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      De nos jours, l’ajout d’agents antimicrobiens, notamment ceux d’origine synthétique, dans  
les aliments en vue de prolonger leur durée de vie, suscite un large débat aussi bien chez les 
consommateurs que chez les industriels de l’agro alimentaire. Le débat médiatisé est surtout 
focalisé sur les effets secondaires (négatifs) éventuels des agents antimicrobiens sur la santé 
du consommateur et les possibilités de leur remplacement par des agents naturels extraits de 
végétaux, de microorganismes ou d’animaux.  
 
      La recherche de nouvelles molécules bioactives alternatives (sans effets indésirables) est 
d’autant plus soutenue que la résistance bactérienne aux antimicrobiens est de plus en plus 
préoccupante en raison de la fréquence avec laquelle de nouveaux phénotypes de résistance 
apparaissent parmi les agents pathogènes et même chez les microorganismes commensaux. 
     En dépit de tout l’arsenal  d’antibiotiques utilisés, les substances chimiques 
antimicrobiennes qui peuvent agir efficacement sur les cellules eucaryotes, comme les 
levures, ne sont pas disponibles (Xianghong et al., 2007). Aussi, l’évolution des esprits et le 
refus du « tout chimique » par les consommateurs sont  manifestés et ouvrent la porte  au 
« retour du naturel ». 

          Les huiles essentielles (métabolites secondaires d’origine végétale) constituent une source 
intéressante de nouveaux composés bioactifs et se présentent comme les meilleurs candidats 
dans  la recherche des alternatives. Cependant, l’application de ces huiles  comme substances 
antimicrobiennes dans les aliments est souvent découragée en raison de la perte potentielle 
d'action antimicrobienne due à leur volatilité, lipophilicité ainsi que la persistance de leurs 
aromes (Bagamboula et al., 2004).   
 
      Pour remédier à ces inconvénients, l’utilisation de  combinaisons de molécules bioactives 
naturelles à pouvoir antimicrobien, pourrait être prometteuse et envisageable en industrie 
agro-alimentaire dans la mesure où elle permet d’optimiser leurs effets antimicrobiens tout en 
limitant leurs effets secondaires.  
         
      En effet, des travaux antérieurs ont démontré l’effet combiné létal de plusieurs agents 
antimicrobiens sur des espèces microbiennes. Récemment, une étude de Ousslimani et Tafer 
(2015) a mis en évidence un effet inhibiteur combiné de l’association de l’huile essentielle de 
thym et de l’acide citrique  sur E. coli, B. cereus et C. albicans. De même, Horvath et al. 
(2016) ont démontré l’effet synergique de la combinaison des huiles essentielles de thym, de 
la cannelle, du clou de girofle et de la menthe verte contre les levures et les moisissures,  leurs 
doses ont été réduite dans  ces associations. 
      En outre, des complexes chimiques à base de métaux de transition (nickel, cuivre…) et 
de composés organiques (acides aminés, bases nucléotidiques) non toxiques pour l’homme 
font actuellement objet de nombreuses recherches scientifiques visant à démontrer leurs 
activités antimicrobiennes (Popova et al., 2012; Miloš et al., 2014; Kumara et al., 2015). 
 
       Le présent travail a pour objectif d’une part, d’évaluer et de comparer in vitro l’activité 
antibactérienne  de cinq huiles essentielles issues de thym,  de l’ail,  de clou de girofle,  de la 
sauge et  d’eucalyptus (métabolites végétaux) versus  l’acide lactique (métabolite bactérien) et 
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d’autre part, déterminer l’interaction entre ces substances et un complexe chimique à base 
d’uracile  via des combinaisons. Le mémoire comprend une synthèse bibliographique et une 
partie pratique présentant la méthodologie de travail adoptée et les résultats obtenus. 
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        Le métabolisme des végétaux  produit des composés dits métabolites. Parmi ces derniers 
certains d’entre eux sont considérés non indispensables, il s’agit des métabolites secondaires. 
A titre d’exemple, les huiles essentielles, les composés phénoliques ainsi que les alcaloïdes. 
Cependant, ils jouent un rôle dans la défense de la plante contre les nuisibles. Il est bien établi 
que certains métabolites d’origine végétale présentent un pouvoir antimicrobien dépendant du 
métabolite produit (Haddouchi et Benmansour, 2008).  

I.1. Les huiles essentielles 
• Généralités  

Le terme « huile » s’explique par la propriété de solubilité dans les graisses et par leur 
caractère hydrophobe. Le terme « essentielle » fait référence au parfum, à l’odeur dégagée par 
les plantes (Teusher et al., 2005). Elles ont reçu le nom « huiles essentielles » en raison de 
leur aspect huileux et du parfum qu’elles dégagent (Bachelot et al,. 2006). 

Dans le règne végétal les huiles essentielles se retrouvent généralement chez les végétaux 
supérieurs plus exactement chez les genres capables d’élaborer les constituants qui les 
composent. Elles sont stockées à l’intérieur d’un ou de plusieurs organes, sur le plan 
quantitatif les teneurs en huiles essentielles des plantes pouvant les contenir sont très faibles 
(Mann., 1987).    

Ce sont des substances odorantes liquides, volatiles à température ambiante solubles dans 
les solvants organiques et peu solubles dans l’eau (Baudoux., 2000). Elles sont produites 
naturellement par des plantes dites aromatiques considérées comme étant élément de base 
dans le domaine de l’aromathérapie et sont utilisées dans l’industrie des cosmétiques de 
parfumerie et en agro-alimentaire dont le but d’apporter des saveurs et des aromes. Leur 
qualité odorante leur permet d’autres applications importantes en médecine voir leur efficacité 
physiologique et le soulagement des douleurs (Bakkali et al, 2008). 

D’après l’agence nationale de sécurité des médicaments (ANSM) et la norme 
(AFNOR/ISO, 2005-2006) les huiles essentielles sont définies comme suit : 

« Produit odorant, généralement de composition complexe, obtenue à partir d’une matière 
première végétale botaniquement définie, soit par hydro-distillation , soit par distillation sèche 
ou par procédé mécanique approprié sans  chauffage. L’huile essentielle est la plus souvent 
préparée de la phase aqueuse par un procédé physique n’entraînant pas de changement 
significatif de sa composition. »  

 Elles ont des propriétés et des modes d’utilisation particuliers et ont donné naissance 
d’une branche nouvelle de la phytothérapie : l’aromathérapie voir ses multiples composants. 
Elles sont constitués principalement de deux groupes de composés odorants, il s’agit des 
terpènes prépondérants dans la plupart des essences et des composés aromatique dérivés du 
phénylpropane (Kurkin., 2003). Cette diversité moléculaire confère aux HE des rôles et des 
propriétés biologiques très variés et leur efficacité est liée à leur composition en substances 
actives (composés phytochimiques), aux groupements fonctionnels (alcools, phénols, cétones) 
(Zhiri, 2006) et leurs effets synergiques, d’un autre terme sa valeur tient à son ensemble; 
c’est-à-dire, l’intégralité de ses constituants et non seulement à ses constituants et non 
seulement à ses composés majoritaires (Lahlou, 2004). 

-activité préventive (indirecte): les antioxydants bloquent l’initiation en complexant les 
catalyseurs, en réagissant avec l’oxygène, ou des agents de terminaison capables de piéger les 
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radicaux libres, ils forment ainsi des produits finis non radicalaires (Berser et Cervelier, 
1996). 

 

• Application des huiles essentielles 

Les HEs sont utilisées dans le domaine de parfumerie et cosmétique, en agro-alimentaire, 
ainsi dans le domaine pharmaceutique et en médecine (Grysole, 2004).  

o Le domaine alimentaire 
En industrie alimentaire on vise toujours une meilleure conservation saine et à longue 

durée pour les produits et l’amélioration de la qualité organoleptique pour cela de nouvelles 
techniques ont été mises en évidence basées sur l’utilisation des huiles essentielles (Lis-
Balchin et al., 1998). 

Elles peuvent être ajoutées à tous les aliments comme : les viandes, les volailles, les 
charcuteries et les légumes vu leur propriétés  antimicrobiennes et antioxydantes (Conner, 
1993 ; Hammer et al., 2011). 

Leur addition a pour but de rehausser le goût et empêcher le développement des 
contaminants alimentaires microbiens (Bilgrami et al., 1992). 

Les HEs de citrus limon servent à la fabrication d’essences fruitées et d’arômes de 
boissons, de liqueurs, de pâtisserie et de confiseries (Choi et al., 2000), celles de menthe pour 
les yaourts, celles de thym ,de noix de muscade ou de gingembre pour les céréales (Degryse et 
al., 2008). 

 Les plats cuisinés utilisent les plantes aromatiques sous toutes leurs formes: oléorésines et 
huiles essentielles mais aussi sous formes fraîche, sèche ou surgelée (Onippam ,1997). 

D’après Hellal (2011), les HEs de C.aurantium peuvent servir comme agents naturels dans 
la préservation des produits de la pèche.   

 
o Le domaine pharmaceutique 

Etant formées de mélanges très complexes, les huiles essentielles présentent des propriétés   
thérapeutiques ce qui leur permet d’entrer dans la fabrication des produits pharmaceutiques 
(Turgeon, 2001).   

 Elle utilise des isolats (substances pures isolées des huiles essentielles), comme matière 
première pour la synthèse de principes actifs médicamenteux, de vitamines, de substances 
odorantes, etc. A titre d'exemple nous pouvons citer l'exploitation industrielle des pinènes à 
partir de l'essence de térébenthine et de l'eugénol à partir de l'essence de giroflier (Adams, 
1989). 

L'industrie pharmaceutique utilise les huiles essentielles dans le domaine des antiseptiques 
externes; elle tire partie des propriétés bactériostatiques, bactéricides, antifongiques, 
protectrices, etc., des essences naturelles. A titre d'exemple, l'huile essentielle d'eucalyptus est 
largement utilisée en pharmacie pour ses propriétés anti infectieuses, cicatrisantes, et pour la 
réparation des tissus. L'eucalyptol, l'un des principaux constituants de certaines huiles 
essentielles d'eucalyptus, est utilisé dans les préparations pharmaceutiques où il joue le rôle 
d'antiseptique, dans le traitement des inflammations du nez et de la gorge (Bouquet.A, 1972). 
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o Parfumerie et cosmétologie 
Dans la réalisation des transformations dans la parfumerie, on utilise à côté des 

constituants issus de la synthèse chimique, des extraits naturels sélectionnés pour leurs 
qualités olfactives jugées irremplaçables pour leur originalité ou leur puissance. A titre 
d'exemple, l'essence de vétiver, grâce à son odeur agréable, est recherchée en cosmétologie et 
en parfumerie haut de gamme associée à d'autres essences telles que le santal, le patchouli ou 
la rose pour lesquelles elle joue le rôle de fixateur naturel. L'huile essentielle d'ylang-ylang est 
très employée en cosmétologie, en parfumerie et en savonnerie de luxe. Les huiles essentielles 
servent aussi en hygiène, en esthétique corporelle sous forme de lotions, d'eaux florales, de 
crèmes, de gels, de pommades, etc.. (Jouhanneaud.G, 1991). 

Les pinènes constituent un produit industriel de première importance, leur réactivité 
marquée autorisant la synthèse de très nombreux produits. Parmi les principales voies 
synthétiques mises en oeuvre, il y a les réactions de pyrolyse: la thermolyse du seul bèta-
pinène conduit, via des réactions radicalaires, à des carbures tels que le myrcène qui est lui 
mème une matière première permettant d'accéder à un grand nombre de composés intéressant 
la parfumerie (via les chlorures de géranyle et de néryle) (Adams, 1989). 
 

  I.1.1.   Thymus vulgaris 

 I.1.1.1.  Généralités 

  Thymus nom dérivant du mot grec « thymos » et signifie « parfumer » par rapport à son 
odeur    agréable dégagée (Pariente, 2005). Comme tous les genres des labiées,  l’espèce 
Thymus vulgaris est connue pour son huile essentielle présentant une qualité aromatique et 
des propriétés médicinales, localement connue sous le nom « Zaatar » (Yakhlef, 2005) et 
« thyme » en anglais (Amiot, 2005). 

 
 I.1.1.2.  Classification botanique de la plante  

Règne : Plantae 
Sous-règne : Tracheobionta  
Embranchement : Magnoliophyta 
Sous-embranchement : Agnoliophytina 
Classe : Magnoliopsida  
Sous-classe : Asteridae  
Ordre : Lamiales 
Famille : Lamiaceae  
Genre : Thymus 
Espèce : Thymus vulgari 
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I.1.1.3.  Description botanique de la plante  
 

                                       
 
                     Figure 1 : Morphologie générale de la plante Thymus vulgaris 

 
 Thymus vulgaris sous arbrisseau, vivace, touffu et très aromatique de 30-40 cm de 

hauteur, d’un aspect grisâtre ou vert grisâtre. Ces tiges ligneuses et très rameuses sont 
regroupées en buisson très dense. Ses feuilles sont très petites, ovales, au pétiole extrêmement 
court et blanchâtres à leur face inferieure. Ses fleurs sont presque roses ou presque blanches, 
font de 4 à 6 mm de longueur, sont pédicellées et réunies ordinairement au nombre de trois à 
l’aisselle des feuilles supérieures (Bruneton, 1999). 
 
I.1.1.4.  Composition chimique de l’huile essentielle de thym 

 La teneur en huile essentielle varie de 5 à25ml/Kg, les feuilles contiennent 0.5 à 2.5% 
d’huile essentielle dont la composition varie selon les conditions climatiques (Bruneton, 
1999). 
 Le thymol est le constituant majeur de l’huile essentielle de thym, il s’agit d’un phénol de 
formule C10H14O qui est un isomère du carvacrol, il se trouve aussi d’autres hydrocarbures 
d’une grande volatilité comme le cyrmene et le thymène (PAULI et al., 1987).  

 Trente composés ont été identifiés en utilisant la chromatographie en phase gazeuse, les 
plus abondants sont : Thymol (44.4-58%), p-cyrmene (9.1-18.5%), γ-terpinène (6.9-18.5%), 
carvacrol (2.4-4.2%), linalol (4-6.2%) (Bazylko et Strzelecka, 2007). 

 
  I.1.1.5.  Application de l’huile de thym 

Le thym est originaire des régions méditerranéennes, à l’ouest de l’Europe  et aux Etats-
unis, son  huile essentielle est utilisé dans le mode entier pour ses vastes applications dans le 
domaine alimentaire, pharmaceutique, cosmétique et la médecine traditionnelle (Adwan et al., 
2009). Il est cultivé pour l’usage culinaire dans l’assaisonnement des poissons, volailles, des 
potages et des légumes (Ozcan et Chalchat, 2004). 

En plus de l’utilisation traditionnelle des extraits aqueux de la plante Thymus vulgaris et 
son huile essentielle, leur composition en thymol et carvacrol leur confèrent une application 
industrielle (comme additif alimentaire) et  médicinale (Hudaib et al., 2002). 

Les feuilles de thym sont utilisées comme traitement symptomatique des troubles digestifs, 
de la toux et la bronchite par voie orale (Bruneton, 1999). 
 



 Chapitre I                                             Les métabolites d’origine végétale  

 

 
7 

 

  I.1.2.  Salvia officinalis 
  I.1.2.1.  Généralités  

 Plusieurs appellations ont été données à la sauge. Selon Ibn El Beytar, les andalous la 
nomment "essalma" qui ajoute qu'elle est appelée " salbia" par les botanistes en Espagne. El 
djazairi indique l'expression "souek ennebi" comme synonyme de Saleme. 
 
I.1.2.2.  Classification botanique de la plante  

Règne : Plantae 
Sous-règne : Tracheobionta  
Embranchement : Magnoliophyta 
Sous-embranchement : Agnoliophytina 
Classe : Magnoliopsida  
Sous-classe : Asteridae  
Ordre : Lamiales 
Famille : Lamiaceae  
Genre : Salvia  
Espèce : Salvia officinalis 

 
I.1.2.3. Description botanique de la plante 
Salvia est une plante annuelle et biannuelle d'origine méditerranéenne de la famille des 

labiées (Djerroumi, Nacef 2004). Il existe environ 900 espèces identifiées autour du monde 
(Maksinovic et al 2007 ; Longaray et al 2007). 

La sauge est un arbrisseau buissonnant formant une touffe pouvant atteindre 80cm de 
hauteur. Ses feuilles sont opposées de couleur grisâtre, les bords de limbe crénelés. Les fleurs 
sont de couleur bleu violacée regroupées par 3 à 5 petites grappes, les fruits sont des térakènes 
sphériques (Teurcher ,2005). 

 
 

 
                   
                       Figure03: Morphologie générale de la plante Salvia officinalis 

I.1.2.4. Composition chimique de l’huile essentielle de la sauge 
Les principales molécules contenues dans l’huile essentielle, qui donnent à la sauge son 

odeur   typique, sont les thuyones (_-thuyone 18-43% et _-thuyone 3-8,5%), qui peuvent 
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représenter jusqu’au 50% de la composition chimique de l’huile essentielle et le
24,5%) (Catizone et al., 1986). 

 
I.1.2.5.Application de l’huile essentielle de la sauge
 

              L’huile essentielle de sauge est très utilisée
considérée comme un stimulant pour les gens 
déprimées.Pour usage externe, elle est appliquée contre les inflammations de la bouche,  les abcès, 
et aussi pour le nettoyage et la cicatrisation des plaies (Djerroumi et Nacef 2004). Les infusions
la sauge sont appliquées pour le traitement de plusieurs maladies de la circulation sanguine
troubles digestifs et les problèmes du système nerveux (Radulescu 
aromatique est employée dans la cuisine, pour son goût puissant, légèr
(Duling 2007).  

I.1.3.  Allium  
I.1.3.1. Généralités 
       L’ail est originaire d’Asie centrale. Il dérive de l’espèce asiatique 
a   retrouvé des gousses d’ail en argile datant de 3750 JC.
Les Grecs l'appelaient "rose puante
vient du mot celtique "All" qui signifie "

     I.1.3.2. Classification botanique de la plante
          Règne : Plantae 
          Sous-règne : Tracheobionta
          Embranchement : Magnoliophyta
          Sous-embranchement : Agnoliophytina
          Classe : Monocotyledonae 
          Sous classe : Liliidae 
          Ordre : Liliales 
          Famille : Liliaceae 
          Genre : Allium 
           
 

I.1.3.3.  Description de la plante 

                                             
 
                             Figure 03: Morphologie générale de la plante 

  L’ail est une plante monocotylédone vivace herbacée, bulbeuse assez grande à 
nombreuse feuilles engainant le bas de la tige. Elle mesure 30 à 120 cm de hauteur, 
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représenter jusqu’au 50% de la composition chimique de l’huile essentielle et le

Application de l’huile essentielle de la sauge 

elle de sauge est très utilisée, vu ses propriétés importantes; 
comme un stimulant pour les gens anémiques, aussi pour les personnes stressées et 

Pour usage externe, elle est appliquée contre les inflammations de la bouche,  les abcès, 
aussi pour le nettoyage et la cicatrisation des plaies (Djerroumi et Nacef 2004). Les infusions

uge sont appliquées pour le traitement de plusieurs maladies de la circulation sanguine
troubles digestifs et les problèmes du système nerveux (Radulescu et al 2004). Cette
aromatique est employée dans la cuisine, pour son goût puissant, légèrement amer et

L’ail est originaire d’Asie centrale. Il dérive de l’espèce asiatique Allium longicuspus
retrouvé des gousses d’ail en argile datant de 3750 JC. Il était largement cultivé en E

rose puante" Le nom commun "ail" et le nom botanique "
" qui signifie "qui brûle" (Block 1992). 

Classification botanique de la plante 

Tracheobionta 
Magnoliophyta 

Agnoliophytina 
 

Description de la plante  

 

Morphologie générale de la plante de l’ail 
L’ail est une plante monocotylédone vivace herbacée, bulbeuse assez grande à 

nombreuse feuilles engainant le bas de la tige. Elle mesure 30 à 120 cm de hauteur, 
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représenter jusqu’au 50% de la composition chimique de l’huile essentielle et le camphre (4,5-

vu ses propriétés importantes; elle est   
ersonnes stressées et 

Pour usage externe, elle est appliquée contre les inflammations de la bouche,  les abcès, 
aussi pour le nettoyage et la cicatrisation des plaies (Djerroumi et Nacef 2004). Les infusions de 

uge sont appliquées pour le traitement de plusieurs maladies de la circulation sanguine et les 
2004). Cette herbe 

ement amer et comphré 

Allium longicuspus. On 
Il était largement cultivé en Egypte. 

" Le nom commun "ail" et le nom botanique "Allium", 

 
L’ail est une plante monocotylédone vivace herbacée, bulbeuse assez grande à 

nombreuse feuilles engainant le bas de la tige. Elle mesure 30 à 120 cm de hauteur, 
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l’inflorescence est enveloppée d’une spathe en une seule pièce tombant assez rapidement, les 
fleurs sont groupées en ombrelles, assez peu nombreuses elles sont de couleur blanche ou rose 
et s’épanouissent en été. Le fruit est une capsule à trois loges mais celle-ci est rarement 
produite. La racine à bulbe est composée de 3 à 20 bulbes clous arqués (les caïeux) (Bruneton 
1999). 
I.1.3.4. Composition chimique de l’huile essentielle de l’ail 

De tous les composants de l’huile essentielle de l’ail, l’allicine est la plus abondante qui 
est une molécule transitoire qui se forme à partir de l’alliine.L’allicine formée est un 
antibiotique naturel (Abramovitz et al., 1999). D’autres composés semblent aussi avoir des 
propriétés médicinales tels que l’ajoéne, les polyphénols, les saponines… 

La gousse d'ail contient des polysaccharides de réserves (Fructanes), des acides aminés, 
des enzymes (l’alliinase, la peroxydase et la catalase) ainsi que des composés soufrés 
responsables de la majorité de ses propriétés thérapeutiques. Cette huile est riche en éléments 
minéraux: P, K, S, Zn, Ca, Cu, Mg et en oligo-éléments comme le sélénium et le germanium. 
Elle  renferme aussi des vitamines A, B1, B2, PP et C et des acides gras essentiels. D'autres 
composants sont également identifiés, parmi lesquels : les saponines (β-chlorogénine), les 
pigments phénoliques, les terpénoïdes, les antibiotiques et les antioxydants (Miean et al., 
2001; Gorinstein et al., 2005; Leelarumgrayub et al., 2006). 
 
I.1.3. 5. Application de l’huile essentielle de l’ail 

Elle est utilisée depuis plusieurs centaines d’années pour traiter divers problèmes de 
santé. Un très grand nombre d’études ont été réalisées afin de mieux connaître ses principes 
actifs et leurs effets. En effet elle sert depuis longtemps pour réduire le cholestérol et les 
triglycérides et elle est indiquée aussi pour les personnes soufrant de diabète à cause de ses 
propriétés hypoglycémique. De plus, il a été démontré que la consommation d’ail aurait un 
effet protecteur contre les cancers de l’estomac et de l’intestin, L’ail est aussi utilisé 
traditionnellement pour ses propriétés antimicrobiennes et pour le traitement de certaines 
infections.  ( Bianchinie et al., 2001 ; You W et al., 2005). Slowing et al. (2001) considèrent 
que des extraits d’ail peuvent prévenir l’altération du système vasculaire, freiner l’obstruction 
artérielle et même faire régresser ce processus. 

 

 I.1.4.  Syzygium . 
 I.1.4.1.  Généralités  

Actuellement, dans l'esprit du public, le clou de girofle est une épice employée pour 
préparer des plats culinaires. Il est aussi assimilé à l'odeur du cabinet dentaire puisque 
longtemps utilisé en dentisterie. Pourtant, le clou de girofle a été longtemps employé à des 
fins thérapeutiques au cours de l'histoire en tant qu'antibactérien ou pour éloigner la peste, par 
exemple. Actuellement, de nombreuses études in vitro ont démontrées que le clou de girofle 
possède des propriétés biologiques intéressantes et approuvées par les autorités (facilite la 
digestion, carminatif ….)(Delamare, 2014). 
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I.1.4.2. Classification botanique de la plante 

Règne : Plantae  

Sous-règne :Tracheobionta 

 Division :Magnoliophyta 

 Classe : Magnoliopsida  

Sous-classe : Rosidae 

 Ordre : Myrtales 

 Famille : Myrtaceae  

Genre : Syzygium 

I.1.4.3. Description de la plante  
 
 

                                           
       
 
        
 

       Le giroflier ou girofle, est un arbre petit à moyen, au feuillage persistant et dense, 
originaire des petites iles volcaniques de l’archipel en Indonésie (Hurthel,2001).Le fruit est 
une baie appelée (anthofle) allongée de 2,5à 3cm de long sur 1.3 à 1.5 cm de large,de couleur 
rouge foncé à maturité .Le clou de girofle a un aspect caractéristique brun foncé, à saveur 
chaude, brûlante, légèrement amère et fortement aromatique (Laredj,2004). 

       La floraison se déroule du mois de Septembre eu mois de Mars,les fleurs naissent au 
sommet des rameaux disposées en bouquets terminaux et odorants(Teuscher et al ,2005).       

 

 

Figure04: Bourgeons floraux du giroflier qui, séchés, donnent les clous de girofle. 
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 I.1.4.4. Composition de l’huile essentielle de clou de girofle  

      La composition biochimique est susceptible d’évoluer en fonction des conditions de 
production. Composé chimique principal : Phénols 70 à 85% (Eugénol), autres composés 
chimiques : Esters 15 à 20% (Benzoate d’eugényl), Sesquiterpènes 5 à 15% (Caryophyllène), 
traces de : Monoterpènes, Monoterpénols, Oxydes, Cétones , Aldéhydes (Lassus, 2014). 

   I.1.4.5. Application de l’huile essentielle de clou de girofle 

      L'huile essentielle du giroflier demeure très peu connue. Le public l'utilise pour les maux 
de dents essentiellement. Son composant principal est l'eugénol, un phénol, qui lui procure 
une activité antimicrobienne puissante (antibactérienne, antivirale et antifongique). Elle est 
également puissamment anti-oxydante, propriété encore peu exploitée. Diverses autres 
propriétés biologiques ont été démontrées au cours d'études scientifiques tels que son activité 
anti-inflammatoire, etc. Seules quelques indications dérivant de ces études ont été approuvées 
par l'Agence Européenne du Médicament (EMA). Outre les propriétés scientifiquement 
approuvées, diverses utilisations traditionnelles de l'huile essentielle demeurent. On lui 
attribue des effets utérotonique, aphrodisiaque ou encore stimulant intellectuel... En pratique 
officinale, cette huile essentielle doit être conseillée par un professionnel de la santé car elle 
peut être utilisée pure que dans de très rares cas et, de par son composé phénolé, l'eugénol, 
elle peut être toxique pour le foie (Delamare, 2014). 
 

   I.1.5.  Eucalyptus  
   I.1.5.1.  Généralités  
        Le mot « eucalyptus » vient du grec eu, « bon » et kalyptos, « couvrir », car les pétales et 
sépales sont soudés. L’autre nom est « gommier » qui fait allusion à la gomme résineuse 
rouge que les arbres exsudent quand ils sont blessés. Son habitat consiste en général en des 
sols acides et humides (Gilles, 2008). 

      Cet arbre vient d’Australie, de Tasmanie et de Malaisie, le genre Eucalyptus a donné plus 
de 600 espèces allant du simple arbuste à de très grands arbres. L'huile essentielle 
d'eucalyptus est extraite des feuilles fraîches ou bien séchées par distillation (entraînement à 

la vapeur).Cette dernière est connue pour ses propriétés expectorantes due à l’eucalyptol 
qu’elle contient.  
 I.1.5.2.  Classification botanique de la plante 

Règne : Plantae 
Sous-règne : Tracheobionta  
Embranchement : Magnoliophyta 
Sous-embranchement : Angiospermes 
Classe : Eudicota 
Sous-classe : Rosidae 
Ordre : Myrtales 
Famille : Myrtaceae 

     Genre : Eucalyptus 
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 I.1.5.3. Description de la plante  
 

                                                        

 

                         Figure05: Morphologie générale de la plante d’eucalyptus  
 
       L’Eucalyptus est un arbre toujours vert, au tronc droit, lisse et cendré. Ses écorces sont 
bruns clairs et minces. L’extrémité des rameaux et les feuilles pendent perpendiculairement au 
soleil, de manière à avoir un minimum d’évaporation. C’est une 
plante à feuilles persistantes, plates, luisantes, alternes, bleu gris, glabres; froissés elles ont 
une odeur forte. Une inflorescence faite de nombreuses petites ombelles de fleurs 
blanchâtres. Son fruit est une capsule ligneuse, anguleuse à 4 valves contenant des graines.  
Sa reproduction se fait par graines (Nacoulma OG, 1996). 
 
 I.1.5.4. Composition de l’huile essentielle d’Eucalyptus  

D'après Treiner (2000) et Hurtel (2001), La teneur en huile essentielle est comprise entre 0.5 
et 3.5%. Le 1,8 -cinéole ou l’eucalyptol représente le constituant majoritaire (70--80%), cet 
ingrédient principal, a de très fortes propriétés désinfectantes et antibactériennes ; les autres 
constituants sont majoritairement terpéniques, principalement le á-pinène, l'aromadendrène, le 
globulol, viennent ensuite le limonène, le p-cymène, le lédol.... 

 I.1.5.5. Application de l’huile essentielle d’Eucalyptus  

     Grâce sa composition chimique et son principal actif 1-8 cinéole l’HE d’eucalyptus 
présente des vertus considérables, elle est très recherchée pour son action antiseptique et 
cicatrisante. Antibiotique naturel, elle est surtout utilisée pour soigner certaines maladies 
broncho-pulmonaires comme la grippe, la toux et la bronchite. En outre, de nombreuses 
maladies gastro-intestinales peuvent être également soulagées par l’huile essentielle 
d’eucalyptus grâce à ses propriétés thérapeutiques et antibactériennes (Fabre et al ., 1992). 
Les huiles essentielles des Eucalyptus sont utilisées depuis longtemps en pharmacie pour faire 
des antiseptiques, des inhalants, etc (Bruneton, 2009). On l'utilise aussi comme aromatisant 
pour masquer le goût de certaines préparations pharmaceutiques (Treiner, 2000) ainsi qu’en 
agroalimentaire : boissons,  sucreries, crèmes glacées(Grysole, 2005). 
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II.2.  Autres métabolites végétaux 

II.2.1. Les composés phénoliques 

       Les polyphénols ou composés phénoliques (CPs), constituent une famille de molécules 
très largement répondues dans le règne végétal. Ils se trouvent dans la plante, depuis les 
racines jusqu’aux fruits. Ces CPs sont caractérisés par la présence d’un cycle aromatique 
portant des groupements hydroxylés libres ou engagés avec un glucide (Charpentier et 
Boizot,2006) et furent les premiers agents antiseptiques et désinfectants largement utilisés 
(Lansing et al, 2003). 

      Ces métabolites sont classés en plusieurs groupes principaux qui se distinguent par le 
nombre d'atomes de Carbone constitutifs et la structure du squelette de base (Robard et al, 
1999 ; Michalak, 2006). 

Tableau I : Structure de quelques composés phénoliques  

Classes Structures Références 

Quinones Quinone (Bruneton, 2009) 

Acides 
phénoliques Acide gallique 

(Bruneton, 1999) 

les coumarines Coumarine (Cowan, 1999) 

les flavonoïdes Flavonoïde (Ghedira, 2005) 

Les Tannins 
Tannin condensé 

 Tannin hydrolysable 
(Cowan, 1999) 

II.2.2. Les  alcaloïdes 

II.2.2.1.  Généralités 

        Parmi les premiers produits naturels isolés de plantes médicinales sont les alcaloïdes. 
Quand ils ont d'abord été obtenus à partir de la matière végétale durant les premières années 
du 19ème siècle, il a été constaté qu'ils contiennent des bases azotées qui forment des sels 
avec les acides. Le nom d’alcaloïde date du pharmacien allemand Meissner. Ils sont 
chimiquement des matières organiques composés de carbone, d’hydrogène, d’azote et 
d’oxygène [Schauenberg et Paris, 2005]. 
 
      Un alcaloïde est un composé organique naturel d’origine végétale, hétérocyclique avec 
l’azote comme hétéroatome, de structure moléculaire complexe (Bruneton, 1999), 
éventuellement reproductibles par synthèse renferment toujours du  carbone, de l’hydrogène 
et le plus souvent de l’oxygène (exceptionnellement quelques alcaloïdes contiennent du 
soufre) (Yongyu et al, 2011). 
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     II.2.2.2. Application des  alcaloïdes 

    En raison de leur puissante activité biologique, la plupart des alcaloïdes connus, environ 
12.000, ont été exploités en tant que médicaments, des stimulants, des narcotiques, des agents 
de traitement de la maladie d’Alzheimer et des poisons (Ziegler et Facchini, 2008) .En tant 
que composés du métabolisme secondaire, ils jouent un rôle écologique de défense contre des 
herbivore. Les pyrrolizidiniques représentent un excellent système pour étudier non seulement 
l'aspect phytochimique et biochimique des métabolites secondaires des plantes mais 
également leur évolution moléculaire. (McCalley , 2002). 

     II.3. Mécanisme d’action  

    II.3.1. Mécanisme d’action des huiles essentielles. 

  Le mode d’action des HEs différe selon la structure de la membrane des 
microorganismes, généralement les bactéries à Gram positive sont les plus sensibles que les 
Gram négatives qui présentent des lipopolysaccharides sur leur membrane extérieure la 
rendant hydrophile et ça empêche les terpènes hydrophobes d’y adhérer (Cristiani et al., 
2007).  

 Au niveau cellulaire, leur activité antibactérienne n’est pas attribuée à un mécanisme 
unique mais, à plusieurs actions (Droman et Deans, 2000) liées aux composants hydrophobes 
ce qui permet aux HEs de traverser la membrane cellulaire (la bicouche phospholipidique) 
ainsi, altérer sa perméabilité en entraînant la fuite des ions et des macromolécules cela conduit 
à l’endommagement des structures cellulaires (Burt. ,2004). 

 Rayour (2003) a examiné le mécanisme d’action des H.E des clous de girofle et d’origan  
(Origanum vulgare) simultanément avec deux de leurs composants, le thymol et l’eugénol, 
sur des bactéries :E.coli et Bacillus subtilis et qui ont été utilisées respectivement comme 
modèles de bactéries Gram- et Gram+.Les deux HEs tout comme leurs deux composants ont 
été capables d’induire une lyse cellulaire. Cette action a été  démontrée par la libération de 
substances absorbantes à 260 nm. Cette libération de substances associée à la rapide mortalité 
bactérienne pourrait être la conséquence de lésions sur les enveloppes induites par les agents 
antibactériens. L'utilisation d'un microscope électronique a permis de montrer que les HEs 
attaquaient en même temps les membranes et les parois cellulaires. 

Les travaux de Burt (2004) ont montré qu'une HE active exercera son pouvoir 
antimicrobien par son interférence avec la bicouche lipidique de la cellule cible grâce à sa 
propriété hydrophobe, ce qui entraîne une perturbation de la perméabilité et perte des 
constituants de la cellule. En plus, cette réaction varie en fonction de la nature de la bicouche 
lipidique, ce qui explique la résistance des bactéries Gram- (Mahmoud et al., 2004). En outre, 
Dabbah et ses collaborateurs (1970) ont mis en évidence la grande sensibilité des bactéries 
Gram+ par rapport aux Gram- et aux champignons. Dans la même démarche d'étude, 
Mahmoud et ses collaborateurs (2004) ont suggéré que l'effet antimicrobien qu'exercent les 
HEs pourrait être expliqué par la destruction de certains systèmes enzymatiques incluant ceux 
qui participent dans la production d'énergie cellulaire et la production des composés 
structuraux. Enfin Caillet et ses collaborateurs (2007) ont signalé que les HEs empêchent la 
multiplication des bactéries, leur sporulation et la synthèse de leurs toxines. 
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Figure 06: Sites et mécanismes dans la cellule bactérienne considérés comme sites d'action 

pour les composés naturels (Silva NCC et 

I.3.2.Mécanisme d’action des composés phénoliques

      De nombreuses études in vitro 
comme agents antimicrobiens
des spectres d'activités variables 
effet bactériostatique sur les bactéries à Gram positif mais pas vis à vis des bactéries à Gram 
négatif (Riffel et al, 2002). 
antifongiques et antibactériennes 

      De récentes études ont montré que les coumarines exercent plusieurs activités 
antimicrobiennes (Benidicte et Hooper, 1998)
cerevisiae et de la germination des spores 
on note qu'ils sont plus efficaces contre les Gram positifs 

      Les flavonoïdes avec leurs différentes 
et Miller, 1996) : 

- En se complexant avec des composants des parois avec inhibition de la croissance 
microbienne (Rojas et al,1992 ; Perret et 

- En perturbant leurs métabolismes énergétiques (Jones et 
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interaction avec la membrane cellulaire qui induit un changement morphologique de la 
bactérie, en inhibant l'activité des protéases, des protéines de transport et des adhésines 
(Cowan, 1999). 

     I.3.3.Mécanisme d’action des alcaloïdes  

   Les alcaloïdes sont destinés à agir sur les microorganismes à des concentrations     

compatibles avec la nature de la paroi. Des quantités variables d’ions de potassium ainsi que 

les nucléotides ont été divulgués dans les cellules de Staphylococcus.aureus (Akinpelu et al, 

2016). Leur mode d’action est associé à l’altération de la perméabilité des membranes 

bactériennes, ce qui est suffisant pour perturber les métabolismes des pathogènes, voir les 

détruire (Arunachalam et al, 2016).   
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    II.1. Les bactériocines 
     II.1.1.Généralités 

      Différentes définitions des bactériocines ont été données au cours du temps. 
La définition qui est largement connue est celle de (Heng, 2007) qui définit les               
bactériocines comme des protéines, ou complexes de protéines, souvent cationiques avec une 
activité bactéricide contre des espèces proches de la souche productrice. Elles représentent 
une large classe de substances antagonistes qui varient considérablement du point de vue de 
leur poids moléculaire, de leurs propriétés biochimiques, de leur spectre d'action et de leur 
mode d'action (Hammami, 2007).Les bactériocines produites par les bactéries lactiques sont 
réparties en quatre classes,comme proposé par Klaenhammer (1993). Ces quatre classes sont : 

  -Classe I : Les lantibiotiques : peptides de taille inférieure à 5 kDa, stables à la chaleur et   
qui contiennent des acides aminés inhabituels soufrés formés post-traditionnellement (c’est-à-
dire la    lanthionine, la méthyl lanthionine, la déhydrobutyrine et la déhydroalanine) . 

-Classe II : Peptides de taille inférieure à 10 kDa, stables à la chaleur, ne contenant  
pas d’acides  aminés modifiés. Leur point isolélectrique varie entre 8 et 10. 
- Classe III : Protéines de taille supérieure à 30 kDa et sensibles à la chaleur. 

   -Classe IV : Peptides requérant une partie carbohydratée ou lipidique pour avoir une     
activité.        

     Bactérienne. Aucune bactériocine de cette classe n’a été décrite. 
  L’effet d’une bactériocine est soit bactéricide, provoquant la mort de la bactérie cible,                

soit bactériostatique inhibant la croissance. 
 

    II.1.2. Application des bactériocines 

    Les bactériocines sont habituellement reconnues comme étant des substances sensibles              
aux  protéases digestives et ne sont pas toxiques pour les cellules eucaryotes (Guiraud, 2003). 
Elles ont  une grande tolérance aux variations de pH et aux traitements thermiques. Leur 
spectre antimicrobien peut être large ou étroit, elles peuvent donc cibler sélectivement des 
bactéries pathogènes ou altérantes sans inhiber les bactéries indispensables et ont un mode 
d'action bactéricide. Elles présentent ainsi, un intérêt potentiel d'application en conservation 
alimentaire (Deegan et al., 2006). 

  La seule utilisée actuellement dans la conservation alimentaire est la nisine que l'on trouve 
dans les fromages fondus qui est très efficace pour empêcher la germination des spores de 
clostridies , germe responsable du gonflement tardif, odeur désagréable et liquéfaction de  ces 
produits (Gouget,2013). 
      D'une façon générale, ces métabolites microbiens présentent des caractéristiques 
compatibles avec la fabrication,  le traitement et la consommation des produits alimentaires. 
 En ajout à leur utilité dans le domaine agroalimentaire, les bactériocines ont aussi un immense   
potentiel dans le domaine médical. D’ordre général, les bactériocines peuvent être utilisées 
contre n’importe quel  infection ou malaise causés par des bactéries pathogènes comme l’acné, 
des cas de fibrose kystique, la tuberculose, les otites, les infections mammaires,   les vaginites, 
etc. Plusieurs essais cliniques sont en cours pour rendre ces produits disponibles (Tagg, 2004). 
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    II.2. L’acide lactique 

    II.2.1. Généralités  

    L’acide lactique ou l’additif E270 est un intermédiaire métabolique retrouvé dans de 
nombreux organismes vivants allant des procaryotes anaérobies à l’homme, et représente l’un 
des acides organiques les plus importants (Givry, 2006), il est incolore ou légèrement jaunâtre, 
peu volatil et sirupeux de saveur nettement acide et à gout légèrement lacté. Il se présente sous 
forme liquide soluble dans l’eau, l’alcool, l’éther et insoluble dans le chloroforme. Ses sels de 
sodium (E325), de potassium(E326) et de calcium(E327) se présentent quant à eux sous forme 
de poudre et sont également solubles dans l’eau (Djidel, 2007). 

    Il agit comme agent bactériostatique notamment sur les bactéries pathogènes (Salmonelles, 

Listeria, etc.), et a de plus, un effet dépresseur  d’aw intéressant.(Chene,2002). 

II.1.2. Application de l’acide lactique 
 

   L’acide lactique étant un acide  naturel et non toxique, trouve diverses applications dans les 
industries chimiques, alimentaires et pharmaceutiques. Il est également utilisé notamment dans 
la production de polymères biodégradables (Boudjellal et al., 2001 ; Djidel,2007). 

o En industrie alimentaire 

De nombreux produits alimentaires se conservent grâce à un pH faible ; soit parce qu’ils 
contiennent naturellement une teneur élevée en acides organiques (produits fermentés comme 
les yaourts), soit parce que des acides leurs sont volontairement ajoutés (confiseries, boissons, 
etc.).Dans ces produits l’acidité participe à la conservation, mais elle est également recherchée 
pour la saveur qu’elle apporte (Chene, 2002). 

Le secteur alimentaire est le plus grand consommateur de lactate, ce dernier est utilisé 
comme : 

• Agent antimicrobien conservateur pour les saumures, les produits laitiers, les viandes 
et le pain. 

• Acidulant pour les bières, les vins et les sucreries. 
• Stabilisant et épaississant (lactate de calcium) 
• Source de fer pour supplémenter des laits maternisés (lactate ferreux) 

• Exhausteur de gout et émulsifiant (lactate de potassium et d’aluminium) (Djidel,  
2007). 

o En industrie pharmaceutique 

• Solution de dialyse rénale (lactate de sodium) 
• Traitement des déficiences en minéraux de magnésium et de calcium (lactate de 

magnésium et de calcium). 
• Synthèse des molécules chirales (Djidel, 2007). 
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o En industrie cosmétique 
• Il est utilisé dans les produits capillaires pour améliorer la texture des cheveux. 
• Dans les dentifrices comme agent détartrant et dans les lotions contre l’acné. 

• Agent d’éclaircissant et de rajeunissement de la peau (Djidel, 2007).  

II.3. Les antibiotiques 

         Les antibiotiques sont substances naturelles élaborée  par des microorganismes agissant 
de façon très spécifique sur une cible moléculaire précise, ils se caractérisent par leur synthèse 
enzymatique, utilisés dans le traitement des infections bactériennes. Parmi les antibiotiques 
les plus connus, citons la streptomycine, employée pour traiter la tuberculose, et la pénicilline 
(extraite du champignon Penicillium notatum) (Hanock et al, 1999). 

       Ces métabolites ont la propriété d’interférer directement avec la prolifération des micro-
organismes à des concentrations tolérées par l’hôte. (Avril et al., 2002). 
 
II.4.   Mécanisme d’action 

II.4.1. Mécanisme d’action des bactériocines 

II.4.1.1. Action des bactériocines de la classe I : Les lantibiotiques 
       Cette classe a principalement la membrane cytoplasmique pour cible. Pour les 
lantibiotiques, l’effet antimicrobien est le résultat à la fois de la perméabilisation de la 
membrane cytoplasmique et de l’inhibition de la biosynthèse de la paroi bactérienne ou de 
l’inactivation d’une enzyme essentielle à la biosynthèse de la paroi bactérienne (Chatterjee et 
al., 2005a, Twomey et al., 2002). 
 
II.4.1.2. Action des bactériocines de classe II 
       Le mécanisme d'action supposé des bactériocines de classe IIa est l'interaction de la 
bactériocine avec la membrane ou un récepteur spécifique, la « mannose perméase », pour 
ensuite former un pore dans la membrane de la cellule, ce qui induit la perméabilisation de la 
membrane, la dissipation des deux composantes de la force proton motrice et la mort de la 
cellule (Dalet et al., 2000 ; Héchard et al., 2001 ; Gravesen et al., 2002 ; Arous et al., 2004 ; 
Vadyvaloo et al., 2004 ; Bauer et al., 2005). 
       Les bactériocines de classe IIb ont en général un spectre d'action inhibant une large 
gamme de bactéries Gram+. Elles forment des pores et rendent la membrane perméable à 
différentes petites molécules, des cations monovalents ou des anions, ce qui dissipe une ou les 
deux composantes de la force proton motrice (Oppegard et al., 2007).  
 
II.4.1.3. Action des bactériocines de classe III 
 
        Le mode d'action de ces bactériocines diffère complètement des bactériocines des autres 
classes. En effet, l'enterolysin A, la zoocin A et la millericin B agissent par l'hydrolyse des 
liens peptidiques des peptidoglycanes des cellules cibles. La zoocin A a un spectre d'action 
étroit alors que l'enterolysin A et la millericin B ont un spectre d'action large.L'helveticin J a 
un mode d'action bactéricide (Nilsen et al., 2003). 
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II.4.2.   Mécanisme d’action  des acides  organiques 
       Le mode d’action antimicrobienne des acides organiques est actuellement présenté 
comme le résultat de trois effets différents. D’une part, l’acidité des acides organiques abaisse 
le pH de l’environnement de nombreux microorganismes pathogènes ou indésirables de telle 
sorte que la croissance et la prolifération de ces derniers sont impossibles ou fortement 
limitées (Gouget, 2013). D’autre part, les molécules acides non dissociées sont lipophiles et 
peuvent pénétrer dans la membrane plasmique de certains pathogènes, comme les salmonelles 
par exemple. À l’intérieur de la cellule, les acides réduisent le pH, ce qui incite le 
microorganisme à des mécanismes de régulation énergivores qui l’affaiblissent. Par ailleurs, 
les acides inhibent l’activité de certains systèmes enzymatiques, dont ceux nécessaires pour la 
multiplication du génome ADN. Le microorganisme ne peut donc plus se multiplier (Chene,   
2002 ; Servin, 2004).Et troisièmement, les molécules acides dissociées, qui ne peuvent pas 
pénétrer dans la membrane plasmique, endommagent la structure des protéines de la 

membrane. Sa perméabilité aux minéraux comme le sodium ou le potassium s’en trouve ainsi 
modifiée. La modification de la pression osmotique qui en découle entraîne la mort de la 
cellule (Papagianni,2007). 
 

                                     

                          Figure 07: Mode d’action antimicrobienne des acides organiques 

 

II.4.3.   Mécanisme d’action des antibiotiques 

        L’action antimicrobienne des antibiotiques comporte des effets antifongiques et 

antibactériens. Ils agissent sur les acides nucléiques en ciblant la transcription bactérienne, des 

concentrations élevées inhibent les interactions protéiques et l’ARN polymérase (Ma et al, 

2016). En outre elles inhibent la synthèse de la paroi bactérienne, cette dernière possède des 

molécules associées à sa structure qui fixent des antibiotiques ce qui conduit à une lyse 

cellulaire (Chan 2016).     
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III.1. les complexes chimiques 

III.2.1 Généralités 

  La chimie et la biologie font aujourd'hui partie de notre environnement quotidien, ces 
deux disciplines étant à la croisée de nombreuses industries et de nombreux secteurs. La 
chimie organique d'hier s'étend aujourd'hui aux molécules biologiques, aux molécules 
inorganiques et aux macromolécules. Elle crée des édifices plus ou moins complexes jusqu'à 
l'élaboration d'une chimie supramoléculaire fondée sur des interactions diverses entre 
molécules et explique leurs propriétés. 

  
 De nos jours, les complexes de métaux de transition connaissent un développement 

spectaculaire. Ce développement est observé dans un grand nombre de domaines : biologie, 
médecine, catalyse, l’industrie pharmaceutique, métallurgie et l’environnement. 

 
  Un complexe chimique est constitué d’un ion métallique central sur lequel viennent se 

fixer un certain nombre de molécules neutres ou d’ions, appelés ligands. Les propriétés 
chimiques de l’assemblage qui en résulte dépendent de la nature de la liaison entre l’ion 
métallique et les ligands (ion-dipôle, ionique) et de l’arrangement géométrique de ceux-ci 
autour de l’ion central, lui-même contrôlé par les propriétés électroniques de l’ion et des 
ligands (Kettle, 1999 ; Shriver et Atkins, 2001). 

 
 Lorsqu’un ion s’entoure de ligands pour former un complexe, on parle de réaction de 

complexation. Ces réactions provoquent souvent des changements de couleur, démontrant que 
les propriétés électroniques des complexes sont différentes de celles des réactifs de départ. 

 
 La classification des complexes se base sur le nombre d’ions (ou d’atomes) centraux qu’ils 

comportent. Les complexes dont les formules sont organisées autour d’un seul ion central sont 
des complexes monométalliques (mononucléaires). Si l’entité complexe comporte deux ou 
plusieurs ions métalliques on la désigne par les termes : bimétallique (binucléaire), 
trimétallique (trinucléaire), polymétallique (polynucléaire) (Fay et al., 2005). 

 
 Les complexes des métaux de transition avec les acides aminés ont constitué  la base de 

nombreuses études en raison de leur activité biologique. Aussi, les acides aminés participent 
souvent à la formation de liaisons hydrogène dans la formation de leurs complexes ils sont 
considérés comme des agents complexants importants (Sharma et al ., 2005). 

 
 Les composés comportant la purine et la pyridine ainsi que leurs dérivés (Adénine, 

Guanine, Cytosine, Thymine et Uracile) sont des plus intéressants du fait  de leur large 
domaine d’application. Ils jouent particulièrement un rôle significatif dans beaucoup de 
systèmes biologiques. (Olmezet al., 2001). 
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      Certains auteurs ont tenté de corréler les activités biologiques et pharmaceutiques à des 
propriétés physicochimiques de certaines structures. Ils ont constaté que les liaisons 
hydrogène intramoléculaires ou intermoléculaires affectaient de façon remarquable les 
activités biologiques de ces composés. Dans ce contexte, Endo et coll, 1982, ont observé que 
La liaison hydrogène H….O=C est responsable de l’augmentation de l’activité 
antibactérienne. 

      Noyce et al ., (2006) ont mené une étude dans l'objectif des chercheurs est  d'évaluer sept 
alliages de cuivre  pour déterminer leur capacité à réduire la viabilité d’E.coli O157, Leurs 
résultats démontrent clairement les propriétés antimicrobiennes des alliages de cuivre vis à vis 
d’E.coli O157, et par conséquent, ces alliages ont le potentiel de contribuer à la sécurité 
alimentaire. 

      Grobe et al., (2014) ont étudié le rôle de la survie des cellules  d’E.coli sur des surfaces 
solides en cuivre.  Leurs résultats montrent qu’un mutant d’E.coli a été plus rapidement 
inactivé et son ADN a également été moins stable. Cet effet peut expliquer certaines des 
différences dans les modes de destruction des bactéries Gram- et Gram+ sur ce matériel.        

III.2.2. Applications 

       Les complexes de métaux de transition connaissent un développement remarquable  dans 
un grand nombre de domaines : biologie, médecine, catalyse, l’industrie pharmaceutique, 
métallurgie et l’environnement. En chimie des solutions ont des utilités multiples comme : 
- Solubiliser un métal contenu dans un minerai (exemple : l'or solubilisé comme un complexe 
cyanuré) ; 
- Caractériser la présence d'une espèce chimique par formation d'un complexe coloré 
(Jacobsen, 1993). 
-Ceux de platine sont utilisés en médecine dans le traitement de certains cancers (cisplatine, 
carbo-platine, oxali-platine…). 
-La capacité complexant de l'EDTA est mise à profit dans le traitement d'intoxication par des 
métaux, en particulier le plomb (Losada, 2001) 
 
II.2. Mécanismes d’action des complexes chimiques 
 
      De nombreuses études ont porté sur le mécanisme d’action des complexes métalliques 
notamment le cis-platine (Rosemberg, 1978; Jamieson et Lippard, 1999). Il a été montré que 
le complexe reste dans son état neutre, il entre ensuite dans la cellule vivante par diffusion 
passive à travers la membrane. La diminution de la concentration en ions chlorure facilite son 
hydrolyse en complexes très réactifs. 
Les complexes très électrophiles obtenus par l’hydrolyse peuvent réagir avec divers 
nucléophiles cellulaires, comme l’ARN, l’ADN, les protéines, le glutathion ou la méthionine. 
Parmi ces composants cellulaires, les cibles principales sont les atomes d’azote des bases 
purines et pyrimidines de l’ADN. 
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      Il a été démontré que l’ADN est la cible la plus préférée pour la plupart des activités 
biologiques anti-cancer et des thérapies antivirales (Scott et Bradbury ,1994).En particulier, le 
cuivre et ses ligands ont été largement étudiés en raison de leurs fortes interactions avec 
l’ADN via des associations de surface ou intercalations puis de clivage de l'ADN à travers des 
mécanismes d'hydrolyse ou d'oxydation (Chevry, 2011). 
Selon l’étude de Santoyo et al., (2005), un large éventail d'activités biologiques a été attribué 
au complexe de cuivre,en l’occurrence les activités antibactérienne, antifongique,antioxydante 
et anticancéreuse. 
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IV.1.Action combinée des agents antimicrobiens 
   Plusieurs travaux ont montré l’utilité des combinaisons des agents antimicrobiens du fait 

qu’elles offrent de  nombreux avantages comme la réduction du coût et les concentrations des 
substances utilisées ainsi éviter l’altération de la qualité organoleptique et leurs effets 
indésirables. 

  Evandro et al. (2009)  ont pu déterminer l’efficacité de la combinaison de l’huile 
essentielle de thym et l’acide lactique sur les staphylocoques et son intérêt qui pourrait 
apparaître comme une alternative intéressante pour l’industrie alimentaire. 
      D’après Carrion-Granda et al. (2016), il est possible d’améliorer la qualité 
microbiologique des crevettes décortiquées et contrôler la croissance de la détérioration par 
les microorganismes pathogènes pendant l’entreposage frigorifique par l’application d’un 
revêtement de chitosane incorporé d’une petite quantité de l’huile essentielle de thym. 

      Cox et al., (2000), ont proposé de combiner des agents bactéricides et bactériostatiques 
qui contiennent  des composés agissant sur la même cible et présentant  des interactions 
chimiques. 
      Fei et al.,(2011) ont expliqué l’effet synergique entre certaines huiles essentielles  (origan, 
basilic et bergamote) contre E.coli et S.aureus  qui se porte sur la perturbation de l’intégrité 
membranaire des cellules.    
Selon Horvath et al. (2016), la combinaison des huiles essentielles de : cannelle, clou de 
girofle, thym et menthe verte peut conduire à un effet synergique contre les levures et les 
moisissures du genre Condida albicans, Aspergillus fumigatus  et Fusarium solani…Par 
ailleurs la meilleure combinaison a été clou de girofle/ cannelle conduisant à un effet additif 
dans tous les cas. L’huile de graines de cumin a montré les deux interactions synergique et 
antioxydante. 
      Une étude a été réalisée afin d'évaluer les possibles interactions synergiques et leur 
efficacité antibactérienne et antioxydante des huiles essentielles de graines de cumen et de 
coriandre par rapport à six bactéries d'origine alimentaire importantes (Bacillus cereus, 
Listeria monocytogenes, , Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Salmonella 
typhimurium). Les résultats démontrent que la combinaison d'huile de pépins de coriandre / 
cumin pourrait en effet être utilisé comme une source potentielle antimicrobienne naturelle et 
comme agents antioxydants dans les industries pharmaceutiques et alimentaires (BAG et al., 
2015). 
IV.2. Comparaison entre les agents antimicrobiens 

 
 IV.2.1.Huiles essentielles versus antibiotiques 

 
          Historiquement, au regard des centaines de milliers d'années qui les ont précédés,  
l'apparition des antibiotiques dans l'évolution globale de l'humanité ne représente qu'un "clin 
d'œil".  
   Les plantes aromatiques, elles, ont toujours fait partie de l'environnement naturel et leur 
usage culinaire,  pharmaceutique, esthétique et sacré est une constante retrouvée dans toutes 
les ethnies ( Franchomme et  Pénoël,2001).  



Chapitre IV                                 Interactions entre les agents antimicrobiens                               
 

 25 

      Chimiquement, les antibiotiques sont constitués d'une unique molécule,  à présent 
produite en masse par l'industrie pharmaceutique. 
Les essences sont, elles, produites par le monde végétal, et sont (pour la plupart) constituées 
de multiples molécules leur conférant des propriétés variées. 
       Dans la mesure où il est constitué d'une seule molécule,  il est aisé pour une bactérie de 
synthétiser une enzyme ou une molécule rendant l'antibiotique inactif. 
Dans certains cas, le processus se développe à tel point que certaines bactéries  deviennent 
capables de se nourrir de cette substance sensée les détruire. Cela ne se produit jamais avec 
les traitements aromatiques et même si des résistances se manifestent, le plus souvent elles 
diminuent avec l'amélioration du terrain et n'apparaissent pas chez d'autres patients. 
(Franchomme, 2001). 
       La molécule synthétique permet seulement une action plus souvent bactériostatique. Il 
suffit alors qu'une des bactéries développe par mutation une enzyme permettant d'inactiver 
cette molécule, ou d'en inverser l'action, pour mettre en péril toute l'action thérapeutique 
(Poole, 2002). Aucun antibiotique n’inhibe l’ensemble des microorganismes et quelques 
microorganismes sont naturellement résistants à certains antibiotiques (Meyer et al., 2004). 
    Il y a plusieurs raisons pour lesquelles un microorganisme peut avoir une résistance 
naturelle à un antibiotique (Madigan et Martinko, 2007) : 
- Il peut ne pas posséder la structure ciblée par l’antibiotique. Par exemple, certaines bactéries 
ne possèdent pas de paroi bactérienne typique et sont donc résistantes aux pénicillines. 
- Le microorganisme peut être imperméable à l’antibiotique. Ainsi, la plupart des bactéries à 
GRAM négatif sont imperméables à la pénicilline G. 
- Il peut modifier la structure chimique de l’antibiotique en une forme inactive. Beaucoup de 
staphylocoques contiennent des β–lactamases qui peuvent couper le cycle β–lactame de la 
plupart des pénicillines. 
-Il peut modifier la cible de l’antibiotique. 
-Le microorganisme peut développer une voie biochimique résistante. Par exemple, de 
nombreux microbes pathogènes développent la résistance aux molécules de sulfamides, 
empêchant la production d’acide folique chez les bactéries. Les souches résistantes modifient 
leur métabolisme pour assimiler l’acide folique présent dans l’environnement, évitant 
l’utilisation de la voie métabolique bloquée par les sulfamides. 
-Le microorganisme peut être capable de relarguer un antibiotique entré dans la cellule 
(mécanisme d’efflux), comme décrit dans la résistance de Pseudomonas aeruginosa à de 
nombreux antibiotiques. 
    L'huile essentielle va au-delà, et outre la déstructuration de l'enveloppe bactérienne  et 
l'attaque  des organites cytoplasmiques, elle agit parallèlement sur l'organisme en son entier. Il 
est, dans ces conditions, bien improbable qu'une bactérie parvienne a muter suffisamment 
dans la durée de vie dont elle dispose afin de déjouer toutes ces différentes activités (Rasooli 
et al., 2006). 
    L'apparition de phénomènes d'antibiorésistances et la création de souches bactériennes 
mutantes  redoutables (ainsi le banal staphylocoque se transformant en germe quasiment 
invincible à l'hôpital), certaines molécules antibiotiques présentent une toxicité sévère (foie, 
rein, etc.).Plus grave encore, les effets secondaires occultes entraînant l'inhibition 
progressive  des systèmes de défense du corps et le déséquilibre de la flore intestinale ouvrent 
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la porte aux candidoses  et aux viroses et aux pathologies qui y sont directement et 
indirectement liées. 
 Les huiles essentielles, utilisées selon des normes précises, donnent lieu à des "effets 
secondaires bénéfiques"  à l'ensemble de l'organisme et la flore symbiotique,  habituée depuis 
des milliers d'années à vivre avec les molécules aromatiques, est respectée. 
Enfin, le système immunitaire voit son activité modulée dans le sens le plus favorable à la 
défense et à l'épanouissement de l'organisme ( Franchomme et  Pénoël,2001). 
 
   IV.2.2.  Bactériocines  versus  antibiotiques 

 
      L’effet miracle des antibiotiques n’aura pas duré à cause de leur sur-utilisation qui a 
engendré l’émergence de souche de bactéries résistantes comme les redoutables MRSA 
(Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus) et VRE (vancomicine resistant enterobaccilus). 
Ainsi, plusieurs restrictions gouvernementales ont été mises en place pour essayer de freiner 
la résistance bactérienne incluant celle de la Food and Drug Association (FDA) aux États-
Unis qui a banni l’utilisation d’antibiotiques dans le domaine agro-alimentaire vers la fin des 
années 60. De ce fait, plusieurs compagnies de productions se sont tournées vers les 
bactériocines pour assurer la qualité de leurs produits puisque les bactériocines sont, pour la 
plupart, inodores, sans gout, mais surtout, non-toxiques.  
Elles sont donc parfaites pour être utilisées comme bio-préservatifs et prennent maintenant 
une importante partie du marché multimilliardaire des suppléments alimentaire 
 ( Lussier-Price,2008) 
      L’aspect qui retient le plus l’attention au sujet des bactériocines est qu’elles possèdent un 
mécanisme d’action différent par rapport aux antibiotiques. Ces derniers peuvent inhiber la 
synthèse de la membrane cellulaire et des éléments essentiels pour la survie des bactéries 
tandis que les bactériocines elles forment des trous dans la membrane bactérienne. Ainsi, 
théoriquement, les bactéries résistantes aux antibiotiques ne devraient pas être résistantes aux 
bactériocines puisqu’elles ne font pas appel au même mécanisme. En effet, en 2008, une étude 
in vivo portée chez les souris a montrée que la Mersacidine (bactériocine produit par l’espèce 
Bacillus) était capable d’inhiber la croissance d’une des souches bactériennes résistantes aux 
antibiotiques (Sass al, 2008). 
 
  IV.2.3. Combinaison des bactériocines avec d'autres agents 

 
     La combinaison des bactériocines avec d'autres traitements de conservation chimique ou 
physique donne des résultats prometteurs pour la conservation des aliments. 
Les molécules chimiques peuvent être des acides organiques, le nitrite, le chlorure de sodium, 
l'éthanol, des huiles essentielles (l'impact sur les propriétés organoleptiques doit être 
soigneusement évalué) ou des agents chélatants tel que l'EDTA, le phosphate trisodique, le 
citrate.  
Ces agents chélatants permettent de séquestrer les ions magnésium des lipopolysaccharides de 
la membrane externe des bactéries Gram- permettant aux bactériocines d'atteindre la 
membrane interne, siège de leur activité. Les traitements physiques peuvent être des 
traitements thermiques, le stockage sous atmosphère contrôlé, l'application de champs 
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électriques ou l'application des hautes pressions (Rodgers, 2004 ; Deegan et al., 2006 ; Galvez 
et al., 2007). D'autre part, l'utilisation d'inhibiteurs de protéases ou de protéines de soja a été 
suggérée afin de prévenir la dégradation des bactériocines par les protéases présentes dans le 
produit à conserver (Kouakou et al., 2008).. 
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       Ce travail expérimental a été réalisé pendant une durée de trois mois au sein du 

laboratoire de microbiologie la faculté des sciences biologiques et des sciences agronomiques, 

Université Mouloud Mammeri, Tizi-Ouzou. 

Il a pour objectif : 

- Evaluation du pouvoir inhibiteur de la croissance bactérienne  de six  agents antimicrobiens 

naturels à savoir : l’huile essentielle de thym, d’ail, de clou de girofle ; d’eucalyptus, de la  

sauge  ainsi que acide lactique. 

- Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI), ainsi que les concentrations 

minimales bactéricides (CMB). 

- Etude des interactions entre les agents antimicrobiens actifs par combinaison deux à deux 

et détermination des concentrations sub-inhibitrices. 

I.  Matériel biologique 

I.1. Les souches bactériennes testées 

 Le choix des souches bactériennes testées dans cette étude a été basé sur l’implication 
dans la  pathologie humaine, l’altération des aliments ainsi que leurs résistances aux 
antibiotiques .Pour cela nous avons sélectionné : deux bactéries  à Gram+,  quatre bactéries à 
Gram- qui sont représentées dans le Tableau II. 
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       Tableau II: Etat descriptif des différentes bactéries utilisées dans cette étude. 

Souches 
bactériennes  

Morphologie et 
type de Gram 

Habitat et origine  Pouvoir    
pathogène 

      Provenance 

 
Eschérichia. 
coli ATCC 
25923 

Coccobacilles  
à Gram négatif 

Commensale du 
tube digestif de 
l’homme et des 
animaux 

Diarrhées, 
gastro-entérites 
Infections 
urinaires 

Laboratoire de 
microbiologie du 
centre hospitalier 
universitaire 
(CHU) Mustapha 
Bacha d’Alger  

 
Pseudomonas. 
aeruginosa 
ATCC 27853 

Bacilles  à 
Gram négatif 

Germe 
ubiquitaire, vivant 
en milieu humide 
et fréquent en 
milieu hospitalier 

Infections 
pulmonaires, 
Infections 
urinaires, 
Méningites, 
septicémies 

Laboratoire de 
microbiologie du 
centre hospitalier 
universitaire 
(CHU) de Tizi-
Ouzou Nedir 
Mohamed 

   
 
Kliebsiella.    
pneumoniae 

Bacilles  à 
Gram négatif 

Commensale du 
tube digestif et de 
l’appareil 
respiratoire de 
l’homme et des 
animaux 

Infections 
respiratoires, 
Infections 
urinaires, 
septicémies 

Laboratoire de 
microbiologie du 
centre hospitalier 
universitaire 
(CHU) de Tizi-
Ouzou Nedir 
Mohamed 

     
 
  Proteus. 
 mirabilis 

 Bacilles à 
Gram négatif     

Commensale de 
l'intestin de 
l'homme et des 
animaux 

Infections 
localisées 
surtout cutanée 
Infections des 
voies 
respiratoires 
Septicémies 

Laboratoire de 
microbiologie du 
centre hospitalier 
universitaire 
(CHU) de Tizi-
Ouzou Nedir 
Mohamed 

Staphylocoque. 
aureus 
ATCC 43300 

Cocci en 
grappes de 
raisin à Gram 
positif 

Ubiquitaire dont 
le réservoir est 
localisé au sein de 
la peau et des 
muqueuses 

Intoxication 
alimentaire 
Infections 
cutanées et des  
muqueuses, 
Septicémies, 
pneumonies  

Laboratoire de 
microbiologie du 
centre hospitalier 
universitaire 
(CHU) Mustapha 
Bacha d’Alger 

 
Bacillus. 
cereus 

Bacilles à 
Gram positif 

Germe ubiquitaire 
dans le sol,dans 
l'eau de mer, dans 
l'eau douce et sur 
les plantes. 

Intoxications 
alimentaires 
Infections des 
plaies, s,  
méningites,  
infections du 
système 
nerveux central, 
infections 
respiratoires . 

laboratoire de 
microbiologie de 
la société 
pharmaceutique 
(Aldaph-
Novonordisk) sise 
à la zone 
industrielle Oued-
Aissi de Tizi -
Ouzou. 
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I.2.  Les agents antibactériens testés : 

I.2.1      L’huile essentielle de thym  

       L’huile essentielle de thym (commerciale) testée durant notre étude est issue d’une plante 
appartenant à la famille des lamiacées ; il s’agit de Thymus vulgaris. 

      Elle est 100% pure et naturelle issue de l’agriculture biologique, achetée à la société 
française FLORAME, de couleur jaune claire, non miscible avec l’eau .Elle a été conservée 
en position verticale, à l’obscurité et au frais (réfrigération), elle est certifiée par Ecocert SAS 
F 32600 (ISO). 

I.2.2.     L’huile essentielle de l’ail  

      L’huile essentielle testée durant notre étude est issue  d’une plante appartenant à la famille 
des Liliacées.  

      Cette huile est de couleur transparente, visqueuse, non miscible avec l’eau. Elle a été 
conservée en position verticale à l’obscurité et au frais (réfrigération).  

I.2.3.     L’huile essentielle de clou de girofle        

       L’huile essentielle testée durant notre étude est issue d’une plante appartenant à la famille 
des Myrtacées. 

       Cette huile est de couleur transparente, visqueuse, non miscible avec l’eau. Elle a été 
conservée en position verticale à l’obscurité et au frais (réfrigération).  

I.2.4.     L’huile essentielle d’eucalyptus  

       L’huile essentielle testée durant notre étude est issue d’une plante appartenant à la famille 
des Myrtacées. 

       Cette huile est de couleur jaune pâle, forte avec une odeur fraîche et très caractéristique, 
non miscible avec l’eau. Elle a été conservée en position verticale à l’obscurité et au frais 
(réfrigération).  

I.2.5.     L’huile essentielle de  la sauge  

       L’huile essentielle testée durant notre étude est issue d’une plante appartenant à la famille 
des Lamiacées ; il s’agit de Salvia officinalis. 

       Cette huile est de couleur jaunâtre, visqueuse, non miscible avec l’eau. Elle a été 
conservée en position verticale à l’obscurité et au frais (réfrigération).  

       Toutes les huiles essentielles testées, excepté l’huile de thym, nous ont été aimablement 
fournies par monsieur Libdiri Farid, chargé de cours à l’université de Bouira. 
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I.2.6.     L’acide lactique      

      L’acide lactique utilisé est commercialisé par la société de chimie cosmétique et de 
pharmacie, ses caractéristiques ; présentées sur la fiche technique sont comme suit : 

• Aspect : liquide visqueux miscible avec l’eau et solvants organiques. 
• Couleur : transparent à jaune. 

• Essaie : 79.5-80.5% 
• Gravité spécifique : 1.13-1.20g/ml 
• Total de métaux lourds : ≤10ppm 

• Ph : 4.4 

I.2.7.     Le complexe chimique à base d’uracile. 

      Le complexe chimique testé nous a été aimablement fourni par, Dr Adkis, professeur au 
département de chimie, faculté des sciences, Université Mouloud Mammeri, Tizi-Ouzou 

Cet échantillon est de couleur brune, il est à base d’uracile. 

II.    Vérification des souches microbiennes 

II.1.  Purification  des souches bactériennes 

       Les souches bactériennes testées sont des souches pures conservées dans le milieu TSA  à 
4°C.  

       Chacune des quatre  souches a été repiquée plusieurs fois sur le milieu MH et incubée à 
37°C afin d’obtenir des cellules jeunes de 15 à 18 heures. Une coloration différentielle de 
Gram a été réalisée suivie  d’une observation microscopique dans le but de déterminer : la 
forme, la taille, le mode d’agencement des cellules ainsi que le type de Gram. 

La coloration de Gram (voir annexe2). 

II.2. Préparation d e l’inoculum  

II.2.1.  Préparation de la pré-culture 

Les tests antibactériens sont  réalisés à partir de cultures jeunes en phase exponentielle 
de croissance (culture de 15 à 18 heures).  

Les souches bactériennes sont repiquées sur le milieu MH gélosé, puis les boîtes sont 
incubées à 37°C pendant 16 heures. 

II.2.2. Préparation de la suspension bactérienne  

Dans la zone septique du bec bunsen et à partir de cultures pures de 16 heures, 
prélever à l’aide d’une pipette Pasteur quelques colonies bien isolées de chacune des souches 
à tester. Décharger la pipette dans 10 ml d’eau physiologique stérile à 0,9%, puis 
homogénéiser. Les suspensions bactériennes sont ensuite  standardisées à 106 UFC/ml en 
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effectuant des dénombrements sur la cellule de Malassez  et des dilutions décimales, si 
nécessaire. 

III. Evaluation qualitative et quantitative de l’ac tivité antibactérienne. 

III.1.  Test in vitro 

       L’évaluation de l’activité antimicrobienne a été réalisée par la méthode des puits décrite 
par Ismail et al. (2008). Cette  méthode consiste à estimer l’inhibition de la croissance des 
germes testés au contact des différents échantillons d’agents antimicrobiens étudiés. 

III.2.   Protocole expérimental 

       Couler aseptiquement le milieu de culture gélosé  Mueller-Hinton en surfusion dans des 
boites de Pétri en raison de 20ml par boite. Laisser refroidir et solidifier. 

       À partir d’une suspension bactérienne standardisée à 10 6UFC/ml, nous avons prélevé 
100 µl de la suspension bactérienne que nous avons  étalée à laide d’un râteau sur la surface  
du milieu gélosé. Et on laisse sécher. 

        Des puits d’environ 6mm de diamètre ont été confectionnés à l’aide d’une pipette Pasteur  
retournée et flambée à son extrémité large. À l’intérieur de ces puits on dépose 40µl de 
chaque échantillon à tester. Les boites sont, ensuite, fermées et laissées diffuser pendant 30 
minutes.  
      De même, des antibiogrammes avec des antibiotiques de référence : Amoxicilline 
Amoxicilline-acide clavulanique,Ciprofloxacine,Sulfaméthoxazole+Triméthopri et 
Chloromphenicol ont été réalisés afin de servir de témoins positifs pour comparer les 
résultats. Aussi, des puits ne contenant que du DMSO, de l’eau distillée stérile ainsi qu’avec 
les différents échantillons ont été réalisés afin de servir de témoins négatifs. 

      La lecture est réalisée après 24 heures d’incubation à 37°C. Les diamètres des zones 
d’inhibition sont mesurés à l’aide d’une règle et exprimés en millimètre (mm) (le diamètre du 
puits (6mm) est inclus). 
     Selon Ponce et al. (2003),  la sensibilité des différentes souches vis-à-vis des H.E. étudiées 
est classée selon le diamètre d'inhibition selon les critères suivants : 

Non sensible ou résistante, si : � ˂ 8 mm ; 

Sensible si : 9 mm ˂ � ˂ 14 mm ; 

Très sensible si : 15 mm ˂ � ˂ 19 mm ; 

Extrêmement sensible si : � ≥ 20 mm. 
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IV. Détermination des CMI et  CMB  

IV.1. Détermination des CMI 

La méthode par dilution a pour but d’évaluer des concentrations minimales inhibitrice. Celle-
ci  consiste à déterminer la plus faible concentration d’un agent antimicrobien, nécessaire 
pour inhiber la croissance d’un microorganisme (Oussou et al., 2008; Derwich et al., 2010). 
IV.1.1. Préparation des dilutions 

L’HET a été dilué au ½ dans le DMSO sigma (C2H6OS)  dont sa concentration est de  
4.4mol/l. 

La dilution de l’HET a été réalisée au ½ dans du DMSO, celle de l’acide lactique au ¼ dans 
de l’eau distillée stérile.  

IV.1.2. Méthode des spots 

Principe de la méthode 

Ce test  a pour objectif d’estimer la concentration minimale inhibitrice des souches   
testées au contact de différentes concentrations des agents antimicrobiens étudiés (Sokmen et 
al., 2004).  

 Cette technique est réalisée en trois étapes : 

− Dans des boites de Pétri stériles, couler 15ml du milieu MH qui va servir d’apport en 
nutriments pour  les souches bactériennes ; 

− Réaliser une dilution volume à volume : dans 3ml du milieu de culture,  mélanger 
des volumes variables de l’agent antimicrobien à tester. Puis, la dilution obtenue est 
versée et étalée d’une façon homogène dans les boites de Pétri préalablement 
coulées ; 

− Après solidification, déposer 3 spots de 5µl de la suspension bactérienne à 106 
UFC/ml en forme de triangle. 

        Nous avons aussi réalisé un témoin positif contenant uniquement la suspension 
microbienne, et un témoin négatif ne contenant uniquement l’agent antimicrobien 

  Les boites sont, ensuite, incubées à 37°C pendant 24h. 

        La plus petite concentration pour laquelle il n’y’a aucun développement visible de    la 
souche est considérée comme étant la CMI. 

IV.2.Détermination des CMB  

        La détermination des concentrations minimales bactéricides (CMB)  est réalisée par un 
prélèvement, à l’aide d’une pipette Pasteur, dans les zones d’inhibition (ne présentant aucune 
culture visible). Chaque prélèvement est, ensuite, repiqué en stries sur le milieu  MH ne 
contenant aucun agent susceptible d’être inhibiteur de la croissance de la souche en question. 
Les boites ensemencées sont incubées à 37°C pendant 24h. 
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V.        Les combinaisons 

       Dans ce travail, nous avons effectué des combinaisons à deux sur la souche E.coli. 

      Ce test consiste à combiner deux substances antibactériennes par la méthode des spots 
selon les CMI obtenues par celle-ci  afin d’obtenir des concentrations minimales sub-
inhibitrices.Pour cela, nous avons  réalisé différentes dilutions volume à volume  de nos 
échantillons dans 3ml de MH.  

La lecture des résultats  est réalisée après 24 heures d’incubation à 37°C. 

Les combinaisons effectuées sont représentées dans le tableau suivant :  

 Tableau III : Tableau représentant les différentes  combinaisons effectuées dans notre 
étude. 

                                               

 

 

 

 

 

 

 

D’après  PIBIRI (2005), les effets des combinaisons d’agents antimicrobiens, sont 
définis selon quatre interactions possibles : 

� Indifférence : l’activité d’un agent antimicrobien n’est pas affectée par l’autre. 

(A+B)= Effet A ou Effet B 

Addition : l’effet de l’association est égal à la somme des effets de chaque agent étudiée 
isolément, à la même concentration que dans l’association. 

      (A+B)=  Effet A +Effet B 

Synergie : l’effet est significativement supérieur à la somme de chaque agent étudiée 
isolément, à la même concentration. 

       

Acide  
lactique 

HE de thym  

Acide  
lactique 

HE d’eucalyptus 

Acide  
lactique 

HE de la sauge 
 

HE de thym HE d’eucalyptus 

HE de thym HE de la sauge 

HE de thym Complexe 
à base d’uracile 
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(A+B) > Effet A +Effet B   

� Antagonisme: l’association diminue l’activité de l’un des agents antimicrobiens ou de 
l’autre. Elle est inférieure à la somme des effets de chacun pris séparément. 

              (A+B) <  Effet A +Effet B  
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I. Criblage des substances antimicrobiennes (screening)
I.1.Activité antibactérienne
 
L’étude in vitro du pouvoir anti

utilisant le milieu MH pour les bactéries nous a  conduits à l’obtention des résultats 

illustrés dans des tableaux ou figures. L’activité 

diamètre des zones d’inhibition autour des puits 

tester. Les souches sont classées en : sensibles, extrêmement sensibles ou résistantes.

Les souches utilisées ont été confirmées par une observation microscopique et la

coloration de Gram réalisée sur des cellules issu

Mueller-Hinton. 

Les résultats de la coloration de Gram sont illustrés par les photos présentées dans la

figure8. 

 

Klebsiella.peneumoniae    

                        

  

Pseudomonas.aeruginosa   

  ATCC 27853 

Figure 8: Résultats de la coloration de Gram observée au G×1000 à l’immersion

 

      

                

 

      

             

                                                                           Résultats  

des substances antimicrobiennes (screening) 
Activité antibactérienne 

pouvoir antimicrobien des agents naturels par la méthode des puits en 

utilisant le milieu MH pour les bactéries nous a  conduits à l’obtention des résultats 

illustrés dans des tableaux ou figures. L’activité antibactérienne est estimée en termes de 

diamètre des zones d’inhibition autour des puits contenant les agents antimicrobiens à 

tester. Les souches sont classées en : sensibles, extrêmement sensibles ou résistantes.

Les souches utilisées ont été confirmées par une observation microscopique et la

coloration de Gram réalisée sur des cellules issues de cultures jeunes obtenues sur gélose

Les résultats de la coloration de Gram sont illustrés par les photos présentées dans la

                                                                   

 

 

 

       

 

                          

      Eschérichia.coli                Staphylocoque.aureus
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par la méthode des puits en 

utilisant le milieu MH pour les bactéries nous a  conduits à l’obtention des résultats 

est estimée en termes de 

contenant les agents antimicrobiens à 

tester. Les souches sont classées en : sensibles, extrêmement sensibles ou résistantes. 

Les souches utilisées ont été confirmées par une observation microscopique et la 

es de cultures jeunes obtenues sur gélose 

Les résultats de la coloration de Gram sont illustrés par les photos présentées dans la 

                                                                    

Staphylocoque.aureus 

Proteus.mirabils 

de la coloration de Gram observée au G×1000 à l’immersion. 

 



                                                                                
 

 

       Les cellules d’E.coli,
K.peneumoniae en bacilles ,
rose), alors que les cellules de 
agencement particulier en grappes de raisin 
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I.1.2.Résultats du témoin négatif
 
      Si nos échantillons doivent être 
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le processus biologique. Pour cela, le DMSO
testés comme diluants. 
appropriés et ne présentent 
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     Figure 9: Effet du DMSO et
étudiées. 
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                                                                           Résultats  

coli, observées sous forme de coccobacilles, celles d
en bacilles ,cellules isolées, se sont révélées Gram négatif (coloration 

rose), alors que les cellules de S.aureus se présentaient en forme de cocci , avec leur 
agencement particulier en grappes de raisin (coloration bleue)à Gram positif et celle

en bacilles colorées en violet à Gram positif. Les cellules de P.mirabilis
observées sous forme de coccobacilles (coloration rose). 

Résultats du témoin négatif 

doivent être soumis aux essais biologiques, la toxicité du solvant 
être critique car même en traces, le solvant ne devrait pas 

biologique. Pour cela, le DMSO ainsi que l’eau physiologique stérile ont 
diluants. Les résultats (Figure 9 et Figure 10)  montrent qu’ils sont  

nt  aucun effet sur la croissance des souches microbiennes.
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celles de 
révélées Gram négatif (coloration 

de cocci , avec leur 
à Gram positif et celles de 

P.mirabilis  sont 

aux essais biologiques, la toxicité du solvant 
être critique car même en traces, le solvant ne devrait pas interférer dans 

ainsi que l’eau physiologique stérile ont été 
montrent qu’ils sont  

aucun effet sur la croissance des souches microbiennes. 

au physiologique stérile sur quelques  bactéries 

 

du témoin négatif pour la méthode des puits. 
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I.1.3.Résultats du témoin positif 

  Dans la pratique clinique quotidienne, l’efficacité antibactérienne est évaluée in vitro  
par  la mesure de la réaction des à un agent antimicrobien dans le milieu de culture, 
antibiotique par exemple. 

       Le but de cette étape est de déterminer la sensibilité des souches testées vis-à -vis de  

cinq antibiotiques synthétiques, choisis par rapport à leur large spectres d’action. Cette 

sensibilité est exprimée par l’apparition de zones d’inhibition autour des disques. Les 

résultats sont représentés dans la figure10. 

 

            

      Figure 11 : Représentation graphique des résultats de l’antibiogramme effectué sur les 

souches  bactériennes choisies. 

           Amx25 : Amoxicilline                                           Amc : Amoxicilline-acide      
clavulanique 

           C30 : Chloromphenicol                                                       CIP : Ciprofloxacine 

           SXT25 : Sulfaméthoxazole + Triméthoprime. 

 

     En comparant les valeurs (diamètre des zones d’inhibition) de cette figure, nous 
remarquons que toutes les souches testées présentent une sensibilité extrême  vis-à-vis 
de   Ciprofloxacine et développent une résistance contre l’Amoxicilline et 
l’Amoxicilline-acide clavulanique. En outre la Sulfaméthoxazole manifeste une 
activité antimicrobienne contre la majorité des souches. 
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I.1.4.Effet antibactérien des six substances testées. 

       Dans cette partie, nous avons testé à l’état pur  l’activité antibactérienne de nos cinq 

huiles ainsi que de l’acide lactique. 

Les résultats de ce test sont représentés dans l’histogramme indiqué dans la Figure 11 

 

 
 Figure12: Représentation graphique des résultats de la méthode des puits sur les 
souches choisies. 
 
      Il ressort de l’histogramme présenté dans  la Figure 12 que les agents antimicrobiens 
étudiés sont dotés d’une activité inhibitrice variable selon la bactérie testée.  
Cette observation a été également rapportée par (Malecky,2006) soulignant que, les 
différents microorganismes n’ont pas une sensibilité similaire vis-à-vis des huiles 
essentielles.  
Cependant, nous constatons que les souches à Gram- sont plus au moins résistantes aux 
HEs que les souches à Gram+.Il a été fréquemment rapporté dans la littérature (EL 
Kalamone et al., 2009 ; Ghilles et al ., 2009 ;Sattani et al., 2012 ;Fadli et al ., 2012) que 
les bactéries à Gram- résistent à l’effet inhibiteur des HEs et leurs composants. Selon 
Lecrerc et al., (1995), cette résistance peut s’expliquer par le fait que les bactéries à 
Gram- possèdent  une membrane externe imperméable aux substances hydrophobes, 
susceptibles d’entrer et empêcher la croissance bactérienne. Cependant, l’absence de 
cette barrière chez les Gram+ permet le contact direct des constituants hydrophobes des 
huiles essentielles avec la bicouche phospholipidique de la membrane cellulaire 
bactérienne (Burt, 2004). 
      Nos résultats (Figure12) montrent que P. aeruginosa est la souche  la plus résistante 
vis-à-vis des HEs testées et ceci n'est pas surprenant ! Selon la littérature et les travaux 
menés sur les souches de cette espèce, plusieurs hypothèses ont été supposées quant à 
leur résistance. Selon Pibiri,(2006), cette dernière a la réputation d'être très résistante à 
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toutes sortes d'agents antimicrobiens et antibiotiques en général. Il est établi que 
l'inhibition de cette bactérie par des agents antimicrobiens, nécessite des concentrations 
considérables. 

      La sensibilité modérée des bactéries à Gram négatif vis-à-vis des huiles essentielles 
peut être expliquée en termes de contraintes de diffusion des composés à travers leur 
membrane externe causée par la présence d'une barrière hydrophile. Bien que cette 
barrière ne soit pas totalement imperméable, elle entrave le transport des 
macromolécules et des composants hydrophobes (Pierozan  et al., 2009). 

En effet, l’étude menée par Fodil et al. (2013) sur Laurier nobilis a démontrée qu’E.coli 
est d’autant plus sensible que S.aureus indiquant  des zones d’inhibition de diamètre de 
13mm et 18mm,respectivement. 
Selon Delaquis et al. (2002), il est difficile de faire une généralisation du fait que 
chaque essence est unique dans sa composition et chaque bactérie diffère 
considérablement l’une de l’autre en structure et en fonctionnalité. De même, Farah et 
al. (2001), ont rapporté que l’efficacité antimicrobienne d’une huile essentielle est due à 
la nature et à la teneur de ces différents constituants qui peuvent agir en synergie. 

     L’HET a exhibé une activité antibactérienne remarquable  pour toutes les souches 
bactériennes sauf pour P.aeruginosa  avec un diamètre de 9mm qui se rapproche de 
celui de ciprofloxacine. Cette observation est similaire à celle de Fong et al. (2011), 
estimaient que le thymol et le carvacrol sont les principaux composants de l’HET à 
présenter cette activité antimicrobienne. Ces mêmes auteurs ont démontré que ces 
phénols augmentent la perméabilité de la membrane cellulaire des bactéries et réduisent 
la force protomotrice et diminuent ainsi le taux intracellulaire d’ATP qui fournit 
l’énergie nécessaire aux réactions chimiques et métaboliques de la cellule. 
 
      Les six souches bactériennes(Figure12)  se sont avérées sensibles à l’HE  de  clou de 
girofle avec des zones d’inhibition comprises entre 11 et 16 mm. En effet, Bourit et al 
.2007 ont affirmé que les HEs à l’état pur inhibent au moins un genre bactérien.  
Bourit et al. (2007) ont étudié le pouvoir antibactérien des huiles essentielles des clous 
de girofle et sarriette sur Salmonella.paratyphi, et leur application à  la conservation de 
la viande fraiche type hachée pendant une durée de 7 jours. Ces auteurs  ont constaté 
que l'huile de clou de girofle exerce une activité antimicrobienne plus considérable que 
celle de sarriette. Cette dernière a ralenti la croissance de S. paratyphi uniquement 
durant les premières heures d'entreposage de la viande à une température de 1 °C. Une 
réduction du nombre logarithmique de cette souche en présence des HEs de sarriette et 
de  clou de girofle est réduite d'un facteur de 4,4 et 13,19 % respectivement, jusqu'au 
4ème jour où la sarriette perd complètement son activité antibactérienne, contrairement à 
celle du clou de girofle qui la maintient partiellement jusqu'au dernier jour. 
       Selon Vrinda Menon et Garg. (2001), l’HE de clou de girofle, est efficace à un 
niveau de 5-10µl/g pour Listeria monocytogenes dans des produits à base de viande. 
        Nos résultats montrent que S.aureus et E.coli sont les seules sensibles à l’eucalyptus. 
Ces résultats s’accordent avec ceux de la littérature scientifique démontrant que les 
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bactéries à Gram négatifs peuvent  être sensibles à l’action des HEs.En effet une étude 
menée par   
Derwich et al. (2009) sur  l’effet antibactérien de l’huile d’Eucalyptus globulus,a  montré 
que cette huile exerce un effet plus important sur E.coli que sur S.aureus. 
Nos résultats concordent avec ceux de Khider et Sizine., 2013 où P.aeruginosa et 
K.pneumoniae n’ont enregistré aucun diamètre d’inhibition à l’encontre de l’HE 
d’Eucalyptus camaldulensis. 
 
      Pour l’HE de la sauge et de l’ail, nous n’avions constaté aucune action sur les souches 
bactériennes,sauf E.coli  qui est légèrement sensible à la sauge avec une zone d’inhibition 
faible de 9mm. Ceci peut être expliqué par le fait que les molécules bioactives de ces 
huiles ont été détruites au cours  de  l’extraction des extraits aqueux des HEs. 
 
 Balouiri. (2011) a étudié l’activité antibactérienne d’un extrait de  la sauge officinalis sur 
E.coli, P.aeruginosa, B.subtilis et S.aureus. Les résultats obtenus sur milieu gélosé ont 
permis de montrer que la sauge officinalis a un effet inhibiteur sur les souches sauf pour 
P.aeruginosa qui s’est avérée totalement résistante. 
 
Khadri.(2009) a  évalué l'activité antibactérienne de l'huile essentielle d'Allium sativum vis-
à-vis différentes souches de P.aeruginosa complétée  par la détermination de la CMI .Les 
résultats ont montré que l'huile possède une action inhibitrice de la croissance sur plus de 
50% des souches testées avec des CMI relativement moyennes qui  varient d'une méthode 
à une autre dont la méthode de dilution en milieu liquide a donné des CMI entre 32 et 
64µg/ml alors que celles de la méthode de dilution en milieu solide sont situées entre 64 et 
128 µg/ml. 
 
Cheradi et al. (2016) ont estimé l’activité antibactérienne du jus pur de d’Allium sativum 
sur E.coli ATCC 25923 ainsi que S.aureus ATCC 43300 (les mêmes souches utilisées dans 
notre étude), elles ont rapporté que ces deux souches se sont avérées extrêmement 
sensibles au jus pur à la concentration de 75%. 

     Les résultats obtenus sur l’acide lactique indiquent qu’il est très  actif sur toutes les 
souches testées  avec des zones d’inhibition supérieures à 25 mm, cette sensibilité est 
semblable à  celle enregistrée par ciprofloxacine.Selon (Jedidi, 2007﴿, les acides 
organiques ont différentes actions par exemple,telles qu'un excellent pouvoir bactéricide ou 
un effet bactériostatique contre les micro-organismes pathogènes se trouvant dans le tube 
digestif. 



                                                                                
 

 

 
 
 
       
 
 
 
  II. Détermination des Concentrati
bactéricides (CMB). 
 
 II.1.Concentrations Minimales 

 
       La détermination des CMI des différents agents antimicrobiens testés dans cette 

étude a été réalisée par la méthode des spots

dilution volume à volume

la couche superficielle du milieu de culture

Les CMI sont calculées en pourcentage (%) du volume de l’agent antimicrobien

incorporé par rapport au volume de la couche superficielle du milieu de culture (3ml).

Les résultats des tests sur la CMI des différents agents antimicrobiens testés sur les

souches bactériennes sont rapportés dans le Tableau
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Détermination des Concentrations Minimales Inhibitrices 
 

ons Minimales Inhibitrices (CMI) 

La détermination des CMI des différents agents antimicrobiens testés dans cette 

la méthode des spots .Cette méthode consiste

dilution volume à volume (des volumes variables  de l’agent antimicrobien

erficielle du milieu de culture) a été effectuée. 

Les CMI sont calculées en pourcentage (%) du volume de l’agent antimicrobien

incorporé par rapport au volume de la couche superficielle du milieu de culture (3ml).

Les résultats des tests sur la CMI des différents agents antimicrobiens testés sur les

nt rapportés dans le Tableau IV. 
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 Tableau IV: Valeurs des  CMI des souches bactériennes exprimées en pourcentage. 

 

HE de 
thym 

HE d’ail HE de 
clou de 
girofle 

HE 
d’eucalyptus 

  HE de la 

sauge 

Acide 
lactique 

E.coli    0.16%         _           1%        5%     12.6%     1,6% 

P.aeruginosa      8.3%            _       4.6%          _         _      1.6% 

P.mirabilis       1.5%          _        1%          _         _      1.6% 

K.pneumoniae     0.5%          _        0.6%           _         _      1.08% 

S.aureus    0.5%          _       0.6%          7.3%           _      1.16% 

B.cereus    0.16%         _       0.16%         _           _       _ 

 

_ : non testé (échantillon non actif sur la souche). 

 
Plus les CMI sont faibles plus l’activité antibactérienne des agents testés est meilleure. 

 

     D’après les résultats obtenus dans le Tableau IV, nous  constatons que la plus faible 

CMI a été obtenue avec l’HET vis-à-vis d’E.coli  et de B. cereus, soit 0,16%. Ce qui 

s’explique par la quantité infime de l’huile incorporée dans le milieu. 

Cette CMI de l’HET est deux fois inférieure à celle obtenue par Ousslimani et al. (2015) 

vis-à-vis d’E.coli ATCC8739 ce qui affirme que notre souche testée est plus sensible à 

l’HET que cette dernière. 

      L’HE de clou de girofle a aussi montré une plus faible CMI vis-à-vis de B.cereus. La 

CMI de l’acide lactique étant également faible lorsqu’il est testé sur  P. aeruginosa. 

Nous pouvons déduire que l’HE de thym et  de clou de girofle ainsi que l’acide lactique  

sont dotés d’une activité antimicrobienne très importante d’autant plus que ces derniers sont 

efficaces sur les six souches testées. 

Tandis que la CMI la plus élevée a été enregistrée avec la sauge  vis-à vis d’E. coli, soit 12.6 

% cette dernière reste la seule souche  sensible vis-à-vis cette huile. 
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II.2. Concentrations Minimales Bactéricides (CMB) 

       Afin de déterminer la nature de l’activité antibactérienne de nos agents antibactériens 

testés, nous avons  effectué un repiquage à partir des CMI obtenues sur le milieu MH. 

Les résultats obtenus sont reportés dans le tableau V. 

Tableau V: Détermination de l’effet bactéricide des différents agents 
antimicrobiens testés après repiquage sur le milieu MH. 

_ : non testé (échantillon non actif sur la souche). 

         Les résultats du Tableau V, révèle la nature de l’activité antibactérienne des différents 

agents antimicrobiens selon les souches bactériennes. 

L’HE de thym, l’HE de clou de girofle ainsi que l’acide lactique sont dotés d’un fort pouvoir 

en raison de leur effet inhibiteur sur les souches testées. 

III. Effets des combinaisons des substances étudiées: 

Les HEs peuvent être utilisées comme agents antimicrobiens contre des espèces 
pathogènes pour l’Homme. Afin de réduire la dose efficace de ces agents, celles-ci  peuvent 
être combinées avec d’autres agents ce qui peut donner naissance à un effet synergique ou 
additif (Horvath et al., 2016).   
L’objectif de cette étude est d’évaluer l’efficacité des huiles essentielles végétales en 
combinaison à deux  avec d’autres agents microbiens .Les mélanges obtenus sont testés par 
la méthode des spots sur la souche E.coli. 
 
 
 
 
 
 
       

 HE de thym HE de clou de 
girofle 

HE d’eucalyptus HE de la sauge  Acide lactique 

E.coli Effet  
bactéricide 

Effet 
bactériostatique 

Effet 
bactériostatique 

Effet 
bactériostatique 

Effet 
bactériostatique 

P.aeruginosa Effet 
bactériostatique 

Effet  
bactéricide 

          _           _ Effet 
bactériostatique 

P.mirabilis Effet  
bactéricide 

Effet  
bactéricide 

          _           _ Effet  
bactéricide 

K.pneumoniae Effet  
bactéricide 

Effet 
bactériostatique 

          _           _ Effet 
bactériostatique 

S.aureus Effet 
bactériostatique 

Effet  
bactéricide 

Effet 
bactériostatique 

          _ Effet  
bactéricide 

B.cereus Effet  
bactéricide 

Effet 
bactériostatique 

          _           _ Effet 
bactériostatique 

Substances 

Souches 
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       III.1.    Acide lactique/HEs  

       III.1.1. Acide lactique versus HE de thym 

Les résultats du Tableau VI montrent les résultats de  la combinaison de deux agents 

antimicrobiens : HE de thym et l’acide lactique sur la souche E.coli. 

Tableau VI: Résultats du test de combinaison Acide lactique versus HE de thym. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

InT : Inhibition totale                                *  : CMI 

        D’après les résultats du tableau VI, on constate que les bactéries se sont montrées 

sensibles à toutes les concentrations donc l’effet antibactérien de la combinaison est 

plus important en le comparant à l’effet de l’huile essentielle et l’acide lactique testés 

séparément. 

Lors d’une combinaison de substances antimicrobienne, trois effets sont à distinguer : 

addition, antagonisme ou synergie (Fleiro, 2011).Nous avions obtenu une inhibition 

totale à des concentrations (sub-inhibitrices) inférieures aux CMI des agents 

antimicrobiens testés, ce qui indique probablement l’effet synergique.  

 HET 0.25% 0.16%* 0.083% 0.05% 0.03% 

2% InT InT InT InT InT 

1.6%* InT InT InT InT InT 

1.3% InT InT InT InT InT 

1% InT InT InT InT InT 

0.6% InT InT InT InT InT 

0.3% InT InT InT InT InT 

0.16% InT InT InT InT InT 

   Al 
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III.1.2.Acide lactique versus HE d’eucalyptus 

Les résultats du Tableau VII révèlent l’effet de la combinaison de l’acide lactique avec 

l’HE d’eucalyptus sur la souche E.coli. 

Tableau VII: Résultats du test de combinaison  Acide lactique versus l’HE 

d’Eucalyptus 

            Al 2% 1.6%* 1.3% 1% 0.6% 0.3% 0.16% 

6% InT InT InT InT InT InT InT 

5.6%* InT InT InT InT InT InT InT 

5.3% InT InT InT InT InT InT InT 

5% InT InT InT InT InT InT InT 

4.6% InT InT InT InT InT InT InT 

4.3% InT InT InT InT InT InT InT 

  4% InT InT InT InT InT InT InT 

3.3% InT InT InT InT InT InT InT 

3% InT InT InT InT InT InT InT 

2.6% InT InT InT InT InT InT InT 

 

InT : Inhibition totale                                *  : CMI 

           

 

 

Figure 14 : Photos illustrant l’effet inhibiteur de la combinaison : Acide lactique avec 

l’HE de thym. 

HEE 

  HE de thym+acide lactique    HE de thym+acide lactique   HE de thym+acide lactique            

      0.08%+0.16%                              0.03%+0.016%                    0.08%+0.06% 
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       Nous avons réalisé des associations entre l’acide lactique et l’HE d’eucalyptus à de 

différentes concentrations.  

D’après les résultats du Tableau VII, E.coli a montré une sensibilité à toutes les 

variations de doses, et même nous avions  pu obtenir une inhibition totale à des 

concentrations inférieures aux au de-sous de leurs CMIs, ceci se traduit par un effet 

synergique probable entre les deux substances. 

 

                           

 

Figure 15: Photos illustrant l’effet inhibiteur de la combinaison Acide lactique avec l’HE 

d’eucalyptus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Acide lactique+HE d’eucalyptus   

              0.16%+3.3%                                                          

Acide lactique+HE d’eucalyptus   

                   0.16%+2.6% 
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III.1.3.Acide lactique versus  HE de sauge 

Les résultats du Tableau VIII représentent l’effet de la combinaison de l’acide lactique 

avec l’HE de la sauge. 

Tableau VIII: Résultats de la combinaison Acide lactique versus HE de la sauge. 

                2% 1.6%* 1.3% 1% 0.6% 0.3% 0.16% 

13.3% InT InT InT InT InT InT InT 

12.8%* InT InT InT InT InT InT InT 

12% InT InT InT InT InT InT InT 

11.6% InT InT InT InT InT InT InT 

10% InT InT InT InT InT InT InT 

  9.6% InT InT InT InT InT InT InT 

8.33% InT InT InT InT InT InT InT 

7.33% InT InT InT InT InT InT InT 

6.6% InT InT InT InT InT InT InT 

6% InT InT InT InT InT InT InT 

5% InT InT InT InT InT InT InT 

 

         D’après les résultats du Tableau VIII, nous pouvons déduire que les souches 

d’E.coli sont extrêmement sensibles à la combinaison Acide lactique/HE de sauge par 

rapport à l’effet de l’huile essentielle et l’acide lactique testés séparément. L’inhibition 

totale se poursuit à des doses inférieures aux CMI ce qu’explique l’effet synergique. 

HES 
Al 
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Nous avions même pu avoir une inhibition totale avec cette combinaison et diminuer les 

concentrations jusqu’à 5%  pour l’HE de la sauge et 0.16% pour l’acide lactique.  

 

     Généralement, les bactéries deviennent plus sensibles aux HEs à des pH 

faibles.L’hydrophobicité d’une huile essentielle augmente avec l’augmentation de 

l’acidité ce qui lui permet de se dissoudre plus facilement dans les lipides de la paroi 

cellulaire des microorganismes  (Rasooli, 2007). 

  Selon Michiel et al. (2007), à pH bas les molécules de thymol et carvacrol, qui 

constituent  les composés majeurs de l’HE de thym, sont sous forme indissociée et 

hydrophobe ce qui conduit à une meilleure association avec le coté hydrophobe des 

protéines donc, une bonne accumulation dans la phase lipidique de la membrane des 

cellules qui est le siège de beaucoup d’interactions métaboliques. 

   D’après KO et al. (2015), il est possible de réduire les contaminations à E.coli sur 

une surface de viande bœuf en combinant l’HE de thym et l’acide lactique. En outre 

Soycan et al. (2015) ont démontré un effet synergique de la combinaison de l’huile 

essentielle de cannelle, de l’origan et l’acide acétique sur les pois en aérobie. 

   Moon et al. (2016) ont examiné les effets antimicrobiens de sauce de soja contre 

Escherichia coli O157: H7, Salmonella Typhimurium, et Listeria monocytogenes. Pour 

cribler une variété d'effets combinés, la sauce de soja a été mélangée avec : le thymol, 

l'eugénol,de l'acide β-résorcylique et la vanilline.  

    La sauce combinée avec carvacrol et thymol a induit la plus grande activité 

antibactérienne contre toutes les bactéries testées, alors qu’aucune de ces substances n’a 

montré une activité bactéricide lorsqu'elles sont utilisées séparément. Ces résultats 

suggèrent que le carvacrol et le thymol agissent en synergie avec d'autres facteurs 

présents dans la sauce de soja ce qui augmenter l'activité antimicrobienne contre les 

principaux agents pathogènes d'origine alimentaire. La synergie est  attribuée à la 

combinaison de deux facteurs (concentration principalement élevée en sel et un pH 

faible conféré par des acides organiques) présents dans la sauce. 

   Toute fois l’efficacité de la combinaison des HEs et des acides organiques pourrait 

être considérée comme une alternative intéressante pour l’industrie alimentaire du fait 

que les concentrations inhibitrices sont réduites ce qui évitera l’altération de la qualité 

organoleptique des aliments.   

 

       III.2.  HE /HE 
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        Nous avons examiné l’activité antimicrobienne des combinaisons HE/HE avec la 

méthode des spots en variant les doses de chaque huile essentielle pour déterminer la 

nature de l’effet.   

• III.2.1. HE de thym versus HE d’eucalyptus  

Les résultats du tableau IX montrent l’effet inhibiteur de la combinaison de 

l’HE  de thym avec l’HE d’eucalyptus. 

      Tableau IX: Résultats de la combinaison du thym versus HE d’eucalyptus. 

 

 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Il ressort  du Tableau IX  que la combinaison HE de thym/ HE d’eucalyptus a exercé 

un effet inhibiteur contre E.coli à tous les stades de concentration et nous avions  

diminué ces dernières jusqu’à 0.03% pour l’HE de thym et à 2.6% pour l’HE 

d’eucalyptus au dessous de CMI. Ceci a conduit à un effet synergique dû probablement 

aux interactions chimiques entre les composants majeurs de ces deux HEs.Ces résultats 

sont similaires  à ceux publiés par Moon et al. (2016) qui expliquaient l’effet 

antibactérien du mélange thymol avec le carvacrol contre Escherichia coli O157 qui agit 

sur la paroi bactérienne des Gram-. De même Horvath et al. (2016) ont étudié l’effet 

synergique de la combinaison des HEs de : thym, la cannelle, clou de girofle et menthe 

         0.25% 0.16%* 0.083% 0.05% 0.03% 

6% InT InT InT InT InT 

5.6%* InT InT InT InT InT 

5.3% InT InT InT InT InT 

5% InT InT InT InT InT 

4.6% InT InT InT InT InT 

4.3% InT InT InT InT InT 

4% InT InT InT InT InT 

3.3% InT InT InT InT InT 

3% InT InT InT InT InT 

2.6% InT InT InT InT InT 

HET 

HEE 
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verte contre les levures et les moisissures et ils ont pu diminuer leurs doses par ces 

associations. En outre l’effet synergique apparait aussi entre les huiles essentielles de 

l'origan mexicain, moutarde (Brassicanigra), et le thym (Thymus vulgaris) qui ont été 

évalués en combinaisons binaires contre Listeria monocytogenes, Staphylococcus 

aureus, ou Salmonella enteritidis (Reyes-Jurado. 2016).  

Figure 16: Photos illustrant l’effet inhibiteur de la combinaison HE de thym avec l’HE 

d’eucalyptus. 

• HE de thym versus  HE de la sauge  

Les résultats du Tableau X montrent le pouvoir antibactérien qu’exerce  la combinaison 

de  l’HE de thym avec l’HE de la sauge contre les souches d’E.coli. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                     

       0.25% 0.16*% 0.083% 0.05% 0.03% 

13.3% InT InT InT InT InT 

12.6%* InT InT InT InT InT 

12% CR CR CR CR CR 

11.6% CR CR CR CR CR 

10% CR CR CR CR CR 

  9.6% CR CR CR CR CR 

8.33% CR CR CR CR CR 

7.33% CR CR CR CR CR 

6% CR CR CR CR CR 

  HE de thym+HE d’eucalyptus 

             0.16%+3.3%                                           

 

HE de thym+HE d’eucalyptus 

             0.03%+2.6%                                           

CR : Croissance 
bactérienne 

HES HET 
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       Les résultats du Tableau X indiquent que la combinaison HE de thym avec l’HE de 

la sauge exerce un effet inhibiteur contre les souches d’E.coli à des concentrations 

supérieures à celles des CMI des deux huiles essentielles cela s’explique par l’effet 

addititionnel. Ces résultats sont similaires à ceux de Guetierrez et al. (2008) portant sur la 

rechercher de nouvelles substances actives qui peuvent surmonter le problème  des 

infections bactériennes d’origine alimentaire. Les substances utilisées  comme modèles 

étaient les HEs de thym et de sauge qui présentaient un effet additif contre 

L.monotocytogenese 

 

                 

        Effet inhibiteur                                      Croissance bactérienne 

                  HE de thym+HE de la sauge             HE de thym+HE de la sauge 

                            0.05%+13.3%                                     0.03%+5% 

Figure 17: Photos illustrant l’effet de la combinaison de l’HE de thym avec l’HE de la 
sauge. 

III.3. HE versus complexe chimique 

Les résultats de la combinaison de l’HE de thym avec le complexe chimique ont été 
rapportés dans le Tableau XI. 

 

 

 

 

 

 



                                                                                Résultats  et discussion    
 

 53 

Tableau XI: Tableau représentant les résultats de la combinaison de l’HE de thym avec 
le  complexe chimique. 

 

 

 

 

 

 

 

 

   Nous avions réalisé un mélange contenant l’HE de thym et un complexe chimique 

doté d’une activité antimicrobienne avec la méthode des spots. Ensuite, nous avions  

testé l’activité antibactérienne du mélange. 

   Les résultats du Tableau XI montrent un pouvoir inhibiteur de la combinaison HE de  

thym/ complexe chimique même à des concentrations inférieures à leurs CMI qui traduit 

la présence d’un effet synergique et que l’activité des complexes chimiques est améliorée 

en présence de l’HE de thym. 

Cela peut être expliqué par la formation de nouvelles molécules  lors de la 

combinaison auxquelles les germes ne sont pas encore adaptés ce qui règle le problème 

de la résistance  (Musiol, et al., 2014).Ces résultats suggèrent le potentiel des mélanges 

étudiés pour inhiber la croissance microbienne et la conservation des aliments. 

Cependant, leur effet sur la qualité sensorielle des aliments compatibles avec leurs 

besoins de saveur est à évaluer. 

 0.25% 0.16%* 0.083% 0.05% 0.03% 

0.83% InT InT InT InT InT 

0.66%* InT InT InT InT InT 

0.5% InT InT InT InT InT 

0.33% InT InT InT InT InT 

0.16% InT InT InT InT InT 

0.1% InT InT InT InT InT 

C.chimique 

HET 
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        HE de thym +complexe chimique        HE de thym +complexe chimique   

                 0.25%+0.16%                                          0.08%+0.16% 

       Figure 18 : Photos illustrant l’effet inhibiteur de la combinaison : HE 
de thym avec le complexe  chimique. 
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Conclusion et perspectives 

       En raison du souci croissant des consommateurs aux denrées contenant de tels 
additifs chimiques, la recherche des additifs naturels a notamment augmenté ces 
dernières années. 
       La présente étude vise à évaluer de façon comparative l’activité antibactérienne de 
cinq  extraits végétaux ainsi qu’avec l’acide lactique. Puis, réaliser des combinaisons 
entre les substances bioactives ainsi qu’avec un complexe chimique à base d’uracile  afin 
de renforcer leur activité animicrobienne. 
       Il ressort de nos résultats que les six  souches bactériennes sont extrêmement 
sensibles à l’HET et l’acide lactique, moyennement sensibles à l’égard de l’HE  du clou 
de girofle. 
E.coli  est la seule sensible à la sauge, elle présente aussi une extrême sensibilité en vers 
l’HE  d’eucalyptus suivie de S.aureus qui est légèrement sensible à l’égard de cette 
dernière. Toutefois,  ’HE de l’ail semble être inactive sur les six souches étudiées. 
 
       En outre, la combinaison de l’HET avec l’acide lactique  testé sur E. coli a montré 
un effet synergique .En effet, l’association a permis la réduction des concentrations de 
l’huile  et de l’acide de  80% et de plus de 90% respectivement. 
 
La combinaison de l’HET avec l’HE d’eucalyptus a montré également un effet 
synergique : la réduction de leur concentration de 80% et 53% respectivement. 
Egalement l’association de l’HET avec l’HE de la sauge a présenté un effet synergique. 
 
 
A l’essor de la présente étude, il serait intéressant de mener une étude plus approfondie 
en considérant les aspects suivant : 
 

� Tester les mêmes substances sur d’autres bactéries de la flore intestinale ainsi que 
sur  les bactéries pathogènes impliquées dans la détérioration des aliments. 

 
� Etudier l’effet de combinaison de ces huiles avec les antibiotiques afin de 

renforcer leurs activités. 
� Tester ces combinaisons sur des matrices alimentaires. 
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� Il serait, également très intéressant d’élargir l’utilisation des combinaisons à 
l’échelle 

             industrielle en les adoptants comme additifs pour conserver les denrées  
alimentaires. 

� Utiliser ces combinaisons dans le domaine pharmaceutique et cosmétique. 
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       En raison du souci croissant des consommateurs aux denrées contenant de tels 
additifs chimiques, la recherche des additifs naturels a notamment augmenté ces 
dernières années. 
 
       La présente étude vise à évaluer de façon comparative l’activité antibactérienne de 
cinq  extraits végétaux ainsi qu’avec l’acide lactique. Puis, réaliser des combinaisons 
entre les substances bioactives ainsi qu’avec un complexe chimique à base d’uracile  afin 
de renforcer leur activité antimicrobienne. 
 
       Il ressort de nos résultats que les six  souches bactériennes sont extrêmement 
sensibles à l’HET et l’acide lactique, moyennement sensibles à l’égard de l’HE  du clou 
de girofle. 
E.coli  est la seule sensible à la sauge, elle présente aussi une extrême sensibilité en vers 
l’HE  d’eucalyptus suivie de S.aureus qui est légèrement sensible à l’égard de cette 
dernière. Toutefois,  l’HE de l’ail semble être inactive sur les six souches étudiées. 
       En outre, la combinaison de l’HET avec l’acide lactique  testé sur E. coli a montré un 
effet synergique .En effet, l’association a permis la réduction des concentrations de 
l’huile  et de l’acide de  80% et de plus de 90% respectivement. 
 

La combinaison de l’HET avec l’HE d’eucalyptus a montré également un effet 
synergique : la réduction de leur concentration de 80% et 53% respectivement. 
Egalement l’association de l’HET avec le complexe chimique a montré un effet 
synergiqe : réduction de leur concentration de 88% et  86 % respectivement. 
 
A l’essor de la présente étude, il serait intéressant de mener une étude plus approfondie 
en considérant les aspects suivant : 
 

� Tester les mêmes substances sur d’autres bactéries de la flore intestinale ainsi que sur  les 
bactéries pathogènes impliquées dans la détérioration des aliments. 

� Etudier l’effet de combinaison de ces huiles avec les antibiotiques afin de renforcer leurs 
activités. 

� Tester ces combinaisons sur des matrices alimentaires. 
� Il serait, également très intéressant d’élargir l’utilisation des combinaisons à l’échelle 

industrielle en les adoptants comme additifs pour conserver les denrées  alimentaires. 
� Utiliser ces combinaisons dans le domaine pharmaceutique et cosmétique. 
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Annexe 1  Composition des milieux de culture utilisés (g /l). 

         Le milieu TSA est utilisé pour la conservation des souches bactériennes purifiées. 
         La Gélose Mueller Hinton (MH) est utilisée pour la pré-culture des souches 
bactériennes, la mise en  évidence de l’activité antibactérienne des différents agents 
antimicrobiens testés,   la détermination de la CMI et la CMB ainsi que pour la 
réalisation des différentes combinaisons. 
      L’eau physiologique est utilisée pour réaliser les suspensions microbiennes. 
 

� Gélose trypto caséine soja agar 
Hydrolysat enzymatique de caséine .......................................................................  15g 
Peptone de soja .......................................................................................................  5g 
Chlorure de sodium .................................................................................................. 7g 
Agar  ....................................................................................................................... 15g 
Eau distillée  ......................................................................................................... 1000ml 
Stérilisation à 120°C pendant 15 mn.  
 

� Gélose Mueller Hinton  
Extrait de viande .....................................................................................................  3g  
Hydrolysat acide de caséine ..................................................................................  17,5g  
Agar .......................................................................................................................  18g  
Eau distillée .........................................................................................................  1000ml 
pH=7,4  
Stérilisation à 120°C pendant 15 mn.  
 

� Eau physiologique stérile  
Chlorure de sodium (NaCl) .....................................................................................  9g  
Eau distillée .........................................................................................................  1000ml  
pH=7  
Stérilisation : autoclavage à 120°C pendant 20 mn.  
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Annexe 2  La coloration de Gram. 

La coloration de Gram, réalisée selon la méthode décrite par DELARRAS (2007) : 

* Préparer un frottis de la souche test ;  
* Coloration primaire : Couvrir la lame de violet de gentiane, et laisser agir pendant 1 
minute. Les cellules bactériennes se colorent en violet ;  
* Mordançage : Plonger la lame dans une solution de lugol pendant 1 minute pour fixer 
le colorant ;  
* Décoloration : Effectuer une décoloration à l’alcool éthylique, laisser agir 30 
secondes. Le but de cette opération est de décolorer les bactéries à GRAM- dont la paroi 
est riche en lipides qui se dissolvent dans l’alcool (solvant organique)   
* Rincer à l’eau distillée afin de ne pas décolorer les GRAM+  
* Coloration secondaire : Effectuer une contre-coloration à la fuchsine pendant 1 
minute. Les GRAM- qui ont été décolorées sous l’effet de l’alcool se recolorent en rose. 
Ainsi, il sera possible de différencier les deux groupes bactériens ;  
* Rincer la lame à l’eau distillée stérile ;  
* Egoutter et sécher au dessus du bec bunsen   
* Observer à l’objectif x100 à l’immersion. 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                           Résumé 
 

 

 
       La résistance bactérienne aux agents antimicrobiens apparait de nos jours comme une des 
préoccupations majeures de santé publique. La recherche de nouvelles substances 
antimicrobiennes naturelles comme alternative revêt donc un intérêt tout particulier.   
       Cette étude a pour objectif principal d’évaluer in vitro  et de   comparer l’activité 
antibactérienne de quelques composés d’origine végétale, en l’occurrence l’huile essentielle 
de thym (HET), de l’ail, de clou de girofle, d’eucalyptus et de la sauge, versus un métabolite 
d’origine microbienne, l’acide lactique. Afin de déterminer d’éventuelles interactions 
positives renforçant le pouvoir antibactérien  des substances testées, nous avons procédé à des 
combinaisons à deux entre les huiles essentielles et  l’acide lactique ainsi qu’avec un 
complexe chimique à base d’uracile. 
      Selon les résultats obtenus, les six souches bactériennes testées s’avèrent plus sensibles à 
l’HET ainsi qu’à l’acide lactique. La plus faible CMI enregistrée est de 0.16% obtenue avec 
l’HET inhibant E. coli et B.cereus et  avec l’HE clou de girofle active sur B.cereus et l’acide 
lactique sur  
P. aeruginosa. 
     Il ressort des résultats des combinaisons un même effet inhibiteur à des concentrations sub-
inhibitrices réduites des agents combinés, ceci indique alors une interaction positive entre les 
agents testés. En effet, un effet inhibiteur synergique a été observé lors de l’association de 
l’HET avec l’acide lactique, ce résultat intéressant indique la possibilité d’inhiber la 
croissance microbienne par réduction de 90% la concentration de l’acide lactique et de 80 % 
celle de l’HET. 
De même la combinaison de l’HET avec un complexe chimique a permis de réduire leurs 
concentrations respectivement de 88% et 86%. 
 
Mots clés : agents antimicrobiens, huiles essentielles, acide lactique,  combinaisons, 
complexe chimique. 
 
 



                                                                                                         Abstrat    
 

        
      Bacterial resistance to antimicrobial agents is today one major public health concerns. The 
search for new natural antimicrobial substances such alternative is therefore of particular 
interest. 
       The main objective of this study is to evaluate and compare in vitro antibacterial activity 
of some compounds of plant origin, namely the essential oil of thyme (HET), garlic, cloves, 
eucalyptus and sage, versus a microbial metabolite, lactic acid. To determine possible positive 
interactions strengthening the antibacterial substances tested, we conducted two combinations 
between essential oils and lactic acid as well as uracil based chemical complex. 
     According to the results obtained, the six bacterial strains tested are more sensitive to 
essential oils as well as lactic acid. The lowest CMI recorded is 0.16% obtained with the 
thyme essential oils inhibiting E. coli and B.cereus and with active clove essential oils tested 
on B. cereus and lactic acid on P. aeruginosa. 
       Combinations resulted in same effect at sub-inhibitory concentrations reduced by the 
combined agents, indicating a positive interaction between the agents tested. In fact, a 
synergistic inhibitory effect was observed with combination of thyme essential oils and lactic 
acid, this interesting result indicates the possibility of microbial growth inhibition reducing 
the concentration of lactic acid (90%) and thyme essential oils (80%). 
 
Similarly the combination of thyme essential oils with a chemical complex has reduced their 
concentrations of 88% and 86% respectively.  
 
Keywords: antimicrobial agents, essential oils, lactic acid, combination, pathogens, chemical 
complex. 
 
 
 
 


