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P & P &
Résumeé

Ce travail vise a étudier l'activité antimicrobienne et antioxydante de I'huile essentielle d'une
plante médicinale et aromatique : le laurier (Laurus nobilis). L'huile essentielle a été extraite par
hydrodistillation.

L'activité antioxydante de I'huile étudiée par la méthode DPPH a montré un effet antioxydant
trés prometteur. |l s'agit d'une valeur trés proche de I'Cs, de l'acide ascorbique (vitamine C),
tandis que le pouvoir antioxydant est supérieur a celui du BHT.

Les résultats du test FRAP pour I'huile de feuilles de laurier ont confirmé et concordé avec ceux
du test DPPH, révélant que I'huile de Laurus nobilis posséde une capacité réductrice tres élevée,
largement supérieure au BHT et trés proche de l'acide ascorbique, ce qui confirme son statut
d'huile antioxydante de premiére classe.

L'activité antimicrobienne a été étudiée contre cinq souches : trois souches bactériennes a Gram
négatif (Escherichia coli, Citrobacter freundii et Klebsiella pneumoniae), deux souches bactériennes a
Gram positif (Enterococcus faecalis et Bacillus cereus), et une souche fongique (Candida albicans).

A l'exception de la bactérie Klebsiella pneumoniae, I'huile essentielle de L. nobilis a montré une
excellente activité inhibitrice contre toutes les autres souches testées, avec une efficacité allant
de modérément sensible a extrémement sensible. Il est également a noter que cette huile s'est
révélée particulierement active vis-a-vis des bactéries a Gram négatif, notamment Escherichia coli,
davantage que contre les bactéries a Gram positif et les levures.

Ces résultats mettent en évidence le grand potentiel des huiles essentielles comme alternatives
naturelles aux agents antimicrobiens conventionnels ; toutefois, des recherches supplémentaires
sont nécessaires pour comprendre les mécanismes d'action et explorer les applications

thérapeutiques potentielles des huiles essentielles.

Mots-clés : huiles essentielles, plantes médicinales aromatiques, hydrodistillation, antioxydant,
antimicrobien.



Abstract

This work aims to study the antimicrobial and antioxidant activity of the essential oil of a
medicinal and aromatic plant: the bay laurel (Laurus nobilis). The essential oil was extracted by
hydrodistillation.

The antioxidant activity of the studied oil using the DPPH method showed a very promising
antioxidant effect. This is a value very close to the ICs, of ascorbic acid (vitamin C), while the
antioxidant power is stronger than that of BHT.

The FRAP test results for bay leaf oil confirmed and agreed with the DPPH test results, revealing
that Laurus nobilis oil has a very high reducing capacity, far superior to BHT and very close to
ascorbic acid, confirming its status as a first-class antioxidant oil.

The antimicrobial activity was studied against five strains: three Gram-negative bacterial strains
(Escherichia coli, Citrobacter freundii, and Klebsiella pneumoniae), two Gram-positive bacterial strains
(Enterococcus faecalis and Bacillus cereus), and one fungal strain (Candida albicans).

With the exception of the bacterium Klebsiella pneumoniae, the essential oil of L. nobilis showed
excellent inhibitory activity against all other tested strains, with efficacy ranging from moderately
sensitive to extremely sensitive. It should also be noted that this oil proved particularly active
against Gram-negative bacteria, especially Escherichia coli, more so than against Gram-positive
bacteria and yeasts.

These results highlight the great potential of essential oils as natural alternatives to conventional
antimicrobial agents; however, further research is needed to understand the mechanisms of

action and explore the potential therapeutic applications of essential oils.

Keywords: essential oils, aromatic medicinal plants, hydrodistillation, antioxidant, antimicrobial

activity.
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Introduction générale

L’ activite antioxydante : Le stress oxydatif, caractérisé par une production excessive de

radicaux libres, est un facteur clé dans le vieillissement cellulaire et le développement de
pathologies lourdes (cancers, maladies cardiovasculaires et neurodégénératives). Les
antioxydants naturels de Laurus nobilis agissent comme des boucliers cellulaires capables de
piéger ces radicaux libres, offrant une alternative slire aux antioxydants de synthese suspectés de
toxicité.

L’activité antibactérienne : L'émergence alarmante de souches bactériennes multi-

résistantes aux antibiotiques classiques représente I'un des plus grands défis de la médecine
moderne. L'exploration du pouvoir antibactérien des extraits ou de I'huile essentielle de Laurier
noble ouvre des pistes prometteuses pour le développement de nouveaux agents antimicrobiens

naturels ou de conservateurs biologiques pour l'industrie alimentaire.

PROBLEMATIQUE

Malgré les progres fulgurants de la médecine moderne et de la pharmacie de synthése, la santé
publique mondiale fait face aujourd'hui a deux crises majeures et interconnectées :

La crise de I'antibiorésistance : L'utilisation massive et parfois abusive des antibiotiques a favorisé
I'émergence de souches bactériennes multi-résistantes. Ce phénomeéne réduit l'efficacité des
traitements conventionnels et pousse la recherche scientifique a trouver d'urgence de nouvelles
alternatives thérapeutiques naturelles, efficaces et moins sujettes au développement de
résistances.

Les méfaits du stress oxydatif : Les radicaux libres et les espéces réactives de I'oxygene (ERO)
sont impliqués dans de nombreuses pathologies chroniques (cancers, diabéte, maladies
cardiovasculaires et neurodégénératives). Si les antioxydants de synthése (comme le BHA ou le
BHT) ont longtemps été utilisés pour contrer ce phénomene ou conserver les aliments, leur
sécurité d'emploi est aujourd'hui fortement contestée en raison de leurs effets toxiques
potentiels a long terme. Face a ce double défi, les plantes médicinales — et plus particulierement
la flore méditerranéenne — apparaissent comme un réservoir inépuisable de molécules
bioactives d'une grande diversité structurale. C'est dans ce contexte que s'inscrit l'intérét pour
Laurus nobilis (le Laurier noble). Bien que cette plante soit largement utilisée en médecine

traditionnelle pour ses vertus empiriques, une caractérisation scientifique rigoureuse de son
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potentiel reste essentielle pour valider son efficacité et envisager son intégration dans les

industries pharmaceutique, cosmétique ou agroalimentaire.

Objectif du travail

S'inscrivant dans cette dynamique de valorisation des ressources naturelles, le présent travail est
dédié a I'étude des activités antioxydante et antibactérienne de la plante médicinale Laurus nobilis.
Pour répondre a cet objectif, notre démarche scientifique s'articule autour de trois axes
principaux :

- L'extraction et la quantification des composés bioactifs (ou de I'huile essentielle) a partir des
feuilles de la plante.

- L'évaluation du potentiel antioxydant in vitro a travers des tests reconnus (tels que le piégeage
du radical libre DPPH ou le pouvoir réducteur FRAP).

- Le criblage de l'activité antibactérienne vis-a-vis de souches bactériennes de référence (a Gram
positif et Gram négatif).

- Les résultats de cette étude permettront de mieux comprendre la corrélation entre le profil
chimique de Laurus nobilis et ses performances biologiques, validant ainsi scientifiquement ses

usages traditionnels.
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CHAPITRE I Synthése bibliographique

. Généralités sur les plantes médicinales

Les plantes médicinales sont des végétaux utilisés pour leurs propriétés thérapeutiques,
préventives ou curatives, attribuées a la présence de substances bioactives appelées principes
actifs (alcaloides, flavonoides, terpénes, tanins, etc.). Elles constituent la base historique de la
médecine traditionnelle dans de nombreuses civilisations et demeurent aujourd’hui une source
importante de molécules utilisées en pharmacologie moderne.

L'usage des plantes médicinales peut se faire sous différentes formes : infusions, décoctions,
macérations, poudres, extraits ou huiles essentielles. Leur efficacité dépend de plusieurs facteurs,
notamment I'espece végétale, la partie utilisée (feuille, racine, écorce, fleur), le mode de
préparation et la dose administrée.

Sur le plan scientifique, I'étude des plantes médicinales reléve de la pharmacognosie, qui analyse
leurs constituants chimiques, leurs propriétés biologiques et leurs applications thérapeutiques.
Certaines plantes font I'objet d’'une validation scientifique, tandis que d’autres relévent encore
principalement de I'usage traditionnel.

I1-1-Généralité sur la famille des Lauracées

La famille Lauracées représente des plantes a fleurs représentées par 45 genres répartie en 2850
espéces différents. Ce sont des plantes monocotylédones qui poussent dans les régions
tempérées chaudes et tropicales du monde , spécialement en Amérique du Sud et en Asie du
Sud -est . La plupart des lauracées sont des arbres ou des arbustes sempervirents .Les fleurs
sont jaunes , blanche ou vertes arrangées en grappes. Les fruits sont des drupes charnues qui
ressemblent et sont utilisées pour la fabrication de parfums ou de savons. D'autres espéces sont
exploitées pour leurs bois ou pour leurs propriétés médicales. (Christenhusz, M. J. M., &
Byng, ). W. 2016).

D’ailleurs, la famille des Lauracées contient des especes particulierement importantes sur la plan
économique .Toutefois on a encore du mal a se représenter la totalité de cette famille a cause
de la grande diversité biologique de ces végétaux et par le manque de travaux nécessaires a leur
classement .Mais on peut dire quelque généralités sur les Lauracées. (Kubitzki, K.,1993).

Pour reconnaitre facilement une plante appartenant a la famille des Lauracées, il faut s'attarder
sur sa morphologie, ainsi les caractéristiques principales des Lauracées sont :

* Des arbustes. Il arrive que certaines espéces (Aniba rosa odora).

* Les plantes de cette famille on la particularité d'avoir un fort pouvoir aromatique. Beaucoup

d'espéces de grandes quantités d'huiles essentielles.
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* Ne poussent que dans des climats tropicaux ou au minimum méditerranées. lls ne se trouvent
pas a l'état naturel en régions tempérées méme si certaines espeéces comme le laurier Sauce
(Laurus Nobilis) supportent de petites gelées. D’ailleurs, les autres espéeces de laurier qui peuvent
étre toxique, ne sont pas de véritables lauriers.

* Le fruit des Lauracées est une drupe, les drupes sont des fruits charnus ne contenant qu'une
seul graine (Kubitzki., 1993).

Enfin, c'est une famille primitive déja présente a I'époque de Gondwana du Mésozoique.

2. Principe actif

Laurus Nobilis L. est un grand arbuste a écorce grise pouvant atteindre de 2 a 6 m de haut, (figure
03) voir 15 m I'état sauvage .Afin de simplifier sa récolte, il est fréquemment taillé. En arbrisseau
.D'allure pyramidale, il présent un feuillage dense vert foncé et persistant. Sa croissance est

généralement lente, d’environ 5 3 6 m en vingt ans, il peut facilement devenir centenaire

(Geerts et al., 2002) .

Figure 01:Arbuste de Laurus Nobilis L.
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3. Description de plante étudiée (Laurus nobilis)

3.1. Description botanique

Laurus Nobilis L. Membre de la famille des La famille des lauracées qui renferme 32 genres et
environ 2000-2500 espéces (Barla et al., 2007) . Laurus nom latin, d’origine celte qui veut dire "
toujours vert " allusion au feuillage persistant de la plante (Pariente, 2001)

Le laurier -sauce (Laurus Nobilis), Laurier noble ou laurier d'Apollon .Tout ces noms désignent ce
petit arbre pouvant atteindre les 10 m de haut .En effet son feuillage coriace mat,composé de
feuilles de 10 cm de ce long .de couleur vert sombre ,en fait une haie a la fois dense ,persistante
et parfumée puisque les feuilles froissées dégagent un arome balsamique

.Plutét rustique puisqu'il résiste a -15 C° voire -18 C°, le laurier-sauce supporte aussi le climat
du bord de mer, son tronc a une écorce sombre et ses fleurs d'un blanc teinté de jaune
s'épanouissent de Mars a Mai formant des petits bouquets a l'axe des feuilles .Sur cet arbuste
dioique , les fleurs femelles donnent des fruits noiratres ovotides ,de la taille d'une cerise, dont la
pulpe verte est grasse .

Le laurier -sauce sait aussi se rendre utile en cuisine et grace ases feuilles tres aromatique
parfaites en "bouquet garni " pour parfumer les ragouts ou le court-bouillon, Mais ce n'est pas
tout, il est intéressant de noter que cette herbe qui était pendant longtemps employée dans la
nourriture comme condiment et en médecine traditionnelle a en fait, des propriétés Médicinales:
digestives, antiseptiques, expectorantes, diurétiques, antirhumatismal.(Ferreira et al., 2006).

La plante est dioique .C'est -a-dire que vous allez avoir des arbres males et des arbres femelles.
Le laurier va fleurir autour du mois de Mars -Avril, avec des petites fleurs blanche /jaunatre qui
sont groupées en ombelles .Et puis ces fleurs laisseront place a des fruits qui sont de petites

boules de couleur quasiment noire.

3.2. Nomenclature

Le nom de latin Laurus Nobilis "toujours vert" fait allusion au feuillage persistant de la plante et
Nobilis du latin "fameux" (Pariente, 2001) .Son nom et aussi symbole du succés dans nos jours a
traverse le baccalauréat du latin " Bacca Lauri "soit baies de laurier (Zhiri et al. 2005). La plante
possede plusieurs noms vernaculaires, "Rand", est le nom le plus connue en Algérie. Pour les
autres dénominations ci-dessous. (Anont, 2005; Ballabio, 2010).

® Francais : Laurier d’Apollon, Laurier commun, Laurier franc, Laurier noble.

e Allemand: Lorbeer samen, lorbeer.

e Anglais: Laurel oil, sweet bay, bay tree, roman Laurel, noble Laurel.

e |talien: Olio di alloro
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e Portugais: louro
e Arabe: Rand, habbr'ar (warakat sidna moussaa (s s« b 43 ) )
e Nom targuiou berbére:Taselt ,rend.

3.3. Systématique

Tableau 01: la position systématique de Laurus Nobilis

Reégne Plantes
Sous régne Plantes vasculaires
Embranchement Spermaphytes

Sous-embranchement | Angiospermes

Classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre Laurales
Famille Lauracées
Genre Laurus
Espece Laurus nobilis

3.4. Habitat et répartition géographique

Originaire d'Asie mineure d’ou il fut importé par les grecs et les romains, le Laurier s'est ensuite
répandu dans I'ensemble du bassin méditerranéen ainsi qu'en Inde .En France il pousse a I'état
naturel sur le littoral provencal et du sud-ouest ainsi qu'en Corse , En Europe centrale il est
cultivé dans des bacs car il supporte mal les hivers froids , Les principaux pays producteurs sont
la Turquie qui produit deux tiers du commerce mondial (20M$ de recette annuels) .L'Albanie,

ainsi que la Grece et L'ltalie . (Geerts et al, 2002)

Figure 02 : Distribution des Lauracées a travers le monde (Steven, 2001)
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3.5. Usage et utilisation en médecine traditionnelle

Laurier qui est un élément essentiel du bouquet garni dans nos préparation culinaires est
principalement utilisé en médecine traditionnelle poursoigner lestrouble de ['appareildigestif
ainsique les douleurs arthrites (Bendjersi, 2017) et les maladies de la peau et la cicatrisation
deplaies (Ali-Shtayeh etal., 2000), la névralgie et le parkinsonisme (El Maltiet Amarouch,
2009) des rhumatismes , du cancer , de I'épilepsie et plusieurs maladies infectieuses (Peixotoet
al., 2017).A également des effets anesthésique, hypothermique, relaxante musculaire
(Dallmeier et Carlini, 1981), analgésiques, diaphorétiques, antipyrétiques bien connus. Et il
est utilisée dans les industries de la parfumerie et du savon (Jeffrey et al., 2016).Ses huiles
essentielles sont dotées de pouvoirs antibactérien et antifongique avérés (Ouibrahimet al.,
2015). Tres utilisées par I'industrie agroalimentaire surtout par les conserveries des poisons.
Aussi, la plante peut étre utilisée traditionnellement en phytothérapie (Taarabtet al., 2017).
En plus de leur importance médicinale, les feuilles de ces plantes sont utilisées comme agent
aromatisant et pour augmenter la durée de conservation des aliments ; les olives (Elharas et
al., 2013), les saucisses (Da Silveira et al., 2014), les poissons (Snuossi et al.,2016) car
elles contiennent une activité antimicrobienne (Nadeem et al., 2018) et une activité anti—
oxydante (Diasetal.,2014) et d’améliorer en général la sécurité des produits (Houicher et al.,
2016).Les métabolites les plus divers de la feuille de Laurier, ont été étudiés pour leurs divers
effets pharmacologiques tels que les effets cytotoxique (Barla et al.,2007) neuroprotecteurs

(Ham et al., 201 1).

3.6. Composition chimique (HE)

Liquides a température ambiante, les huiles essentielles sont volatiles, ce qui les différencie des
huiles fixes .Elles ne sont que trés rarement colorées. Leur densité est en générale inférieure a
celle de I'eau. Elles ont un indice de réfraction élevé et la plupart dévient la lumiére polarisée.
Solubles dans les solvants organiques usuels, elles sont liposolubles. Les HES ont une structure
chimique tres complexe dotées de nombreuses propriétés thérapeutiques et pharmacologiques.

Outre que les substances actives, les HES contiennent des hydrocarbures mono et poly
terpénique ou des composés oxygénés solubles dans I'eau et l'alcool. Ces composés oxygénés

déterminent principalement |'odeur et la saveur des HE.



CHAPITRE I Synthése bibliographique

Tableau 01: Composition photochimique de I'huile essentielle de Laurus Nobilis L

Oxydesterpéniques [,8-cinéole(48,38 %)

Monoterpénols Linalol (3,50%),terpinén-4-ol(2.84%), alpha-terpinéol(2.46%)

Phénols Linalo (3,50%),terpinén-4-ol
(2.84%),alpha-terpinéol(2.46%)

Estersterpéniques Linalo (3,50%),terpinén-4-ol(2.84%),alpha- terpinéol(2.46%)

Monoterpénes Sabinene (9,46%),béta-pinene(4,99%),
alpha-pinene (5,77%),limonene(4,10%),
para-cymene (2,38%),gamme-terpinene
(2,12%),Mycenes (0,64%),camphéne
(0,32%),alpha-phellandrene (0,24%), alpha-
Terpinene (0,28%)

3.7. Toxicité

Les feuilles de laurier et huile essentielle qu'ils ne semblent pas avoir d'effets toxiques significatifs.
Mais ces derniers peuvent provoquer des réactions de sensibilisation (dermatite de contact
allergique) puisqu'elles renferment des lactones sesquiterpéniques dont le principale est le
costunolide (Peter, 2004; Bruneton, 2002) .

La présence des lactones Sesquiterpénique présentant un groupement méthyle ion exo
cyclique explique le potentiel de sensibilisation modéré exercé par la drogue .La plante ne perd
pas son caractere allergisant apres cuisson ; ils peuvent donc conduire a des manifestations
allergiques comme des inflammation buccale et /ou stomacale (Anton, 2005) Les études de
toxicité relatives a I'huile artisanale du fruit donnent un profil de réponse similaire a Celui de
I'HE des feuilles avec une probable hépato toxicité dose-dépendante (Ballabio, 2010).

Il a été depuis les temps anciens utilisés a des fins rituelles et médicinales dont les principes
actifs sont distribués dans les feuilles ,les fleurs , les racines , et les baie ,les principaux composés
sont le 1,8-cénole, I'eugénol et le géraniol Selon la dose ,es symptomes
neurologiquetelsquedeshallucinationvisuellesetauditivesadeschangementsdansla couleur ,le temps

et I'espace ,des convulsion des ,tremblements ,Iéthargie , confusion , délireet la psychose peuvent
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apparaitre qui pourrait durer jusqu'a 2-3 jours (Caldas et al.,2008).
Attention: Ne jamais utiliser I'huile essentielle de laurier par voie interne. Ne pas

appliquer I'huile essentielle pure sur la peau en raison des risque d'allergie (Wagstaff,

2008).
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|I. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

l1.1. Montages
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Figure_08 : Montage de I'’entrainement a la vapeur d’eau (Aromathérapie, 2017)

1.2. Principe

Dans ce systeme d’extraction, le matériel végétal est soumis a I'action d’un courant de vapeur
sans macération préalable. Les vapeurs saturées en composés volatils sont condensées puis
décantées dans I'essencier, avant d’étre séparées en une phase aqueuse (HA) et une phase

organique (HE).

1.3. Avantage et inconvénient

- Le processus de distillation est plus rapide.

- Le parfum de I’'HE obtenue est plus plus délicat

- L’absence de contact direct entre I'eau et la matiere végétale, puis entre I'eau et les molécules
aromatiques, évite certains phénomenes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a la
qualité de lhuile.

- Il se fait que les notes de téte sont riches en esters Les fractions dites « de téte »,
fragrances tres volatiles dues a des molécules légeres, apparaissent en premier. Le plus souvent,
une demi-heure permet de recueillir 95 % des molécules volatiles, ce qui suffit aux besoins de
I'industrie et de la parfumerie, comme pour le cas de la "lavande".

- L’emploi en aromathérapie impose de prolonger I'opération aussi longtemps qu’il est

nécessaire afin de récupérer la totalité des composants aromatiques volatils.
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2. Extraction par solvant organique
2.1. Montages
Selon la technique et le solvant utilisés, on peut obtenir :
e Des hydrolysats : extraits par solvant en présence d'eau.
e Des alcoolats : extraits avec de I'éthanol dilué.
e Des teintures ou solutions peu concentrées obtenues a partir de matieres premiéres,
traitées avec de I'éthanol ou des mélanges éthanol/eau.
e Des résinoides ou extraits éthanoliques concentrés.
e Des oléorésines et des concreétes, qui sont respectivement des extraits a froid et a chaud

réalisés a l'aide de divers solvants (AFNOR, 1992).
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Figure_09: Montage de I'extraction par solvant organique

2.2. Principe

L'extraction a l'aide de solvants organiques volatils demeure la méthode la plus couramment
, - ' '

employée. Actuellement, les solvants les plus utilisés sont I'hexane, le cyclohexane, I'éthanol,

moins fréquemment le dichlorométhane et I'acétone. (TOUATI, 2020).
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2.3. Avantage et inconvénient

- les rendements sont généralement plus importants par rapport a la distillation et cette
technique évite I'action hydrolysante de la vapeur d’eau.

- Cette méthode est beaucoup plus utilisée pour les plantes dont les substances aromatiques

risqueraient d'étre dégradés par la distillation et lorsque le matériel végétal :

e ne peut étre chauffé, par exemple le jasmin (Jasminum officinale)

e contient une faible concentration de substances aromatiques comme la rose (Rosa centifolia)

e contient une substance résineuse, comme le benjoin (Styrax benzoin)
- L’'emploi restrictif de I'extraction par solvants organiques volatils se justifie par son colt, les
problémes de sécurité et de toxicité, ainsi que la réglementation liée a h protection de
I'environnement.
Face a cette situation, deux nouvelles techniques ont été mises au point, ces derniéres années,
pour la distillation des substances d'arémes a partir des plantes : I'extraction assistée par micro-

ondes et I'extraction par le CO, supercritique (Boukhatem et al., 2017)
3. Extraction assistée par micro-ondes

3.1. Montages
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Figure_10: Hydro distillation assistée par micro-ondes (Farhat, 2010)
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3.2. Principe

Dans ce procédé, la matrice végétale est chauffée par micro-ondes dans une enceinte close dans
laquelle la pression est réduite de maniere séquentielle. Les composés volatils sont entrainés par
la vapeur d'eau formée a partir de I'eau propre a la plante. lls sont ensuite récupérés a l'aide des
procédés classiques de condensation, refroidissement et décantation (Zenasni, 2014).

Cette technique implique le chauffage de la plante par micro-ondes a l'intérieur d'une enceinte ou
la pression est progressivement réduite : les molécules volatiles sont entrainées dans un mélange
azéotropique formé avec la vapeur d'eau propre a la plante traitée. Ce processus de chauffage,
en vaporisant |'eau présente dans les glandes oléiféres, engendre une pression a l'intérieur de ces
derniéres, ce qui entraine la rupture des parois végétales et libére ainsi le contenu en huile.

(KADA MOSTEFA, 2023)

3.3. Avantage et inconvénient
Les concepteurs de cette méthode lui accordent certains bénéfices, comme une vitesse
d'extraction (de dix a trente fois plus rapide), des économies d'énergie, et une moindre

dégradation thermique.

4. Extraction par fluide a I’état supercritique

4.1. Montages

CO:2 EXTRACTION

compression
chamber separator

Jd |

extracls

trimming

,/7/\1 plant

extraction
vessel

Figure _I1: Schéma de la technique d’extraction par le CO, supercritique (Site web 03)
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4.2. Principe

C’est une des méthodes les plus récentes. L’extraction consiste a envoyer dans une enceinte
fermée contenant la plante, un courant de CO,, qui, par augmentation de pression, fait éclater les
« poches a essence » et entraine les substances aromatiques, qui sont ensuite recueillies puis
séparées par les procédés classiques de séparation.

L'originalité de cette technique repose sur le solvant utilisé : il s’agit du CO, en phase
supercritique. L’extraction consiste a comprimer le dioxyde de carbone a des pressions et a des
températures au-dela de son point critique (P=72.8 bars et T= 31.1°C). A I'état supercritique, le
CO; n’est ni liquide, ni gazeux, et cela lui confére un excellent pouvoir d’extraction, modulable a
volonté tout en jouant sur la température de mise en ceuvre. Les fluides supercritiques tels que
le CO, sont de bons solvants a I'état supercritique, et de mauvais solvants a I'état gazeux (Bouras,

2018).
4.3. Avantage et inconvénient

- Le CO, est totalement inerte chimiquement, il est naturel et non toxique.

- En fin de cycle, la séparation entre le solvant d'extraction et le soluté pour obtenir I'extrait
est facile (une simple détente peut ramener le CO, a I'état gazeux), avec une récupération
quasi totale et peu colteuse

- L’extraction des huiles essentielles par le CO, supercritique fournit des huiles de tres bonne
qualité et en temps d’extraction relativement court par rapport aux méthodes classiques.

- La technique repose sur la solubilité des composants dans les fluides a I'état supercritique. Ses

avantages par rapport aux méthodes conventionnelles incluent une durée d'extraction plus

courte, une sélectivité élevée et la facilité de récupération et de recyclage du solvant par simple

décompression (KADA MOSTEFA, 2023).

- De plus, les températures d'extraction sont basses dans le cas du dioxyde de carbone et

n'agressent pas les composants les plus fragiles. Cette méthode est applicable aux substances
difficiles a distiller.

- L’installation industrielle de ce procédé reste onéreuse, et Iappareillage est encore

envahissant.
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5. Extraction par hydro distillation

5.1. Montages

I -Chauffe ballon
2-Ballon,
3-Thermometre
4-Réfrigérant,
5-Entrer et sortie
d’eau

6-Eprouvette
7-Matiére a extraire

8-L’HES

Figure_12 : Schéma de la technique d’extraction par hydro distillation

5.2. Principe

Il s'agit la de la méthode la plus simple et donc la plus traditionnellement utilisée. Le principe de
I'hydrodistillation (H.D) repose sur une distillation hétérogene qui implique I'application de deux
lois physiques (la loi de Dalton et la loi de Raoult). Le processus consiste a immerger la matiere
végétale dans un ballon lors d'une extraction en laboratoire ou dans un alambic industriel rempli
d'eau, placé sur une source de chaleur. Ensuite, le tout est porté a ébullition. La chaleur
provoque la rupture des cellules végétales et libére les molécules odorantes qu'elles contiennent.
Ces molécules aromatiques forment un mélange azéotropique avec la vapeur d'eau. Les vapeurs
sont ensuite condensées dans un réfrigérant, et les huiles essentielles se séparent de I'eau en
raison de leur différence de densité. En laboratoire, le systéme le plus couramment utilisé pour
I'extraction des huiles essentielles est le Clevenger, équipé d'un coélostat. (KADA MOSTEFA,
2023).

5.3. Avantage et inconvénients
La durée d'une hydrodistillation peut considérablement varier, pouvant atteindre plusieurs
heures en fonction du matériel utilisé et du type de matiere végétale traitée. Cette durée de

distillation influence non seulement le rendement, mais également la composition de I'extrait.
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|I. Généralité sur les huiles essentielles

Depuis des temps immémoriaux, I'humanité a reconnu et exploité les propriétés des plantes a des fins
alimentaires et médicinales (Ali-Delille,2013).Il est estimé que deux tiers des médicaments
actuellement disponibles ont des origines naturelles. Ces médicaments sont obtenus par différents
moyens, tels que la semi-synthese a partir decomposés naturels, la modification de molécules
existantes, ou encore grace aux avancées en biotechnologie, donnant naissance a des vaccins et a des
composés d'origine végétale, microbiologique ou animale. Seul un tiers des médicaments sur le marchés
ont entierement synthétiques.(Ali-Delille,2013). Sur notre planéte, on estime qu'il existe entre 240
000 et 300 000 espéces de plantes a fleurs. Cependant, moins de 10% de ces espéces ont été
étudiées scientifiquement pour leurs propriétés médicinales (Anthony et al. 2005 ; Diallo,
2000).

De nos jours, la science continue de confirmer les multiples bienfaits des plantes aromatiques, de leurs
huiles essentielles et de leurs extraits bruts. Leurs applications sont extrémement variées, allant de
l'industrie alimentaire ou elles sont utilisées comme additifs, aux cosmétiques, parfumeries, ainsi
qu'aux industries de savon et de détergents, ou elles sont présentes en quantités considérables. De
plus, elles sont souvent intégrées dans la composition de nombreux médicaments, sous forme de cremes,

gélules et suppositoires.(Yahyaoui,2005).
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Figure 08 : Les huiles essentielles

2. Définition

Selon la commission de la pharmacopées Européenne I'huile essentielle est : «Produit odorant ,
généralement de composition complexe , obtenue a partir d'une matiere Premiére végétale
botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur d'eau , soit par distillation seche , soit
par un procédé mécanique approprié sans chauffage L'huile essentielle est le plus souvent séparé
de la phase aqueuse par un procédé physique n'entrainant pas de changement significatif de sa

composition »

Selon la définition de 'AFNOR (Association Frangaise de Normalisation :AFNOR, Edition 2000), les
huiles essentielles sont des produits obtenus soit a partir de matiéres premiéres naturelles
pardistillational'eauoualavapeurd'eau,soitapartirdesfruitsdeCitruspardesprocédés mécaniques, et qui

sont séparés de la phase aqueuse par des procédés physiques. (BURT, 2004 ; KALEMBA, 2003).

Huile essentielle (HE) de laurier, également appelée huile de Laurier ou huile essentielle de

laurier doux (Careddaetal.,2002).

La teneur en huile des feuilles de Laurier varie de la 3 % en poids frais (Demir et al.,
2004).Cette HE est utilisée comme antirhumatismal , antiseptique ,diaphorétique , digestive et
diurétique ,ainsi que comme composant de parfum (Simi¢ et al., 2004).Ont signalé I'utilisation
de I'HE de Laurier comme additif pour conserver la viande , les fruits de meére et certain
produits agricoles , en raison de ses activités antioxydants et antimicrobiennes. En raison de son
activités biologique, de ses attributs gustatifs et de ses constituants aromatique actifs, I'HE de
Lauriera été largement utilisée comme additif dans les industries alimentaire et cosmétique

(Franco-Vega et al., 2019).

3. Utilisation historique et actuelle des huiles essentielles

L'utilisation des huiles essentielles remonte a la Haute Antiquité. En effet, dés 4000 avant .C., les Egyptiens
étaient capables de préparer l'essence de cedre par distillation séche. lls pratiquaient également la
momification avec une grande minutie, en utilisant des essences aromatiques pour leurs propriétés
antiseptiques. La premiére mention d'une essence dans un traité médical remonte au Xllle siécle avec
celle de romarin, reconnue pour ses vertus curatives depuis I'Antiquité pour son parfum balsamique
(Nourachani, 2010).

Les huiles essentielle sont étroitement liées a la médecine grace au célébre médecin et philosophe

Ibn Sina" Avicenne"(980-1037), qui a produit la premiére huile essentielle pure de Rosa centifolia en
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inventant un serpentin permettant le refroidissement rapide de la vapeur aromatique, ce qui a donné un
nouvelle an a la médecine a base de plantes.

Au début du XXe siécle, un Frangais du nom de René Maurice Gattefossé (1881-1950) s'est
intéressé a I'étude des huiles essentielles et de leurs vertus médicinales, devenant ainsi le pére de
I'aromathérapie. Lorsqu'il s'est brilé les mains dans un accident de laboratoire, il a instinctivement
plongé ses mains dans un récipient rempli d'huile essentielle de lavande ; la plaie a guéri rapidement, le
surprenant, et l'incitant a approfondir ses recherches sur les huiles essentielles et leurs
propriétés (Atmani-Merabet, 201 8).

Enfin, dans les années 1960, le docteur Jean Valent (1920-1995) a repris les travaux de Gatte fossé et
apu blié des ouvrages de référence sur l'aromathérapie, notamment "Aromathérapie, Traitement des
maladies par les essences des plantes" en 1964. Tous deux sont considérés comme les péres de

I'aromathérapie moderne (Atmani-Merabet,2018).

Actuelle

Les huiles essentielles jouent un role prépondérant dans divers secteurs industriels, notamment la
parfumerie, les aromes alimentaires, la cosmétique et l'industrie alimentaire. Dans le domaine de Ila
parfumerie, elles sont des ingrédients essentiels pour la création de fragrances uniques. Les aromes
alimentaires incorporent de plus en plus d'huiles essentielles afin d'enrichir les saveurs d'une variété de
produits tels que le café, le thé, le vin, les yaourts, etc. De plus, les huiles essentielles sont
fréquemment utilisées pour parfumer les produits cosmétiques tels que les savons et les
cremes.(PPAMDEFRANCE ET CONSORTIUMHE,2021).

Dans l'industrie alimentaire, les huiles essentielles pures sont particulierement appréciées pour leurs
propriétés antioxydants et antimicrobiennes, qui contribuent a prolonger la durée de conservation
des aliments. Des huiles essentielles telles que la menthe poivrée, la lavande, le romarin et l'eucalyptus,
extrait de plantes, sont couramment utilisées dans lindustrie alimentaire.
(PPAMDEFRANCEETCONSORTIUMHE,2021).

En France, le marché des huiles essentielles est en expansion, avec une production notable d'huiles
essentielles de lavande et de lavandin destinées a I'exportation vers des pays comme les Etats-Unis et la

Suisse. (PPAMDEFRANCEETCONSORTIUMHE,2021).

4. Propriétés organoleptiques
Les caractéristiques organoleptiques des huiles essentielles, qui se référent aux attributs pergus par les sens

humains, notamment la couleur, la saveur et I'odeur, peuvent présenter une grande diversité selon le type
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d'huile essentielle (FRANCHOMMEP, 2001). Voici une analyse détaillée de chacune de ces

propriétés:

4.1. La couleur

La couleur des huiles essentielles peut varier de transparente a jaune, verte, brune, voire méme bleue, en
fonction des composés chimiques présents dans I'huile. Certaines huiles essentielles, telles que I'huile de
camomille romaine, peuvent exhiber des teintes bleues ou vertes dues a la présence de chamazuléne.
D'autres peuvent arborer des teintes jaune pale, comme c'est le cas pour I'huile essentielle de citron.
(FRANCHOMME P, 2001).

4.2. L’odeur

L'odeur des huiles essentielles constitue I'une de leurs caractéristiques les plus remarquables et est souvent
exploitée en aromathérapie pour ses effets thérapeutiques. Chaque huile essentielle dégage une odeur
unique, résultant de la combinaison de divers composés chimiques volatils. Par exemple, I'huile essentielle
de lavande est caractérisée par son parfum floral, doux et apaisant, tandis que celle d'eucalyptus offre une
odeur fraiche, camphrée et revigorante. L'odeur peut étre décrite en termes de notes de téte (les
premiéres senteurs percues), de notes de cceur (les aromes principaux) et de notes de fond (les
effluves persistantes).ll convient de noter que les propriétés organoleptiques peuvent varier en fonction
de plusieurs facteurs, notamment la variété de la plante, le lieu de culture, les conditions climatiques, les
méthodes d'extraction et de distillation, ainsi que la qualit¢ et la pureté de [huile

essentielle.(FRANCHOMMEP,2001).

4.3. La saveur

La saveur des huiles essentielles est souvent décrite comme intense et concentrée. Certaines peuvent
présenter des notes ameéres ou épicées, tandis que d'autres sont plutot douces ou acidulées. Par
exemple , I'huile essentielle de menthe poivrée offre une saveur fraiche, mentholée et légérement sucrée,
tandis que celle de gingembre se distingue par son caractére épicé et chaud. (FRANCHOMME
P,2001).

5. Propriétés physiques
Les essences et les huiles essentielles partagent des caractéristiques physiques communes, mais leur
diversité chimique induit des variations significatives. A température ambiante, les huiles essentielles se

présentent sous forme liquide, bien que des exceptions subsistent. Par exemple, I'huile essentielle de
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myrrhe est visqueuse, celle de bois de gaiac est pateuse, tandis que celle de cédre de Virginie peut se
solidifier, de méme que parfois celle de rose ou encore un mélange solide-liquide lors de I'extraction
de la badiane.(DESCHEPPER,R.2017).

Les huiles essentielles sont volatiles, ce qui les rend aptes a étre entrainées par la vapeur et a dégager des
aromes prononcés, les distinguant ainsi des huiles végétales grasses ou "fixes". Leur évaporation differe en
fonction de leur composition chimique ; par exemple, les mono terpenes sont bien plus volatils que les
ses qui terpenes.(DESCHEPPER,R.2017).

Les essences sont lipophiles et généralement peu solubles dans I'eau, bien que certains
composants, tels que la verbénone du romarin ou le lavandulol de la lavande vraie, présentent une certaine
solubilité. Certains composants sont méme hautement hydrosolubles, favorisant la formation d'émulsions
lors de l'extraction, comme dans le cas de ['huile essentielle d'écorce de cannelle de Ceylan.
(DESCHEPPER, R. 2017).

Leur solubilité est totale dans les huiles grasses, constituant leurs meilleurs solvants, et élevée dans les
alcools forts et les solvants organiques.

La couleur des huiles essentielles est extrémement variée, allant de |'ultra-violetduz est de mandarine au
rouge de certaines sarriettes ou au jaune pale de la sauge sclarée. La plupart ont une teinte jaune
presque imperceptible, qui peut s'assombrir avec le temps en raison de I'oxydation.
(DESCHEPPER, R. 2017).

La densité des huiles essentielles, mesurée par rapport a celle de I'eau distillée a 20°C, varie en fonction de
leur composition chimique. La plupart ont une densité inférieure a celle de I'eau, mais certaines, comme
celles de gaulthérie couchée ou d'oignon, ont une densité supérieure.

L'indice de réfraction, mesuré a 20°C, est généralement élevé pour les huiles essentielles. Par exemple,
celui de lhuile essentielle d'écorce de cannelle de Ceylan est compris entre 1,573 et 1,591.
(DESCHEPPER, R. 2017).

Le pouvoir rotatoire, qui dépend des molécules chirales, exprime leur capacité a dévier la lumiere
polarisée. Les huiles essentielles présentent des valeurs variables en fonction de la nature et de la
concentration des molécules chirales qu'elles contiennent, comme l'oranger et la menthe poivrée, qui

affichent respectivement des valeurs de +105° et de -17,75° (DESCHEPPER, R. 2017).
6. Propriétés reconnues des huiles essentielles

Les huiles essentielles détiennent un éventail de propriétés reconnues qui méritent attention. Voici une
exposition détaillée de ces caractéristiques :

> Propriétés anti-infectieuses: Les composés aromatiques les plus remarquables pour leur
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activité antibactérienne sont les phénols, présents notamment dans ['huile essentielle de clou de
girofle. Par ailleurs, il est a noter que les virus se montrent assez sensibles aux huiles
essentielles contenant des phénols et des monoterpénols, entre autres.
(DESCHEPPER, R. 2017).

» Propriétés anti-inflammatoires: Les huiles essentielles renfermant des aldéhydes
présentent des vertus actives contre l'inflammation, aussi bien en usage interne que I'huile
essentielle de gingembre.(DESCHEPPER,R.2017).

> Régulation du systéme nerveux: Entant qu'antispasmodiques, les esters et les
éthers présents dans les huiles essentielles agissent sur les spasmes des muscles lisses ou striés.
Par ailleurs, les aldéhydes, tels que les citrals contenus dans des huiles essentielles
Comme celle de mélisse ou de verveine citronnée, favorisent la relaxation et le sommeil,
agissant également comme des analgésiques et des antalgiques. (DESCHEPPER, R.
2017).

» Propriétés drainantes respiratoires : Les huiles essentielles riches en oxydes
(comme le 1,8 cinéole) telles que I'huile essentielle d'eucalyptus globules ou de romarin, exercent
une action expectorante en stimulant les glandes bronchiques et les cils de la muqueuse
bronchique. Les huiles essentielles contenant des cétones (comme la verbénone dans
I'huile essentielle de romarin) ont quant a elles une action fluidifiante en dissolvant les
sécrétions accumulées au niveau de la muqueuse. (DESCHEPPER, R. 2017).

> Propriétés digestives: Des huiles essentielles telles que celles de cumin (contenant
ducuminal), d'anisétoilé ou d'estragon présentent des actions digestives et apéritives en stimulant
la sécrétion des sucs digestifs. L'huile essentielle de menthe poivrée, quant a elle, diminue les
nausées.(DESCHEPPER,R.2017).

» Propriétés cicatrisantes: Les huiles essentielles reconnues pour leurspropriétés
cicatrisantes sont celles deciste, de la vande vraie, d'immortelle et demyrrhe.On

observe souvent |'utilisation d'un mélange de plusieurs huiles essentielles cicatrisantes avec une

huile végétale comme I'huile d'amande douce (DESCHEPPER,R.2017).

7. Critéeres de qualité des huiles essentielles

8. Composition chimique

La composition chimique d'une huile essentielle est influencée par de nombreux facteurs. Certains
sont associés aux processus d'extraction imposés, mais I'essence de la composition chimique dépend
principalement de celle produite par la plante, influencée par des facteurs environnementaux et surtout

par le patrimoine génétique de la plante.
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La présence ou l'absence d'un constituant chimique a chaque étape de la croissance est
déterminée exclusivement par le patrimoine génétique de la plante, tandis que sa concentration
estinfluencéealafoisparlagénétiqueetpardesfacteursenvironnementaux.(BENAYAD N.,2008)
Les huiles essentielles peuvent contenir plusieurs milliers de molécules différentes. Une seule huile
essentielle peut contenir plusieurs dizaines, voire des centaines, de composés chimiques différents, présents
dans des proportions tres variables. En revanche, certaines huiles essentielles peuvent étre dominées par
une molécule presque pure, ce qui rend la présence d'autres composants négligeable. Clest
notamment le cas de la gaulthérie couchée (Gaultheria procumbens L.), qui peut contenir jusqu'a plus
de 99% de salicylate de méthyle. (BENAYAD N.,2008)

Parmi ces facteurs nous citons:

Terpénes: Ce sont les composés les plus courants dans les huiles essentielles, comprenant des mono
terpénes et des sesquiterpénes. lls contribuent a I'arome et aux propriétés thérapeutiques des huiles
essentielles. Par exemple, le limonene, présent dans les agrumes, est un mono terpene

courant.(BENAYADN.,2008)

Figure 09 : La structure de terpene. (BENAYADN.,2008)

Phénols: Il sont des propriétés antiseptique set antibactériennes. Par exemple, le thymoldans

I'huile essentielle de thym. (BENAY ADN.;2008)

PHENOL
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Figure 10 : La structure de phénol.(BENAYADN.,2008)

Esters: Ces composé sont souvent des aromes fruités et contribuent a I'aspect relaxant des huiles

essentielles. Par exemple, le linalol dans I'huile essentielle de lavande. (BENAYAD N.,2008)

Ester

Figure 11 : La structure d’Ester (BENAYADN.,2008

Aldéhydes: IIs ajoutent des notes agréables aux aromes des huiles essentielles. Par exemple, le citral dans

I'huile essentielle de citronnelle (BENAYADN.,2008)

O

R H

Figure 12 : La structure d’Aldéhyde.(BENAYADN.,2008)
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Cétones: lIs peuvent avoir des propriétés sédatives ou toniques, selon leur composition. Par exemple,

le carbone dans ['huile essentielle de menthe poivrée.

i
&
H,C~  “CH,

Figure 13 : La structure de cétone. (BENAYADN.,2008)

9. Activités biologiques

Les huiles essentielles possédent diverses activités biologiques, bien que leur role physiologique exact dans
le regne végétal demeure encore inconnu. Leur diversité moléculaire confére a ces composés des
propriétés biologiques variées.

Par exemple, des études ont mis en évidence une ffetanti-inflammatoire pour les huiles
essentielles de Protiumstrumosum, Protium lewellyniet Protium grandifolium(SIANIETAL.,
1999).D'autres recherches ont montré que les huiles essentielles de Chromo Léana odorata et de Mikania
cordata présentaient une inhibition de la lipoxygénase L-1 de soja, un modéle de la lipoxygénasehumaine(5-
LO)impliquéedanslesprocessusinflammatoires(BEDIETAL.,2004)

De plus, une étude ultérieure a révélé des effets positifs sur la fonction de la Cyclooxygénase de la
Prostaglandine H-synthétase pour les huiles essentielles de Chromoleana odorata(BEDIET AL.,
2010). Enfin, les mémes auteurs ont rapporté des activités inhibitrices sur la cyclooxygénase pour
les huiles essentielles de Cymbopogon giganteus, Ocimum gratissimum et Eucalyptus citriodora (BEDI
ET AL.,2003).

De nombreuses huiles essentielles, telles que celles de thym, de citronnelle, de cannelle et de Melaleuca
alternifolia, ont également montré des activités antifongiques (Burt, 2004). Par ailleurs, I'efficacité des huiles
extraites des achillées contre la levure pathogene Candida albicans a été démontrée dans plusieurs
études (BARELETAL., 1991; UNLUET AL., 2002; CANDANET AL.,2003).

Certaines huiles essentielles présentent des activités anti-tumorales et sont étudiées pour leur potentiel

dans le traitement préventif de certains types de cancers. Par exemple, 'huile essentielle isolée
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des graines de Nigella sativa a démontré une activité cytotoxique invitro contre différentes lignées
tumorales et a montré des effets bénéfiques in vivo dans la limitation de la prolifération des métastases
hépatiques (MBAREK ET AL., 2007). De méme, I'huile essentielle de Melissa officinales a montré

son efficacité contre certaines lignées de cellules cancéreuses humaines (DE SOUSA ET AL.2004)
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Chapitre IV

Matériels et Méthode

Matériel et méthodes
I. Matériel végétal

v' La plante étudiée : Laurus nobilis (partie aérienne)

Huile essentielle : partie aérienne extraite par Hydrodistillation

v
v" Région : Ain Temouchent
v

Les récoltées ont été effectuées dans différentes périodes.

Laurineae

,;',/'I\';\

/ N

Laares nobilis L

ZF

Figure_14: Laurus nobilis

2. Extraction d’huile essentielle (HE)

2.1. Principe

L’hydrodistilation est la méthode la plus simple la plus anciennement utilisée. Le principe consiste
a faire bouillir le mélange d'eau et de plantes pour lequel I'huile essentielle est souhaité extraire,
les cellules végétales s’éclatent et liberent des molécules odorantes, qui sont ensuite emportées

par la vapeur d’eau générée ils passent dans un refroidisseur d'eau, ou ils se condensent, qui sont

ensuite collectés dans un récipient.
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2.2. Mode opératoire

L’extraction d’HEs est réalisée par hydro-distillation pendant 4h et 30 min, I'hydrodistillation a été
accomplie a I'aide d’un dispositif suinant : (Figure 15)
- .

S50

Figure_I5: Dispositif utilise pour I'extraction des HEs.

Une quantité du matériel végétal est mise en contact direct avec I'eau distillée. Le mélange est
porte a ébullition. Les vapeurs hétérogenes sont condensées sur une surface froide et I'huile

essentielle se sépare par différence de densité. L’huile essentielle est séparée de l'eau par
décantation comme le montre la figure suivante :

'”"“""uouu Thee el

O AL A

Figure_16 : Séparation des HEs par décantation
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Apres extraction et la récupération, le volume de I'huile essentielle obtenu a été conservé dans
un flacon en verre stérile. Le flacon a été couvert d’un papier aluminium a I'abri de la lumiére puis

conserve dans un réfrigérateur a 4°C jusqu'a son usage pour 'activité antioxydant.

3. Activité antioxydant de I’huile essentielle

Plusieurs huiles essentielles possedent de bonnes propriétés antioxydantes, qui
peuvent étre exploitées pour protéger d'autres matériaux, tels que les aliments
et leur rancissement (Schwartz et al., 1992). Il s’agit dans ce travail d'étudier les propriétés
antioxydantes d’huile essentielle de Laurus nobilis a 'aide de deux méthodes différentes : I'activité

de piégeage radicalaire (DPPH) et le pouvoirréducteur (FRAP).

3.1. Méthode de réduction du radical libre DPPH

L’activité antioxydante des huiles essentielles des plantes étudiées, leurs mélanges et des
antioxydants standards vis-a-vis du radical DPPH a été réalisé a I'aide d’un
spectrophotometre en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son
passage de la couleur violette (DPPH*) a la couleur jaune (DPPH-H) mesurable a
517 nm. Ce pouvoir réducteur est di aux substances anti radicalaires et qui

entraine une diminution de I'absorbance. (BENYOUCEF, 2020)

NO, NO,
. H

O;N N—N + A-H ~ O,N N—N + A"
NO, NO,

VIOLET JAUNE

Figure_|17: Mécanisme de réduction du radical libre DPPH (BENYOUCEF, 2020)

3.2.1. Mode opératoire
A. Préparation d’une solution de DPPH
La solution de DPPH a été préparée par la solubilisation de 15,8 mg de DPPH dans 100 ml de

méthanol.
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B. Préparation d’une solution mére d’HE

Pour préparer 10 ml d’'une solution mére d’HE de concentration connue, en prendre la quantité
correspondante d’HE et en ajoute de Méthanol jusqu’a atteint le volume total (10 ml).

C. Préparation des dilutions

Des dilutions de concentrations décroissantes ont été préparées selon le tableau suivant :

Tableau_02 : Préparation des dilutions

N° de tube ol 02 | 03 04 | 05 | 06 07 | 08 | 09 10
Concentration 20 15 10 5 2.5 1.5 I 05 | 025 | 0.
(mg/ml)
Dans chaque tube en ajout 2 ml de DPPH

Les mélanges ont été incubés dans I'obscurité pendant 30 minutes et la décoloration comparée au

controle négatif contenant seulement la solution de DPPH

Figure _18 : Coloration des tubes : A) Avant incubation ; B) Apres incubation

D. Lecture des résultats d’activité antioxydant
A 517 nanométres en fait la lecture par I'utilisation du spectrophotomeétre UV visible.
3.2.2. Le pourcentage de l’'inhibition

Le pourcentage de l'inhibition est calculé suivant la formule ci-dessous :

Do(control)—Do(echantillon
( )—Do( )X 100

9o og o 0 () —
Pourcentage d’inhibition(%) = Do(control)

L'inhibition radicalaire de DPPH est généralement présentée par la valeur ICs, celle-ci est la
concentration de I’échantillon nécessaire pour inhiber 50% du radical libre DPPHe+ présent dans le
milieu réactionnel. Une faible valeur de I'lCs, indique une activité antioxydante forte. Cette valeur
a été calculée par régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des différentes
concentrations des échantillons préparés.
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3.2. Méthode de réduction des ions ferreux (FRAP)

Cette méthode colorimétrique est couramment utilisée pour étudier le pouvoir anti radicalaire,

elle consiste & mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique Fe’* présent dans le

complexe ferricyanure de potassium K;[Fe(CN),] en fer ferreux Fe** en donnant un électron. Par

la suite la teneur en ions Fe’* peut étre contrdlée et mesurée par la formation du bleu de Perl a

700 nm. Une augmentation de l'absorbance (DO) indique une augmentation de la capacité

réductrice (BENYOUCEF, 2020)

..............

.

=

A
R P —

Fe (II-TPTZ Fe (IIFTPTZ

Figure_19 : Mécanisme réactionnelle de la méthode FRAP

3.2.1. Mode opératoire

Cette méthode est déterminée en utilisant la technique d’Oyaizu (1986). Les différentes

concentrations des huiles dans I’éthanol (I ml) sont mélangées avec 2,5 ml de la solution tampon

phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 2,5 ml de ferricyanure de potassium K;[Fe(CN).] (1%). Les mélanges

sont incubés a 50°C pendant 20 min. Apres, 2,5 ml d’acide trichloracétique (10%) est additionné.

Le tout est centrifugé a 3000 tours pendant 10 min. A la fin 2,5 ml du surnageant de chaque

concentration est mélangé avec 2,5 ml de I'eau distillée et 0,5 ml de FeCl;, 6H,0 (0.1%).

Preparation Reaction
FRAP reagent with sample

> B Fe2*-TPTZ

Absorbance
measurement

_N OH complex
3+
FeN)“_> > > H
O l blue { )
Ot Absorbance
Antioxidants 4
FRAP Fe? measurement
reagent @.O =
antioxidant

Figure_ 20 : Mode opératoire d’activité antioxydant par FRAP
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Apreés 30 min d’incubation, I'absorbance est mesurée a 700 nm en utilisant un spectrophotomeétre
a double faisceaux visible. L'augmentation de I'absorbance dans le milieu réactionnel indique
'augmentation de la réduction de fer. L’acide ascorbique et le BHT (Hydroxytoluéne butylé, ou
E321) est utilisés comme contrdles positifs. Une absorbance accrue de la réaction signifie une
puissance réductrice accrue et comparée a celle de l'acide ascorbique et le BHT comme
références. Activité chélatant des ions ferreux est testée pour évaluer linteraction composé-fer,
nous avons réalisé le test de Ferrozine qui évalue la capacité d’interaction avec le fer, empéchent

la formation du complexe entre la forme méthallique réduite et le ferrozin.

Figure_ 21 : Coloration des tubes et lecture

3.2.2. Le pourcentage de l’'inhibition

Le pourcentage de l'inhibition est calculé suivant la formule ci-dessous :

Do(Echantillon)—Do(Blan)
Do(Echantillon)

Pourcentage d’inhibition(%) = x 100

3. Etude de Pactivité anti bactérienne

3.1. Matériel utilisé

~— = C
e— et AR A Lt

Bec bunsen tubes a essai
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FILTER PAPERS

Flacons de milieu de culture

Boite de Pétrie Ecouvillon

3.2. Appareils
Différents appareils ont été utilisés pour I'évaluation de l'activité antimicrobienne. (Tableau 9).

Tableau_3 : Appareils de laboratoire utilisés

Matériel Utilisation
Plaque chauffante agitatrice Préparation du milieu de culture
Réfrigérateur Conservation des échantillons
Autoclave Stériliser les matériels et les milieux de culture
Etuve Incubation les souches bactériennes
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3.3. Matériel biologique

Les souches bactériennes utilisées sont présentées dans le tableau suivant :

Tableau_04: Les souches utilisées dans les différents tests.

Souches Gram Code
Escherichia coli ATCC 25922
Citrobacter freundii :5 ATCC 3316
Klebsiella pneumoniae Z ATCC 13883
Staphylococcus aureus ATCC 43862
Y
)
Bacillus cereus 4 ATCC 10876
(-
Candidas albicans Levure ATCC 10231

A.T.C.C: American type culture collection.
3.4. Milieu utilisés
Tableau_05: Milieux utilisés pour I'activité antimicrobienne d’huile essentielle

Milieu Utilisation

Liquide  Bouille Mueller Hinton Préparation de I'inoculum des souches
bactérienne.

Solide | Gélose Mueller Hinton Colé dans des boites Pétri pour
’ensemencement des souches bactériennes.

3.5. Méthodes d’évaluation de ’activité antimicrobiennes

3.5.1. Purification

Dans le respect des conditions d’asepsie et afin de régénérer les souches de référence, les micro-
organismes ont été transférés a partir de cultures conservées sur gélose nutritive inclinée (GNI).
Chaque souche a été inoculée séparément dans 10 ml de bouillon MH, puis incubée a 37°C pendant
24 heures. Apres incubation, deux ensemencements par épuisement ont été réalisés a partir de
chaque tube dans des boites de Pétri contenant le milieu de culture MH. Les boites ont ensuite

été incubées a 37°C pendant 24 heures.

31



Chapitre IV Matériels et Méthode

3.5.2. Test de Pactivité antibactérienne (Méthode de diffusion sur disques)

Ce test permet d’évaluer I'activité antimicrobienne des huiles essentielles (huiles essentielles
individuelles et croisées des plantes) de maniere simultanée. La méthode se déroule en trois étapes
principales : la préparation de l'inoculum, 'ensemencement et le dépot des disques. Des disques
stériles de papier filtre de 6 mm de diametre, imprégnés de 10 pl ou 15 pl d’huile essentielle, sont
déposés a la surface d’'un milieu Mueller-Hinton contenu dans une boite de Pétri préalablement

ensemencée.

| Doite de pém
Enzcmencement de la gdosce

|en nappe par 1ml de Finpchen Gelose Mucller Hintos:

| DEpat aseplique d'un disegue
i inbibe de Fhnile essenticlle

7 zone d'inhibition

Croissmmee microbienne

Figure_ 22 : Méthode de diffusion sur disques. (BENDJABOUR, 2019)

L’ensemencement est réalisé a l'aide d’'un écouvillon imbibé d’une suspension bactérienne
préparée dans le bouillon MH. La densité optique de cette suspension doit étre comprise entre
0,08 et 0,1 4 625 nm, correspondant approximativement a |0® UFC/ml. La suspension bactérienne
est ensuite répartie uniformément sur toute la surface de la gélose MH seche en effectuant des
stries serrées de haut en bas. Cette opération est répétée deux fois en tournant la boite de 60° a
chaque passage, tout en faisant pivoter I'’écouvillon sur lui-méme. Enfin, 'ensemencement est

complété en passant I'écouvillon sur le bord de la gélose.

3.5.3. Lecture des résultats

Les boites de Pétri ont été maintenues a 4 °C pendant environ 2 heures afin de favoriser la diffusion
des huiles essentielles dans le milieu de culture. Elles ont ensuite été incubées a 37 °C pendant 24
heures. Apres incubation, I'activité antibactérienne a été déterminée en mesurant, en millimétres,
le diametre des zones d’inhibition observées autour des disques. Des disques d’antibiotiques

contenant de la Gentamicine (10 pg) ont été utilisés comme référence.
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L'efficacité de I'huile essentielle se traduit par I'apparition d’un halo transparent autour du disque,
indiquant une absence de croissance bactérienne. Cette zone, appelée zone d'inhibition, est
mesurée en millimetres afin d’évaluer la sensibilité des souches bactériennes vis-a-vis du principe
actif testé. Selon I'échelle de concordance utilisée, les bactéries peuvent étre classées comme
sensibles, intermédiaires ou résistantes.
Les résultats sont interprétés selon quatre degrés d’activité (Ponce et al., 2003) :

v" (-) souche résistante

v (+) souche sensible

v (+ +) souche trés sensible

v

(+ + +) extrémement sensible
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ChapitreV Résultats et discussions

|. Résultats
l.1. Résultat d’extraction d’huile essentielle (HE)

Tableau_06 : Résultat d’extraction.

Partie utilisé Rendement

Laurus nobilis Tiges + Feuilles + Fleures 0.51 %

1.2. Résultats d’activité antioxydant par DPPH

L'inhibition radicalaire de DPPH est généralement présentée par la valeur ICs, celle-ci est la
concentration de |'’échantillon nécessaire pour inhiber 50% du radical libre DPPH+ présent dans le
milieu réactionnel. Une faible valeur d’ICs, indique une activité antioxydante forte (Figure_24).
Cette valeur a été calculée par régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des

différentes concentrations des échantillons préparés.

IC50 (mg/ml) DPPH

BL nobilis
BBHT
B A ascorbic

L nobilis BHT A ascorbic

Figure_23 : IC;, d’HE, Acide ascorbique et de BHT déterminées par la méthode DPPH

Nous remarquons que l'huile essentielle de L nobilis a a montrer une excellente activité
antioxydante, qui été largement supérieure a celle du témoin BHT et tres proche d’Acide

ascorbique.
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1.3. Résultats d’activité antioxydant par FRAP

L'activité antioxydante des huiles essentielles des plantes étudiées a été évaluée a l'aide d'un
spectrophotométre en observant la réduction du Fe** en fer ferreux Fe**, Ce qui entraine un
changement de couleur : la solution initialement jaune (due a la présence d’ions ferriques Fe**) vire
progressivement au bleu-vert, mesurable a 700 nm. Cette capacité de réduction est déterminée
par une diminution de I'absorbance provoquée par des substances anti-radicalaires. Le pourcentage

d'inhibition (%) pour chaque résultat a été calculé.

Figure_24 : Résultats d’activité antioxydant par FRAP

L'activité inhibitrice est généralement évaluée par sa valeur ICs,, qui représente la concentration
de I'échantillon nécessaire pour inhiber 50% du Fe’* présent dans le milieu réactionnel en Fe™".
Une valeur faible de I'Cs, témoigne d'une forte activité antioxydante. Cette concentration
minimale d'inhibition (ICs) est déterminée graphiquement a partir des courbes de tendance

linéaire, puis utilisée pour comparer l'activité antioxydante de l'acide ascorbique et du BHT.

IC50 (mg/ml) FRAP

B L nobilis
] O BHT
| B A ascorbic

L nobilis BHT A ascorbic

Figure_25 : IC;, ’'HE, Acide ascorbique et de BHT déterminées par la méthode FRAP
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Nous remarquons que l'huile essentielle de L. nobilis a montrer une activité antioxydante tres

forte qui été largement supérieure a celle du témoin et tres proche d’Acide ascorbique.

1.3. Résultats d’activités antibactériennes

La méthode de diffusion sur disque également nommé aromatogramme, c’est un procédé qualitatif
qui nous permettra de tester la sensibilité ou la résistance des microorganismes aux huiles
essentielles. Le tableau 07 présente les résultats de sensibilité des souches microbiennes (les

diametres d'inhibition) vis-a-vis des huiles étudiées par la méthode de disque.

Tableau_ 07: Résultats d’activités antimicrobiennes d’Huile Eessentielle.

Disc diffusion / Niveaux d’activité

Microorganismes L. nobilis T(+)

bactéries Gram négative

Escherichia coli +++ +++
Citrobacter freundii ++ ++++
Klebsiella pneumoniae - 44+

bactéries Gram positive

Staphylococcus aureus +++ ++++
Bacillus cereus +++ ++++
Levures

Candidas albicans + T+++

L'huile essentielle de L. nobilis a exercé un excellent effet inhibiteur sur la majorité des souches
étudiées avec un intervalle des diamétres des zones d'inhibition variant. Les souches les plus

sensibles ont été E. coli, B. cereus et S. aureus

2. Discussions

Dans la présente étude, toutes I'huile essentielle étudiée ont montré une activité antioxydante en

piégeant le radical DPPHs et la capacité de réduire les ions ferriques Fe’".
L'huile essentielle de L. nobilis on présentée le pouvoir antioxydant par DPPH le plus élevé,

Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés par Fernandez et al 2019 (0.25 mg/ml). Nos
résultats est nettement plus forte que celle obtenue par Guenane et al 2019 (0.49 mg/ml) et El-

Sawi et al 2024 (0.52 mg/ml). Néanmoins elle reste moins importante a celle trouver par Taroq
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et al 2019 (0.04 mg/ml), Goudjil et al 2015 (0.072 mg/ml) et Tahiri et al 2023 (0.00038
mg/ml).

L’examen de lactivité antioxydant d’HE de L. nobilis ont exprimé également une capacité
antioxydante nettement superieur que celle de témoin BHT, en revanche la valeur de ICs, proche

que celle de témoin acides ascorbique.
L’huile essentielle de L. nobilis on présentée le pouvoir antioxydant par FRAP le trés élevé,

c’est une valeur proche de celle qu’il a trouvée par Tabhiri et al., 2023 (0,67 mg/ml). Néanmoins
elle reste moins importante a celle trouver par Dhifi et al., 2018 (0,2 mg/ml), Falade et al.,
2022 (0,149 mg/ml), Goudjil et al., 2015 (0,014 mg/ml), Taroq et al., 2019 (0,0027 mg/ml) et
Tabhiri et al., 2024 (0,000197 mg/ml).

La présente étude a évalué l'activité antimicrobienne d’huile essentielle de Laurus nobilis
(, contre (05) cing souches bactériennes, deux a Gram négatif et trois a Gram positif et une souche
fongique.

L’huile essentielle de L. nobilis a démontré une activité remarquable contre les
bactéries a Gram positif, avec une efficacité allant de sensible a extrémement sensible. Ces
observations sont en accord avec les résultats rapportés par DIF & SADKI (2019), et
GUELLADRES & TOUMI (2024) et CHEHBI et al (2015). En revanche, I'efficacité
antibactérienne observée dans notre étude s'est avérée supérieure a celle rapportée par SALEH
AL-ABRI et al. (2022) (|14 mm), KHERIEF & ZITOUNI (2023) (I3 mm) et STEFANOVA
et al (2020) (9-13 mm), mais inférieure a celle rapportée par BOUCHAALE et al (2015)
(27 mm) et MILIANI et al. (2017) (33,5 mm).

L'huile essentielle de L. nobilis a montré une activité exceptionnelle contre Escherichia coli,
contrastant avec une activit¢ modérée contre Klebsiella pneumoniae. Ces observations sont en
accord avec les résultats rapportés par DIF & SADKI (2019) et MILIANI et al (2017). En
revanche, l'efficacité antibactérienne observée dans notre étude s'est avérée nettement
supérieure a celle rapportée par SALEH AL-ABRI et al. (2022) (6 mm), KHERIEF &
ZITOUNI (2023) (6 mm) et GOUMNI & SALHI (2013) (9 mm), et supérieure a celle
rapportée par GUELLADRES & TOUMI et STEFANOVA et al (2020). Concernant
Citrobacter freundii, notre résultat (I3 mm) dépasse légerement les valeurs rapportées par
STEFANOVA et al. (2020) et AOUCHICHE & BOUMGHAR (2015) (8,5-9,5 mm), mais
reste inférieur a celui de GUERROUF (2017) (24,1 mm).
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L'huile essentielle de L. nobilis a montré une activité significative contre Candida albicans.
Cette observation est supérieure a celle rapportée par SALEH AL-ABRI et al. (2022) (7
mm). En revanche, 'efficacité observée dans notre étude s'est avérée inférieure a celle rapportée
par GUELLADRES & TOUMI (2024) (20-20,61 mm) et trés inférieure a celle rapportée
par ADDOU & BECHLAGHEM (2024) (45,1-60,95 mm), ce qui pourrait s'expliquer par des
différences dans la composition chimique des huiles selon I'origine géographique et la méthode
d'extraction.

L'huile essentielle de L. nobilis a démontré une excellente activité inhibitrice contre
I'ensemble des souches testées, avec une efficacité allant de modérément sensible a
extrémement sensible. Il est également a noter que cette huile s'est révélée particulierement
active vis-a-vis des bactéries a Gram négatif, notamment Escherichia coli, davantage que contre
les bactéries a Gram positif et les levures. Ces observations sont en accord avec les résultats
rapportés par DIF & SADKI (2019) et MILIANI et al (2017) et GUERROUF (2017). En
revanche, l'efficacité antibactérienne observée dans notre étude s'est avérée variable par rapport
a celles rapportées par SALEH AL-ABRI et al (2022), KHERIEF & ZITOUNI (2023) et
ADDOU & BECHLAGHEM (2024) , selon les souches considérées, ce qui pourrait étre
attribué aux variations dans la composition chimique des huiles essentielles selon I'origine
botanique, la période de récolte et la méthode d'extraction.

De facon générale le mode d’action des huiles essentielles dépend du type et des
caractéristiques des composants actifs, notamment leur propriété hydrophobe qui leur permet de
pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne. Cela
peut induire un changement de conformation des enzymes de la membrane, une perturbation

chémo-osmotique et une fuite d’'ions (K+) (S.D. COX et al, 2000).
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Conclusion

La présente étude a permis de démontrer le potentiel biologique remarquable de

I'huile essentielle de Laurus nobilis, caractérisée par une activité antioxydante significative
évaluée par les tests DPPH et FRAP, ainsi qu'une efficacité antimicrobienne notable contre
un panel diversifié de microorganismes pathogénes, incluant des bactéries a Gram positif, a
Gram négatif et une souche fongique. Les résultats obtenus, notamment l'activité
exceptionnelle contre Escherichia coli et I'efficacité remarquable contre les bactéries a Gram
positif, confirment le role prometteur de cette huile essentielle comme alternative naturelle
aux agents de synthése conventionnels. Cependant, les variations observées par rapport a la
littérature scientifique soulignent l'influence déterminante de facteurs tels que l'origine
géographique, la période de récolte, la méthode d'extraction et la composition chimique sur

les propriétés biologiques.

A l'avenir, des perspectives de recherche pourraient inclure l'identification précise

et la quantification des composés actifs responsables de ces activités par chromatographie
couplée a la spectrométrie de masse, ainsi que I'étude de leur mécanisme d'action au niveau
moléculaire, notamment l'impact sur la perméabilité membranaire et la fuite d'ions
potassium. Par ailleurs, il serait pertinent d'évaluer l'efficacité in vivo de cette huile essentielle
dans des modeéles expérimentaux, d'explorer ses applications potentielles dans l'industrie
agroalimentaire comme agent de conservation naturel, et d'investiguer ses propriétés anti-
inflammatoires et anticancéreuses afin de valoriser pleinement son potentiel thérapeutique

dans un contexte de médecine personnalisée et de développement durable.
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