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Résumé

Notre travail porte sur I’extraction, 1’analyse et 1’étude de I’activité antibactérienne des
huiles essentielles de Rosmarinus officinalis L., Thymus vulgaris L. et Laurus nobilis L. sur
un des agents responsables du scombrotoxisme (Klebsiella pneumoniae).

Les rendements en huiles essentielles des feuilles du Romarin (Rosmarinus officinalis L.),
du Thym (Thymus vulgaris L.) et de Laurier (Laurus nobilis L.) extraites par procédé
d’hydrodistillation sont respectivement de 0.30% +0.01, de 0.69%=0.02 et de 0.34% + 0.01.

Les huiles essentielles obtenues ont fait 1’objet d’une étude analytique de certains
parametres physico-chimiques. La densité la plus élevée est celle de Thymus vulgaris
L.(1.02). Toutes les solutions testées ont un pH légerement acide. Les valeurs d’Indice de
réfraction varient entrel.47 et 1.50. Le plus grand indice d’acide est de 9.25 caractérisant
Thymus vulgaris L. Les valeurs d’indice d’ester oscillent entre 22.44 et 70.12 Alors que
celles de I’indice de saponification fluctuent entre 18.8 et 68.72.

L'analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
(CG-SM) a permis d’identifier 64 composés de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis
et les principaux constituants sont : le Bornéol (9.34%), o Pinéne (8.22%), le Camphre
(6.94%) et le Bornyl acétate (5.64%).

L'activité antibactérienne des huiles essentielles étudiées et de leurs mélanges (HE.R,
HE.T, HE.L,HE.RT,HE.RL,HE.RL,HE.RLT) a été eévaluée par la méthode d’aromatogramme.
Les résultats obtenus montrent que 1’huile essentielle de Thymus vulgaris L.a la plus forte
action antibactérienne  contre Klebsiella pneumoniae (ATCC 4352) avec une zone
d’inhibition de 37mm=0.01. Les concentrations minimales inhibitrices varient entre 0.5ug/ml
pour Thymus vulgaris Let100 pug/ml pour Rosmarinus officinalis L. et laurus nobilis L.

L’étude de I’activité antibactérienne sur une matrice alimentaire (Sardine) par application
des différentes CMI et le suivi de la cinétique de croissance de Klebsiella pneumoniae durant
7 jours a 4+1°C a dévoilé une inhibition de croissance de la souche étudiée pour toutes les
solutions testés surtout par I’huile essentielle de Thymus vulgaris L.

Mots clés :Rosmarinus officinalis L., Thymus vulgaris L., Laurus nobilis L., CG-MS, activité
antibactérienne, bioconsrevation.



Abstract

Our work focuses on the study of the Antibacterial activity of essential oils of
Rosmarinus officinalisL., Thymus vulgaris L.and Laurus nobilis L.against one of the
responsible of Scombrotoxisme (Klebsiella pneumoniae).

The essential oils yields of the Rosemary leaves (Rosmarinus officinalis L.), thyme
leaves (Thymus wvulgaris L.) and Laurel leaves (Laurus nobilis L.) extracted by
hydrodistillation process are respectively 0.30% +0.01, 0.69%=+0.02 and 0.34% =+ 0.01.

The essential oils obtained have been the subject of an analytical study of some
Physico-chemical parameters. The highest density is that of Thymus vulgaris (1.02). All
solutions tested are slightly acid pH. The values of refractive index vary betweenl1.47 and
1.50. The largest index acid is 9.25 characterizing Thymus vulgaris. The ester index values
oscillate between 22.44 and 70.12, where as those of the saponification fluctuate between 18.8
and 68.72.

The gas chromatography coupled with mass spectrometry analysis (GC-MS) has led to
the identification of 64 compounds of the essential oil of Rosmarinus officinalis L.and major
constituents are: Borneol (9.34%), a pinene (8.22%), the Camphor (6.94%) and the bornyl
acetate (5.64%).

The antibacterial activity of essential oils studied and their mixtures (EO.R, EO.T,
EO.L, EO.RT, EO.RL, EO.TL, EO.RTL) has been evaluated by the method of
aromatogramme. The results obtained show that the essential oil of Thymus vulgaris L. have
the highest antibacterial action against Klebsiella pneumoniae (ATCC 4352) with a zone of
inhibition of 37mm=0.01. The minimum inhibitory concentrations vary between 0.5ug/ml for
Thymus vulgaris L. and 100 pg/ml for Rosmarinus officinalis L.and Laurus nobilis L.

The study of the antibacterial activity on a food matrix (Sardine) by application of the
différents MIC and monitoring the growth kinetics of Klebsiella pneumoniae during 7 days at
4+1°C has unveiled a growth inhibition of the strain studied for all the solutions tested
primarily by the essential oil of Thymus vulgaris L.

Key words: Rosmarinus officinalis L., Thymus vulgaris L., Laurus nobilis L., GC-MS,
antibacterial activity, bioconsrevation
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Introduction

Introduction

Pendant de nombreuses années, une variété des composés chimiques a éeté utilisée
comme des agents antimicrobiens dans les aliments pour inhiber les microorganismes
pathogenes (Shukla et al.,2008). Cependant, la généralisation d'utilisation des conservateurs
chimiques a conduit a un certain nombre de problemes écologiques et médicaux. De ce fait il
est nécessaire d'adopter des stratégies simples dans leur application, et non toxiques pour
I’Homme et I’environnement (Shukla et al., 2008).

Les herbes aromatiques ont été utilisées depuis l'antiquité pour leurs parfums et leurs
saveurs. Et utilisees comme conservateurs dans une variété de produits a usages médicinaux
et cosmétiques (Bakkali et al., 2008). Cependant, de nos jours il y a un renouvellement
d'intérét scientifique a l'utilisation de ces antimicrobiens naturels pour la conservation des
aliments. Cela est da a la forte demande des consommateurs pour plus d'aliments naturels
avec une longue durée de vie (Tajkarimi et al., 2010).

De nombreux auteurs (Degnon et al., 2013 ;Bin Shana et al.,2007 ;Patrakar et
al.,2012 ; Nguefacka et al., 2009) ont rapporté que les huiles essentielles des plantes
aromatique peuvent étre ajoutées pratiqguement a tous les aliments. Les travaux de Degnon et
al., (2013) sur les huiles essentielles de deux plantes aromatiques (Ocimum gratissimum et
Pimenta racemosa) dans la conservation de poisson ont prouvé que c’est deux huiles peuvent
étre utilisées comme des agents conservateurs. D’autres travaux (Nguefacka et al., 2004 et
Nguefacka et al., 2009) sur Ocimum gratissimum,Thymus vulgaris L et Zingiber officinale
ont montré aussi que ces trois plantes ont un effet inhibiteur contre I'altération des aliments.

Dans cette optique, Notre choix s’est porté sur trois plantes répondue en Algérie
(Rosmarinus officinalis L,Thymus vulgaris L et Laurus nobilis L), largement exploitées dans
I’aromatisation culinaire et dont les huiles essentielles possedent une activité antibactérienne
contre plusieurs agents pathogenes responsables d’intoxications alimentaires tel que
Klebsiella pneumoniae (Bennadja et al., 2013 ; Daglia et Nabav, 2015 ; Athamena et
Laroui.,2014 et Collins et al.,2011).

Notre étude a pour objectifs de:

e Extraire les huiles essentielles des plantes aromatiques poussant en Algérie:
Rosmarinus officinalis L, Thymus vulgaris L et Laurus nobilis L.

e Mener une étude physico — chimique sur les huiles essentielles testées et leurs
mélanges.

e Evaluer I’activité antibactérienne et la CMI des différentes huiles essentielles.

e Appliquer les huiles essentielles dans la bioconservation du sardine.
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Chapitre | : Synthése bibliographique

1.1. Plantes aromatiques

Les plantes aromatiques peuvent servir a la fois autant que plantes médicinales et autant
que matic¢res premiéres industrielles d’origine végétale. Elles constituent des sources de
substances naturelles complexes, destinées a apporter des caractéres organoleptiques
particuliers aux aliments. Les plantes aromatiques fraiches, séchées, ou conservées peuvent
servir a 1’assaisonnement des mets et également donner naissance a des formes galéniques
particuliéres telles que les extraits végétaux et les huiles essentielles (Belail et saidi, 2012).

1.1.1. Récolte

La cueillette des plantes aromatiques doit toujours tenir compte des variations climatiques
et saisonnieres. Ainsi, elle ne doit jamais se faire par temps de pluie afin d'éviter les risques de
moisissement. Donc, le meilleur moment pour la récolte est la fin de matinée d’une journée
ensoleillée (Endrais, 2006). D’une fagon générale, la récolte a lieu comme ci-dessous :

Les fruits et les graines sont récoltés a pleine maturité.

Les fleurs sont récoltées a pleine floraison.

Les feuilles sont récoltées avant la floraison.

- Les racines sont récoltées en automne, avant les gelées (Polese, 2006 ;Frély,
2006).

1.2. Huiles essentielles

Le nom « huile essentielle » a été congu empiriquement. Le terme « huile » souligne le
caractére visqueux et hydrophobe de ces substances. Cependant, le terme « essentielle » fait
référence au parfum, a 1’odeur plus ou moins forte dégagée par la plante (Bernard et al.,
1988 ; Anton et Lobstein., 2005).

Les huiles essentielles sont des essences extraites de plantes, avec un ardme propre a
chacune de ces dernieres. Ce sont des mélanges de substances aromatiques volatiles et
odoriférantes présentes en faibles quantités dans le végétal. Elles sont obtenues
principalement des fleurs (rose, jasmin), des bourgeons (clous de girofle), des feuilles
(lavande, menthe), des racines (iris, souchet), des fruits (orange) et des graines (fenouil, anis).
Leur composition varie souvent selon les conditions climatiques et environnementales.
(Wylock, 1972). Elles sont trés volatiles et passent instantanément de 1’état liquide a 1’état
gazeux (Aboughe Angone ,2014).



Chapitre | : Synthése bibliographique

1.2.1. Localisation

Les huiles essentielles sont largement répandues dans différentes Familles du régne
végétal a haute teneur en matieres odorantes comme les Labiacées, les Géraniacées, les
Rutacées, les Myrtacées et les coniferes (Bernard et Col., 1988).

Elles sont élaborées par des glandes sécrétrices qui se trouvent sur presque toutes les
parties de la plante. Elles sont sécrétées au sein du cytoplasme de certaines cellules et se
rassemblent sous formes de petites gouttelettes comme la plupart des substances lipophiles
(Trujano et al., 2007).

Le stockage des huiles essentielles se fait dans les organes végétaux : fleurs, feuilles,
fruits, tiges, bois, écorces, parties souterraines (racines, rhizomes) a proximité de la surface.
Tels que les cellules sécrétrices des huiles essentielles chez les Lauracées, les poils sécréteurs
chez les Labiacées (lavande, menthe, romarin, thym), les poches sécrétrices chez les
Myrtacees et les Rutacées et enfin les canaux sécréteurs chez les Labiacées et les Astéracees
(Degryse et al ., 2008).

Bien que toutes les parties d’une plante puissent contenir des essences, généralement la
plus importante concentration se trouve au niveau des fleurs et des feuilles (Bellakhdar,
J1997).

1.2.2. Technique d’extraction
11 existe plusieurs techniques d’extraction des huiles essentielles :
1.2.2.1. Hydrodistillation

Le matériel végétal est chauffé jusqu'a 1’ébullition. L’huile essentielle s'évapore alors
avec les vapeurs dégagées puis elle est condensée apres refroidissement et enfin séparée de
I'eau (Sousa et al, 2002; Adio, 2005).

1.2.2.2. Entrainement a la vapeur seche

La masse végétale est déposée sur une grille a travers laquelle la vapeur passe. Les
cellules se distendent et les particules d'huiles se libérent. Puis, elles sont vaporisées et
condensées dans un serpentin réfrigéré et la suite est la méme que la technique de distillation
(Sousa et al, 2002; Adio, 2005).

1.2.2.3. Expression a froid

Elle constitue le plus simple des procédés, mais ne s’applique qu’aux agrumes dont
I’écorce des fruits comporte des poches sécrétrices d’essences. Ce procédé consiste a broyer, a
I’aide de presses, les zestes frais pour détruire les poches afin de libérer 1’essence. Le produit
ainsi obtenu porte le nom d’essence, car il n’a subi aucune modification chimique (Roux et
al., 2008).
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1.2.3.4. Extraction au CO2 supercritique

Le CO2 sous-pression et a température supérieure a 31°C se trouve dans un état
supercritique. La matiére végétale est chargée dans I'extracteur puis le CO2 est introduit sous
pression. Le mélange est recueilli. Puis, la pression étant réduite, le CO2 reprend sa forme
gazeuse et donc complétement éliminé. L'huile essentielle est ensuite isolée (Wengiang et al.,
2007).

1.2.4. Composition chimique

Selon ’AFNOR, Une huile essenticlle contient en moyenne soixante-quinze molécules
actives (Mayer, 2012).

Généralement les constituants des huiles essentielles appartiennent principalement a deux
grandes familles chimiques : les composés terpéniques comme les monotérpénes, les
sesquiterpénes (Svoboda., 1999), les diterpenes (C20) (Santoyo, 2005 ; Kimbaris, 2006) et
les composés aromatiques dérivés du phénylpropane (Kaloustain et Hadj-Minaglou, 2012).

1.2.4.1. Terpenes

Les terpénes sont des hydrocarbures résultant de la combinaison de plusieurs unités
isopréne (C5H8) (Hyldgaard et al., 2012). lIs sont volatils car leur poids moléculaire n'est
pas trop élevé (Messai, 2011).

Selon le nombre de carbone, ce groupe est constitué de:

- Monoterpénes qui sont formés de 1’'union de deux unités isopréne (C10). Leur formule
chimique est (C10H16) (Bakkali et al., 2008). Ils peuvent étre acycliques, monocycliques ou
bicycliques (Messai, 2011).

- Sesquiterpénes dont la formule chimique est (C15H24). lls sont généralement formés de
I’assemblage de trois unités isoprénes (Figuredo, 2007).

- Diterpénes qui sont formés de quatre unités isoprénes (C20H32)

Il faut noter que les terpenoides sont des terpenes avec une ou plusieurs fonctions
chimiques (alcool, aldéhydes, cétone, acide ...etc.) (Bruneton, 1999 ; Hernandez-Ochoa,
2005).

1.2.4.2. Composés aromatiques

Les composés aromatiques dérivés de phénylpropane sont moins fréquents dans les
huiles essentielles que les terpénes (Bakkali et al., 2008). Ces composés aromatiques
constituent un ensemble important car ils sont généralement responsables des caracteres
organoleptiques des huiles essentielles (Kunle et al., 2003).
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1.2.2. Principaux usages

Les huiles essentielles sont des produits naturels utilisés comme matiére premiere dans de
nombreux domaines, y compris la parfumerie, la cosmétique, 1’aromathérapie, la médecine et
I’industrie alimentaire (Rajendran et al., 2014).

1.2.2.1. Aromathérapie

L’aromathérapie est une branche de la phytothérapie qui utilise les huiles essentielles
extraites des plantes aromatiques pour prévenir ou soigner certaines maladies (Ichiro et al
.,1974) par voie interne ou externe (Lardry et Haberkorn, 2007).

Les vertus thérapeutiques des essences aromatiques sont connues depuis 1’antiquité
(Hmiri et al., 2011). Ces huiles essentielles sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques
contre les maladies infecticuses d’origine bactérienne et d’origine fongique (Billerbeck,
2007). Elles présentent également des propriétés relaxantes, énergisantes, anti-inflammatoires,
et antioxydantes (Aboughe Angone et al., 2014) ainsi que des propriétés anti cancéreuses (EI
Oulilalami et al .,2013).

1.2.2.2. Parfumerie et cosmétologie

L’utilisation des huiles essentielles comme un composant dans la fabrication des parfums,
des savons, des détergents, des crémes, des lotions et des gels parfumées permet de leur
procurer un ardme agréable tout en préservant ces produits grace aux proprietés
antibactériennes et antioxydantes des huiles essentielles (Khan et Abou-rashed, 2010 ;
Aburijai et al., 2003).

1.2.2.3. Industrie alimentaire

Au cours des derniéres années les consommateurs sont de plus en plus préoccupés par la
sécurité des aliments qui contiennent des agents conservateurs synthétiques (Bin Shan et al.,
2007). Ces derniers ont été utilisés dans les aliments pendant des décennies, ce qui peut
conduire a des conséquences négatives sur la santé Humaine (Nemet et Skrinjar, 2009). Par
conséquent, il y a eu un intérét croissant pour le développement de nouveaux types de
composés antimicrobiens efficaces et non toxiques et agents aromatisants naturels, tel que les
extraits d'épices et fines herbes utilisées comme additifs alimentaires et agents de
conservation des aliments (Bin Shan et al., 2007).Dans cet optique 1’usage des huiles
essentielles est conseillé du moment qu’elles sont connues a la fois pour leurs propriétés
aromatisantes et antimicrobiennes et leur toxicité réduite comparée a celle des additifs
alimentaires synthetiques (Bassole et al., 2001).

1.2.5. Pouvoir antimicrobien des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont largement étudieées pour mieux cerner leur efficacité comme
agents antimicrobien naturels. Ces huiles ont un spectre d'action tres large puisqu'elles
inhibent la croissance des bactéries et celle des moisissures et des levures. Elles empéchent
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aussi la multiplication, la sporulation et la synthése des toxines des bactéries. Comme elles
agissent sur la production de mycélium chez les levures (Hulin et al., 1998).

1.25.1. Mode d’action des huiles essentielles

Du fait de la variabilité des quantités et des profils des composants des huiles essentielles,
il est probable que leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable & un mécanisme
unique, mais a plusieurs sites d’action au niveau cellulaire (El amri et al., 2014).

Le mode d’action des huiles essentielles dépend en premier lieu du type et des
caractéristiques des composants actifs, en particulier leur propriété hydrophobe qui leur
permet de pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane de la cellule
bactérienne (El amri et al., 2014) .Ce qui entraine:

- L'augmentation de la perméabilité puis la perte des constituants cellulaire.

- L'acidification de l'intérieure de la bactérie, bloquant ainsi la production de I'énergie
cellulaire et la synthése des composants de structure (Boutabia et al., 2014).

- D’inhibition de la synthése de I’ADN, de I’ARN, des protéines et des polysaccharides (El
amrietal., 2014).

Le mécanisme d'action des huiles essentielles est lié aussi a la structure de la paroi et a la
perméabilité membranaire des bactéries (Boutabia et al., 2014). En revanche, les bactéries a
Gram- sont plus résistantes que les Gram+. Ceci est d0 aux différences structurales de leurs
membranes externes (Burt ,2004).

Lorsque ’on parle d’activité antimicrobienne, on distingue deux sortes d’effets : une
activité létale ou bactéricide et une inhibition de la croissance ou activité bactériostatique. Le
plus souvent I’action des huiles essentielles est assimilée & un effet bactériostatique (Zhiri,
2006 ; Fellah et al., 2006).

1.3. Rosmarinus officinalis L

Le mot romarin dérive du latin « Rosmarinus » qui se compose de Ros : rose et Marinus :
marin. Ce qui signifie « Rose de la mer » (Monod, 1978).

Le Romarin officinal est une herbe aromatique (S. Athame-nal, 2015) qui pousse
spontanément dans les lieux pierreux de la région méditerranéenne. Mais aussi elle est
cultivée dans les jardins (Christo Hilan, 2006).

1.3.1. Nomenclature
Nom Francais : encensier, herbe aux couronnes, Romarin, Romarin officinal.
Nom Anglais : Rosemary.

Nom Arabe ; Jis!,
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Nom vernaculaire : Yazir, EKlil (Ghédira et Goetz, 2012).
1.3.2. Description botanique

C’est un arbuste toujours vert de 0,5 & 2 m (Cabras et Coroneo, 2004). La tige ligneuse
est couverte d’une écorce grisatre et se divise en de nombreux rameaux opposés (Naggar et
Iharchine ,2015). Les feuilles sont étroites, linéaires, sessiles, opposees et persistantes. Elles
sont enroulées sur les bords, vertes a la face supérieure, velues et blanchéatres a la face
inférieure (Naggar et lharchine, 2015). Les fleurs sont d’un bleu pale, maculées
intérieurement de violet. Elles sont disposées en courtes grappes denses (Bekkara et al.,
2007) (Doumandji et al., 2005). Il se forme quatre akénes simples par fleur (Khairi et
Boussaid, 2011).

Iosmariaes efficinlis L

Figure 1: Aspect morphologique de Rosmarinus officinalis L. (Kohler, 1897)
1.3.3. Systématique

Selon Quezel et Santa (1963), la classification taxonomique de Rosmarinus officinalis L. Est
la suivante :

Régne : Plantae
Embranchement: Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones
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Sous-classe : Gamopétales

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Rosmarinus

Espece : Rosmarinus officinalis L.

1.3.4.

Synthése bibliographique

Figure 2 : Rosmarinus officinalis L. (Ouibrahim, 2012).

Composition chimique de I’huile essentielle

Plusieurs travaux ont été réalisés sur la composition chimique de I’huile essentielle de
Rosmarinus officinalis L. en Algérie, au Maroc, en Espagne, et en Afrique du Sud. Les
résultats sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 1.1 : Principaux composés de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis L. de

divers pays.
Algérie Maroc Espagne Afrique du
Composition (Djeddi et al., (Derwich et al.,| (Navajaetal., Sud
chimique 2007) 2011) 2007) (Okoh et al.,
2010)
a Pinéne 5.4 18.25 36.42 11.47
1, 8-Cineole 12.2 5.25 12.02 11.91
Camphene 7.2 5.02 11.08 5.70
1-Octen-3-ol 0.6 0.03 - -
Eucalyptol - - - 5.74
Borneol 10.6 3.10 4.00 -
Verbenene - - - -
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Bornyl acétate 5.3 4.35 2.13 9.19
Camphor - - - -
Verbenone - - - -
Verbenol - - - 17.43
B-Pinéne 8.5 - 3.67 1.12
Linalool 2.2 - 0.66 2.02
B-Caryophyllene 10.9 2.02 1.64 0.17
3-Octanone - - - -
B-Phellanderene - - - -
Limonene - - - -
Sabinene - - - -
1.3.5. Activité antimicrobienne

L’étude de I’activité antimicrobienne des huiles essentielles du romarin officinal sur des
souches  bactériennes et fongiques montre que ces dernieres possédent une activité
antibactérienne surtout contre Staphylococcus aureus (ATCC 76110) et Escherichia coli
(ATCC 7625) (Ayadi et al., 2011) et aussi une bonne activité antifongique contre Candida
albicans et Aspergillus niger (Jianga et al., 2011).

1.4. Thymus vulgaris L.

Le genre Thymus (du nom grec : Thumos, venant du mot « Theo » signifiant : parfum ou
plante odoriférante) (Hamideh, 2009 ; Bel-malha et al., 2015) est composé d’environ 300
especes de plantes vivaces. Il est principalement trouvé dans la région méditerranéenne,
1'Asie, I’Europe du Sud et en Afrique du Nord (Kucguka, 2007).

1.4.1. Nomenclature

Nom Francais : Thym vulgaire.

Nom Anglais : Thyme.

Nom arabe : i ).

Nom vernaculaire : azukenni, zaatar (Fadil et al., 2014).
1.4.2. Description botanique

Thymus vulgaris L est un sous-arbrisseau tres aromatique (Imelouane et al., 2009). La
tige est dressée, ligneuse, tortueuse a la base pouvant atteindre 40cm de hauteur. Les feuilles
sont persistantes, de petite taille (3 a 12mm de longueur sur 0.5 a 3mm de largeur), opposées,
lancéolés ou linéaires. Elles sont subsessiles et de couleur vert grisatre. Les fleurs sont de
petite taille rassemblées en glomérules ovoides. Les fruits sont des tétrakenes qui renferment
a maturité 4 minuscules graines (1mm) de couleur brun clair a brun foncé (Goetz et Ghédira
,2012).
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Figure 3 : aspect morphologique de Thymus vulgaris L. (wikipidia)
1.4.3. Systematique
La position systématique de Thymus vulgaris L. selon quezel et santa est la suivante :
Regne : plantae
Sous régne : Tacheobionta
Embranchement : Magnoliophyta
Sous embranchement : Magnoliophytina
Classe : Magnoliopsida
Sous classe : Asteridae
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre : Thymus

Espece : Thymus vulgaris L.

10
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Figure 4: Photo de Thymus vulgaris L. (wikipidia)

1.4.4. Composition chimique de I’huile essentielle

La composition chimique de I’huile essentielle de Thymus vulgaris L. a fait I’objet de
plusieurs travaux dans plusieurs régions (Ain defla, Maroc, Cameroun, et Brazil). Les
résultats sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 1.2 : Principaux composés de I’huile essentielle de Thymus vulgaris L. de diverses

régions
Composition Ain defla Maroc Cameroun Brazil
chimique (Sidali et al. (El (Tchoumbougnang | (Porte et al.,
2014) Oualilami et al., 2009) 2007)
et al., 2013)
a-Thujéne 2.2 0.18 0.9 -
a-Pinéne 2.9 0.85 1.2 0.8
B-Pinéne 0.3 1.63 - -
1-Octen-3-ol 0.3 - -
Mycenes 2.0 0.4 2.4
a - Phellandréne 0.3 0.28 <0.1 0.3
a-Terpinéne 2.7 3.25 - 1.8
p-Cymene 9.2 15.59 - 18.6
Limonéne 1.1 - -
y-Terpinene 12.6 22.25 15.1 16.5
Cis Sabinene hydratg 0.5 - -
Linalol 3.8 1.79 <0.1 -
Menta-3,8-diene - - 0.4
a-terpinolene - 1.7 02
Bornéeol - 0.65 4.5 0.5
Terpinén-4-ol 0.3 1.4 -
Trans Sabinéne 0.2 - -
hydrate
Carvacrolmethyl 1.4 - -
éther
Thymol 1.5 41.39 4.7 40.14
Carvacrol 55.1 2.06 2.4 2.4
a-Gurjunene 0.3 - -
B-Caryophyllene 0.6 1.3 0.8

11
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Leden 0.2 - -

- Bisabolene 0.2 - -

Spathulenol 0.1 - -
1.4.4. Activité antimicrobienne

Selon Al-Bayati (2008) 1’¢tude de 1’activité antibactérien de huile essentielle de Thymus
vulgaris L. Sur des bactéries Gram positif et Gram négatif, cette plante posséde une forte
activité antibactérienne contre Bacillus cereus suivi de Staphylococcus aureus et Proteus
vulgaris.

Selon Sidali et al., (2014) et Nabavi et al., (2015) L’huile essentielle de Thymus vulgaris
présente une activité antimicrobienne intéressante vis-a-vis des bactéries et des levures testées
tels que Staphylococcus aureus, Klebsciella sp, E. coli, Pseudomonas sp et Candida albicans.

1.5. Laurus nobilis L.
Le nom Laurus est un mot latin qui veut dire « toujours vert » (Pariente, 2001).
1.5.1. Nomenclature

Nom Frangais : Laurier noble, Laurier sauce, Laurier d’ Apollon, laurier commun (Elharas et
al., 2013).

Nom Anglais : Laurel

Nom arabe : x,

Nom vernaculaire : Rand (Gautriat, 2015).
1.5.2. Description botanique

Laurus nobilis L est un arbuste de 2 a 6 m de hauteur (Salhi et al., 2015). La tige est
droite, grise dans sa partie basse et verte en haut (Beloued, 2005). Les feuilles sont
persistantes et aromatiques, alternées, coriaces, vert plus clair sur la face inferieur, brillantes
sur la face supérieure (Botineau, 2010). Les fleurs sont petites a quatre lobes, unisexués avec
une couleur jaune verdatre (Patrakar, 2012). Les fruits sont de petites baies ovoides de 2cm
de longueur sur 1cm de largeur, de couleur noir vernissé a maturité (Beloued, 2005).

12
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Figure 5: Aspect morphologique de Laurus nobilis L. (Beloued, 2005).

1.5.3. Systématique

La classification botanique de Laurus nobilis L. d’aprés Quezel et santa, (1962) est la
suivante:

Régne : Plantes

Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous classe : Dialypétales

Ordre : Laurales

Famille : Lauracées

Genre : Laurus

Espece : Laurus nobilis L.

13
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Figure 6 : Laurus nobilis L. (Ouibrahim, 2011).
1.5.4. Composition chimique de I’huile essentielle

Les résultats obtenus dans 1’analyse de la composition chimique de 1’huile essentielle de
Laurus nobilis L. en Algérie, en Tunisie, au Maroc et en Turquie sont présentés dans le
tableau suivant :

Tableau 1.3 : Principaux composés de 1’huile essentielle de Laurus nobilis L. de divers pays.

Compositions Algérie Tunisia Maroc Turquie
chimiques (Ouibrahim et (Merghni et (Derwich et | (Antakya)
al.,2015) al., 2016) al., 2009) (Kemal
Sangun et
al., 2007)
a-pinene 0.89 3.9 3.72 3.66
3-carene 5.39 - - -
a-limonéne 3.04 - - -
Eucalyptol - - - -
B-linalol 22.52 - - -
4-terpineol 2.09 2.2 - -
a-terpinéol 3.18 3.0 - -
a-terpinéol acétate 0.29 10.9 - -
Camphene 7.37 0.7 0.05 0.19
o —terpinéne - - 212 -
y-terpinene 1.03 - - 0.37
terpinen-4-ol - - 2.56 -
Linalool - - 1.98 0.64
Isoeugenol 2.93 - - -
1,8-cineole 35.31 - 52.43 46.61
Eugénol méthyl éther | 9.17 - - -
Delta cadinene 0.32 - - -
a-caryophyllene 0.22 - 1.28 -
Isopulegol acétate 0.60 - - -
Sabinene - - 6.13 14.05

14
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bornyl acétate - - 1.89 -
a-spathulenol 1.4 2.2 - -
Terpinolene - - - -
methyl-eugenol - 0.6 - -
a-cadinol 0.86 - - -
a -terpinyl acétate - - - 11.94
Germacréne D - - - -

1.5.4. Activité antimicrobienne

Selon Ben Abdellah et al., (2009) ; Bennadja et al .,(2013); Derwich et al., (2009), les
huiles essentielles de Laurus nobilis L. présentent des effets antibactériens contre
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Serratia sp et
Staphylococcus intermedius.

Selon Simic et al., (2004) Laurus nobilis L. possede une activité antifongique contre
Aspergillus sp et Penicillium sp.

1.6. Scombrotoxisme

Le scombrotoxisme ou intoxication histaminique est la premiére cause de toxi-infection
alimentaire associée a la consommation de poissons.

Cette intoxication est dans la plupart des cas liée a l'ingestion de poissons de la famille
des Scombridés (Maarof, 2016) tel que : le thon, la bonite, les maquereaux, les anchois et les
sardines. La masse musculaire de ces poissons est caractérisée par un aspect rouge évoquant
la viande (poissons bleus) et par la présence de grandes quantités d'histidine dans leurs tissus
(Aubry, 2014) ces poissons peuvent, lors d’une mauvaise conservation, subir des
décarboxylations bactériennes, post mortem, entrainant I'apparition d'histamine dans la chair
des poissons (Maarof, 2016).

1.6.1. Bactéries histaminogenes

La capacité de produire de I'nistamine a été approuvée chez les bactéries Gram-négatives
et chez les bactéries Gram-positives (Collins et al., 2011).

De nombreuses bactéries a Gram négatif qui contaminant couramment I'alimentation sont
en mesure de produire de I'histamine. Les producteurs les plus redoutables d'histamine sont :
Hafnia alvei, Klebsiella pneumoniae et plus récemment, Morganella psychrotolerans
(Collins et al., 2011).

1.6.1.1. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae est un germe de la famille des Entérobactériaceae. C’est un bacille
Gram négatif, aéro-anaérobie, immobile et capsulé. Les colonies bactériennes sont
volumineuses, bombées, brillantes et visqueuses (Kouch, 2015).

15
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Figure7 : Klebsiella pneumoniae (Kouch, 2015)
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Chapitre 11 : Matériel et méthodes

Notre travail a été réalisé en trois parties successives :

D’une part, ’extraction des huiles essentielles des trois plantes étudiées (Rosmarinus
.officinalis L., Thymus vulgaris L. et Laurus nobilis L.) et détermination de certains
paramétres phytochimiques (Teneur en eau et rendement en huiles essentielles).

D’autre part, une évaluation de certains caractéeres physico-chimiques tels que la densite,
I’indice de réfraction , le pH, I’indice d’acide ,I’indice de saponification, 1’indice d’ester et la
détermination de la composition chimique de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis L.
par CG /MS.

En troisiéme partie, nous nous somme intéressées a 1’étude du pouvoir antibactérien de
chaque huile essentielle séparée puis des mélanges de ces dernieres afin de mettre en évidence
un éventuel effet synergique contre Klebsiella pneumoniae considérée comme un des agents
causals du scombrotoxisme et enfin la détermination des concentrations minimales
inhibitrices de ces huiles étudiées.

Notre étude expérimentale qui s’est étalée de Février a Aout 2017 a été réalisée au sein
des laboratoires suivants :

- Laboratoire de chimie du département de Biologie, Faculté des sciences de la nature et de
la terre de l'université de Khemis Miliana ou I’extraction des huiles essentielles a été
effectuée.

- Laboratoire de Génie des procédés du département de Technologie, Faculté des Sciences et
de la Technologie de I’université de Khmis Milana ou 1’analyse des huiles essentielles par
CG/MS a été effectuée.

- Laboratoire de Microbiologie .du département de Biologie, Faculté des sciences de la
nature et de la terre de I’université de Khemis Miliana et le laboratoire d’analyse médicale «
Zibouche » de Ain Defla ou I’activité antibactérienne a été accomplie.

I1.1. Matériel
11.1.1. Matériel Végeétal

La récolte des feuilles de Rosmarinus officinalis L. a été effectuée dans la région de
khemis Miliana au niveau de la wilaya d’Ain Defla de Février 2017 a Juin 2017. Au cours de
la méme période, la récolte des feuilles de Laurus nobilis L. a été faite au niveau de la région
d’Arib dans la wilaya d’Ain Defla. Ces deux récoltes ont été suivies par celle des feuilles de
Thymus vulgaris L. du mois de Mars 2017 au mois de Juin 2017, dans la région de Mekhatria
au niveau de la wilaya d’Ain Defla.

L’identification des plantes étudiées a été faite selon la clé de détermination de Quszel et
Santa [1963]. Cette identification a été confirmée au niveau du département d’Agronomie de
I’Université Djilali Bounaama de Khmis Miliana.

17



Chapitre 11 : Matériel et méthodes

11.1.2 Matériel microbien

Le teste antimicrobienne est effectué sur klebsiella pneumoniae qui I’'une des bactéries
responsable de I’intoxication histaminique. La souche bactérienne est une souche ATCC 4352
(American Type Culture Collection).

11.2 Méthodes
11.2.1 Extraction des huiles essentielles

L’extraction des huiles essentielles a été effectuée par hydrodistilation dans un appareil
de type Clevenger. Chaque matériel végétal frais des espéces étudiées (Rosmarinus officinalis
L (150 g)., Thymus vulgaris L (70 g)., Laurus nobilis L (150 g).) a été introduit avec de
I’eau(300ml) dans le ballon de ce dispositif d’hydrodistillation. L’ensemble est porté a
¢bullition pendant 3 a 4 heures. Les vapeurs chargées d’huile essentielle traversent un
réfrigérant puis se condensent et chutent dans une ampoule a décanter. L’eau et huile se
séparent par différence de densite.

Les huiles essentielles ont été récupérées dans de petits flacons opaques fermés
hermétiquement puis stockée a 4°C.

Réfrigérant

Robinet

Ballon

Chauffe
ballon

-

Figure 8 : Dispositif d’hydrodistillation
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11.2.2. Etude phytochimique
11.2.2.1. Teneur en eau

Afin de déterminer la teneur en eau, nous avons placé trois échantillons a poids connue
des feuilles fraiches de chaque espece dans une étuve a 70°C. Les échantillons ont été pesés
chaque 24h jusqu’a la stabilisation du poids sec de la matiére vegétale.

Selon Bourkhiss et al (2009), La teneur en eau est calculée selon la formule suivante :

Mf_MS
Mf

T%= x100

T : Teneur en eau exprimée en pourcentage.

M : Masse de I’échantillon avant séchage en €tuve (g).

Mg : Masse de I’échantillon aprés séchage en étuve (g).

11.2.2.2. Rendement en huiles essentielles

Les rendements en huiles essentielles ont été calculés sur la base de la matiére séche
selon la formule suivante (Sangun et al., 2007).

m
HE %100

Ryp(%) = mg

Ryg: Rendement en huile essentielle exprimé en pourcentage.

myg - Masse de I’huile essentielle en gramme.
mg: Masse de la matiére végétale seche en gramme.
111.2.3. Etude analytique des huiles essentielles

11.2.3.1. Propriétés organoleptiques des huiles essentielles

Les différentes caractéristiques organoleptiques (aspect, couleur, odeur) des huiles
essentielles des feuilles de Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris L. et Laurus nobilis L. ont
éteé notées.
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111.2.3.2. Indices physico-chimiques

e Densité relative a 20°C

C’est le rapport entre la masse d’un certain volume d’huile essentielle et 1a masse d’un
volume égal d’eau a 20°C. Elle est déterminée a I’aide d’un pycnometre.

» Mode opératoire

Le pycnométre est rempli successivement avec des volumes ¢gaux d’huile essentielle et
d’eau distillée puis pesé (Noudogbessi et al, 2008).

d= (m2-m0) / (m1-m0)

m, : Masse du pycnometre vide en g.
m, : Masse du pycnométre rempli d’eau en g.
m, : Masse du pycnomeétre rempli d’huile essentielle en g.
Selon Yerou et al., (2016). Un produit est classé comme suit selon sa densiteé :
d < 0.9 : le produit est riche en terpénes.
0.9> d < 1:leproduit a une composition complexe.
d >1: Le produit contient des séries aromatiques, des sulfures et des nitrites.
¢ Indice de refraction

C’est le rapport entre le sinus des angles d’incidence et de réfraction d’un rayon lumineux
de longueur d’onde déterminée, passant de 1’air a ’huile essentielle maintenue a une
température constante (AFNOR NF 1SO 280 : 1999 (75-112).

» Mode opératoire

L’indice de réfraction a ét¢ mesuré a 20°C avec le réfractomeétre (Noudogbessi et al .,
2008).

Potentiel d’Hydrogéne (pH)

Le pH exprimé par une valeur numérigue, indique si une solution est acide ou basique, il
représente aussi la concentration en ions hydrogéne d’une solution aqueuse (Bentchicou,
1999). La détermination du pH a été effectuée a I’aide d’un papier pH au lieu d'un pH-métre.
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e |ndice d’acide

C’est le nombre de mg de KOH nécessaire a la neutralisation des acides libres contenus
dans 1g d’huile essentielle. Les acides libres sont neutralisés par une solution éthanolique
d'hydroxyde de potassium titré (NF 1SO 1242 : 1999 (T 75-103)).

» Mode opératoire

Un gramme de chaque huile essentielle et deux gouttes de phénolphtaléine sont introduits
dans cinq millilitres d’alcool éthanolique neutralisé. Aprés homogénéisation, le mélange est
titré avec une solution d’hydroxyde de potassium (0,05N) (Noudogbessi et al ., 2008).

N on-
Ia = (OH-)XVx56.11
m

Nopy- - Normalité d’hydroxyde de potassium.
m : Masse d’huile essentielle prélevée en g.
V : Volume de la solution d’hydroxyde de potassium versée en ml.

56,11g / mol : Masse moléculaire du KOH.

¢ Indice de saponification

L'indice de saponification (Is), est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium
nécessaires a la neutralisation des acides libres et la saponification des esters présents dans un
gramme d'huile essentielle.

» Mode opératoire

La solution prevenant de la détermination de I’indice d’acide et 25 ml de la solution
d’hydroxyde de potassium (0.5 mol/L) ont été introduites dans un ballon puis chauffées
durant 1 heure a I’aide d’une plaque chauffante. Aprés refroidissement, cette solution et 5
goutes de  phenolphtaléine sont ajoutées a 20 millilitres  d’eau distillée. Apres
homogénéisation, le mélange est titré avec la solution d'acide chlorhydrique.

L'indice de saponification Is est donné par la formule suivante :
I = 28.05 x(Vo—V4) / m)
V,: Volume (ml) de la solution d'acide chlorhydrique utilisé pour I'essai a blanc.
V;: Volume (ml) de la solution d'acide chlorhydrique utilise.
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m : Masse (g) de la prise d'essai.
e Indice d’ester : (AFNOR NF T 75- 104 : 1994)

C’est le nombre de mg de KOH nécessaire a la neutralisation des acides libérés par

I’hydrolyse des esters contenus dans 1g d’huile essentielle (Ould Yerou et al ., 2016).
L’indice d’ester est calculé selon la formule suivant. :
le=Is—-1la
Is : Indice de saponification
la : Indice d’acide
11.2.3.3. Analyse des huiles essentielles par CG-MS

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG-MS) est
une technique qui permet d’effectuer simultanément la séparation et I’analyse des différents
constituants d’un mélange complexe (Sameza et al., 2004 ; Lucchesi et al., 2009).

L’analyse a été effectuée dans les conditions suivantes :

- Latempérature de I’injecteur splitless est de 280°C.

- La programmation de température : de 50 °C a 280 °C a raison de 5 °C/min.

- Le gaz vecteur : He a 1 ml/min (vitesse linéaire moyenne = 36.3 cm/sec).

- Les températures de la source et du quadripdle sont fixées a 200 °C et 280 °C
respectivement.

- L’énergie d’ionisation : 70 eV.

L’identification des différents constituants est réalisée a partir de leurs spectres de masse
en comparaison avec ceux des composés standards de la banque de donnees informatisees
(Wiley 275.L) (Sidali et al., 2014).

11.2.2.3. Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne a été réalisée par la méthode de 1’aromatogramme. C’est
une méthode de mesure in vitro du pouvoir antibactérien des huiles essentielles. C’est
I’équivalent d’un antibiogramme ou les antibiotiques sont remplacés par les huiles essentielles
(Benkherara et al., 2011).Elle permet de déterminer I’activité inhibitrice de croissance des
huiles essentielles par la mesure du diameétre d’inhibition autour d’un disque imprégné d’huile
essentielle (Kheyar et al ., 2014).
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Dans cette partie, nous avons testés 1’effet antibactérien des

Dans cette partie, nous avons testé 1’effet antimicrobien des huiles essentielles des
feuilles fraiches des trois espéces de plantes aromatiques : Laurus nobilis L., Rosmarinus
officinalis L. et Thymus vulgaris L. et les mélanges des huiles essentielles de Rosmarinus
officinalis / Thymus vulgaris L. (V/V) , de Rosmarinus officinalis L. / Laurus nobilis L.
(VIV) , de Thymus vulgaris / Laurus nobilis L. (V/V) et de Rosmarinus officinalis L. / Thymus
vulgaris L. / Laurus nobilis L. (V/VIV) en le comparant avec celui de I’antibiotique
Ciprofloxacine a 5pg/disque. La technique choisie est celle de diffusion sur gélose.

Le tableau suivant résume les différentes solutions testées:

Tableau 11.1 : Solutions testées

Huiles essentielles utilisées avec
proportions
Huile essentielle de Rosmarinus

Abréviations

HE.R .
officinalis pure
HE.T Huile essentielle de Thymus vulgaris pure
HE.L Huile essentielle de Laurus nobilis pure
HERT Hl_JiI_es e_ssentielles de Rosmarinus
o officinalis +Thymus vulgaris (V/V)
HETL Huiles essentielles de_ Thymus vulgaris
T +Laurus nobilis (V/V)
HER.L Huiles essentielles de Rosmarinus

officinalis +Laurus nobilis (V/V)

Huiles essentielles de Rosmarinus
HE.R.T.L officinalis +Thymus vulgaris+Laurus
nobilis (V/VIV)

La diffusion sur gélose est une technique qualitative permettant de tester 1’existence
du pouvoir antimicrobien. Elle se traduit par la formation d’une zone d’inhibition autour de la
substance a caractére antimicrobien (Amatiste et al., 2014).

e Préparation de ’inoculum

A partir d’une culture jeune de 24 heures sur milieu gélose nutritive, une suspension
bactérienne a été préparée par le prélevement de 2 a 3 colonies bactériennes a 1’aide d’une
pipette pasteur. Ces colonies ont été mises dans un tube de solution physiologique stérile
avec agitation de facon a obtenir une densité optique de 0,5 a 570 nm.

Ensemencement et application des disques
L’ensemencement a été réalisé par écouvillonnage et, en procédant comme sulit :

- Le milieu MH (Muiller Hinton) a été coulé dans des boites de pétrie et laissé solidifier.
- Ensuite, un écouvillon stérile a été plongé dans la suspension bactérienne puis légérement
essore.
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- L’ensemencement a été fait a 1’aide de cet écouvillon sur la surface de la gélose en
tournant la boite 3 fois de 60° afin d’assurer une bonne distribution de 1’inoculum.

- Dans chaque boite de pétrie, nous avons déposé trois disques de 6 mm imbibés de 10ul de
chaque solution a tester.

Incubation et lecture

- L’incubation des boites a été faite a 1’étuve a 37°C durant 24 heures.

- Le diameétre de la zone d’inhibition a été mesuré avec précision (a 1’aide d’un pied a
coulisse) pour chaque produit testé (diameétre du disque intégré dans la zone d’inhibition).

- L'échelle d'estimation de l'activité antimicrobienne donnée par Mutai et al.,(2009) a eté
suivi. Ces derniers ont classé la substance testée selon le diamétre de la zone d'inhibition
(D) de la croissance microbienne en cing classes :

-+ Tres fortement inhibitrice: D >30 mm

-« Fortement inhibitrice: 21 mm <D <29 mm

- * Modérément inhibitrice: 16 mm <D <20 mm

-« Légerement inhibitrice: 1 lmm <D <16 mm

-« Non inhibitrice: D < 10 mm
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Figure 9 : Activité antibactérienne
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11.2.2.4 Détermination de la CMI

La CMI (concentration minimale inhibitrice) est la plus faible concentration
d’antibiotique ou de substance antimicrobienne inhibant toute croissance visible apres un
temps d’incubation de dix-huit a vingt-quatre heures. La CMI permet de définir la sensibilité
ou la résistance des souches bactériennes aux substances antimicrobiennes (Kablan et al.,
2008).

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des huiles essentielles et de leurs
mélanges ont été déterminées selon la méthode rapportée par Satrani et al., (2007). Du fait de
la non miscibilité de I’huile essentielle a I'eau et donc aux milieux de culture, une mise en
émulsion a été réalisée grace a une solution d'agar a 0,2 % afin de favoriser le contact
germe/composé. Des dilutions sont préparées aul/10°™¢ 1/25%™€ 1/50°™€ 1/100°™€ 1/
200°™€ et 1/1000°™¢de cette solution d'agar. Dans des tubes & essais contenant chacun 13,5
ml de milieu solide TSA (Tryptic Soja Agar), stérilisés a I’autoclave (20 minutes a 121°C) et
refroidis a 45°C, on a ajouté 1,5 ml de chacune des dilutions de fagon a obtenir les
concentrations finales de 1/100, 1/250, 1/500, 1/1000, 1/2000, 1/5000 et 1/10000 (v/v). Puis
on a agité convenablement les tubes avant de les verser dans des boites de Pétri. Un témoin,
contenant le milieu de culture plus la solution d'agar a 0,2 % seule, a été également prépare.

L'ensemencement se fait par stries a I'aide d'une anse de platine, a partir d’un bouillon de
culture de 24 heures. L’incubation se fait & 37 pendant 24 heures.

Lecture

La concentration minimale inhibitrice est la concentration qui correspond & la boite ou il
y a absence de croissance bactérienne.

Aligianis et al., (2001) ont proposé une classification des extraits du matériel vegétal sur
la base des résultats des CMI, comme suit :

- Forte inhibition : CMI inférieure a 0.5 mg/ml.
- Inhibition modérée : CMI varie de 0. 6 mg/ml a 1.5 mg/ml.
- Faible inhibition : CMI supérieure a 1.6 mg/ml.

11.2.2.5. Application des huiles essentielles sur la chair de poisson

e Préparation de la chair de poisson

La chair de poisson (Sardine) a été achetée chez un vendeur de poissons local dans la
ville de Ain defla (Algérie), puis transportée dans une enceinte réfrigérée (3+1°C) au
laboratoire médicale de Zibouche (Ain Defla) dans les 15 mn qui ont suivi 1’achat (Djenane
et al.,2012) .
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¢ Inoculation de la chaire de poisson par klebsiella pnumoniae

Avant inoculation avec la souche bactérienne (Klebsiella pneumoniae) et 1’addition des
des différents solutions testés (Eau distillée sterile (témoins) , HE.R, HE.T, HE.L, HE.R.T,
HE.T.L, HE.R.L, HE.R.T.L), la chair de poisson a été coupée en 8 tranches de 50 g 5.

Pour évaluer I’effet antibactérien des différentes solutions testées, les tranches de chair
de poisson sont préparées selon les bonnes pratiques de manipulation. Les tranches étaient
placées dans des sachets stériles individuels Stomacher, puis inoculées avec Klebsiella
pneumoniae (5x10° ufc/g). Tous les échantillons inoculés étaient soigneusement
homogeéneéisés pour assurer une bonne distribution de la charge bactérienne a travers toute la
surface. Chaque solution testée a été additionnée a six (6) tranches de chair de poisson. Les
échantillons ayant recus ces différents traitements étaient placés dans des barquettes en
polystyréne puis recouverts avec des sachets en plastique. Les échantillons de chair de
poisson étaient stockés pendant 7 jours a 4°C.

Les analyses bactériologiques ont été réalisées a des intervalles de 3 jours (apres 24h, 4
jours et 7 jours) sur une durée de stockage de 7 jours (Djenane et al.,2012) .

e Analyse bactériologique

A chaque intervalle d’analyse, des échantillons de 15 g sont placés individuellement dans
des sachets stériles contenants 135 ml d’eau peptonée tamponnée. L’ensemble est
homogeéneéisé a tempeérature ambiante pendant 1 minute dans un Stomacher (Stomacher 400-
Circulator. Seward. Worthing, U.K.). Des dilutions décimales sont préparées dans de 1’eau
peptonée stérile(0,1 %). 0,1 ml de chaque dilution est ensemencé dans le milieu approprié
pour klebsiella pneumoniae . Toutes les boites de Pétri étaient incubées en aérobiose a
37°C/24-48h. Le milieu sélectif utilisé pour le dénombrement de klebsiella pneumoniae est
MacConkey .Les résultats sont exprimés en log10 ufc/g (Djenane et al.,2012) .
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Chapitre 111 : Résultats et discussion

I11.1. Etude phytochimique
I11.1.1. Teneur en eau

La détermination de la teneur en eau de la matiere végétale a été obtenue par le séchage
des feuilles des trois especes étudiées (Rosmarinus officinalis L., Thymus vulgaris L. et

Laurus nobilis L.) dans I’étuve a 70 C° jusqu’a I’obtention d’un poids constant.

Nos résultats ont révélé que la teneur en eau de Rosmarinus officinalis L. (65.33% 0.2)
est la plus importante, suivi par Laurus nobilis L. (48% * 0.37) et enfin Thymus vulgaris L.
(21.70% = 0.1) (Figure 111.1).

La teneur en eau des feuilles de Rosmarinus officinalis L. est proche de celle obtenu par
Athmena (2008) dans son travail éffectué sur la partie aérien (tige, feuilles et fleurs)(67.00 %
+ 0.89). Par contre, les tenneurs en eau de Thymus vulgaris L. et Laurus nobilis L. sont
differentes de facon remarquable a celle trouvé par Yakhlef (2009), qui a travaillé sur les
feuilles de Thymus vulgaris L. et Laurus nobilis L. de la meme région(Batna), les proportions
sont respectivement de 9.40+£0.03% et de 6.79+0.18%.

Selon Hamoudi et al., (2012), la différence marquée entre les teneurs en eau peut étre
expliquée par 1’age de la plante , la saison et la région de récolte. Les plantes cultivées dans
les régions tempérées comme le sud Algérien ont une tenneur en eau plus faible par rapport

aux plantes cultivées dans le nord.
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Figure 10: Teneurs en eau: (a) Rosmarinus officinalis L., (b) Thymus vulgaris L.,
(c) Laurus nobilis L.

111.1.2. Rendements en huiles essentielles

Les huiles essentielles ont été extraites de la matiére végétale fraiche. Le rendement en
huile essentielle varie beaucoup selon la plante utilisée. Nous remarquons que Thymus
vulgaris L. présente le meilleur rendement en huile essentielle (0.69% + 0.01) par rapport a

Laurus nobilis L. (0.34% = 0.01) et Rosmarinus officinalis L. (0.3% + 0.02) (Figure 111.2).
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Figure 11 : Rendements en huiles essentielles de Rosmarinus officinalis L.,
Thymus vulgaris L.et Laurus nobilis L.

Rosmarinus officinalis L. présente un rendement inférieur a ceux signalés par
d’autres travaux menés sur la méme espece de régions différentes. Ceux de Tlemcen ( Atik
Bekkara et al., 2007) ,d’Alger ( Djeddi et al., 2007 ; Boutekedjiret et al.,2003) et Mascara
(Belkhodja et al., 2016), présentent des taux relativement éleves : 0,6 % , 0,82% ,1,2%

,1,29%. Globalement ces travaux ont été effectués sur les feuilles et les fleurs du Romarin.

Le rendement en huile essentielle de Thymus vulgaris L. de notre étude a été plus élevé
que celui trouvé par EI Oualilalami et al., (2013) qui ont travaillé sur les feuilles de la méme

espece du Maroc (0.5%).

Les feuilles de laurier ont donné un rendement inférieur aux pourcentages rapportés
dans d’autres travaux tels que Ouibrahim et al., (2015) et Haddouchi et al., (2009) ou les
rendements des feuilles étaient respectivement de 0.71% et de 1,2%.

Ces différences sont justifiées selon Kelen et Tepe (2008), Par la période de récolte,
le climat, la zone géographique, I’organe de la plante utilisé, la période de séchage, I’age du

materiel végetal et la technique d’extraction.
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111.1.3. Caracteres organoleptiques

Les caractéres organoleptiques des huiles essentielles de Rosmarinus officinalis L.,

Thymus vulgaris L. et Laurus nobilis L. sont résumés dans le tableau suivant :

Tableau 111.1 : Caracteres organoleptiques des huiles essentielles étudiées

Aspect Couleur Odeur

Rosmarinus Liquide Jaune pale Caracteristique,
officinalis L. légérement comphrée
AFNOR, 1999 Liquide mobile, presque Caractéristique, fraiche,

limpide incolore Camphrée

jaune pale

Thymus vulgaris Liquide Jaune Forte odeur,
L. caractéristique
Haddouchi et al., Liquide Jaune Forte odeur
2009
Laurus nobilis L. Liquide Incolore Aromatique
Ould Yerou Liquide Incolore Aromatique et piquante
Etal., 2016

Les caractéristiques organoleptiques de I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis
L. sont en accord avec ceux répertoriées dans les normes AFNOR (1999). Aussi, celles de
Thymus vulgaris L. sont en accord avec celles rapportées par Hadduchi et al., (2009). 1l est
de méme pour Laurus nobilis L. ou nos résultats sont en accord avec ceux trouvés par Ould

Yerou et al., (2016) sauf pour I’odeur.

a b c

Figure 12 : Huiles essentielles : (a) Rosmrinus officinalis L. (b) Thymus vulgaris L. ,(c)

Laurus nobilis L.
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I11.1.4. Caractéres physico-chimiques

Les propriétés physico-chimiques telles que la densité, le pH, I’indice de réfraction,
I’indice d’acide, I’indice d’ester et I’indice de saponification constituent un moyen de
veérification et de contrdle de la qualité des huiles essentielles (Afssaps, 2008). Les résultats

de notre caractérisation physico-chimiques sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 111.2: Caracteres physico-chimiques des solutions testées

Densité pH Indice de Indice Indice Indice de
réfraction d’acide | d’ester | saponification

HE.R 0.90 55 1.477 1.4 70.12 68.72
Afnor (1999) - 6-7 | 1.356-1.500 0.5-2 - -

HE.T 1.05 6 1.5030 9.25 28.05 18.8
Hadouchi et| 0.9-0.95 1.491-1.510 8.4 18.2 -

al., (2009)

HE.L 0.91 5 1.477 2.24 22.44 20.2

Ould Yerouet | 0,91-0,944 | 5a6 | 0.46-1.477 2,25 22,44 -
al., 2016

HE.R.L 0.13 5 1.479 1.96 42.07 40.11
HE.R.T 0.22 5 1.500 1.68 56.1 54.42
HE.L.T 0.35 5 1.476 14 70.12 68.72
HE.R.T.L 0.39 5 1.501 1.96 36.46 34.5

Nos résultats concordent avec ceux données par AFNOR (1999) pour Rosmarinus
officinalis L., et plus ou moins proche a ceux trouvés par Ould Yerou et al., (2016) pour

Laurus nobilis L. et ceux dévoilés par Hadouchi et al., (2009) pour Thymus vulgaris L.

Les paramétres physico-chimiques différents suivant 1’origine de 1’huile essentielle.
Ainsi, une huile de France n’aura pas les mémes valeurs de parametres qu’une huile
d’Algérie, de la Tunisie ou de Madagascar. Tous ces parametres sont influencés par les
conditions édaphiques, climatiques ainsi que les conditions de cultures des plantes. Il est
logique que leurs valeurs soient différentes d’un endroit a un autre dans le globe (Kulkarni
et al., 1996 ; Juliani et al., 2006).
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Selon Yerou et al., (2016), la densité de I’huile essentille de Rosmarinus officinallis L.
et Laurus nobilis L. est de 0.90, 0.91. Ce qui indique une composition chimique complexe.
L’huile essentielle de Thymus vulgaris a une densité égale a 1.05. Ce qui indique que cette
huile contient encore des séries aromatiques, les sulfures et nitrites. La densité des différents
mélanges HE.RT, HE.RL, HE TL et HE.RTL est inférieur a 0.9 donc ce sont des mélanges

riches en terpénes.

L’indice de réfraction est une grandeur qui nous permet d’identifier I’huile essentielle,
aussi de contrdler sa pureté. En effet, un indice de réfraction varie essentiellement avec la
teneur en monoterpénes et en déerivés oxygénés. Une forte teneur en monoterpénes donnera un
indice élevé (Boukhatem et al., 2010).

L’indice d’acide peut nous aider a déterminer la qualité de notre produit, un produit a
indice d’acidité faible est un produit de forte qualité. Car I’huile, en s’oxydant, se dégrade
rapidement et provoque une augmentation de I’indice d’acidité (Lazouni et al., (2007).

Les valeurs des indices d’ester indiquent que 1’ensemble des huiles contiennent
d’importantes quantités d’acide libres, et il est admis que plus I’indice d’ester est élevé mieux
est la qualité de 1’huile plus la valeur de I’indice de saponification de I’huile essentielle est

élevée ; plus le poids moléculaire est faible (Hilan et al., 2006).
I11.2. Analyse par CG-MS

Seule I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis L.a été analysée par CG-MS. Cette
analyse a permis de dénombrer 42 substances représentant 79.86 % de 1’ensemble des pics
identifiés. L’ensemble est dominé par la présence du borneol (9.34%), du o pinéne (8.22%),
du 2-oxabicyclo (2.2.2) octane,1,3-Trimethl-octane (7,64%), du camphore (6,94%) et du
bornyl acétate (5.64%). Les monoterpenes constituent le groupe chimique majoritaire. (Figure
[11.4 et Tableau 111.3).
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Temps de Composants Teneur (%)
N° rétention
(min)

1 6.333 a Thujen 0.36
2 6.617 o pinéne 8.22
3 6.962 Camphene 2.78
4 7.055 vy Terpinene 1.53
5 7.541 Sabinéne 0.38
6 7.681 B pinéne 3.05
7 7.976 B-Myrcéne 1.52
8 8.374 a —phellandréne 0.87
9 8.563 3-Caréne 2.27
10 8.715 a Terpineéne 0.91
11 8.956 a-Terpinyl acétate 0.57
12 9.577 B Ocimene 0.09
13 9.933 1,4Cyclohexadiene, 1-Methyl-4(1-Methylethyl 1.08
14 10.173 Sabinéne hydrate 0.33
15 10.829 Terpinolene 2.27
16 11.238 Linalol 3.44
17 11.883 2-pinen-7-One 0.25
18 12.002 Neoalloocimene 0.18
19 12.698 Camphor 6.94
20 13.069 Pinocarvone 0.58
21 13.433 Borneol 9.34
22 13.994 (+)-a-Terpinol (P-Menth-1-En-8-ol) 1.75
23 14.205 Myrtenol 0.50
24 14.610 Verbinone 5.03
25 14.980 Citronellol 0.07
26 15.326 3-Cyclihexane 0.91
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Temps de Composants Teneur (%)
N° rétention
(min)

27 15.52 Terpinyl acétate 1.25
28 16.758 Bornyl acétate 5.65
29 17.015 Carvacrol 0.27
30 17.717 Myrtenyl acétate 0.16
31 17.284 Limonen-6-ol, pivolate 0.07
32 18.388 v Terpineol 0.73
33 18.809 Camphene 0.33
34 19.001 Dihydrocabyl 0.70
35 19.858 Méthyl iso-eugenol 2 0.77
36 20.496 Caryophylléne 2.70
37 22.351 D Germacréne 0.63
38 22.872 y Cadinene 0.33
39 23.073 A Cadinéne 0.64
40 24.712 Caryophyléne oxide 1.74
41 25.299 Humuléne oxide 0.15
42 26.696 Alloaromadendréne oxide-(1) 0.26
Totale 71.6

Les études realisées par Ayadi et al., 2011 sur Rosmarinus Officinalis L. cueillie en Italie,
Turquie et Iran, montrent une importante variation dans la composition chimique de 1’huile
essentielle comparée & nos résultats. En effet ’huile essentielle de Rosmarinus officinalis L.
cueillie en Italie est constituée essentiellement de 1’a-pinéne (13,7%) ; de 1,8-cinéole (3,4%) ;
de camphre (2,9%) et de verbanone (20,3%) alors que celle de cueillie en Turquie est
composée principalement de 1’a-pinene (7,8%) ; du 1,8-cinéole (60,9%) et du camphre
(7,1%). Par contre I’huile essentielle de Rosmarinus officinalis L. cueillie 8 Khmis Miliana est
constituée essentiellement de borneol (9.34%), du a pinéne (8.22%),du camphre (6,94%) et
du bornyl aceétate (5.64%).
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La variation détectée dans la composition chimique de I’huile essentielle de Rosmarinus
officinalis L. issue des différents pays est liée a plusieurs parameétres tels que : le facteur
environnemental (Bernath et al., 1991), les conditions climatiques et géographiques qui
changent d’un pays a un autre, et a la période de la cueillette (Fellah et al.,2006). La méthode
d’extraction influe, également, considérablement sur la composition de I’huile essentielle

(Bruneton ,1993)
I11.3. Activité antibactérienne

Aprés le test d’antibiogramme, nous avons obtenu les résultats qui sont résumés dans le

tableau ci-dessous :

Tableau 111.4 : Diamétre des zones d’inhibition en mm des solutions testées

HE.R | HE.T | HE.L |HE.RT |HE.TL HE.RL HE. Cip

RTL
Zone 13 37 10.66 | 21.66 14.66 12.66 24.66 | 27.66
d’inhibition + + + + + + + +

066 | 133 | 0.44 0.88 0.44 0.44 0.44 0.44

D’aprés nos résultats, nous avons remarqué que [’inhibition de la croissance

microbienne varie selon I’espece végétale utilisée.

L’antibiogramme avait pour but de rechercher la sensibilité de la souche vis-a-vis a
I’antibiotique et de comparer son pouvoir inhibiteur a ceux des huiles essentielles étudiées.
Nous avons testé ’activité de Ciprofloxacine qui est un antibiotique spécifique & Klebsiella

pneumoniae par la méme méthode de diffusion sur gélose.

La croissance de K. pneumoniae a été inhibée par tous les produits testés avec des
proportions variables (Tableau 111.4).

K. pneumoniae est plus sensible a I’huile essentielle de Thymus vulgaris et moins
sensible a I’huile de Laurus nobilis avec des diamétres d’inhibition de (37 mm+1.33 et 10.66
mmz0.44).
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Il est important de noter que 1’activité antibactérienne de I’huile essentielle de Thymus
vulgaris L. sur la souche testée est plus importante comparativement a 1’antibiotique
Ciprofloxacine ((27.66 mmz=0.44).

L’effet antibactérien des huiles essentielles de Rosmarinus officinalis L.et de Laurus
nobilis L. devient plus important lorsqu’elles sont mélangées entre elles ou avec I’huile de
Thymus vulgaris L. Mais, cette derniére perd son pouvoir inhibiteur important quand elle est
combinée avec les autres huiles essentielles.

L’huile essentielle de Rosmarinus officinalis L. & une activité antibactérienne faible
par rapport a celle trouvée par Djeddi et al.,( 2007). lls ont trouvé que la zone d’inhibition de
Rosmarinus officinalis sur la méme souche Klebsiella pneumonaie (ATCC 4352) est de 25.1+
0.02 mm alors que nous avons trouvé une zone de 13+0.66 mm.

L’importante bioactivité de ’huile essentielle de Rosmarinus officinalis L. est liée avec
les composés majoritaires ou bien minoritaires. En effet, Okoh et al., (2010) ont attribué
’activité antibactérien de Rosmarinus officinalis L. a la présence de bornéol, du I-Verbenone,
du B-linalol et du camphor. Autre auteurs attribuent I’activité antibactérienne du romarin au
1,8 cinéole (Miladi et al., 2013) qui est I’un des composants minoritaires.

Nos résultats ne concordent pas avec ceux trouveés par Sidalli et al., (2014) sur Pactivité
antibactérienne de I’huile essentielle de Thymus vulgaris L. vis-a-vis Klebsiella pneumoniae
Ils ont trouvé une zone d’inhibition égale a 10 mm alors que nous avons trouvé que
Klebsialla pneumonaie est tres fortement sensible a 1’huile de Thymus vulgaris L. avec une
zone d’inhibition de 37mm.

Cette grande activité peut étre reliée a la présence du carvacrol et du thymol qui sont
deux composés phénoliques, connus par leurs propriétés antimicrobiennes (Bouhdid et al.,
2006). En effet, les huiles essentielles possédant ces composés phénoliques, sont hautement
actifs contre les bactéries en raison de leur hydrophobicité (Oussou et al., 2004 ;
Abderrahim et al., 2010 ; Belhamel et al., 2008).

Dorman et al., (2000) ont démontré que le thymol est le composé qui possede le plus
large spectre d’activité antibactérienne contre 25 genres de bactéries testées.

Lambert et al., (2001) et Juven et al., (1994) ont expliqué ce phénomene par le fait que
le thymol se lie aux protéines membranaires et fait augmenter la permeabilité de la membrane
cellulaire bactérienne.

D’autres travaux ont suggéré aussi que ce composé volatil est responsable de
I’inactivation d’enzymes, y compris ceux impliquées dans la production d’énergie et la
synthese des constituants de structure (Trombetta et al., 2005).
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La sensibilité de Klebsiella pneumoniae a I’huile essentielle de Laurus nobilis L.
observée dans notre étude a été plus grande que celle trouvée par Derwich et al., (2009) et
moins importante par rapport a celle de Ouibrahim (2015).

L’efficacité antimicrobienne de I’huile essentielle de Laurus nobilis L . est due a la
présence de certains composes agissant probablement en synergie (Derwich et al., 2009).

Les a- et B-pinenes agissent en provoquant des effets toxiques sur la structure et les
fonctions des membranes cellulaires des levures et des bactéries pathogénes. ils inhibent a la
fois leur respiration et le processus de transport ionique, tout en modifiant la perméabilité
cellulaire (Mercier et al ., 2009).

L’action des terpénes sur les membranes semble étre reliée a leur caractére lipophile,
provoquant une expansion membranaire, une augmentation de sa fluidité et I’inhibition des
enzymes membranaires (Sikkema et al., 1994).

Selon Katryna et al ., (2012), L’¢étude de I’effet de la combinaison de I’huile
essentielle de Thymus vulgaris L. avec d’autres huiles essentielles montre que :

Le meilleur effet synergique a été constaté dans la combinaison avec I’huile de cannelle,
de lavande et de mélisse. Cela a été traduit par 1’augmentation de zone d’inhibition. Par
contre, l'effet antagoniste a été observé par I’interaction de I’huile essentielle de Thymus
vulgaris L. et I’huile de laurier, d’orange ameére, de menthe, de camphre, de myrte, et du
romarin. Cela s’est traduit par une diminution de la zone d’inhibition. Donc I’effet des
interactions entre les huiles essentielles dépend de I’interaction de leurs composants.

D’aprés 1’échelle d'estimation de l'activité antimicrobienne donnée par Mutai et al,.
(2009), on a classé les huiles essentielles étudiées selon le diamétre d’inhibition par ordre
croissant (Tableau I11.5) :

Tableau I11.5 : Classification des solutions testées selon le diamétre d’inhibition

Huile essentielle Classement selon Mutai et al., (2009) | Diamétre(mm)
HE.L Légérement inhibitrice 11<D<16
HE.R Légerement inhibitrice 11<D<16
HE.RL Légerement inhibitrice 11<D<16
HE.TL Légérement inhibitrice 11<D<16
HE.RT Fortement inhibitrice 21<D<29
HE.RTL Fortement inhibitrice 21<D<29
Ciprofloxacine Fortement inhibitrice 21D <29
HE.T Trés fortement inhibitrice D >30
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Figure 111.5 : Effet inhibiteur des solutions testées vis-a-vis Klebsiella pneumoniae (a) :
HE.R (b) : HE.T (c) : HE.L(d) : HE.RT (e) : HE.RL (f) : HE.RL (g) : HE.RTL (h) :
I’antibiotique Ciprofloxacine

I11.4. Concentration minimale inhibitrice

Le test antibacterien préliminaire montre que toutes les solutions testées présentent un
effet antibactérien . Donc , le test suivant a pour objectif de déterminer la concentration
minimale inhibitrice . Les résultats sont exprimés dans le tableau suivant :

Tableau I11.6 : Concentrations minimales inhibitrices

ilutions |1/10°™ |1/25°™ |[1/50°™ |1/100°™ | 1/200°™ | 1/500°™ | 1/1000°™ | Témoin
(100mg |10mg/m |5mg/ml |2.5mg/ml 1.25mg/ 0.5mg/ml | 0.25mg/ml
/ml) | ml

Solutio

testés

HE.R - + + + + + + +

HE.T - - - - - - + "

HE.L - + + + + + + +

HE.R.T - - - - ; + + n

HE.R.L - - - - + + + n

HE.T.L - - - - ; + + n

HE.RTL - - - - ; + + n
+ : présence de croissance - . absence de croissance
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Le tableau 111.6 montre que la plus faible concentration minimale inhibitrice est celle de
I’huile essentielle de Thymus vulgaris L. avec une concentration de 0.5mg/ml suivi de suivi de
HE.RT , HE.TL et le mélange des trois huiles avec une valeur égale a 1.25mg/ml  puis
HE.RL avec une CMI égale a 2.5mg/ml . La CMI la plus élevée signalée est celle de
Rosmarinus officinalis L. et Laurus nobilis L. (100mg/ml).

Nous avons remarqués que Thymus vulgaris L. présente la plus faible CMI par rapport a
Rosmarinus officinalis L. et Laurus nobilis L. Mais pour les différents mélanges, une
concentration de 1.25 mg/ml est nécessaire pour inhiber la croissance de la bactérie.

Notre résultat concernant la concentration minimale inhibitrice de ’huile de Thymus
vulgaris L. contre Klebsiella pneumoniae concorde avec celui trouve par Al-Bayati et al.,
(2008) qui a fait état d'une valeur de 0,5 mg/ ml. Par contre, la CMI de I’huile essentielle de
Rosmarinus officinalis est différente a celle trouvés par Zaouali et al.,(2010) , ou I’huile a
signalé une valeur de CMI de 5mg/ml. Aussi, notre résultat en rapport avec Laurus nobilis L.
est différent de celui trouvé par Derwich et al., (2009), ou I’huile a enregistrée une valeur de
CMI de 0.70 mg/m.

Tableau I11.7 : Classification des concentrations minimales inhibitrice des huiles essentielles
selon Aligiannis et al., (2001)

Huile essentielle Classement selon CMI
Aligiannis et al., (2001)
HE.T forte inhibition inférieure a 0.5 mg/ml
HE.RT inhibition modérée varie de 0.6 mg/ml a 1.5mg/ml
HE.RTL inhibition modérée varie de 0.6 mg/ml & 1.5mg/ml
HE.RL faible inhibition supérieure a 1.6 mg/ml
HE.TL faible inhibition supérieure a 1.6 mg/ml
HE.R faible inhibition supérieure a 1.6 mg/ml.
HE.L faible inhibition supérieure a 1.6 mg/ml.
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Concentratlon minimale |nh|b|tr|ce de
HE.R.L

Concentration minimale inhibitrice de
HE.R.L.T

Concentr/ation minimale inhibitrice de

HE.R.T

Concentratlon minimale |nh|b|tr|ce de
HE.L.T

Figurelll.6 : Concentrations minimales inhibitrices des solutions testées

I11.5. Activité antibactérienne des solutions testées appliquées sur la sardine

L utilisation des huiles essentielles testées en bioconservation alimentaire visait en
premier lieu a déterminer 1’efficacité antibactérienne «in vitro» des huiles essentielles

obtenues a partir des espéces végétales

étudiées et en deuxiéme lieu a évaluer leur

application comme bioconservateurs sur un produit largement consommé en Algérie «
Sardine ». En se basant sur les résultats obtenus «in vitro», nous avons pu suivre la cinétique
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de développement de K. pneumoniae inoculée dans la sardine en présence des différentes
solutions testées.

43



Chapitre 11 :

Résultats et discussion

S 4 4 -
R s
o [=2]
2.2 25— Wl — 08
P2 2 S 2
85815 T2
2570 g8 1
5
42 70 . . . . sz O . . . .
¥ 0 1) 4y T 5 0 1) 41 7)
Durée de stokage (Jours) g HE.R X Dureé de stokage (Jours) ~ =*=HET
== Temoin e=fl==Temoin
(a) (b)
: 4 -
S ] S 35
2 35 5
> 3 3 3
= -
83 8 —W—a—u B e —
o D =
5% 15 &% 15
T g T '© 1
5 o8 S5 05
sg 05 s E o
3 0 T T T 8 T T T ]
(5]
g__ 0J 1] 4] 73 g_ 0lJ 1] 4] 713
¥ Durée de stokage (JOUrS) g HE L X Dureé de stokage (Jours) —o—HE.R'_I'
=={ll=Temoin = Temoin
(d) (c)
o p 2 41
3 3_g _.\ g 3.2 _.\
E 25— Wil — E 25l ey
3D 2 23 2
£2 15 a€ 15
~3 1 ¥ 5 1
3 @ 05
o 0.5 Lo li=)) .
28 0 . . . . @2 0 : . . .
- o
=4 0J 11 4] 7 5 0J 1) 4] 73
S Dureé de stokage (Jours) ==*=HE.RL é Dureé de stokage (Jours) HETL
< == Temoin - Temoin
(e) ()
2 4 1
< 3.5 A
S 3
5 o 25 1
88 2
= 15
= 1
3% 05
5= 0 . . . .
= 0J 1] 4] 7]
<_L§ Dureé de stokage (Jours) ==t==HE RTL
== Temoin
(9)
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HE.RT, (¢) HE.RL, (f) HE.TL, (g) HE.RTL, vis-a-vis k. pneumoniae inoculée a la
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La Figure I11.7 montre les résultats du developpement de K. pneumoniae sur la chair
du poison conservé a 3+1° C en présence des différentes solutions testées. D’apres ces
résultats, il ressort que 1’effet antibactérien exercé varie selon 1’huile essentielle utilisé. Ainsi,
toutes les solutions testées appliquées sur le produit exercent un effet antibactérien par

rapport a échantillon non traité (Témoin). Cet effet est évident dés le ler jour du stockage.

Le plus fort effet est présenté par Thymus vulgaris avec une charge bactérienne de
1.48 log 10 ufc/g enregistrée en dernier jour de stockage (7eme jour). Suivi par le mélange
HE.RTL avec une charge égale & 2.02 log 10 ufc /g, puis HE.RT avec une charge
bactérienne finale de 2,11 log 10 ufc/g ensuite HE.R, HE.TL et HE.RL avec des charges de
2,26, 2.25, 2.26 Log 1 ufc /g et enfin le plus faible effet a été signalé par Laurus nobilis dont

la charge bactérienne est égale a 2.44 log 1o ufc/g.

Il faut souligner qu’une huile essentielle testée expérimentalement « in vitro » peut ne
pas présenter le méme effet dans un produit alimentaire. En général, selon Burt, (2004) pour
obtenir un effet antibactérien significatif dans une matrice alimentaire, il faut des
concentrations élevées de I’ordre de (5 — 20ul/g). En général, les huiles essentielles possedent
des odeurs assez forte et puissante ce qui peut étre un facteur limitant pour leurs applications
dans des denrées alimentaires. Cependant, selon Caillet et Lacroix, (2007), les effets
organoleptiques indésirables peuvent étre limités en sélectionnant soigneusement 1’huile
essentielle selon le type d’aliment considéré.

Oussalah et al., (2007), ont rapporté que la différence dans les activités
antibactériennes des huiles essentielles peut étre liée a la concentration, a la nature et le
contenu, aux groupements fonctionnels, a la configuration des composés et leurs interactions

synergiques possibles.

La disponibilit¢ d’éléments nutritifs dans les aliments comme les graisses, les
protéines, les substances antioxydantes, le sel, et d’autres substances, ainsi que , le pH, la
température, le type de conditionnement, et les caractéristiques du microorganisme, sans nul
doute peuvent influencer I’activité des huiles essentielles. Ainsi, selon Holley et Patel,
(2005), a pH bas, I’hydrophobicité de certaines huiles essentielles augmente ce qui leur

permet de se dissoudre facilement dans la phase lipidique de la membrane bactérienne.
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Burt, (2004) a suggéré qu’une faible tencur en eau dans les aliments peut entraver
I’action des agents antimicrobiens envers les sites cibles dans la cellule bactérienne. Ainsi, un
niveau ¢levé d’eau et de sel faciliterait 1’action des huiles essentielles. Le méme auteur a
constaté aussi, qu’une teneur élevée en graisses peut réduire sensiblement I’action des huiles
essentielles dans les produits carnés. Par formation d’une couche protectrice de graisse autour
des bactéries ou bien la fraction lipidique dans I’aliment peut absorber 1’agent antimicrobien

en diminuant sa concentration et son efficacité dans la phase aqueuse.

Des analyses identiques ont été menées par Foued Mestiri et al ., (2006) sur I’anguille
fumée , en étudiant I’effet antibactérien des huiles essentielles de Rosmarinus officinalis |,
Thymus vulgaris et Laurus nobilis contre la flore mésophile aérobie totale. 1ls ont trouvés que
I’addition du thym, a permis une réduction de la flore aérobie mésophyte totale (FAMT) avec
un effet améliorateur sur le golt et I’odeur de I’anguille fumée. Alors que 1’addition du
laurier, n’a pas eu d’effet sur les paramétres microbiologiques de I’anguille fumée. Cependant
ce laurier a permis une amélioration tres prononcée des qualités organoleptiques. Par contre,

le romarin ayant été un peu moins apprécié par les dégustateurs.
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Conclusion

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressées a I’extraction et a la récupération
des huiles essentielles de Rosmarinus officinalis, de Thymus vulgaris et de Laurus nobilis par
la technique d’hydrodistillation, & leur caractérisation physico-chimique, a 1’étude de 1’activité
antibactérienne et enfin a I’application de ces huiles pour la bioconservation des poissons.

L’obtention des huiles essentielles par hydrodistillation reste une méthode simple et
efficace, et donne des rendements intéressants .Le calcul des rendements moyens en huiles
essentielles des plantes nous a révélé des valeurs importantes de 0.30 % = 0.02 pour
Rosmarinus officinalis, de 0.34 % +0.01 pour Laurus nobilis et de 0.69 %z 0.01 pour Thymus
vulgaris.

Les analyses physico chimiques telles que la densité, le pH, I’indice de réfraction,
I’indice d’acide, I’indice d’ester et I’indice de saponification des huiles essentielles ont
montrées que généralement les résultats sont conformes aux normes.

L’analyse par GC-MS a permis d’identifier 64 composes de I’huile essenticlle de
Rosmarinus officinalis dont les principaux constituants sont : le Borneol (9.34%), le a Pinene
(8.22%), le 2- (2.2.2) octane, 1,3-Trimethyl-ociméne (7.64%), le Camphre (6.94%) et le
Bornyl acétate (5.64%).

L’activité antibactérienne des huiles essentielles ainsi que leurs mélanges sur klebsiella
pneumonaie a été déterminée selon la méthode d’aromatogramme. Cette technique a montré
que toutes les huiles étudiées possédent une activité antibactérienne contre la souche testée.
Nous avons constaté que cette derniere est plus sensible a I’huile essentielle de Thymus
vulgaris (37 mm + 1.33) et moins sensible a I’huile de Laurus nobilis (10.66 mm + 0.44). Les
concentrations minimales inhibitrices (CMI) obtenues varient d’une huile essentielle a 1’autre,
Thymus vulgaris posséde la plus faible CMI 0.5mg/ml et la plus grande CMI est celle des
huiles essentielles de Rosmarinus officinalis et de Laurus nobilis (100mg/ml).

Quant aux résultats des tests de bioconservation de la chair de poisson, I’HE.T, HE.RTL,
HE.RT se sont révélées trés intéressantes par leur pouvoir antibactérien et semblent étre
appropriées comme agents naturels dans la préservation de chair de poisson.

Il sera intéressant de continuer ces travaux notamment sur d’autres bactéries responsables
de scombrotoxisme, telles que : Enterobacter spp, Morganella psychrotolerans, Hafnia alvei.
I sera aussi important d’évaluer 1’activié antibacterienne et l'activité antioxydante d’autres
plantes aromatiques culinaires tels que la coriandre, le persil, le basilic et la menthe. Et enfin
¢largir 'usage de ces huiles essentielles pour la bioconservation des autres denrées
alimentaires telles que les différents types de viande et autres.....
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Annexe 01

Matériel utilisé

Annexes

Solutions, milieux

Appareillage Verrerie Matériel consommable de culture et
produits
-Balance de -Béchers -Micropipette -Gélose nutritif
précision
-Tubes a essai -Pince -Gélose Muller
-Bain marie Hinton
-Pipette pasteur -Anse de platine
-Etuve -Gélose TSA
-Ballon a fond -Portoir
-Hot ventilée plat a col rond -Gélose Mac Conky
-Ecouvillons
-Spectrophotométre | -Erlenmeyer -Bouillon nutritif
-Boite pétrie
-Bec Bunsen -Burette -Solution d’agar a
-Disque d’antibiotique | 0.2%
-Agitateur -Verres de montre
-Pipettes pasteurs -Phénolphtaléine
-Vortex -Flacon en verre
-Disques vierges -Ethanol
-Autoclave
-Epindorffs -KOH (Hydroxyde de
- Cleevenger potassium) a 0.1 N et
-Spatule 05N

-HCL (Acide
chlorhydrique) a 0.5N

-Eau peptonée

-Eau physiologie
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Annexe 02

Appareillages

Figure 1 : Bain marie Figure 2 : vortex
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Figure 3 : Etuve d’incubation
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Figure 5 : Balance Figure 6 : Spectrophotométre
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Figure 7 : Bec bunsen Figure 8 : Hote ventilée bactériologique



1.Teneur en eau de Rosmarinus officinalis L

Annexe 3

Annexes

1° essai 2°™ essai 3 °™ essai Moyenne Ecartype
Poids
frais(g) 10 10 10 10 0
Poids sec
apres 24h 3.58 3.63 3.66 3.62 0.02
(9)
Poids sec
apres 48h 3.56 3.61 3.63 3.6 0.02
()
Poids sec | 3.46 3.45 3.5 3.47 0.02
apres 48h
Teneur en 65.4 65.3 65 65.33 0.2
Eau (%)
2.Teneur en eau de Thymus vulgaris L
1°" essai 2 °™ essai 3™ essai Moyenne Ecartype
Poids
frais(g) 10 10 10 10 0
Poids sec
apres 7.82 7.83 7.85 7.83 0.01
24h (9)
Teneur
en Eau 21.8 21.7 21.5 21.7 0.1
(%°




3.Teneur en eau de Laurus nobilis L

Annexes

1%" essai

2 *™ essai

3°™ essai

Moyenne

Ecartype

Poids
frais(g)

10

10

10

10

Poids
sec
apres
24h (g)

5.2

5.17

5.27

5.21

0.03

Poids
sec

apres
48h (g

5.19

5.16

5.26

5.2

0.03

Teneur
en Eau
(%)

48.1

48.4

47.4

48

0.37




Annexe 4

Annexes

1.Rendement en huile essentielle de Rosmarinus officinalis L

1" essai 2°™ essai | 3°™ essai Moyenne | Ecartype
Poids des
feuilles 52 52 52 52 0
séches (g)
Poids de
Phuile
essentielle 0.18 0.14 0.17 0.16 0.01
(9)
Rendement
(%) 0.34 0.27 0.32 0.3 0.02
2. Rendement en huile essentielle de Thymus vulgaris L
1°" essai 2°™ essai | 3°™ essai Moyenne Ecartype
Poids des
feuilles 117.37 117.37 117.37 117.37 0
seches (g)
Poids de
I’huile
essentielle 0.8 0.84 0.84 0.82 0.01
(9)
Rendement
(%) 0.86 0.71 0.69 0.69 0.01
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3.Rendement en huile essentielle de Laurus nobilis L

1%" essai

2°™ essai

3eme

essai

Moyenne

Ecartype

Poids des
feuilles
seches (9)

78

78

78

78

Poids de
I’huile
essentielle

(9)

0.26

0.27

0.28

0.27

0.01

Rendement
(%)

0.33

0.34

0.35

0.34

0.01




Annexes

Annexe 5

La charge bactéctérienne de klebsiella pneumonaie exprimé en log décimale pendant les 7
jours de stockage

Log 10 ufc/g

1% jour M | 4°™ Jours M | 7°™ Jours M
10-1 10-2 10-3 10-4 10-1 10-2 10-3 10-4 10-1 10-2 10-3 10-4
HE.R > > 2.26
300 | 300 | 247 | 246 | 246 |24 | 240 | 238 | 235 | 239 | 232 | 229 | 225 | 232
4
HE.T < < < 14
230 | 225 | 220 | 215 |223 |20 |199 | 184 | 170 |19 |147 |30 |30 |30
7

HE.L > > >
300 300 300 2,47 247 | 24 243 | 242 | 241 | 246 | 239 | 238 | 236 | 234 | 2,36

6
HE.RT > > 2.10
300 300 2.46 243 244 | 2.3 236 | 232 | 227 | 234 | 220 | 214 | 207 | 2
9
HE.RL > > 526
300 300 2.47 2.46 247 | 2.4 240 | 238 | 234 | 239 | 232 | 229 | 225 | 217
3
HE.TL > > 525
300 300 2.47 2.46 2.46 2.4 2.39 2.38 2.34 2.39 2.32 2.28 2.24 2.17
3
HE.RT >
L 300 2.47 2.39 2.36 2.41 2.3 2.27 2.23 2.17 2.25 211 2.04 1.95 1.84 2.01
2
Témoin | > > >

300 | 300 | 300 | 247 |256 |24 |246 | 245 | 245 | 245 | 245 | 244 | 243 | 243 | 241
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