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Résumé

Les extraits de Laurier noble, communément connu sous le nom de Laurus nobilis, sont
largement étudiés pour leurs diverses propriétés biologiques. Cette étude vise a évaluer
I'activité antioxydante et antimicrobienne des extraits de la partie aérienne de Laurus nobilis,
collectée dans les régions de Mostaganem-Sidi Ali et de Tissemsilt -Lardjem.Les feuilles ont
été collectées dans les deux régions et soumises a une extraction phénolique ainsi qu'a une
hydrodistillation pour obtenir les huiles essentielles. Les rendements d'extraction par
hydrodistillation 0,4 % pour Laurus nobilis de Mostaganem et 0,8 % pour Laurus nobilis de
Tissemsilt, tandis que les extraits phénoliques présentent des rendements de 11 % pour
Laurus nobilis de Mostaganem et 16 % pour Laurus nobilis de Tissemsilt. Concernant le
dosage quantitatif des polyphénols totaux (par la méthode de Folin-Ciocalteu) et des
flavonoides (par la méthode au trichlorure d’aluminium), les quantités mesurées dans 1’extrait
de feuilles de Laurus nobilis sont les suivantes : pour I'echantillon de Mostaganem, 6,79 mg
EAG/g et 44 mg EQ/g de polyphénols totaux et de flavonoides respectivement ; pour
I'échantillon de Tissemsilt, 6,18 mg EAG/g et 31,02 mg EQ/g d’extrait pour les polyphénols
totaux et les flavonoides respectivement. L'évaluation de l'activité antibactérienne a démontré
que les huiles essentielles et les extraits phénoliques de Laurus nobilis de Mostaganem et de
Tissemsilt ont des effets antimicrobiens similaires contre les souches étudiées. Les résultats
indiquent que les huiles essentielles et les extraits phénoliques des échantillons végétaux
étudiés ont des propriétés biologiques similaires, avec la possibilité de les utiliser comme
antioxydants et agents antimicrobiens.

Mots-clés: Laurus nobilis, Huiles essentielles, Polyphenol, Flavonoides, Potentiel

antioxydant, Activité antibactérienne.



Abstract

Extracts of Laurier noble, commonly known as Laurus nobilis, are widely studied for
their diverse biological properties. This study aims to evaluate the antioxidant and
antimicrobial activity of extracts from the aerial parts of Laurus nobilis, collected in the
regions of Mostaganem-Sidi Ali and Tissemsilt-Lardjem. Leaves were collected in both
regions and subjected to phenolic extraction as well as hydrodistillation to obtain essential
oils. The extraction yields by hydrodistillation were 0.4% for Laurus nobilis from
Mostaganem and 0.8% for Laurus nobilis from Tissemsilt, while the phenolic extracts showed
yields of 11% for Laurus nobilis from Mostaganem and 16% for Laurus nobilis from
Tissemsilt. Regarding the quantitative determination of total polyphenols (by the Folin-
Ciocalteu method) and flavonoids (by the aluminum trichloride method), the measured
amounts in the leaf extract of Laurus nobilis were as follows: for the Mostaganem sample,
6.79 mg GAE/g and 44 mg EQ/g of total polyphenols and flavonoids, respectively; for the
Tissemsilt sample, 6.18 mg GAE/g and 31.02 mg EQ/g of extract for total polyphenols and
flavonoids, respectively. The evaluation of antibacterial activity demonstrated that the
essential oils and phenolic extracts of Laurus nobilis from Mostaganem and Tissemsilt have
similar antimicrobial effects against the tested strains. The results suggest that the essential
oils and phenolic extracts of the studied plant samples have similar biological properties, with
the potential for use as antioxidants and antimicrobial agents.

Key words: Laurus nobilis, Essential oils, Polyphenol, Flavonoids, Antioxidant potential,

Antibacterial activity.
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Introduction

Introduction

Depuis I’antiquité, les plantes médicinales ont été utilisées en phytothérapie comme
remeéde contre plusieurs maladies, vu leur richesse en centaines, voire en milliers de
composants ayant des vertus thérapeutiques (Franchomme et al., 2001). Elles sont
considérées comme source de matiere premiere essentielle pour la découverte de nouvelles
molécules nécessaires a la mise au point de futurs médicaments (Maurice, 1997). Elles sont
impliquées dans ces différents secteurs sous formes de principes actifs, des huiles, des
extraits, des solutions aqueuses ou organiques (Selles, 2012).

Laurus nobilis, membre de la famille des lauracées qui renferme 32 genres et environ 2000-
2500 especes (Barla et al., 2007). Actuellement, la plante est largement cultivée dans
beaucoup de pays comme plante ornementale et pour la production commerciale tels que la
Turquie, I’Algérie, la France, la Gréce, le Maroc, I’Amérique centrale et les Etats-Unis

Méridionaux (Demir et al., 2004; Barla et al., 2007).

Il est bien établi que le laurier Laurus nobilis est une plante médicinale utilisée en raison de
ses propriétés pharmacologiques et ses avantages potentiels pour la santé liés a plusieurs
composes présents dans la plante dont huiles essentielles (Bruneton 1999, Demir et al.,
2004), ayant un effet antimicrobien avéré contre de nombreux microorganismes pathogenes

tels, E. coli, Staphylococcus aureus...ctc (Bouchaale et Zouaoui, 2015)

L’extrait de Laurus nobilis apparait comme un ingrédient important, étant une source d’une
classe de composé appelés polyphénols (Ivanovi¢ et al., 2009), qui lui conférent des
propriétés thérapeutiques (ex: antioxydant, antimicrobien) (Chaumun et al., 2020).

L'évaluation des effets biologiques des plantes reste un processus tres précieux et tres utile.

L'objectif de ce présent travail est de faire une synthese de certains travaux de recherches
étudiant a la fois la composition chimique et I’effet biologique de plantes aromatiques et

médicinales Laurus nobilis L.

Ce travail est divisé en trois parties :

1. Une recherche bibliographique comprenant une description de la plante Laurus nobilis
L, sa classification botanique, ses composants et quelques-uns de ses effets

biologiques.
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2. Une syntheése des différentes expérimentations et techniques de dosage. Dans cette
partie, nous traiterons des articles scientifiques pour mettre en évidence les méthodes
d’extraction, ainsi que I’étude des activités antibactérienne, antifongique et
antioxydante de Laurus nobilis.

3. Les résultats et la discussion des différents auteurs. Enfin, une conclusion générale

rassemblant ’essentiel des résultats des travaux et leurs perspectives.
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Etude bibliographique Chapitre | : Présentation de la plante étudiée

1. Laurus nobilis.L

Depuis les temps les plus reculés, I’homme a utilisé des plantes, d'abord pour se nourrir,
puis pour se soigner. 1l a appris, petit a petit, a reconnaitre les plantes comestibles et les
plantes toxiques, utilisant certaines d'entre elles a des fins guerrieres, criminelles, magiques
ou pour faciliter la péche ou la chasse. Ces connaissances, d'abord transmises oralement, l'ont
été ensuite dans des écrits, ce qui nous a permis de retrouver des traces de l'utilisation de
plantes dans les plus anciennes civilisations des différentes parties du monde (Sumérienne,
Babylonienne, Egyptienne, Chinoise, Hindoue, Aztéque, Inca, ...) (Callery, 1998).

Le laurier noble, appartient a la famille des Lauracées et se caractérise par son feuillage
persistant. 1l est bien connu pour son utilisation traditionnelle en cuisine et en médecine
populaire. De nombreuses études ont été menées sur sa composition chimique et son potentiel
pharmacologique. Il a été rapporte quiil possede des propriétes antioxydantes,
antibactériennes, antifongiques, ce qui en fait une plante d'une grande importance clinique.
(Awada et al., 2023).

Les feuilles de laurier ont été largement utilisées comme assaisonnement et plante

médicinale depuis I'Antiquité grecque et romaine (Figure 1) (Demir et al., 2004).

Figure 1 : Partie aérienne de Laurier noble.

1.2. Famille des Lauracées

Lauracées sont des arbres ou arbustes souvent aromatiques, d’un bois trés-dur et d'une
odeur tres-agréable leurs feuilles sont isolées, rarement opposées, ordinairement persistantes
et coriaces, parfois avec des glandes a la base des nervures (Perrot, 1891). La famille des
Lauracées, par le nombre des especes qui la représentent et par la taille que ses représentants
peuvent atteindre, compte parmi les plus importantes de la flore de I'Amérique tropicale
(Benoist, 1928). Comprennent 32 genres et environ 2000-2500 especes (Ozcan, 2010).
Certains membres peuvent atteindre des hauteurs impressionnantes et vivre pendant des
siecles (Benoist, 1928). Le laurier noble représente non seulement un élément crucial de la

biodiversité, mais aussi un symbole puissant de la relation complexe entre I'homme et la

5
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nature, reliant passe et présent a travers ses multiples dimensions écologiques, esthétiques et
culturelles.
1.3. Genre laurus

Le genre Laurus comprend trois especes : Laurus azorica, Laurus nobilis et
L.novocanariensis. La premiere espéce se trouve dans les foréts des fles des Acores, la
seconde dans I'ensemble du bassin méditerranéen, tandis que la troisiéme est présente sur I'ile
de Madeére, aux Canaries et au Maroc .En outre, Laurus nobilis est largement cultivé dans de
nombreuses régions du monde pour ses feuilles aromatiques utilisées en cuisine et en
medecine traditionnelle. (Ballabio et Goetz, 2010).

1.4. Espéce (Laurus nobilis L)

Laurus, nom latin d’origine celte qui veut dire « toujours vert », caractérise le
feuillage persistant de la plante (Pariente, 2001). Appartenant a la famille des lauracées,
(Barla et al., 2007). Cette plante médicinale aromatique abondante bénéficie de propriétées
thérapeutiques attribuées par la médecine traditionnelle, ainsi que de diverses propriétés anti-
inflammatoires et antiseptiques grace a ses composants (Bouchaale et al., 2015). Les feuilles
de Laurus nobilis sont largement utilisées et connues comme assaisonnement et herbe
médicinale depuis les périodes antiques grecque et romaine (Demir et al., 2004)(Tableau 1)

2. Classification Botanique

La classification des Lauriers, représentée de maniere instructive dans le tableau ci-
dessous (Tableau 1) offre une vue d'ensemble structurée de la diversité fascinante de ces
plantes.

Tableau 1 : Classification botanique de Laurier noble (Quezel et Santa, 1962).

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

Famille Lauracées

Genre Laurus

Espeéce Laurus nobilis.L




Etude bibliographique Chapitre | : Présentation de la plante étudiée

3. Nom vernaculaire de Laurus nobilis

D'une région a une autre a travers le monde, Laurus nobilis est désigné par une variété
de noms, reflétant la richesse de sa présence et de son importance culturelle. Cette diversité
linguistique.

Francais : Laurier d'Apollon, Laurier commun, Laurier franc, Laurier noble.
Allemand : Lorbeer.
Anglais : Laurel, noble Laurel.
Italien  :alloro.
Portugais : Louro.
Arabe el el En Algérie : x)0  (Ballabio, 2010).
4. Description botanique
Laurus nobilis est un arbuste ou arbre aromatique de 2 a 10m de hauteur a croissance
lente, et au tronc droit ramifie des la base avec un sommet conique, et s'arrondissent en fil du
temps (Quezel et Santa, 1963) (Figure 2).

Les Feuilles: Le feuillage est persistant avec des feuilles aromatiques, simples,
alternes et coriaces dont le pétiole mesure de 2 a5 cm, longuesde 5a 12 cmet large de 2 a 6
cm. Elles sont lancéolées, légérement ondulées et entaillées au bord; de couleur vertes
foncées, brillantes sur la face supérieure et verte clair au-dessous avec des nervures latérales
pennées et rougeatres (Quezel et Santa, 1963)

Le fruit : est une baie ovoide, soutenue par le tube périanthaire peu dilaté. De 2 cm de
longueur a 1cm de largeur, le fruit est noir vernissé renfermant une seule graine libre (Figure
2) (Beloued, 2005).

Les fleurs : Les fleurs sont dioiques (petites fleurs méales et femelles sur des pieds

séparés), jaunes, groupées par 4 a 5 en petites ombelles (Beloued, 2005).

Figure 2: Aspect morphologique de Laurus nobilis A: feuille B: fruit C: fleurs (Beloued, 2005)



Etude bibliographique Chapitre | : Présentation de la plante étudiée

5. Habitat
Laurus nobilis est une plante a développement lent, présente naturellement dans des
milieux humides et ombragés, ainsi que dans les jardins ou elle est cultivée a des fins
culinaires ou ornementales. |1 s'agit d'une espéce pionniére qui se régénére facilement dans les
vieux jardins, particulierement en sous-bois, et qui préfére les sols relativement riches et bien
drainés (Iserin, 2001).
6. Répartition géographique
Laurus nobilis est originaire de la région méditerranéenne. Les anciens Grecs et
Romains l'utilisaient comme condiment et médicament. Dans la mythologie grecque, elle était
considérée comme sacrée, c'est pourquoi dans la Gréce antique, recevoir une couronne de
feuilles de laurier était considéré comme un honneur. Les vainqueurs olympiques, les poétes,
les vainqueurs et les héros recevaient cette couronne a porter sur la téte. Cette habitude était
également acceptée par les Romains (Ballabio et Goetz, 2010).

En Algérie Dans les foréts et ravins humides. Commun dans le tell algérois et
constantinois. Fluorisation: Mars Avril (Beloud, 2001). Cette plante emblématique est
également largement cultivée pour la commercialisation de ses feuilles aromatiques dans
divers pays, notamment en Turquie, au Maroc, au Portugal, en Espagne, en Italie, en France,
en Gréce et au Mexique (Bendjarsia et al., 2016 ; Maatallah et al., 2016). Au-dela de son
aire d'origine, le laurier noble connait une popularit¢é mondiale en raison de ses multiples

utilisations en cuisine et en médecine traditionnelle (Figure 3).
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Figure 3 : Répartition géographique mondiale de Laurus nobilis (GBIF).
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7. Utilisation des feuilles de Laurus nobilis

Traditionnellement, Laurus nobilis est également utilisé par voie orale pour traiter divers
troubles du systeme digestif supérieur, tels que le ballonnement épigastrique, la lenteur de la
digestion. (Iserin, 2001).11 est principalement utilisé pour soigner les troubles de l'appareil
digestif supérieur et les douleurs arthritiques, en outre, il stimule I'appétit et la sécrétion des
sucs gastriques (Iserin, 1997).

L’extrait 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).

L'huile essentielle extraite des feuilles est utilisée pour soulager les hémorroides et les
douleurs rhumatismales (Sayyah et al., 2002), et trouve également des applications dans
I'industrie cosmétique, notamment en parfumerie et dans la fabrication de savons. Ses
propriétés insectifuges en font un moyen efficace de repousser les insectes indésirables
(Demir et al., 2004 ; Beloued, 2005).

8. Composition chimique de Laurus nobilis

La composition chimique du Laurus nobilis est riche et variée. Les feuilles
contiennent du tanin, un principe amer, du mucilage, des matieres résineuses et pectiques, et
des huiles essentielles aromatiques incolores ou jaune péle, a saveur chaude, constituées d'un
mélange de 45% de cinéol, de méthylchavicol, de pinéne, d’eugénol, de linalol, d’éthers des
acides acétiques isobutyrique et valérianique. Les baies renferment 17 a 25% d’huile de
Laurier, 23% d’amidon, 2% de sucre, 0,85% de principes amers, une résine, du mucilage, de
la bassorine, et 1 a 3% d'huiles essentielles. Les huiles essentielles de cette plante sont
composées d'un mélange d'oxydes terpéniques, avec notamment le 1,8-cinéole représentant
environ 45% de leur composition. On y retrouve également des monoterpénols tels que le
linalol, le terpinen-4-ol et l'alpha-terpinéol, des monoterpénes comme la sabinéne, le béta-
pinene, l'alpha-pinene, le limonene, le para-cyméne et le gamma-terpinéne, ainsi que des
phénols tels que le méthyl-eugénol et I'eugénol. De plus, on y trouve des esters terpéniques
tels que l'acétate d'alpha-terpényle et l'acétate de bornyle, ainsi que des éthers des acides

acetiques isobutyrique et valérianique (Beloued, 2009).
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1. Généralités sur les métabolites
Métabolisme

Le métabolisme est I'ensemble des réactions chimiques qui se déroulent au sein d'un
étre vivant pour lui permettre notamment de se maintenir en vie, de se reproduire, de se
développer et de répondre au stimulus de son environnement. Certaines de ces réactions
chimiques se déroulent en dehors des cellules de l'organisme, comme la digestion ou le
transport de substances entre cellules. Cependant, la plupart de ces réactions ont lieu dans les
cellules elles-mémes et constituent le métabolisme intermédiaire (Chaib, 2020).

Métabolites Primaires

Un métabolite primaire est un type de métabolite qui est directement impliqué dans la
croissance, le développement et la reproduction normale d'un organisme ou d'une cellule. Ce
composé a généralement une fonction physiologique dans cet organisme, c'est-a-dire une
fonction intrinseque. Les meétabolites primaires rassemblent les acides aminés, les lipides, les
carbohydrates et les acides nucléiques. Inversement, un métabolite secondaire n'est pas
directement implique dans ces processus physiologiques fondamentaux (indispensables) d'un
organisme, mais possede typiquement une fonction écologique importante (c'est-a-dire une
fonction relationnelle) (Chaib, 2020).

Metabolites Secondaires

Les métabolites secondaires sont des composés qui ne jouent aucun role fondamental
dans le maintien des processus vitaux des plantes, mais ils sont importants pour que la plante
interagisse avec son environnement (Seigler, 1998). Les plantes se protegent en produisant
des métabolites secondaires qui défendent la plante contre une variété d’herbivores et de
microorganismes pathogenes, ainsi que contre divers types de stress environnementaux
(Mazid et al., 2011). Parmi ces métabolites secondaires, on trouve les composés phénoliques,
qui sont des molécules organiques tres représentées dans le régne végétal. Ces composés sont
caractérisés par des structures aromatiques portant un groupe hydroxyle, comme les phénols
simples, ou plusieurs groupes hydroxyles, comme les polyphénols. Les acides
polyphénoliques, les flavonoides et les tanins font partie de la famille des composés

polyphénoliques (King et Young, 1999).
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2. Polyphénols
Les polyphénols représentent une classe de métabolites secondaires largement répandue
dans le régne végétal. Ils s’accumulent principalement dans 1’épiderme des feuilles et la peau
des fruits, et sont impliqués dans une grande diversité de fonctions comme la protection
contre les rayonnements UV, contre les virus, bactéries ou moisissures ou la tolérance aux
stress abiotiques. lls jouent également un réle dans la pollinisation (Lattanzio et al., 2006;
Samanta et al., 2011 ) (Figure 4).

OH

Figure 4 : Structure chimique des polyphénols (Samanta et al., 2011).

2.1. Activités biologiques des polyphénols

les polyphénols ont plusieurs activités biologiques telles que les activités antioxydantes,
antivirales (Ulomskiy et al., 2020), antibactériennes (Abudunia et al., 2017), antidiabétiques
(Ren et al., 2020), anticancéreuses (Yang et al., 2020), anti-inflammatoire (Javed et al.,
2020), cardioprotectrices, neuroprotectrices, antiasthmatiques, antiseptiques, protection
cérébrovasculaire, hypocholestérolémiantes, antifongique, anti thrombotiques, (Ali et al.,
2007), antiallergiques (Falleh et al., 2008).

3. Flavonoides

Les flavonoides sont stockés dans les tissus des plantes et sont conjugués
principalement a des sucres, ou des acides organiques (Falcone Ferreyra et al., 2012). Les
flavonoides regroupent une large gamme de composes naturels polyphénoliques présentant un
squelette carboné commun en Cs-Cs-Cs (squelette diphénylpropane) et présentant de
nombreux substituants (Crozier et al ., 2009). Structurellement les flavonoides se répartissent
en plusieurs classes de molécules, dont les plus importantes sont les flavones, les flavonols,
les flavanones, les dihydroflavonols, les isoflavones, les isoflavanones, les chalcones, les
aurones, les anthocyanes et les tanins. Ces diverses substances se rencontrent a la fois sous

forme libre ou sous forme de glycosides. Ils se trouvent, en général, dans toutes les plantes
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vasculaires, ou ils peuvent étre localisés dans divers organes tel que les racines, les tiges, le
bois, les feuilles, fleurs et fruits et dans le miel (Benguerba, 2008) (Figure 5-6).

Figure 5 : Squelette carboné des flavonoides (Crozier et al ., 2009).
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Figure 6 : Structures de bases des six principales sous classes de flavonoides (Benguerba, 2008).

3.1. Activités biologiques des flavonoides

Activité anti-oxydante :
Les flavonoides sont des composés avec une activité antioxydante prononcée (Hodek

et al., 2002). Les flavonoides expriment les propriétés anti-oxydantes par : Le piégeage direct
des espéces réactives de ’oxygene (ERO), La suppression de la formation des ERO par
I’inhibition de quelques enzymes ou par chélation des ions métalliques, impliqués dans leur

Production, La protection des systémes de défense antioxydants de 1’organisme (Liang,

2006).
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Activité antibactérien :

Les flavonoides sont capables d’inhiber la croissance de plusieurs souches
bactériennes (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterobacter cloaceae, etc...), avec
une intensité différente selon le microorganisme et 1’écosystéme (Abdelkhalek et al., 2020).

4. Tanins

Les tanins sont un nom général pour les composés phénoliques polymérisés, d’origine
végétale et non azotée qu’on trouve dans de nombreux végétaux (Macheix et al., 2005),
capables de tanner le cuir ou de précipiter les protéines et la gélatine dans les solutions, et cet
effet est connu sous le nom d'astringent ou de tanins (Berthod et al., 1999). refaire a la plante
une protection contre les prédateurs (insectes), les bactéries, les champignons, et les
mammiferes herbivores (Paolini et al., 2012). Ce sont des molécules assez volumineuses avec
un poids moléculaire géneralement compris entre 500 et 3000 Da (Dangles O. et al., 1992)
(Figure 7).

Os_OH

HO OH
W—— OH
Figure 7 : Composition chimique des tanins (Paolini et al., 2012).

4.1. Activités biologiques des tanins

Activité-antioxydante

Les tanins ont la particularité d’inhiber la peroxydation des lipides en agissant comme
donneur des protons et accepteur des radicaux libres, stoppant ainsi le mécanisme d’auto
oxydation (Liang et al., 2020) comme les procyanidines (Luo et al., 2018). Les tanins
hydrolysables et condensés sont 15 a 30 fois plus efficaces que les phénols simples (Peronny,
2005).

Activité antimicrobienne

Les tanins ont été rapportés comme bactériostatique ou bactéricide sur plusieurs souches
bactériennes. L’acide tannique peut inhiber la croissance des bactéries des aliments et des
bactéries intestinales humaines (Djahra et al., 2013).

5. Techniques d’extraction

Un extrait végétal est un ensemble composé de molécules. Ces substances se trouvent

dans les feuilles et les fleurs, mais également dans les graines, les racines et les écorces des
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plantes (Bensaid, 2011). Il existe plusieurs techniques d'extraction, chacune adaptée a
différents types de plantes et aux composés spécifiques que l'on souhaite extraire. Les
méthodes les plus couramment utilisées comprennent la distillation a la vapeur d'eau (hydro-
distillation), I'expression a froid, I'extraction par solvant et I'extraction au CO2 supercritique.
Ces méthodes permettent de cibler et de préserver les composes actifs des plantes, assurant
ainsi leur efficacité dans les applications industrielles et thérapeutiques.
Extraction par solvant

L'extraction par solvant volatil est aujourd'hui la méthode la plus usitée, ce procédé est
utilisé pour I'extraction des concrétes ou oléorésine de résinoide et absolues, quand une partie
de I'arbme ou du parfum n'est pas volatile ou peu entrainable par la vapeur d'eau. Son principe
consiste a épuiser la matiére végétale de ses constituants odorants généralement a température
ambiante par un solvant volatil. Le mélange solvant-extrait, appelé miscella, est ensuite séparé
du solvant par évaporation sous vide afin d'éviter la dégradation thermique des molécules
odorantes (Leybros, 1990) (Figure 8).

Plante

@k / Résidus
d'extraction
Solvant /é \

Figure 8 : Dispositif d’extraction par solvant (Leybros, 1990).

EXTRACTION

6. Activités antioxydantes

6.1. Stress oxydatif

Le concept global de "stress oxydatif* est défini comme "un déséquilibre entre les
oxydants et les antioxydants en faveur des oxydants, entrainant une perturbation de la
signalisation redox et du contrdle et/ou des dommages moléculaires”. L'idée de base est que,
dans le systéme métabolique ouvert, un équilibre redox a I'état stable est maintenu a un point
de consigne donné, fournissant une tonalité redox de base, et qu'une déviation de cet équilibre
redox a l'état stable est considérée comme un stress, initiant une réponse au stress (Sies,
2017).
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Antioxydant

Un antioxydant est une substance qui, a faible concentration, prévient ou retarde
significativement 1’oxydation d’un substrat (Halliwell et al., 1990). Ils interviennent pour
prévenir la formation des radicaux libres, faciliter leur élimination ou réparer les dommages
qu'ils causent.

Radicaux libres

Un radical libre est une espéce chimique, molécule ou atome, capable d’avoir une
existence indépendante en contenant un ou plusieurs électrons célibataires. Le radical libre a
la propriété d’étre instable, tres réactif avec une durée de vie tres courte. Pour devenir stable,
il aura toujours tendance a remplir son orbitale en captant un électron, par I’oxydation d’un
autre composé (Goudable et al., 1997).

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, Dactivité
antioxydante par piégeage de radicaux différents, comme les peroxydes ROOe par les
méthodes ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) et TRAP (Total Radical-Trapping
Antioxidant Parameter) (Ricardo et al .,1991) ; les ions ferriques par la méthode FRAP
(Ferric ion Reducing Antioxidant Parameter) (Benzie et al .,1996); ou les radicaux ABTSe
(sel d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic) (Re et al 1999),
ainsi que la méthode utilisant le radical libre DPPHe (diphényl-picrylhydrazyle) (Sharma et
al., 2009).

7. Huiles essentielles

Les huiles essentielles, appelées aussi essences, sont des mélanges de substances
aromatiques produites par de nombreuses plantes et présentés sous forme de minuscules
gouttelettes dans les feuilles, la peau des fruits, la résine, les branches et les bois, Elles sont
présentes en petite quantités par rapport a la masse du végétal. Ce sont des substances
odorantes et trés volatiles, ¢’est-a-dire qu’elles s’évaporent rapidement dans 1’air (Bekhechi
et Abdelouahid, 2014). Les huiles essentielles sont connues pour étre douées de propriétés
antiseptiques et antimicrobiennes. Beaucoup d'entre elles ont des propriétés antitoxiques,
antivenimeuses, antivirales, anti-oxydantes, et antiparasitaires (Lahlou, 2004).

Les huiles essentielles sont largement répandues dans le regne végétal et surtout chez les
végetaux supérieurs, il y aurait 17500 espéces aromatiques. Les familles botaniques capables
d'élaborer les constituants qui composent les huiles essentielles sont réparties dans un nombre
limité de familles: Myrtaceae (Girofle), Lauraceae (laurier), Rutaceae (citron), Lamiaceae

(Menthe), Apiaceae (Coriandre), Zingiberaceae (Gingembre)... etc (Benkada, 1990)
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7.1. Activité biologique des huiles essentielles

Les huiles possédent une multitude d'activités biologiques comme antimicrobiennes,
antioxydantes, anti-biofilm, anti-inflammatoires ...ect.

Activité antioxydante des huiles essentielles

Les propriétés antioxydantes des huiles essentielles sont depuis peu massivement
étudiées. Les huiles essentielles possédent de puissants composés antioxydants (Edris, 2007).
Le pouvoir antioxydant de ces huiles est développé comme substitut dans la conservation
alimentaire. Ce sont surtout les phénols et les polyphénols qui sont responsables de ce pouvoir
(Richard, 1992). Le thymol et le carvacrol sont encore une fois les composés les plus actifs.
Leur activité est en relation avec leur structure phénolique car les composés de ce type ont des
propriétés oxydo-réductrices et jouent ainsi un r6le important en neutralisant les radicaux
libres et en décomposant les peroxydes (Braga et al., 2006).

Activité antimicrobienne des huiles essentielles

En général, les différents microorganismes n’ont pas une sensibilité similaire vis a vis
des huiles essentielles. Parmi les microorganismes, Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus
(Gram positif), Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa (Gram 16 négatif), Candida
albicans (Levures) et Aspergillus niger (champignons) ont été les plus étudiés. Les
champignons montrent généralement une sensibilité supérieure par rapport aux bactéries et
parmi les bactéries, les Gram négatif apparaissent plus résistants que les Gram positif vis-a-
vis des huiles essentielles (Amaral et al., 1998; Cox et al., 2000).

L’activité¢ antibactérienne des huiles essentielles a été la plus étudiée. On distingue
deux sortes d’effets des huiles essentielles sur ces microorganismes : Effet bactéricide
(bacteéricide) exercant une activité létale et Effet bactériostatique (bactériostase) entrainant
une inhibition de la croissance. L’activité bactériostatique est souvent plus assimilable aux
huiles essentielles que 1’activité bactéricide. Cependant il a été démontré que certains
constituants chimiques des huiles essentielles ont des propriétés bactéricides (Kunle et al.,
2003).

7.2. Technique d’extraction des huiles essentielles

L’hydrodistillation consiste a immerger la matiére végétale dans un ballon contenant
de I’eau pour éviter des réactions de dégradations de la plante. Le mélange est porté a
¢bullition. Sous ’effet de la chaleur, de la vapeur d’eau se forme et le mélange «eau - huile»

distille selon le principe de distillation (Fernandez & Casale., 2015). Le mélange vapeur est
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ensuite refroidi et condensé moyennant un condenseur et récupéré (Fernandez & Casale.,
2015).

8. Activités Antimicrobiennes

Les qualités antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont connues depuis
I’antiquité. Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20éme si¢cle pour que les scientifiques
commencent a s’y intéresser. (Haddouche, 2008).

l'activité antimicrobienne des huiles et des extraits de plantes ont formé la base de
beaucoup d'applications, y compris, pharmaceutiques, médecine, thérapie naturelle et la
conservation des aliments (Sagdic et al., 2002).

Activité microbienne

L’ensemble des processus et des réactions biochimiques qui sont effectués par les
micro-organismes. Ces activités peuvent inclure la croissance, la reproduction, le
métabolisme, la dégradation des substrats organiques, la synthese de composés specifiques, la
résistance aux agents antimicrobiens, etc. (Tortora, 2019).

Un antimicrobien est une substance ou un agent qui détruit ou inhibe la croissance des
micro-organismes tels que les bactéries, les virus, les champignons ou les parasites. (Tortora,
2019).

La sensibilité des microorganismes a l'action des plantes est un domaine d'étude
fascinant en écologie et en microbiologie. Les plantes, en tant qu'organismes multicellulaires
immobiles, ont développé une multitude de mecanismes de défense pour se protéger contre
les microorganismes pathogenes et pour interagir avec ceux qui sont bénéfiques.

Certaines plantes produisent des métabolites secondaires spécifiques, tels que les
phytoalexines, qui sont des substances chimiques produites en réponse a une infection
microbienne. Ces métabolites peuvent avoir des effets antimicrobiens directs en inhibant la
croissance des microorganismes pathogenes ou en interférant avec leur cycle de vie. (Stout et
al., 2003).

8.1. Généralités sur les souches bactériennes étudiées

1. Bacillus : (Bacillus cereus et Bacillus subtilis)

Les bactéries du genre Bacillus sont des grands bacilles a Gram positif, groupés en chainettes.
La plupart sont des saprophytes du sol, de I'eau, de l'air et des plantes, comme Bacillus cereus
et Bacillus subtilis. Certains sont pathogénes pour les insectes. Bacillus cereus peut se

multiplier dans les aliments et y produire une entérotoxine qui provoque des diarrhées par un
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mécanisme similaire a celui de I'entérotoxine d'E.coli. Mais ces bactéries ne produisent que
rarement une infection chez I'homme (Pierre et Marie, 2007).

2. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus est une cocci (coque) a Gram positif qui se trouve sous forme
d’amas. C’est un germe ubiquitaire trés résistant, il se trouve dans 1’environnement ; dans
I’air, 1’eau, le sol et dans les aliments ; chez I’homme et les animaux : la peau et les
muqueuses (nasale, périnée, oropharynx) (Pierre et Marie, 2007).

3. Escherichia coli

Escherichia coli est un bacille Gram négatif sporulé, souvent mobile de la famille des
Enterobacteriaceae. C’est un hote normal ou pathologique de I’homme et des animaux, il est
trés résistant dans le milieu extérieur et c¢’est un indicateur de pollution fécale (Pierre et
Marie, 2007).

4. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa Communément appelé bacille pyocyanique est un bacille a
Gram négatif mobile. C’est une bactérie qui est répandue dans la nature, vivant dans ’eau et
dans le sol, on les retrouve également dans les hopitaux : dans les endroits humides, siphons
de lavabos notamment. Elles font aussi partie de la flore de transit de ’homme (on les
retrouve dans le tube digestif) (Pierre et Marie, 2007).

5. Klebsiella pneumoniae

Est le principal représentant du genre Klebsiella. Ce sont de gros bacilles a Gram
négatif, en forme de batonnet court de 1 a 2um sur 0,3, ils sont polymorphes, parfois
cocciformes, immobiles, entourés d’une capsule et appartiennent a la famille des
Enterobacteriaceae (Bugnicourt, 1995).

6. Proteus mirabilis

Ce sont des bactéries Gram négatif trés mobiles (pouvant envahir les milieux de culture)
qui se distinguent facilement des autres entérobactéries par leurs caractéres biochimiques
(uréase +, tryptophane désaminase +) et leur résistance naturelle a la colistine. C'est un
commensal du tube digestif. Proteus mirabilis vient au second rang, apres E.coli, dans
I'étiologie des infections urinaires de ville (10 % des cas). C'est une espéce bactérienne

habituellement sensible aux antibiotiques. (Pierre et Marie, 2007).
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7. Candida albicans
Candida albicans est l'espéce de levure la plus importante et la plus connue du genre
Candida. Elle se présente sous forme de cellules ovales ou rondes de 3 a 5 um de diamétre,
non sporulées, bourgeonnantes, parois minces (Bugnicourt, 1995).
9. Effet toxicologique de Laurus nobilis

Les feuilles de laurier et les huiles essentielles qu'elles contiennent ne semblent pas
avoir d'effets toxiques significatifs. Cependant, elles peuvent provoquer des réactions de
sensibilisation (dermatite de contact allergique) car elles renferment des lactones
sesquiterpéniques, dont le principal est le costunolide (Bruneton, 2002).

Les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisés sans risque.
Certaines huiles essentielles sont dangereuses lorsqu'elles sont appliquées sur la peau en
raison de leur pouvoir irritant (huiles riches en thymol ou en carvacrol), allergéne (huiles
riches en cinnamaldéhyde ou phototoxique (huiles de citrus contenant des furocoumarines).
D'autres huiles essentielles ont un effet neurotoxique, les cétones comme l'a-thujone sont

particulierement toxiques pour les tissus nerveux (Guba, 2001).
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I11. Matériel et méthodes

Lieu de I’expérimentation
Cette étude a été réalisée au sein du laboratoire de recherche de microbiologie et de
biologie végétale a I'université « Abd Elhamid Ibn Badis- Faculté SNV » de Mostaganem.

1. Matériel végétal

Les échantillons de feuilles de Laurus nobilis L. ont été récoltés dans deux régions
distinctes d'Algérie, notamment une zone c6tiere dans la wilaya de Mostaganem,
specifiguement a Sidi Ali, et une zone intérieure (Lardjem) dans la wilaya de Tissemsilt, au
cours du mois de février 2024. Ces feuilles ont été acheminées au laboratoire pour étre
nettoyées des impuretés avec de I'eau distillée, puis séchées. Ensuite, elles ont été pesees et
placées dans des sacs propres en vue d'études biologiques (Figure 9).

e
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Figure 9 : Coordonnées de la zone de récolte « (A) Mostaganem, Sidi Ali » « (B) Tissemsilt,
Lardjem » Google map.

1.1. Détermination du taux d’humidité
Afin de déterminer la teneur en eau (taux d’humidité) de deux zones de Laurus nobilis

(Mostaganem et Tissemsilt), une quantité de feuilles fraiches de masse Mf (100 g) a été

séchée dans une étuve de type Memmert a 45 °C pendant 5 jours (jusqu'a un poids constant).

La masse des feuilles séchées (Ms) a été mesuré a laide d'une balance de précision

(Bourkhiss et al., 2009). La teneur en eau est donnée par la formule ci-dessous:

T Eau % = (Pf - Ps / Pf) x 100

T Eau % : Taux d’humidité.
Pf : Poids végétale fraiche (g).
Ps : Poids végétale séche (g).
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La teneur en matiére seche est calculée selon la relation suivante:

Ms % =100 — T Eau%o.

1.2 Préparation des échantillons pour I'extraction:

Tous les essais qui suivent ont porté sur du matériel séché a l'air libre, a I'abri de la lumiere.
Le matériel végétal a été ensuite finement broyé a I’aide d’un moulin a couteaux ou a l'aide
d'un broyeur a bille afin de permettre une bonne extraction. Les poudres des échantillons
prépares sont ensuite, conservees dans des flacons a I'abri de la lumiére jusqu'a utilisation. La
conservation ce fait dans des flacons hermétiques au réfrigérateur. Toutes ces opérations
permettent de pallier a la dégradation de certains constituants et contribuent a l'inhibition de
toutes activités enzymatiques de leur dénaturation (Benamar, 2008).

1.3. Extraction des huiles essentielles

L’extraction de I’huile essenticlle de Laurus nobilis L. a été réalisée par hydro-

distillation simple Le dispositif de 1’hydro-distillation est représenté dans la (Figure 10).

1. Heating mantle 6. Condenser @

2 Water 7. Water in

3. Small pleces of L nobilis (leaves) 8. Water out

4. Water vapour and oll 9. Crude distillate (water + L nobilis EO)
5. Thermometer 10. Distilled solution of L. nobilis EO

Figure 10 : Dispositif d’extraction par Hydrodistillation
L'hydrodistillation, selon le protocole décrit par Taarabt et al. (2017), I’extraction de
I’huile essentielle de Laurus nobilis a été effectuée par hydrodistillation dans un appareil a
distiller de laboratoire a fonctionnement continu (Les feuilles fraiches ont été soumises a une
hydrodistillation a l'aide d'un appareil Clevenger entierement en verre).
Mode opératoire
300 g de feuilles de Laurus nobilis L. ont été pesés. Ces échantillons ont ensuite été
placés dans un ballon de distillation. 1,5 L d'eau distillée ont été ajoutés au ballon pour
immerger complétement les échantillons. Le systéeme de refroidissement (condenseur) a été

assemblé de maniere a étre connecté au ballon de distillation. Il a été vérifié que le réfrigérant

24



Partie expérimentale Chapitre Ill : Matériel et méthodes

Clevenger (ou un systéme similaire) était prét pour la collecte d'extraits volatils. Ensuite, le
chauffage de I'eau dans le ballon de distillation a été initié a l'aide du chauffe-ballon, et le
processus a été maintenu pendant une période de 3 heures.
1.3 Extraction des composés phénoliques

L’utilisation de composés bioactifs dans différents secteurs (pharmaceutique,
alimentaire et chimique) nécessite une méthode plus appropriée pour extraire ces composants
actifs des matiéres végétales. L'extraction consiste a separer les parties bioactives de tissus
végétaux des composants inactifs ou inertes en utilisant des solvants sélectifs dans les
procédures d'extraction (Handa, 2008). Dans cette étude, l'eau distillée a été utilisée comme
solvant.

Préparation d’extrait

L’extrait est préparé en suivant la méthode decrite par Ljubuncic et al. (2009) avec
quelques modifications. Cet extrait est obtenu a partir de I'infusion de 100 g de poudre des
feuilles dans 500 mL d’eau distillée sous agitation pendant 24 h. Ensuite une filtration par
papier filtre a été effectuée. Le filtrat est placé dans I’étuve a 45 °C pendant 48h et, conservé
par la suite a - 4 °C jusqu’a son utilisation.
1.4. Calcul du rendement d’extraction

Le rendement d’extraction (les huiles brutes, extrait brute) est défini comme étant le

rapport entre la masse d'extraction (les huiles brutes, extrait brute) obtenue aprés 1’extraction
et la masse de la matiére végétale traitée (Boutekedjir et al., 2003). Il est calculé selon la

formule suivante (Fadil et al., 2015) :

RE = (PE / PMV) x 100

RE : Rendement d’extrait (%)
PE : Poids de I’extrait (g)
PMV : Poids de matiere végétale (g)

2. Dosage des composes phénoliques

2.1. Dosage des polyphénols totaux
Principe
La teneur phénolique totale est habituellement déterminée colorimétriquement avec
un spectrophotométre en utilisant 1’essai de Folin-Ciocalteu. Les composeés phénoliques
réagissent avec le réactif de folin-ciocalteu. Le mélange d’acide phosphotungstique
(HsPW12040) et d’acide phospho-molybdique (HsPMO12040) est réduit, lors de 1’oxydation
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des polyphénols, en un mélange d’oxyde bleu de tungsténe (WsOz23) et molybdéne (MOsO23).
La coloration produite, dont I’absorption maximum est comprise entre 725 et 750 nm est
proportionnelle a la quantité des polyphénols présents dans I’extrait végétal (Boizot et
Charpentier, 2006).

Mode opératoire

Un volume de 0,2 mL d’extrait a été mélange avec 1 mL de Folin-Ciocalteu (5 %).
Aprés 5 minutes, on ajoute 800 mL d’une solution de carbonate de sodium (3,75 %). Le
mélange est incubé a température ambiante a I’obscurité pendant 30 min et ’absorbance est
lue @ 765 nm sur un spectrophotométre. L’acide gallique est utilis¢é comme standard de
référence. Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalents d’acide gallique par
gramme d’extrait sec (ug EAA/g ES) (Singleton et Rossi ,1965) (Annexe 2).

L’acide gallique est le standard le plus souvent employé dans la méthode au Folin-
Ciocalteu (Maisuthisakul et al., 2008). La concentration des polyphénols totaux est calculée
a partir de ’équation de régression de la gamme d’étalonnage, cette derniere est établie avec
le standard étalon d’acide gallique (0,01-0,1 mg/ mL), les résultats sont exprimes en
milligrammes d’équivalents d’acide gallique par gramme de matiére seche (mg EAG/g).

2.2. Dosage des flavonoides

La formation d’un complexe jaunatre, lors de I’ajout du chlorure d’aluminium, est
due a la fixation des ions AI3+ sur les atomes d’oxygene, présents sur les carbones 4 et 5 des
flavonoides. La quantité de flavonoides dans un extrait devrait étre déterminée selon le
flavonoide prédominant, cependant la quercétine est largement utilisée comme standard pour
la détermination de la teneur des flavonoides dans un échantillon (Bahorun et al., 1996)
(Annexe 2).

Mode opératoire

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3) citée par Chang et al. (2002) est
utilisée pour quantifier les flavonoides dans nos extraits. Le protocole du dosage consiste a
mélanger, dans des tubes a essai, 1000uL d’extrait dilué avec 1000 puL de solution d’AICI3
(2%). Aprés 10 mn d’incubation a température ambiante et a 1’abri de la lumicre, la lecture
des absorbances est faite a 430 nm.

La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage
linaire réalisée par la quercétine a différentes concentrations (0,001-0,01mg/ mL) dans les
mémes conditions que I’échantillon. Les résultats sont exprimés en milligrammes

d’équivalent de quercétine par gramme de matiére seéche (mg EQ/g).
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3. Détermination de ’activité antioxydante
3.1. Test de DPPH

De nombreuses methodes sont utilisées pour I’évaluation de I’activité antioxydante, in
vitro et in vivo des composés phénoliques purs ou d’extrait. Dans notre étude nous avons
utilisé des tests chimiques qui mesurent la réduction du radical stable le DPPH (2,2-Diphényl-
1-picrylhydrazyl) (Sharma et al., 2009 ; Bourkhiss et al., 2010)(Figure 11).

Principe

Le DPPH (2,2-Diphényl 1-Picrylhydrazyle) (Figure 11) est un radical libre stable de
couleur violacée qui absorbe a 515nm. En présence de composeés anti-radicalaires, le radical
DPPH est réduit et change de couleur en virant au jaune, les absorbances mesurées a 515 nm
servent a calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPH, qui est proportionnel au
pouvoir anti-radicalaire de I’échantillon (Molyneux, 2004).

Mode opératoire (DPPH)

La procédure décrite par Thaiponga et al. (2006) a éte suivie pour evaluer I'effet de
capture des radicaux libres des extraits de Laurus nobilis sur le radical DPPH. Des volumes
de 150 pL d'extraits a diverses dilutions ont été mélangés avec 2850 uL de solution de travail
de DPPH (24 mg/100 mL dans le méthanol a été dilué pour obtenir une absorbance de 1,1 +
0,02 a 515 nm) pendant 30 minutes. L'absorbance a ensuite été enregistrée a 515 nm. L'acide
ascorbique a été utilisé comme étalons dans les mémes conditions. Le % d'inhibition des

extraits a été calculé selon la formule suivante :

Les concentrations d'échantillons fournissant 50% de I'effet antioxydant (ICso) ont été
déterminées en utilisant les graphiques des pourcentages d'effet antioxydant par rapport aux

concentrations d'échantillons (Ziani et al ., 2019).

VIOLET JAUNE

Figure 11: Mécanisme de réduction du radical libre DPPH par un antioxydant (Cillard,
2006).
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4, Détermination de P’activité antimicrobienne

L’étude de Il’activité antimicrobienne de Laurus nobilis a été effectuée par les

meéthodes suivantes :
e Technique de diffusion en puits et disques.
. Détermination de la concentration minimale inhibitrice(CMI) et la
concentration minimale bactéricide (CMB)
Tableau 2 : Souches bactériennes utilisees

Les souches Code
Staphylococcus aureus ATCC25923
Escherichia coli ATCC25922

Pseudomonas aeruginosa ATCC27853

Klebsiella pneumoniae ATCC7603
Proteus mirabilis ATCC35659
Bacillus cereus ATCC10876
Bacillus subtilis ATCC6633
Candida albicans ATCC10231

Réactivation et I’inoculum des souches bactériennes

Une colonie de chaque souche ont été inoculés dans 10 mL de bouillon nutritif (Figure

12). Apres 24h d’incubation a 37 °C, les inoculums ont été ajustés a 0,5 MC Ferland (107

UFC/mL) soit a une DO qui s’étend de 0,08 a 0,10 a 525 nm (Institut Pasteur) (Figure 12).

Pipette Pasteur

Bec Bunsen pour
zone stérile

Culture de

bactéries :
«—— Bouillon

nutritif

Figure 12 : Réactivation des souches (Institut Pasteur).
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4.1. Technique de diffusion en milieu solide

La méthode de diffusion tres utilisée en microbiologie (antibiogramme), repose sur la
diffusion du composé antimicrobien en milieu semi solide (gélose molle), I’effet du produit
antimicrobien sur la cible est apprécié par la mesure d’une zone d’inhibition, et en fonction du
diamétre d’inhibition la souche du microorganisme sera qualifiée de sensible, d’intermédiaire
ou de résistance. Dans la technique de diffusion il y a compétition entre la croissance du
microorganisme et la diffusion du produit testé (Broadasky et al., 1976).
4.2. Meéethode de diffusion en disques

Un volume de suspension microbienne standardisée a 108 UFC/ mL (Haddouchi et al.,
2009) a été ensemencé par étalement sur un milieu de culture gélosé Mueller Hinton. Des
disques stériles ont été déposés a I’aide d’une pince stérile a la surface du milieu. 5 pl d'huiles
essentielles de Laurus nobilis ont été ajoutées sur chaque disque. Ensuite, les boites de Petri
ont été fermées et laissées a température ambiante pendant 15 minutes avant d'étre incubées a
37 °C pendant 24 heures. La lecture des résultats a été effectuée en mesurant la zone
d'inhibition, représentée par une auréole formée autour de chaque disque ou aucune

croissance n'est observée.

4.3. Méthode de diffusion en puits

15 mL de gélose MH ont été versés dans chaque boite de Pétri. Apres refroidissement
et solidification du milieu de culture sur la paillasse, 100 pl de suspension bactérienne a tester
ont été étalés en surface de la gélose pour chaque boite. Les boites ont ensuite été laissees sur
la paillasse pendant 30 minutes. Des puits de 6 mm de diameétre ont ensuite été créés a l'aide
d'un embout stérile. Un volume de I’extrait dilué dans du DMSO a différentes concentrations
(50, 100, 150 mg/ mL) a été ajouté dans les puits. Les boite de pétri ont été incubées a 37°C
pendant 24h pour permettre la bonne diffusion de la substance antibactérienne (Doumandji et
al., 2010). La présence de zone d’inhibition formée autour des puits est examinée aprés 18 a
24h d’incubation (Hwanhlem et al., 2011) . La lecture des résultats se fait par la mesure des

diametres des zones d’inhibition apparaissant.

4.4. Détermination de la concentration minimale inhibitrice(CMI) et la

concentration minimale bactéricide (CMB)

Par méthode de microdilution, a pour but de déterminer la concentration minimale

inhibitrice (CMI) et la concentration minimale bactéricide (CMB) d'une souche bactérienne.
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Ces concentrations nous permettent de connaitre la nature de I’activité antibactérienne
des huiles essentielles et I’extrait de Laurus nobilis. La méthode de microdilution est
effectuée en milieu liquide sur microplaque.

Le principe de la méthode repose sur la détermination de la plus faible concentration
d’un agent antimicrobien, nécessaire pour inhiber la croissance d’un microorganisme
(Derwich et al., 2010). Consiste a ensemencer, par un inoculum standardisé, une gamme de
concentration décroissante en huile essentielle. Aprés incubation, I’observation de la gamme
permet d’accéder a la concentration minimale inhibitrice (CMI) (Chebaibi et al., 2016).

4.5. Determination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Pour la détermination de la CMI individuelle de I'extrait et des huiles essentielles de
Laurus nobilis contre les souches bactériennes, nous avons utilisé la méthode de
microdilution. Les solutions meres des huiles essentielles et de I'extrait de Laurus nobilis ont
été préparées en les dissolvant dans du diméthylsulfoxyde (DMSO).Les solutions meres sont
ensuite diluées de maniere geométrique pour obtenir les dilutions suivantes : 1/2, 1/4, 1/8,
1/16, 1/32, 1/64 et 1/128.Un volume final de 200 pl dans chaque puits de microplaque
contenant 90 ul de MHB (Bouillon Mueller Hinton) et 10 pl de la suspension microbienne de
108 UFC/ mL complété par 100 pl de chaque dilution de I'extrait ou des huiles essentielles.
Les microplaques ont été incubées a 37 °C pendant 24 h. La détection de la croissance des
différents germes se fait par I'ajout d'un 40 ul d'une solution a 0,4 mg / mL de Triphényl
Tétrazolium Chloride (TTC) (indicateur de croissance bactérienne) dans chaque puits est
incubée a 37 ° C pendant 30 min Une couleur rose apparait suite a la croissance bactérienne.
(Sharma et al., 2020) (Figure 13).
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Les souches
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Figure 13 : Dispositif d’une microplaque 96 puits pour la détermination de la concentration

minimale inhibitrice CMI  SM : solution mére C+ : control positif C- : control négatif.

4.6. Determination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

La détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB) des huit souches étudiées
a été réalisée en utilisant I'extrait et les huiles de la plante Laurus nobilis, conformément au
protocole décrit par Moroh et al. (2008), avec quelques modifications. Pour cette
détermination, le tube témoin (inoculum) a été dilué dans de I'eau physiologique jusqu'a 10,
représentant 0,01% de survie du microorganisme. Ensuite, il a été ensemencé par strie de 5
cm sur une Gélose Mueller Hinton et incubé a 37 °C pendant 24 heures. Le nombre de
colonies bactériennes obtenues sur la strie de la dilution 10 a servi de référence une aliquote
est prélevée a partir de cultures au niveau des puits ne présentant pas de turbidité visible, et
ensemenceée sur Gélose Mueller Hinton et incubé a 37°C pendant 24 heures (Figure 14).

Le rapport CMB/CMI a également été calculé pour mettre en évidence la nature de l'effet
antibactérien des huiles essentielles et des extraits testés. Lorsque le rapport est inférieur a 4,
les huiles essentielles et les extraits sont considérés comme bactéricides, et lorsque le rapport

est supérieur a 4, ils sont considérés comme bactériostatiques (Marmonier, 1990).

\ Prise d'une colonie j —> Incubation 37C°/24H

— D0:(0.08-0.1)
—
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Figure 14: Préparation des solutions meres (inoculums) et détermination de CMB.
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5. Analyse statistique

Les tests ont été exprimés par la moyenne de trois essais avec *+ I'écart type. L’analyse
statistique a été réalisée en utilisant le logiciel Minitab.21, par 1’analyse de la variance

(ANOVA). Les valeurs de P-value <0.05 sont considérees comme significatives.
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V. Résultats et discussion

1. Détermination du Taux d’humidité

Le taux d’humidité est réalisé dans le but d’estimer la teneur en eau des plantes étudiées. Les
résultats obtenus montrent que Laurus nobilis de Mostaganem et de Tissemsilt présentent des
valeurs diminuées en eau. Toutefois, la valeur d’eau est presque la méme pour les deux
échantillions: Laurus nobilis de Mostaganem (45,55 %) et Laurus nobilis de Tissemsilt (47,67
%). Cela signifie que moins de la moitié du poids de la plante fraiche est constituée d’eau,

tandis que le reste du poids de la plante correspond a la matiére seche (Figure 15).

Figure 15 : Taux d’humidité des feuilles séches de Laurus nobilis pour les deux zones

Les résultats obtenus pour les deux échantillions sont presque similaires. De maniere
analogue, Barahmi et al. (2008) ont trouvé un taux d’humidité élevé (47,1 %) pour le laurier
de la région El-kala. II est bien établi que le taux d’humidité dépend de plusicurs facteurs liés

a la plante et/ou aux conditions environnementales (Hopkins, 2003).

2. Détermination du rendement d’extraction

2.1. Rendement d’extraction des huiles essentielles

Une extraction par hydrodistillation de 300 g de notre plante séche dans 1800 mL d’eau
distillée a été réalisée pour Laurus nobilis de Mostaganem avec un rendement de 0,4 % et
pour Tissemsilt avec un rendement de 0,8 % au mois de février. En comparaison avec
d'autres régions différentes d’ Algérie, notre résultat se rapproche de celui de I’étude de Fekih
(2014) qui a été menée au niveau de la région de Tlemcen-Nedroma avec un rendement de
0,42 %. Le rendement d'extraction en huiles essentielles de Laurus nobilis a Béjaia était de
0,53 % au mois de janvier (Saidi, 2015). Les rendements provenant de la région d’El Kala
étaient de 0,71 % (Ouibrahim, 2015). Ces variations de rendement en huile essentielle de
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Laurus nobilis illustrent que cette quantité peut varier en fonction de plusieurs facteurs tels
que le génotype des espéces récoltées, le processus de séchage, la période de récolte, les
facteurs edaphiques et climatiques, ou encore l'état physiopathologique de la plante. De plus,
ces différences peuvent également étre liées au type de technique d'extraction et aux étapes de
la récupération (Wogiatzi et al., 2011)
2.2. Rendement d’extraction des extraits phénoliques

A partir de la poudre de feuilles de L.nobilis, des extraits phénoliques ont été effectuées
avec de l'eau distillée. En analysant les rendements en extraits bruts, des différences
significatives ont été constatées entre Laurus nobilis de Mostaganem et de Tissemsilt pour
I'extrait. Le rendement de l'extrait de Mostaganem était de 11 %, tandis que celui de
Tissemsilt atteignait 16 % (Tableau 3).

Tableau 3 : Rendements d'extraction pour I'extrait de Laurus nobilis

Zone geographique Matiere premiére (g)  Rendement extrait (%)
Laurus.n Mostaganem 100 11
Laurus.n Tissemsilt 100 16

Le méme rendement de I'extrait de Laurus nobilis de la région de Tissemsilt a été
rapporté comme étant de 16,27% dans I'étude menée par Athmane et Azza (2023). Ceci est
proche du rendement de 18,57% mentionné dans lI'étude de Miliani (2018). D'autre part, le
rendement de 12,52% indiqué par Boutoumou et Ziat (2020) se rapproche davantage de celui
Laurus nobilis de Mostaganem. Ces différences de rendement peuvent étre attribuées aux

variations dans les composants des feuilles et aux conditions environnementales.
3. Propriétés physiques des extraits et des huiles essentielles
3.1. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles de laurier de Mostaganem et de Tissemsilt se caractérisent par
leur apparence généralement transparente a jaune clair. Elles ont une texture liquide et fluide,

et dégagent un parfum chaud et épicé avec des notes herbacées (Tableau 4).

Tableau 4: Propriétés physiques des huiles essentielles de Laurus nobilis Mostaganem et de

Tissemsilt.
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Zone géographique (HE) Apparence Texture Odeur
HE Mostaganem Transparent a jaune clair Liquide et fluide chaud épicé
HE Tissemsilt Transparent & jaune clair Liquide et fluide chaud épice

3.2. Extraits phénoliques

L'extrait phénolique de Laurus nobilis de Mostaganem se distingue par sa texture
dense et visqueuse, d'une couleur brun foncé, avec une odeur d'épices prononcée. En
revanche, l'extrait de Tissemsilt présente une texture visqueuse prononcée et moins dense,

avec une couleur marron clair. L'odeur épicée caractéristique est présente dans les deux

extraits, bien que légérement plus douce dans celui de Tissemsilt. (Tableau 5) (Figure 16).

Figure 16: Résultats d’extraction par solvant (évaporation) (A) extrait Tissemsilt (B) extrait

Mostaganem.

Tableau 5: Propriétés physiques des extraits du Laurus nobilis de Mostaganem et Tissemsilt.

Extrait Texture Couleur Odeur
Laurus nobilis Dense et visqueuse prononcée Marron foncé Epices
mostaganem
Laurus nobilis moins dense et visqueuse Marron clair Epices
Tissemsilt prononcee

4. Dosage des composés phénoliques
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Les quantités de Polyphénol et de Flavonoides sont déterminées a partir des équations
de régression linéaire de chaque courbe d'étalonnage, exprimées successivement en
milligrammes équivalents d'acide galligue (mg EAG) et en milligrammes équivalents de

Quercétine (mg EQ) par (g) d'extrait (Figure 17).
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Figure 17 : A- Courbe d’étalonnage des polyphénols totaux B -Courbe d’étalonnage des
flavonoides.
4.1. Dosage des polyphénols totaux
Les teneurs des extraits de feuilles de Laurus nobilis (Tableau 6) ont été exprimées en
équivalent d’acide gallique a partir de la courbe d’étalonnage réalisée. Les résultats sont
représentes dans le tableau suivant :

Tableau 6 : Teneur de polyphénol en mg EAG/g

Extrait Laurus nobilis Mostaganem (mg EAG/Q) 6.79

Extrait Laurus nobilis Tissemsilt (mg EAG/Q) 6.18

Les résultats montrent que les teneurs moyennes en polyphénols totaux des extraits de
Laurus nobilis des deux zones d'étude (Mostaganem et Tissemsilt) sont relativement proches.
La moyenne des polyphénols totaux pour Laurus nobilis Mostaganem est de 6,790,940 mg
EAG/g, tandis que celle pour Laurus nobilis Tissemsilt est de 6,180,233 mg EAG/g. La
différence entre ces valeurs moyennes n'est pas statistiquement significative, comme l'indique
la valeur de p de 0,340 (P-value > 0,05).

Dans une étude comparative, nos résultats sont supérieurs a ceux trouvés par Biljana et
Djendji (2019), ayant travaillés sur les extraits des feuilles de Laurus nobilis L avec la
méthode de Folin Ciocalteu. Ils ont relevé des valeurs (4,53 +0,02 ; 3,96+0,08 ; 2,41+0,04 mg
EAG/g) respectivement, donc la teneur de notre plante est légerement supérieur a celle

rapportée par leur étude.
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4.2. Dosage des flavonoides

Dans notre étude, 1’évaluation des teneurs des extraits de feuilles de Laurus nobilis en
flavonoides a été déduite de la courbe d’étalonnage réalisée avec la quercitrine et les valeurs
sont exprimées en mg Eq quercitrine/g d’extrait. Les résultats sont représentés dans le tableau
suivant (Tableau 7) :

Tableau 7 : Teneur de flavonoides en mg EQ/g.

Extrait Mostaganem Laurus nobilis (mgEQ/q) 44

Extrait Tissemsilet Laurus nobilis (mgEQ/g) 31,02

Les extraits de Laurus nobilis de Mostaganem présentent une teneur moyenne en
flavonoides légerement élevée (44+9,76 mg EQ/g) par rapport a ceux de Laurus noblis
Tissemsilt (31,02+0,885 mg EQ/g). Cependant, la différence n'est pas statistiquement
significative (P-value = 0,083). Les différences de teneur en flavonoides entre les
échantillons des deux zones pourraient étre influencées par des facteurs environnementaux qui
peuvent influencer la biosynthése des flavonoides dans les plantes.

Dans une étude comparative, de Bouloufa et Chetioui (2017) I’extrait a enregistré une
teneur importante de 37,85 mg Eq quercétine/g d'extrait. Ce résultat est proche de celui
obtenu dans notre étude.
5. Activité antioxydante

Radicale libre DPPH : L'activité antiradicalaire des extraits et les huiles de Laurus
nobilis (laurier noble) a été évaluée en utilisant une méthode spectrophotometrique. Cette
méthode consiste a mesurer la capacité des extraits et huiles a réduire le radical DPPH (2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyle), un composé chimique violet qui devient jaune lorsqu'il est
réduit. (Figure 18).

Figure 18 : Radical DPPH changement de couleur.
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Figure 19 : Courbe d’étalonnage d’acide ascorbique.

Différentes concentrations ont été employées pour chaque huiles essentielles et extrait
phénolique , et les pourcentages d’inhibition ont été calculées pour chaque concentration, les
graphes représentant les pourcentages d’inhibition en fonction de la concentration nous ont
permis de déterminer les valeurs des ICso ; Ces valeurs correspondent aux concentrations
nécessaires en substrat (dans ce cas en huiles essentielles) pour piéger 50% du radical libre
DPPHe (Molyneux, 2004).
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Figure 20 : Courbes test DPPH des huiles essentielles et des extraits phénoliques de Laurus nobilis

(I%):taux d’inhibition EX : Extrait HE : huiles essentielles.
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La détermination des valeurs d'ICso se fait graphiquement selon I'équation (y=ax+b),
ou l'abscisse représente la concentration de I'extrait et des huiles, et I'ordonnée représente
I'activité antioxydante en pourcentage. La valeur de chaque ICso exprime la concentration de
I'extrait nécessaire pour réduire de 50% le DPPH en solution.

Les Huiles essentielles de Laurus nobilis de Tissemsilt et de Mostaganem possédent
des propriétés antioxydantes significatives, bien que moins puissantes que celles de l'acide
ascorbique (Figure 19). L'HE de Mostaganem, avec une 1C50 de 1,95+0,332 mg/ mL, se
rapproche davantage de l'activité de l'acide ascorbique que I'HE de Laurus nobilis Tissemsilt
2,70+0,727 mg/ml. Les analyses statistiques confirment que ces différences sont significatives
(P-value < 0,05), suggérant que les huiles essentielles de Laurus nobilis peuvent étre de bons
candidats pour des applications antioxydantes, bien que leur efficacité soit inférieure a celle
de l'acide ascorbique.

Nos résultats concernant la concentration 1C50 pour l'activité de piégeage des radicaux
DPPH des feuilles de Laurus nobilis L. sont en accord avec ceux obtenus par dautres
chercheurs. Par exemple, Ouibrahim et al., (2013) ont rapporté une valeur IC50 de 1.5 mg/
mL pour DPPH. De plus, Miliani (2018) a trouvé une valeur IC50 de 1.34 mg/ mL DPPH
dans son étude phytochimique des feuilles de Laurus nobilis L.

Les Extraits de Laurus nobilis de Tissemsilt et de Mostaganem présentent des propriétés
antioxydantes significatives, bien que moins puissantes que celles de l'acide ascorbique.
L'extrait de Laurus nobilis Tissemsilt, avec une 1Cso de 2,618+0,305 mg/ml, se rapproche
davantage de l'activité de I'acide ascorbique que celui de Laurus nobilis Mostaganem 1Cso =
3,651+1,139 mg/ml. Les analyses statistiques confirment que ces différences sont
significatives (P-value < 0,05), suggérant que les extraits de Laurus nobilis peuvent étre de
bons candidats pour des applications antioxydantes, bien que leur efficacité soit inférieure a
celle de l'acide ascorbique. "Pour d'autres chercheurs, Tchombé et al. (2013) ont signalé une

concentration 1Cso de 3 mg/ mL pour DPPH dans leurs extraits.
6. Activité antibactérienne des huiles essentielles et des extraits phénoliques

Le tableau 9 présente les résultats des observations microscopiques des souches

étudiées :
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Tableau 8: Coloration de Gram (Observertion microscopique).
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6.1. Evaluation de I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion sur
disque
Nous avons testé ’activité antibactérienne des huiles essentielles de Laurus nobilis

avec un témoin DMSO (résultat negatif) (Figure 21) par la méthode de diffusion sur disque

de huit souches bactériennes.

Figure 21 : Témoin DMSO (résultat négatif).
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L’activité antibactérienne se traduit par ’apparition d’une zone d’inhibition autour du
disque. Les résultats montrent une inhibition de la croissance bactérienne proportionnelle au
diamétre de la zone d’inhibition (Tableau 9; Figure 22 et 23)

Selon le diametre de la zone d’inhibition obtenu, la sensibilité des germes est classée dans
I’une des catégories suivantes :

D <8 mm : Souches résistantes (-).

9 mm < D <14 mm : Souches sensibles (+).

15 mm< D <19 mm : Souches tres sensibles (++).

D > 20 mm : Souches extrémement sensibles (+++) (Ponce et al., 2003).

Tableau 9 : Activité antibactérienne des huiles essentielles Laurus nobilis Mostaganem et

Tissemsilt réalisé par la méthode de diffusion sur disque

La souche Code zone d’inhibition zone d’inhibition
(mm) (mm)
TISSEMSILT MOSTAGANEM
Staphylococcus ATCC25923 20.24+7,816" 23,02+7,816"
aureus
Escherichia coli ATCC25922 14,40+2,2408 14,79+2 2408
Pseudomonas ATCC27853 12.66+7,2428¢ 13.547,242B¢
aeruginosa
Klebsiella ATCC7603 9,80+1,916¢ 11,81+1,916¢
pneumoniae
Proteus mirabilis | ATCC35659 19,73+6,356" 19,37+6,356"
Bacillus cereus ATCC10876 14,14+4,9218¢ 14,32+4,9218¢
Bacillus subtilis ATCC6633 15,23+3,825° 13.61+3,825°
Candida albicans | ATCC10231 20,61+5,8224 20.05+5,8224
DMSO 0000 0000
+ Ecart type
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Candida albicans

Klebsiella pneumoniae Pseudomonas aeruginosa

Figure 22 : Activité antibactérienne des huiles essentielles Laurus nobilis Mostaganem avec
huit souches bactériennes.
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Bacillus subtilis

Klebsiella pneumoniae Pseudomonas aeruginosa

Figure 23 : Activité antibactérienne des huiles essentielles Laurus nobilis Tissemsilt avec

huit souches.
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Figure 24 : Représentation graphique de I’activité antibactérienne des huiles essentielles

Laurus nobilis de Tissemsilt réaliser par la méthode de diffusion sur disque.
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Figure 25 : Représentation graphique de I’activité antibactérienne des huiles essentielles Laurus

nobilis de Mostaganem réaliser par la méthode de diffusion sur disque.

Les huiles essentielles de Laurus nobilis Mostaganem et de Tissemsilt ont montré
des effets similaires sur les huit souches microbiennes testées. Les analyses des zones
d'inhibition révélent que, malgré de légeres différences, les huiles essentielles des deux
régions présentent une efficacité antimicrobienne similaire. Les résultats indiquent que la
composition chimique des huiles essentielles dans ces deux régions affecte de maniére

similaire la croissance des micro-organismes, suggérant que les facteurs géographiques n'ont
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pas entraine de différences significatives dans I'activité antimicrobienne des extraits (P-value
=0.870).

Tandis que, La sensibilité des différentes souches microbiennes aux huiles essentielles
de Laurus nobilis varie considérablement, comme le montrent les zones d'inhibition
observées. Parmi les huit souches testées, Staphylococcus aureus et Candida albicans
présente la plus grande sensibilité, indiquant une forte activité antimicrobienne des huiles
contre cette bactérie. En revanche, les zones d'inhibition observées pour Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus et Bacillus subtilis
montrent des zones d'inhibition relativement faibles, ce qui suggere une sensibilité réduite de
ces souches aux huiles de Laurus nobilis. En outre Proteus mirabilis présente une sensibilité
moderée a I'huile de Laurus nobilis, Cette disparité dans la sensibilité entre les souches peut
étre influencée par divers facteurs, notamment la composition chimique de l'huile et les
mécanismes de résistance spécifiques a chaque espece bactérienne. Le résultat indiquant
I'absence de zone d'inhibition autour du disque imprégné de DMSO suggere qu'il n'y a pas

d'activité antibactérienne du DMSO contre les souches bactériennes testées.

Des résultats presque similaires ont été rapportés par Kheyar et al, (2014), qui ont
également constaté que Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa
sont sensibles. Cependant, Staphylococcus aureus s’est montré la plus sensible aux huiles de
Laurus nobilis. De plus, Tahraoui et al. (2020) ont trouvé que la plus grande zone

d’inhibition était enregistrée avec Staphylococcus aureus.

Les huiles essentielles de Laurus nobilis présentent une activité antimicrobienne
variable contre les différentes souches bactériennes testées. Les données suggerent que les
huiles de Laurus nobilis Mostaganem et de Tissemsilt ont un effet similaire sur ces souches.
6.2. Evaluation de P’activité antibactérienne par la méthode de diffusion sur puits

Nous avons testé 1’activité antibactérienne de 1’extrait de Laurus nobilis de trois

différentes concentrations (50; 100; 150 mg/ mL) avec un témoin DMSO (Figure 24)
(résultat négatif) par la méthode de diffusion sur puits de huit souches bactériennes.
L’activité antibactérienne se traduit par I’apparition d’une zone d’inhibition autour des
puits. Les résultats montrent une inhibition de la croissance bactérienne proportionnelle au
diamétre de la zone d’inhibition. (Tableaul0-11)(Figure26-29).
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Tableau 10 : Activité antibactérienne des huiles essentielles Laurus nobilis Mostaganem
réalisé par la méthode de diffusion par puits.

Les souches Code Zone d’inhibition (mm) MOSTAGANEM

50 mg/ml 100 mg/ml 150 mg/mi
Staphylococcus ATCC25923 13,51+1.090°F 14,5+1.198PF 15,78+1.4815PF
aureus
Escherichia coli ATCC25922 11,04+0.999¢ 12,02+0,935"F 12,19+1.755¢
Pseudomonas ATCC27853 14,86+6.875°PF 13,61+7.718PF 15,84+2.828CPE
aeruginosa
Klebsiella ATCCT7603 12,08+1.220° 14,09+2.50°F 12,51+1.544F
pneumoniae
Proteus mirabilis ATCC35659 | 24,96+3.33"E¢ 24,15+3.29" 23,31+2.69"
Bacillus cereus ATCC10876 | 16,49+1.26°°°F | 16,06+0.802°"F | 16,18+0.9805°¢
Bacillus subtilis ATCC6633 11,61+1.919°F | 13,29+1.992°P | 12,96+2.270%PF
Candida albicans ATCC10231 16,85+3.055P 18,22+2.005"8°0 | 20,34+4.89°B¢
DMSO 00+00 00+00 0000

(%) : écart type

Tableau 11 : Activité antibactérienne des huiles essentielles Laurus nobilis Tissemsilt réalisé

par la méthode de diffusion par puits.

Les souches Code Zone d’inhibition (mm) TISSEMSILT
50 mg/mi 100 mg/mi 150 mg/mi

Staphylococcus aureus | ATCC25923 | 12,03+1,090°F 12,82+1,198°PF | 16,47+1,4815CPE
Escherichia coli ATCC25922 | 12,57+0,999% 13,50+1,959°F | 13,28+1,755°F
Pseudomonas ATCC27853 | 18,53+6,875¢PE 20,02+7,71BPE | 16,32+2,825CPE
aeruginosa
Klebsiella pneumoniae ATCC7603

10,03+1,220F 10,24+2 50PF 9,86+1,544F
Proteus mirabilis ATCC35659

19,94+3,33/8¢ 25,7+3,29% 23,08+2,69*
Bacillus cereus ATCC10876

16,92+1,265CPF 15,37+0,802CPF | 17,27+0,980BCPE
Bacillus subtilis ATCC6633

14,74+1,91°PF 14,63+1,992CPF | 16,30+2,270CPE
Candida albicans ATCC10231

19,97+3,055C0 18,7242,007BP | 18,74+4,8975¢
DMSO 00+00 00+00 00+00
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Figure 26 : Présentation graphique de I’activité antimicrobienne d’extrait Laurus nobilis

Mostaganem la méthode de diffusion en puits a différents concentrations.
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Figure 27: Présentation graphique de I’activité antimicrobienne d’extrait Laurus nobilis
Tissemsilt la méthode de diffusion en puits a différents concentrations (50; 100; 150 mg/ mL).
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Klebsiella pneumoniae Pseudomonas aeruginosa

Figure 28 : Evaluation de I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion sur puits

extrait de Mostaganem.
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Pseudomonas aeruginosa

Klebsiella pneumoniae

Figure 29 : Evaluation de I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion sur puits

extrait de Tissemsilt.
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L'effet des extraits de Laurus nobilis de Mostaganem et de Tissemsilt est similaire
pour la plupart des souches (p=0.190). Cependant, I'extrait de Laurus nobilis présente une
activité antimicrobienne variable selon les souches bactériennes et fongiques testées. La
souche de Proteus mirabilis montre la plus grande sensibilité, indiquant une forte activité
antimicrobienne contre cette bactérie, tandis que Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli et
Bacillus subtilis montrent des zones d'inhibition relativement faibles, ce qui suggére une
sensibilité réduite de ces souches aux extraits de Laurus nobilis. En revanche, les zones
d'inhibition observées pour Candida albicans, Staphylocoocus aureus, Bacillus cereus et
Pseudomonas aeruginosa, ce qui suggere une sensibilité modérée de ces souches aux extraits
de Laurus nobilis.Les concentrations de 150 mg/mL montrent une activité antimicrobienne
significativement plus élevée (P-value = 0,048) par rapport a la concentration de C50 (P-
value = 0,011) et C100 (p=0.605).

La variation des diamétres des zones d’inhibition des différentes concentrations
confirme ’activité antibactérienne qui est due aux différents agents chimiques présents dans
I’extrait tel que les composés phénoliques qui sont classifiés comme composés antibiotiques
tres actifs (Rojas et al., 1992 ; Marjorie, 1999), ces composés causent des dommages au
niveau de la membrane externe des bactéries ce qui entraine une augmentation de la
perméabilité (Lambert, 2001).

Nos résultats sont similaires a ceux trouvés par Mahimoud et Kemmouche (2023).
Ils ont montré que les bactéries P. aeruginosa, Staphylococcus aureus et Bacillus cereus
présentent une sensibilité modérée a trés élevée a ’extrait de Laurus nobilis, avec des
diametres d'inhibition allant de 11 £ 0,20 mm a 16 + 0,01 mm respectivement.

6.3. Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

Nous avons déterminé les concentrations minimales inhibitrices des huiles essentielles et
des extraits de Laurus nobilis par la technique de micro-dilution. La CMI est déduite apres
incubation a partir du premier puits de la gamme dépourvu de croissance bactérienne visible.
La croissance bactérienne est indiquée par la présence d'une coloration rouge dans les puits.
"Les résultats obtenus sont résumeés dans les tableaux en terme de (+) et (-) : (Tableau 12-15)

(+) : Présence des bactéries.
(-) : Absence des bactéries.
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Tableau 12 : Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) HE
Mostaganem.

Les concentrations %

Les souches 10 5 25 125 0625 031 015 007 C+ C-
Candida albicans - - - - - - - - + .

Escherichia coli - - - - + + + + + -

Staphylococcus - - - - + + + + + -

aureus

Klebsiella - - - + + + + + + -

pneumoniae

Proteus mirabilis - - - + + + + + + -

Pseudomonas - | - - + + + + + + -

aeruginosa

Bacillus cereus - - - - + + + + + -

Bacillus subtilis - - - + + + + + + -

Tableau 13 : Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) HE Tissemsilt.

Les concentrations %
Les souches 10 | 5 | 25 |125|0.625|0.31| 0.15 0.07 | C+ | C-
Candida albicans - - - - - - - - + i
Escherichia coli - - - - + + + + + -
Staphylococcus - - - - + + + + + -
aureus
Klebsiella - - - + + + + + + -
pneumoniae
Proteus mirabilis - - - + + + + + + -
Pseudomonas - - - + + + + + + -
aeruginosa
Bacillus cereus - - - - + + + + + -
Bacillus subtilis - - - + + + + + + -

Tableau 14 : Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) Extrait
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6.4. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

Inhibitrice (CMI) extrait

Dans le cadre de notre étude, les concentrations minimales inhibitrices (CMI) ainsi que

les concentrations minimales bactéricides (CMB) des huiles essentielles et de I'extrait de

Laurus nobilis de Mostaganem et de Tissemsilt ont été déterminées. Ces concentrations sont

mesurées dans le but de définir l'efficacité antibactérienne des huiles essentielles et des

extraits contre les souches étudiées. Une activité bactériostatique (CMB/CMI > 4) et une

activité bactéricide (CMB/CMI < 4). (Marmonier, 1990)(Tableau 16-17mo).

Tableau 16 : Determination de la CMI et CMB pour les huiles essentielles de Laurus nobilis
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CMI (Concentration Minimale Inhibitrice) des huiles essentielles et extraits

HE Laurus nobilis HE Laurus nobilis
MOSTAGANEM TISSMESILT
Les souches CMI% | CMB% | CMB/CMI | CMI% | CMB% | CMB/CMI
Candida albicans - - - - - -
Escherichia coli 1.25 2.5 2 1.25 2.5 2
Staphylococcus aureus 1.25 2.5 2 1.25 2.5 2
Klebsiella pneumoniae 2.5 5 2 2.5 5 2
Proteus mirabilis 2.5 5 2 2.5 5 2
Pseudomonas 2.5 5 2 2.5 5 2
aeruginosa
Bacillus cereus 1.25 2.5 2 1.25 2.5 2
Bacillus subtilis 2.5 5 2 2.5 5 2

Tableau 17 : Détermination de la CMI et CMB pour I’extrait de Laurus nobilis

EX L.nobilis MOSTAGANEM EX L.nobilis TISSMESILT
Les souches CMI mg/ CMB CMB/CMI CMI CMB CMB/CMI

mL mg/ mL mg/ mL | mg/ mL
Candida albicans 25 50 2 25 50 2
Escherichia coli 12.5 25 2 12.5 25 2
Staphylococcus aureus 25 50 2 25 50 2
Klebsiella pneumoniae 25 50 2 25 50 2
Proteus mirabilis 25 50 2 25 50 2
Pseudomonas aeruginosa 25 50 2 25 50 2
Bacillus cereus 25 50 2 25 50 2
Bacillus subtilis 25 50 2 25 50 2

Une activité bactériostatique (CMB/CMI > 4) et une activité bactéricide (CMB/CMI < 4)

(Marmonier, 1990).

Les huiles essentielles, extraites a partir de plante Laurus nobilis, ont longtemps été

étudiées pour leur potentiel antimicrobien. Dans notre étude, nous avons examiné les valeurs

de CMI pour les différentes souches microbiennes exposées aux huiles essentielles de Laurus

nobilis. Pour Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus (CMI=1.25%) et
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Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, et Bacillus subtilis
(CMI=2.5%), nous observons des valeurs de CMI identiques pour les huiles essentielles de
Laurus nobilis Tissemsilt et Mostaganem. Dans I'étude menée par Tahraoui et al., (2020),
les valeurs de CMI pour les souches Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et
Escherichia coli ont été établies a 25 mg/ml des résultats precque similaires a ceux obtenus
dans notre propre travail.D'autre part, Nabila et al., (2020) ont trouvé que pour Pseudomonas
aeruginosa et Escherichia coli, la concentration minimale inhibitrice (CMI) était de 0,75 et
0,5 mg/mL respectivement.Cela confirme la forte activité de I'huile essentielle de Laurus

nobilis contre ces souches bactériennes.

L'extrait de Laurus nobilis a été évalué pour son potentiel antimicrobien contre
diverses souches bactériennes. Nos résultats révélent des valeurs de Concentration Minimale
Inhibitrice (CMI) variables. Pour Escherichia coli, la CMI est de 12,5 mg/ml, tandis que pour
les autres souches microbiennes, a savoir Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Bacillus cereus et Bacillus
subtilis, la CMI est de 25 mg/ml. Les valeurs de CMI sont similaires pour les extraits de
Laurus nobilis Mostaganem et de Tissemsilt.Dans I'étude de Benati (2022), la concentration
minimale inhibitrice (CMI) de Iextrait hydroéthanolique de Laurus nobilis pour
Staphylococcus aureus, correspond a 5.07 mg/ml d’extrait hydroéthanolique de Laurus
nobilis. D'autre part, dans I'étude de Rahou (2018), I'extrait de Laurus nobilis a démontré une
forte activité contre 8 des souches bactériennes, avec des valeurs de CMI observées dans une
plage allant de 0,08 a 3,12 pl/ml. Notamment, I'extrait a présenté une CMI de 0,08 pl/ml pour
Candida albicans et Staphylococcus aureus. Ces résultats soulignent I'efficacité de l'extrait de
Laurus nobilis contre ces souches pathogeénes.

CMB (Concentration Minimale Bactéricide) des huiles essentielles et extraits

CMB, qui représente le niveau de concentration des huiles essentielles ou aucune
croissance bactérienne n'est observée, nous observons des variations similaires. Pour
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus (CMB=2.5%) et Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa et Bacillus subtilis (CMB=5%), les
valeurs de CMB sont également identiques pour les huiles de Laurus nobilis Mostaganem et
Tissemsilt. Cela indique que pour ces souches, les huiles essentielles de Laurus nobilis
présentent non seulement une capacité d'inhibition de la croissance bactérienne, mais
également une capacité bactéricide (CMB/CMI=2). En ce qui concerne Candida albicans,

nous avons constaté qu'elle était la plus sensible aux huiles essentielles de Laurus nobilis.
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Cette forte sensibilité suggere un potentiel prometteur dans l'utilisation de ces huiles comme
agents antifongiques.

Dans une autre comparaison avec l'étude menée par Tahraoui et al. (2020), qui ont
également observé un rapport CMB/CMI de 4 et pour Nabila et al., (2020) est inférieur a 4 ,
indiquant que l'huile essentielle de Laurus nobilis a un effet bactéricide, nos résultats
montrent que l'huile essentielle (HE) de Laurus nobilis a un effet fongicide sur Candida
albicans, en accord avec les observations de Taarabt et al. (2017).

Concernant la CMB, qui représente le seuil de concentration de I'extrait ou aucune
croissance bactérienne n'est observee, des tendances similaires sont observées. Pour
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa,
Candida albicans, Bacillus cereus et Bacillus subtilis (CMB=50 mg/ml) sauf
Escherichia coli (CMB =25mg/ml). Cela indique que I'extrait de Laurus nobilis présente un
effet bactéricide (CMB/CMI=2). Dans l'¢tude de Benati (2022), le rapport CMB/CMI
inférieur a 4 ce qui signifie que ’extrait de Laurus nobilis a un pouvoir bactéricide.De plus,
cela indique que I'extrait de cette plante contient des composés phénoliques qui ont démontré
des effets antimicrobiens contre de nombreux microorganismes pathogenes tels que

Escherichia coli et Staphylococcus aureus (Bouchaale et Zouaoui, 2015; Ould Yeroi, 2015).
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Dans cette étude, nous avons exploré divers aspects de Laurus nobilis, notamment sa
composition physico-chimique, son potentiel d'extraction, ses propriétés antioxydantes et son

activité antimicrobienne.

Tout d'abord, I'analyse de la teneur en eau des feuilles de Laurus nobilis a révélé des valeurs
comparables entre les régions de Mostaganem et de Tissemsilt, indiquant une composition
similaire malgré les différences géographiques. En ce qui concerne les rendements
d'extraction, nous avons observé des variations significatives : les huiles essentielles ont
montré des rendements de 0.4% pour Laurus nobilis Mostaganem et 0.8% pour Laurus
nobilis Tissemsilt, tandis que les extraits ont montré des rendements de 11% pour Laurus
nobilis Mostaganem et 16% pour Laurus nobilis Tissemsilt.

En ce qui concerne les composés bioactifs, nous avons réalisé des dosages de polyphénols et
de flavonoides dans les extraits de Laurus nobilis. Les résultats ont montré des teneurs
moyennes en polyphénols totaux relativement proches pour les deux régions d'étude :
6.79£0.940 mg EAG/g pour Laurus nobilis Mostaganem et 6.18+0.233 mg EAG/g pour
Tissemsilt. Cependant, les extraits de Laurus nobilis Mostaganem ont présenté une teneur
moyenne en flavonoides légérement élevée (44+9.76 mg EQ/g) par rapport a ceux de
Tissemsilt (31.02+0.885 mg EQ/q).

Pour évaluer lactivité antioxydante, nous avons réalise des tests DPPH, révélant des
propriétés significatives des huiles essentielles et des extraits de Laurus nobilis. Les résultats
ont montré que les huiles essentielles et les extraits des deux régions ont une activité
antioxydante, bien que Iégerement inférieure a celle de [lacide ascorbique.
En ce qui concerne l'activité antibactérienne, les tests de diffusion sur disque ont montré que
les huiles essentielles des deux régions présentaient des effets similaires contre les souches

microbiennes testées.

Les tests de diffusion sur puits ont confirmé ces résultats, mettant en évidence une activité
antimicrobienne variable des extraits selon les souches bactériennes testées. Des différences
significatives ont été observées entre Laurus nobilis Mostaganem et Laurus nobilis
Tissemsilt pour certaines souches, soulignant l'impact de la géographie sur lactivité

antimicrobienne des extraits.
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En outre, les valeurs de CMI et de CMB ont permis de déterminer les concentrations
minimales inhibitrices et bactéricides des huiles essentielles et des extraits, confirmant leur
efficacité contre les souches microbiennes étudiées. Pour Escherichia coli, Candida albicans,
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus et
Bacillus subtilis, les valeurs de CMI et de CMB sont toutes similaires pour les huiles

essentielles et I'extrait entre les deux régions.

En conclusion, les résultats de cette étude mettent en lumiére les possibilités des huiles
essentielles et des extraits de Laurus nobilis provenant des régions de Tissemsilt et de
Mostaganem en tant qu'agents antimicrobiens. Ces résultats ouvrent de nouvelles perspectives
prometteuses dans le domaine de la médecine naturelle et du développement de meédicaments

a base de plantes, ainsi que dans I'amelioration de leur utilisation future.
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Annexe 1 : Activité antimicrobienne

1.1. Composition chimique des milieux utilisés :
Gélose nutritive (GN) (g/l)

Peptone. .. ..o 10 gd
Extrait de viande............coooviiiiiiiiii 3g
EXtrait de levure.......ocooovviriiiiiiiie e 3g
Chlorure de sodium...........ccvviiiiiiiiiii i, 5g
A AT 18¢g
Eau distillée.........cooviiiii 1000 ml
Mueller Hinton géloseé (M-H) (g/l)

Extrait de viande............ccoooiiiiiiiiiii e 3g
Hydrolysat acide de caséine.................ceivininnnn. 175¢g
AMIdOn. ... ..ot 15¢g
A AT l6g
Eau distillée.........coooviiiii 1000 ml

Bouillon nutritif (BN)

Peptone. ..o 10g
Extraitde viande............ccooiiiiiiiiiii e 3g
Extraitde levure..........oooviiiiiiiiiii i 3g
Chlorure de sodium..........ooiiiiiiiiiii i, 5¢
Eau distillée.........cooeiiii e, 1000 ml
Bouillon Muller Hinton :

Extraitde viande............coooiiiiiiiiiii 3g
Hydrolysat acide de caséine..............cccoevviiiinnnnnn, 17,5¢g
AMIdON. .. ..o 15¢g
Bau distillée........c.oovveiiiiiiiiiiee e 1000 ml

Eau physiologique :
Chlorure de sodium ...........oooiiiiiiii 9g
Eaudistillée........cooiii 1000g

Annexe 2 : Dosage des polyphénols et activité antioxydante 2.1. Préparation des solutions :

Quantification des polyphénols totaux :
Préparation de Carbonate de sodium (Na2CO3) a 3,75% :
Une quantité de 3,75 g de Na2CO3 est dissoute dans 100 mL d’eau distillée sous agitation a 1’aide

d’un agitateur magnétique.
>Préparation de Folin Ciocalteu dilué 5 fois

Une quantité de 5 g de folin ciocalteu est dissoute dans 50 mL d’eau distillée sous agitation a 1’aide

d’un agitateur magnétique.
>Préparation de la gamme d’étalon de ’acide gallique

Quantification des flavonoides totaux :

Préparation des solutions :



Préparation de trichlorure d’aluminium (AICI3) : on pése 0,2g d’AlCI3 dans 100 ml d’eau distillée.
Activité anti-radicalaire au DPPH :

Préparation de la DPPH

La solution de DPPH (solution de stockage) a été préparé par la solubilisation de 24 mg de DPPH dans
100 ml de méthanol et gardé a -4°C a I’abri de la lumiére.

La solution mére de DPPH : On prend 10 ml de la solution de stockage et mélanger avec 45ml

méthanol (absorbance de 1.1+0.2 & 515 nm)

Annexe 3 : Analyse statistique Laurus nobilis.L

1. Activite antioxydante :
1.1.  Analyse de la variance DPPH huiles essentielles

Source DL SomcCarajust CM ajust Valeur F  Valeur de p

echantillion 2 5,267 2,6333 8,26 0,038
Erreur 4 1,276 0,3190
Total 6 6,543
Moyennes
echantillion N  Moyenne EcTyp ICa95 %
acide ascorb 1 0,05583 * (-1,51230; 1,62395)
He Mostaganem 3 2,703 0,727 (1,797, 3,608)
He Tissemsilt 3 1,954 0,332  (1,048;2,859)

Ecart type regroupé = 0,564796

1.2. Analyse de la variance DPPH extrait AQ

Source DL SomCarajust CM ajust Valeur F  Valeur de p
echantillion 2 9,728 4,8639 6,99 0,049
Erreur 4 2,782 0,6955
Total 6 12,510

Moyennes

echantillion Moyenne EcTyp IC 295 %

AQ Mostaagen 3,651 1,139 (2,314, 4,988)

N .
acide ascorb 1 0,05500 * (-2,26050; 2,37050)  Ecartiype regroupé =0,833979
3
AQ Tissemsilt 3 2,618 0,305 (1,281;3,955)

2. Dosage des polyphénols :

2.1. Analyse de la variance polyphénols
Source DL SomCarajust CM ajust Valeur F  Valeur de p

zone 1 0,5496 0,5496 1,17 0,340
Erreur 4 1,8758 0,4689
Total 5 2,4254
Moyennes
zone N  Moyenne EcTyp ICa95 % .
Mostaganem 3 6,791 0,940 (5,693;7,888) Ccarttype regroupe =0,684793
Tissemsilt 3 6,185 0,233 (5,088;7,283)

2.2. Analyse de la variance flavonoides

Source DL SomCarajust CM ajust Valeur F  Valeur de p
zone 1 252,7 252,72 5,26 0,083




Erreur 4 192,1 48,03

Total 5 4448
Moyennes
zone N  Moyenne EcTyp 1Ca9% % L
Mostaganem 3 4400 9,76 (32,89;5511) Ecarttyperegroupe =6,93021
Tissemsilt 3 31,020 0,885 (19,911; 42,129)

3. Activité antimicrobienne :

3.1. Analyse de la variance méthode diffusion en disque (les huiles essentielles Laurus
nobilis) ANOVA.

Analyse de la variance
Analyse de la variance

Source DL SomCarajust CM ajust Valeur F  Valeur de p
les souches 7 576,768 82,3954 10,20 0,000
zones 1 0,221 0,2207 0,03 0,870

Erreur 39 314,990 8,0767
Inadéquation de I'ajustement 7 5,127 0,7324 0,08 0,999
Erreur pure 32 309,863 9,6832

Total 47 891,978

Coefficients

Terme Coeff Coef ErT  Valeurde T Valeurdep FIV

Constante 15,982 0,691 23,14 0,000

les souches
Bacillus cereus 2,25 1,83 1,23 0,227 1,75
Bacillus subtilis -0,92 1,83 -0,50 0,617 1,75
Candida albicans -1,10 1,83 -0,60 0,652 1,75
Escherichia coli -1,38 1,83 -0,76 0,454 1,75
Klebsiella pneumoniae -5,17 1,83 -2,83 0,008 1,75
Proteus mirabilis 3,58 1,83 1,96 0,059 1,75
Pseudomonas aeruginosa -2,90 1,83 -1,59 0,122 1,75
Staphylococcus aureus 5,65 1,83 3,09 0,004 *

Z0nes
mostaganem 0,527 0,691 0,76 0,451 1,00
tissemsilt -0,527 0,691 -0,76 0,451 *

les souches*zones
Bacillus cereus mostaganem 3,56 1,83 1,95 0,060 1,75
Bacillus cereus tissemsilt -3,56 1,83 -1,95 0,060 *
Bacillus subtilis mostaganem -0,70 1,83 -0,38 0,703 1,75
Bacillus subtilis tissemsilt 0,70 1,83 0,38 0,703 *
Candida albicans mostaganem -2,21 1,83 -1,21 0,236 1,75
Candida albicans tissemsilt 2,21 1,83 1,21 0,236 *
Escherichia coli mostaganem -0,33 1,83 -0,18 0,856 1,75
Escherichia coli tissemsilt 0,33 1,83 0,18 0,856 *
Klebsiella pneumoniae mostaganem 0,48 1,83 0,26 0,796 1,75
Klebsiella pneumoniae tissemsilt -0,48 1,83 -0,26 0,796 *
Proteus mirabilis mostaganem -0,71 1,83 -0,39 0,702 1,75
Proteus mirabilis tissemsilt 0,71 1,83 0,39 0,702 *
Pseudomonas aeruginosa -0,95 1,83 -0,52 0,608 1,75

mostaganem
Pseudomonas aeruginosa tissemsilt 0,95 1,83 0,52 0,608
Staphylococcus aureus mostaganem 0,86 1,83 0,47 0,641

Staphylococcus aureus tissemsilt -0,86 1,83 -0,47 0,641 *



Informations de groupement avec la méthode de la plus petite différence significative
(LSD) de Fisher et un niveau de confiance de 95 %

les souches N Moyenne Groupement
Staphylococcus aureus 20,5667 A

6
Candida albicans 6 20,3300 A
Proteus mirabilis 6 19,5575 A
Bacillus subtilis 6 15,0600 B
Escherichia coli 6 14,5983 B
Bacillus cereus 6 14,1500 B C
Pseudomonas aeruginosa 6 12,4633 B C

Klebsiella pneumoniae 6 10,9900 Cc
Informations de groupement avec la méethode de la plus petite différence significative
(LSD) de Fisher et un niveau de confiance de 95 %

Z0nes N Moyenne Groupement

mostaganem 24 16,0323 A
tissemsilt 24 15,8967 A

Les moyennes ne partageant aucune lettre sont significativement différentes.

3.2. Analyse de la variance méthode diffusion en puits (les extraits Laurus nobilis)
ANOVA

Coefficients

Terme Coeff Coef ErT  Valeurde T  Valeur de p
Constante 15,828 0,250 63,40 0,000
les souches
Bacillus cereus 0,528 0,648 0,81 0,417
Bacillus subtilis -1,964 0,637 -3,08 0,003
Candida albicans 3,831 0,797 4,81 0,000
Escherichia coli -3,391 0,637 -5,32 0,000
Klebsiella pneumoniae -4,357 0,637 -6,84 0,000
Proteus mirabilis 6,289 0,637 9,87 0,000
Pseudomonas aeruginosa 0,704 0,637 1,11 0,272
Staphylococcus aureus -1,641 0,637 -2,58 0,012
Z0nes
mostaganem 0,330 0,250 1,32 0,190
tissemsilt -0,330 0,250 -1,32 0,190
cancentration
¢100 0,180 0,347 0,52 0,605
c150 0,725 0,361 2,01 0,048
c50 -0,906 0,351 -2,58 0,011
les souches*cancentration
Bacillus cereus c100 -0,697 0,883 -0,79 0,432
Bacillus cereus c150 -0,562 0,958 -0,59 0,559
Bacillus cereus c50 1,259 0,908 1,39 0,169
Bacillus subtilis ¢100 -0,081 0,899 -0,09 0,928
Bacillus subtilis c150 -0,138 0,904 -0,15 0,879
Bacillus subtilis c50 0,220 0,900 0,24 0,808
Candida albicans ¢100 -1,77 1,06 -1,67 0,098
Candida albicans ¢150 2,58 1,21 2,12 0,036
Candida albicans ¢50 -0,81 1,10 -0,74 0,464
Escherichia coli ¢100 0,147 0,899 0,16 0,870
Escherichia coli ¢150 -0,424 0,904 -0,47 0,640
Escherichia coli ¢50 0,277 0,900 0,31 0,759

Klebsiella pneumoniae ¢100 0,517 0,899 0,58 0,567



Klebsiella pneumoniae c150 -1,011 0,904 -1,12 0,266

Klebsiella pneumoniae c50 0,495 0,900 0,55 0,584
Proteus mirabilis ¢100 2,490 0,899 2,77 0,007
Proteus mirabilis ¢150 -0,486 0,904 -0,54 0,592
Proteus mirabilis ¢50 -2,004 0,900 -2,23 0,029
Pseudomonas aeruginosa c100 0,104 0,899 0,12 0,909
Pseudomonas aeruginosa c150 -1,175 0,904 -1,30 0,197
Pseudomonas aeruginosa c50 1,071 0,900 1,19 0,237
Staphylococcus aureus ¢100 -0,708 0,899 -0,79 0,433
Staphylococcus aureus ¢150 1,217 0,904 1,35 0,182
Staphylococcus aureus ¢50 -0,509 0,900 -0,57 0,573

Informations de groupement avec la méthode de Tukey et un niveau de confiance de 95
%

les souches N  Moyenne Groupement
Proteus mirabilis 18 21,9560 A

Candida albicans 18 18,6690 B
Pseudomonas aeruginosa 18 16,3710 B C
Bacillus cereus 18 16,2592 B C
Staphylococcus aureus 18 14,0260 C D
Bacillus subtilis 18 13,7027 C D
Escherichia coli 18 12,2755 D
Klebsiella pneumoniae 18 11,3094 D

Les moyennes ne partageant aucune lettre sont significativement différentes.

Informations de groupement avec la méthode de Tukey et un niveau de confiance de 95
%

les souches*cancentration N  Moyenne Groupement
Proteus mirabilis c100 6 24,6266 A

Proteus mirabilis c150 6 22,1949 A B

Candida albicans ¢150 5 19,6478 A B C
Proteus mirabilis c50 6 19,0466 A B C
Candida albicans ¢100 7 18,2645A B C D
Candida albicans c50 6 18,0948 B C D
Pseudomonas aeruginosa ¢100 6 16,6549 B C D E
Bacillus cereus c50 6 16,5483 B C D E
Pseudomonas aeruginosa c50 6 16,5366 B C D E
Bacillus cereus c150 5 16,4279 B C D E
Staphylococcus aureus ¢150 6 15,9683 B CDE
Pseudomonas aeruginosa ¢150 6 15,9216 B C D E
Bacillus cereus ¢100 7 15,8013 C D E
Bacillus subtilis ¢150 6 14,2899 C D E
Bacillus subtilis 100 6 13,8016 C D E
Staphylococcus aureus ¢100 6 13,4983 C D E
Bacillus subtilis ¢50 6 13,0166 C D E
Staphylococcus aureus ¢50 6 12,6116 D E
Escherichia coli ¢100 6 12,6033 D E
Escherichia coli ¢150 6 12,5766 D E
Klebsiella pneumoniae ¢100 6 12,0066 D E
Escherichia coli ¢50 6 11,6466 E
Klebsiella pneumoniae ¢150 6 11,0233 E
Klebsiella pneumoniae ¢50 6 10,8983 E

Les moyennes ne partageant aucune lettre sont significativement différentes.



3.3. Analyse statistique CMI et CMB
Analyse de la variance CMI HUILES ESSENTIELLES
Analyse de la variance

Source DL SomcCarajust CM ajust Valeur F  Valeur de p
*

les souches 7 68,3475 9,76393 *
Erreur 8 0,0000 0,00000
Total 15 68,3475

Statistiques descriptives : T-test CMI HUILES ESSENTIELLES
Statistiques descriptives

Echantillon N  Moyenne EcTyp ErT moyenne
Mostaganem 8 2,97 2,21 0,78
Tissemsilt 8 2,97 2,21 0,78

Analyse de la variance CMI extrait

Source DL SomcCarajust CM ajust Valeur F  Valeur de p
*

les souches 7 1502,73 214,676 *
Erreur 8 0,00 0,000
Total 15 1502,73

Statistiques descriptives T-TEST CMI extrait
Zone
geographique N  Moyenne EcTyp ErT moyenne
mostaganem 8 12,7 10,4 3,7
tissemsilt 8 12,7 10,4 3,7

Analyse de la variance CMB huiles essentielles
Source DL SomcCarajust CM ajust Valeur F  Valeur de p

les souches 6 38,170 6,362 6,33 0,014
Erreur 7 7,031 1,004
Total 13 45,201

Statistiques descriptives : T-test CMB huiles essentielles

Echantillon N  Moyenne EcTyp ErT moyenne
Mostaganem 7 54,5 43,1 16
Tissemsilt 7 54,5 43,1 16

Analyse de la variance CMB extrait AQ

Source DL SomCar ajust CM ajust Valeur F  Valeur de p

les souches 6 38,170 6,362 6,33 0,014
Erreur 7 7,031 1,004
Total 13 45,201

Statistiques descriptives : T-test CMB extrait

Echantillon N Moyenne EcTyp ErT moyenne
Mostaganem 7 54,5 43,1 16
Tissemsilt 7 54,5 431 16




