Types Effet de
d’antibiotiques Mesures Pextrait
Témoin 0%
D7 1 20% | 40% | 60% | 80% | 100%
Témoin
2500 | 10.67 | 1333 | 1467 | 1633 | 18.67
Diamétre + + + + + +
GENT d’inhibition | 08.66 | 01.53 | 01.53 | 01.53 | 1.53 | 0058
(mm) (a) (b) (b) (b) () (ab) p<0.01
. Taux 100 | 42.67 | 5333 | 5867 | 6533 | 74.67
d’inhibition
% () (@) (d (cd) (c) (b)
17.67 | 10.67 | 1333 | 1467 | 1633 | 18.67
Diameétre + + + + + +
d’inhibition | 04.04 | 1.53 | 1.53 153 | 1.53 0.58
BCT (mm) (a) (b) (ab) (ab) (a) (a) p<0.01
, Taux 100 6037 | 7546 | 83.00 | 92.43 | 105.64
d’inhibition
% () (d) (©) (bc) (ab) (a)
2050 | 10.67 | 1333 | 1467 | 1633 | 18.67
Diameétre + + + + + +
NAL d’inhibition 05 153 | 1.53 153 | 1.53 0.58
(mm) (a) (d) © (be) (O] (@) p<0.01
. Taux 100 5203 | 6504 | 7154 | 79.67 | 91.06
d’inhibition
% () (d) (©) (be) (b) (@)
1400 | 10.67 | 1333 | 1467 | 1633 | 18.67
Diameétre + + + + + +
d’inhibition 00 153 | 1.53 153 | 1.53 0.58
AV (mm) (b) (©) (b) (b) (b) (@) p<0.01
, Taux 100 7619 | 9524 | 10476 | 1100 | 13333
d’inhibition 7
% (b) (©) (b) (b) (b) (a)
. 12 1067 | 1333 | 1467 | 1033 | 1867
Diameétre +
d’inhibition = * = = 1.53 =
AMX () 00 153 | 1.53 1.53 & 0.58
(cd) (d (cd) (bc) (a) p<0.01
 Taux 100 88.80 | 111.11 | 12222 | B0 | 15556
d’inhibition 1
” C) | @ | ) | o) | o @
Diamétre 2000 | 10.67 | 1333 | 1467 | 1633 | 18.67
d’inhibition + + + + + +
(mm) 00 153 | 1.53 153 | 1.53 0.58
CHL (a) (d () (be) (b) (a) p<0.01
, Taux 100 5333 | 66.67 | 7333 | 81.67 | 93.33
d’inhibition
% (a) (d) (©) (bc) (b) (a)

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes avec un nombre de répétition n égale a 03 (n=3); p <0.01 effet hautement
significatif du facteur étudié (concentration en extrait de Laurus nobilis L); a,b,c ...d ; comparaison des moyennes deux a deux

selon le test de NEWMAN et KEULS.
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BCT 30 VA AMX 25

80% 100% 0%
Figure 18.Diameétres d’inhibition de Staphylococcus aureus par les différents
antibiotiques et les concentrations de 1’extrait de Laurus nobilis
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6. Concentration minimale inhibitrice (CMI) :

Il a ét¢ observé une diminution progressive de 1’intensité du trouble induit par la croissance

des bactéries au fur et a mesure que la concentration de I’extrait végétal augmentait dans

les tubes expérimentaux (Tableau 11).

Tableau 11 .Evaluation de la CMI de I’extrait hydroéthanolique de Laurus nobilis L.

Concentration de I’extrait hydroéthanolique de Laurus

Parameétre nobilis
Germe s 0% 20% | 40% | 60% | 80% | 100%
(Témoin)
D; 0.210 0.88 0.47 0.81 1.05 1.25
Staphylococcus D¢ 0.939 0.10 0.25 0.39 0.64 0.65
aureus D¢- D; 0.73 00 00 00 00 00
S (%) 100 00 00 00 00 00
CMI=20%

Di : densité optique avant incubation Ds: Densité optique apres incubation S : Taux de survie du Micro

organisme en%

La concentration minimale inhibitrice de 1’extrait hydroéthanolique de Laurus nobilis L.

est obtenue a partir de 20% ; la CMI correspond a 5.07 mg EAG/ ml d’extrait

hydroéthanolique de Laurus nobilis L.

7. Concentration minimale bactérienne (CMB) :

Les différentes solutions expérimentales de Laurus nobilis L. contaminées par

Staphylococcus aureus présentent une absence total de germe a partir de 20 jusqu’a 100%

d’extrait. L’absence de développement microbien a 20% d’extrait indique le nombre de

colonies nulle bien inférieur au nombre de colonies de Staphylococcus aureus développés

par I’inoculum de la bactérie ensemencé a une dilution de 10™*. Donc la CMB vis-a-vis du

germe Staphylococcus aureus a été obtenue a 20% d’extrait hydroéthanolique des feuilles

de laurier, correspondant a 5.07 mg EAG/ ml d’extrait (Figure 19).
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Figure 19. Evaluation de la CMB de I’extrait hydroéthanolique de Laurus nobilis L. chez
les Staphylococcus aureus.

8. Rapport CMB/CMI :

Le rapport d’activit¢t CMB/CMI d’une substance antimicrobienne lorsqu’il est inférieur a

4 selon Marmonier, 1990 clle peut étre qualifiée de substance bactéricide. Donc 1’extrait

hydroéthanolique de Laurus nobilis L., semble exercer un effet de type bactéricide envers

la souche étudiée (Tableau 12).

Tableau 12. Effet antibactérien de ’extrait hydroéthanolique de Laurus nobilis L chez

Staphylococcus aureus.

Souche CMI |CMB| CMB/CMI | Activité Normes
CMB/CMI > 04

v’ effet bactériostatique
Staphylococcus 20% | 20% 01 Bactéricide CMB/CMI < 04

aureus

v

effet bactéricide

(Marmonier, 1990)
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2. Discussion :

Cette étude nous a permis de réaliser I’extraction de I’extrait hydroéthanolique des feuilles
de Laurus nobilis L. et d’évaluer d’une part les principes composés bioactifs et le pouvoir
antioxydant le constituant , et en d’autre part, de suivre son activité antibactérienne sur la

croissance de la souche pathogéne Staphylococcus aureus.

Le taux des composés phénoliques totaux évalués dans I’extrait hydroéthanolique des
feuilles de Laures nobilis L., récolté¢ dans la région Tizhi Ghenif de la wilaya de Tizi
Ouzou est supérieur a celui trouvé par (Guerdouh, 2017) dans la station foresti¢re de la
commune d’Oudjana- Jijel ; 0.26 mg EAG par ml d’extrait des feuilles de Laurus nobilis.
Cependant, nos résultats sont inférieurs a ceux de (Aichaoui et al. , 2020) qui ont
rapporté des teneurs variables, de 129 2 170 mg EAG /ml d’ extrait hydroéthanolique des
feuilles de laurier dans la foret de Handla, relevant de la wilaya de Tipaza. Ces
différences peuvent étre dues a la faible spécificité du réactif de Folin Ciocalteu qui est
extrémement sensible a la réduction de tous les groupes hydroxyles non seulement des
composes phénoliques ; mais également de certains sucres et protéines (Gomez Caravaca
et al. , 2006). Ces réponses peuvent étre également liées a la diversité dans les différents
procédés d’extraction, des solvants utilisés ainsi que des parameétres d’extraction tels que

la température et le temps d’extraction (Popovici et al., 2009).

La teneur en flavonoides totaux de I’extrait de la plante estimée a 13.01mg EQ/ml d’EX
est beaucoup plus ¢€levée que celle avancée par (Guerdouh , 2017) (0.76 + 2,14 mg
EQ/ml d’extrait) et Kaurinovic et Vastag ,2019) (5.02 £ 0.007 mg EAG/ml d’extrait).
Nos résultats rapportés a la matiere végétale ont montré des valeurs (180 mg EQ/ g MS)
relativement plus élevées a ceux de (Dhifi et al. , 2018) qui ont trouvé une quantité

remarquable de 149.2 mg / g MS.

L’évaluation de D’activité¢ antioxydante réalisée par la méthode de réduction de radical
DPPH a montré que I’extrait peut agir en tant que bon piégeur des radicaux libres , avec
une IC50 de 23.00 pg E Vit C/ml et un pouvoir Scravenger de 49.79 ng E vit C/ml
d’extrait. Son effet antioxydant s’est avéré meilleur que celui de ’acide ascorbique

(témoin) qui a présenté une IC50 de 77.36+0.3 pg E vit C/ml. Des résultats similaires ont
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été rapportés par (Bendjerzi , 2017) .Ayant remarqué des valeurs d’ IC50 de 28,13

ng/ml d’extrait des feuilles de laurier.

Le test de sensibilit¢ de Staphylococcus aureus montre la présence d’une activité

antibactérienne aux différentes concentrations d’extrait avec un diamétre d’inhibition

allant de 10.67 a 18.67 mm.

Selon 1’échelle donnée par Moreira et al. (2005), la bactérie Staphylococcus aureus est
trés sensible (++) a I’extrait hydroéthanolique des feuilles da la plante étudiée, mais semble

moins sensible (+) aux antibiotiques CAZ 30, CN et AMC3.

Plusieurs travaux ont mis en évidence la grande sensibilit¢ des bactéries Gram + par
rapport aux Gram — vis-a-vis des extraits des plantes. Ceci peut €tre attribué a la différence
entre les couches externes des bactéries Gram (-) et Gram (+) (Georgantelis et al., 2007).
L’hypersensibilit¢ de la souche étudiée peut étre expliquée probablement par sa grande
sensibilité¢. Etant une bactérie Gram (+) aux changements environnementaux externes, tels
la température et I’action des composés phénoliques hydrophiles vis a-vis de extraits la

membrane externe de la bactérie (Balentine et al., 2006).

L’analyse des données expérimentales d’évaluation de la concentration minimale
inhibitrice montre bien que comparativement au témoin, il y a une diminution du trouble
provoqué par la croissance du germe étudié¢ dans les tubes expérimentaux au fur et a
mesure que la concentration en extrait augmente. En effet, la CMI et la CMB ont été
relevées a 20% d’extrait hydroéthanolique de la plante et contenant une teneur en

composés phénoliques de I’ordre de 5.07 mg EAG/ml.

L’activité d’une substance végétale dépend de plusieurs facteurs dont le mode d’extraction
et la concentration en principes actifs (Wagner, 1993 ; Thangara et al., 2000) . A ce
propos, il est bien établi que le laurier sauce contient de nombreux composés bioactifs
dont les flavonoides, les sesquiterpénes, les acides phénoliques , les anthocyanes et les

alcaloides (Ouchikh et al., 2011).

Par ailleurs, d’apres le rapport CMB/CMI inférieur a quatre il ressort que 1’extrait
hydroéthanolique de Laurus nobilis L. a un pouvoir de type bactéricide vis-a-vis de la

souche référence étudiée a savoir Staphylococcus aureus (ATCC 33862).
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D’une maniere générale, 1’action antibactérienne des extraits de la plante riche en
principaux composés bioactifs tels les composés phénoliques sur la bactérie étudiée peut
s’expliquer par une attaque de la paroi bactérienne, provoquant une augmentation de la
perméabilité puis la perte des constituants cellulaires, suivie d’une acidification de
I’intérieur de la cellule, bloquant la production de I’énergie cellulaire et la synthése des
composants de structure avec une destruction du matériel génétique, conduisant a la mort

de la bactérie (Deferera et al, 2003).

Ces travaux montrent clairement que ’utilisation de I’extrait hydroéthanolique de Laurus
nobilis L., dans le domaine alimentaire pour lutter contre le germe Staphylococcus aureus
responsable de TIAC est justifiée par son efficacité antibactérienne remarquable qui
s’avere tres €levée comparativement a de nombreux antibiotiques dont CAZ 30, CN ,AMX

25 et AMC30.
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Conclusion :

Les plantes médicinales sont la source premiere des principes actifs naturels utilisés pour leurs
propriétés biologiques diverses, tant sur le plan traditionnel qu’industriel.

Dans cette logique, nous avons visé dans ce travail deux aspects principaux de I’activité du
laurier sauce, de son nom scientifique Laurus nobilis L. et avons obtenu des résultats
prometteurs quant a son utilisation en tant que conservateur naturel de substitution en
industrie agroalimentaire.

Sur le plan phytochimique, I’évaluation du pouvoir antioxydant de I’extrait a été réalisee par
une quantification des polyphénols et flavonoides totaux, suivie de méthodes
spectrophotométriques utilisant le DPPH*. Les résultats obtenus démontent un fort pouvoir
scravenger de I'extrait hydroéthanolique du laurier, avec un taux d’inhibition élevé, dépassant
méme celui de I’acide ascorbique, utilisé comme témoin.

L activité antibactérienne des composes phénoliques contenus dans I’extrait hydroéthanolique
du laurier sauce a été testée vis-a-vis de I’un des principaux germes pathogenes responsables
de toxi-infections alimentaires, a savoir, le Staphylococcus aureus, par la méthode de contact
direct et diffusion sur gélose.

L’extrait a engendré chez cette bactérienne faible croissance microbienne et des diameétres
d’inhibitions proches de la Gentamicine.

La concentration minimale inhibitrice(CMI) contre ce germe a été relevée a 20% d’extrait. La
concentration minimale bactéricide (CMB) a également été relevée a 20% d’extrait. Ceci
révele que I’effet antimicrobien de I’extrait est de type bactéricide contre le Staphylococcus

aureus.

En perspective, il serait souhaitable de mener une étude plus approfondie afin d’isoler et de
caractériser la nature des principaux composés actifs responsables des propriétés
antimicrobiennes et antioxydantes constatées dans I’extrait hydroéthanolique du Laurus
nobilis L. et de le tester sur d’autres germes pathogénes responsables de toxi-infections

alimentaires.
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Annexe 01. Les milieux de culture

» Muller Hinton agar :

Infusion de viande de bRUF..........ooiii i 3009
Hydrolysat  de  CaSBINe..........oeeuiiriieiie it ie e iee e e e ene e neneeeneeenneee. 17,50
N 01T o o T o N o T V£ PP M 6|
N0 T LT 17,09
BaU diStIlIBE ... . 1000 ml
pH du milieu prét a I'emploi a 25°C : 7,3 £ 0,2.

> Bouillon Muller Hinton :

EXtrait de Viande .....oooiiiiii s 29
Hydrolysat acide de CaSEiNe ..........ceoviiirieiieeiiiiiiieiieeiiieineeienenineennaeneenn. 17,50
AMIAON  SOIUDIE o s 1,59
BaU diStilIBe ... 1000 ml

pH du milieu prét a I’emploi a 25°C : 7,3%0,2.

> Bouillon nutritif :

T 010 PPN 109
Extrait de Doeut ... e e
EXITAIt 8 JOVUIE. .. ettt e e e e e e e e e e e et e et et e 29
(08 o1 [ (1] £= 30 (=810 T L1y o 5¢
BaU diStilIBe ... ee e 1000ml

pH du milieu prét a I’emploi a 25°C : 6.8 £0,2.

» Eau physiologique :
ChIOrure de SOOIUM ... ... e e e e e et e e e e et e e e e e 99
BaU diStIIBe ... e e e e 10009



Annexe 02. Diagramme d’extraction des composés phéenoliques de I’extrait
(Sultana et al., 2009)

Matiere végétal
Laurus nobilis 10g

+

100ml de solvant
Ethanol/ eau
80/20 viv

l

Macération pendant 6h a
température ambiante

|

Filtration du solvant sous vide

|

Extrait pur riche en
composées phénoliques




Annexe 03. Méthode de préparation des différentes solutions expérimentales de
I’extrait.

‘ Extrait pur }

Dilution a 'eau distillée

l l ! ! oo

Extrait pur : Oml 2ml 4ml 6ml 8ml 10ml
+ +
Eau distillée : 10ml 8ml 6ml 4ml 2ml Oml

Concentration 0% 20% 40% 60% 80% 100%




Annexe 04.Diagramme d’activation de Staphylococcus aureus

Prélévement d’une colonie a
I’anse de platine

l

Ensemencement de la colonie
dans 10ml de bouillon nutritif

l

Incubation a 37°C pendant 3h

l

Prélevement 0.1 ml de I'inoculum

l

Ensemencement en surface sur
milieu MH

!

Incubation a 37°C pendant 24h




Annexe05.Méthode de contact direct

Srophylococous oureus ]

)
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Annexe 06.Méthode des disques par diffusion sur gélose (Prescott et al, 2003)
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Annexe 07.Méthode de détermination de la CMI
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Annexe 08.Méthode de détermination de la CMB

{ Staphylococcus aureus J

Eowillocr PTH
- Figauai =
Soluticons meaeres

EN L T-T-AT I ENR oY ]

oo un

PhysialoEiag e
Dl
o 1|:|-‘ Lot

-‘—‘—"'_“"ﬁl-

i IE ri S I S e I e e
/ stries

2o

1o

o _\-""“--__,_\__'.L Nmc wn B &t

IF 1= & 29 h

rAilliew PaH Cosloss

- [R=T-TFEI - Ny 2
Nicguaiclej
Solutions mares
L irvccwlaarm

Extrait ddiluws d=ames e rmalieas Ml{\-
liguencle

I e e e e T

:;%/D/

rAilficwm MIH SSloss

=re Stre=

g E=Fl=t ol =g
FFO% S AR S5 2




Annexe 09.Courbe d’étalonnage de I’acide gallique
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Annexe 10: Courbe d’étalonnage de la quercétine
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Annexe 11 .Courbes de CI50 de I’extrait de Laurus nobilis L.
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