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L’Algérie possède une richesse non négligeable en plantes aromatiques et médicinales qui est 

susceptible d’être utilisée dans différents domaines tels qu’en pharmacie, parfumerie,  

cosmétique et en agro-alimentaire et ce pour leurs propriétés thérapeutiques et odorantes.  

A l’heure actuelle, plusieurs travaux ont envisagé l’utilisation des composés bioactifs comme 

alternatifs aux multiples substances synthétiques. En effet, le développement de la résistance 

microbienne aux antibiotiques, également la toxicité des antioxydants synthétiques utilisés 

comme additifs, sont à l’origine de l’engouement suscité pour les plantes caractérisées par 

leurs propriétés biologiques.  

L’objectif de notre travail est l'étude de la composition chimique, l'activité antibactérienne, 

antifongique et antioxydante d’une plante aromatique et médicinale Laurus nobilis L. 

Notre manuscrit sera scindé en trois parties : 

Dans la première partie une recherche bibliographique consacrée à une description de la 

plante Laurus nobilis L.et l'étude des huiles essentielles d’une manière générale suivie de 

l’étude analytique et thérapeutique. 

La deuxième partie représente la partie expérimentale qui porte sur l’extraction et 

l’amélioration du rendement en huile essentielle en utilisant les plans d’expériences comme 

outil mathématique, la détermination de ses propriétés physico-chimiques, l’analyse 

chromatographique et spectroscopique de l’essence extraite ainsi que l’étude de ses activités 

antibactérienne, antifongique et antioxydante.  

Les résultats et la discussion de chaque expérimentation de notre travail, sont présentés dans 

la troisième partie qui lui est dédiée. 

Pour terminer, une conclusion générale sur l’ensemble de cette étude ainsi que les 

perspectives dégagées.  
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1. Laurus nobilis L. 

1.1. Description botanique 

La famille des lauracées comprend prés de 2500 – 3000 espèces regroupées en environ 52 

genres. Cette famille est presque présente dans toutes les parties du monde, avec une forte 

concentration dans les zones subtropicales et dans les régions tempérées. Et parmi ces espèces 

le laurier noble (Laurus nobilis L.) [1]. 

1.1.1. Espèce Laurus nobilis L. 

Le laurier noble  est un arbuste ou arbre aromatique de 2 à 10m de hauteur à croissance lente, 

et au tronc droit ramifié dès la base avec un sommet conique, et s’arrondissant en fil du temps. 

L’écorce est noire à gris foncé et lisse. Ces branches remontent en oblique avec des jeunes 

pousses fines, glabres et brun rougeâtre dont les bourgeons sont étroits, verts rougeâtres et 

longs de 0,2 à 0,4cm [2].  

1.1.2. Position systémique du laurier noble   

Ce classement se réfère à la classification botanique antérieure regroupée dans le tableau 1 

[3]. 

Tableau 1 : Position systémique du laurier noble. 

Règne Végétale 

Sous régne Plante vasculaire 

Embranchement  Spermaphytes  

Sous embranchement  Angiospermes  

 Classe  Décotylédones  

Sous classe  Magnoliidae 

Ordre  Laurales  

Famille  Lauracées  

Genre Laurus 

Espéce Nobilis  
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1.2. Répartition géographique de Laurus nobilis L.  

Laurus nobilis L. est la seule espèce des lauracées dans la région méditerranéenne d’où elle 

est originaire. Actuellement, la plante est largement cultivée comme plante ornementale et 

pour la production commerciale dans beaucoup de pays tels que l’Algérie, la Turquie, la 

France, la Grèce, le Maroc, l’Amérique centrale et les Etats-Unis [4].  

 

Figure 1 : Répartition géographique de Laurus nobilis L. 

1.3. Morphologie du le laurier 

Le tableau ci-dessous résume la morphologie de Laurus nobilis L. [6].  

Tableau 2 : Morphologie de Laurus nobilis L. 

Parties de la plante  Morphologie 

Les feuilles 

 

persistantes, alternes, allongées à lancéolées, d’environ 10 cm de 
long sur 3 à 5 cm de large, si la feuille a une couleur brun-vert, il est 
trop âgés et amer, sans arôme. La feuille a une saveur forte, épicé, 
amer, piquant et de refroidissement nuances.  

Les fleurs 

 

petites odorantes en forme d'étoile à la fin du printemps de couleur 
blanchâtre à jaune, les fleurs sont groupées à l’aisselle des feuilles en 
petits bouquets en forme d’ombelles axillaires ou en courtes 
panicules 

Les fruits  

 

fruits ou baies de laurier (baies globuleuse, drupe aromatique 
charnue) ressembler à une petite olive avec la forme ovale ou 
ellipsoïde. Les fruits sont de couleur verte au début et violets au noir 
profond à maturité (Septembre). Les fruits secs sont drupacés, 
ovoïdes, d'environ 15 mm à 2 cm de long et 10 mm de large. 

Présence de Laurus nobilis L. 
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1.4. Composition chimique  

Selon une recherche faite par BELOUED Abd alkadar les feuilles de Laurus nobilis L. 

contiennent du tanin, un principe amer , du mucilage , des matières résineuses et pectiques ,et 

une essence aromatique incolore ou jaune pâle , à saveur chaude , constituée par un mélange 

de 45% de cinéol, de methylchavicol, de pinène, d’eugénol, de géraniol, de linacol, d’éthers 

des acides acétiques isobutyrique et valérianques [5].  

1.5. Usage et propriétés thérapeutiques  

Laurus nobilis L.est une plante médicinale utilisée en raison de ses propriétés 

pharmacologiques et ses avantages potentiels pour la santé liés à plusieurs composés présents 

dans la plante.   

Les feuilles et les fruits du laurier noble sont stimulants, carminatifs, stomachiques 

emménagogues et pédiculaires ; ils servent d’aromate dans les cuisines. La décoction de 

feuilles à la dose de 20g par litre d’eau est utile contre les bronchites chroniques, l’hydropisie, 

les fermentations intestinales, l’insomnie … 

Les baies, s’emploient toujours à l’état sec, jouissent des mêmes propriétés que les feuilles 

mais avec plus d’énergie. Pour l’usage externe, on emploie les feuilles pour des bains 

aromatiques antirhumatismaux, en gargarisme et bains de bouche contre les angines, 

infections bucco-pharyngées, en compresses sur les fronts contre la sinusite.  

L’huile essentielle de laurier noble est utilisée en friction comme stimulant local, sur les 

foulures, les engorgements indolents des articulations, sur les hémorroïdes, les douleurs 

rhumatismales. L’huile de laurier s’emploie en liquostrie, en parfumerie, dans la fabrication 

des savons. Elle compte parmi les meilleurs moyens d’éloignement des insectes gênants [5].  

2. Huiles essentielles  

2.1. Définition de l’huile essentielle  

Selon la Commission de la pharmacopée Européenne l’huile essentielle est : 

« Produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu à partir d’une matière 

première végétale botaniquement définie, soit par entraînement à la vapeur d’eau, soit par 

distillation sèche, soit par un procédé mécanique approprié sans chauffage. L’huile essentielle 
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est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé physique n’entraînant pas de 

changement significatif de sa composition » [7].  

2.2. Localisation de l’huile essentielle  

Selon plusieurs chercheurs, les huiles essentielles ne peuvent être extraite que à partir des 

végétaux supérieurs repartie sur 60 familles comme par exemples : les Lamiacée (thym, 

menthe) ; les Myrtacées(le myrte) ; les Lauracées (cannelle).  

Les HEs se trouvent dans tous les organes de la plante : feuilles, fleurs, racines graines, 

écorces, bois. La composition de l’HE (qualitative et quantitative) peut varier selon sa 

localisation dans la plante [8,9]. 

2.3. Propriétés physiques et composition chimique des huiles essentielles  

Liquides à température ambiante, les huiles essentielles sont volatiles, ce qui les différencie 

des huiles fixes. Elles ne sont que très rarement colorées. Leur densité est en général 

inférieure à celle de l’eau. Elles ont un indice de réfraction élevé et la plupart dévient la 

lumière polarisée. Solubles dans les solvants organiques usuels, elles sont liposolubles [9].  

Les HEs ont une structure chimique très complexe dotées de nombreuses propriétés 

thérapeutiques et pharmacologiques. Outre que les substances actives, les HEs contiennent 

des hydrocarbures mono et polyterpèniques ou des composés oxygénés solubles dans l’eau et 

l’alcool. Ces composés oxygénés déterminent principalement l’odeur et la saveur des HEs 

[10].  

2.4. Critères de qualité des huiles essentielles  

Selon plusieurs recherches, six critères doivent être pris en considération pour évaluer la 

qualité des huiles essentielles : 

• L’espèce botanique  

La certification botanique doit apparaître selon la nomenclature internationale sous son nom 

latin précisant le genre, l’espèce et la sous-espèce [11].  
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• L’organe producteur   

Selon la partie de la plante distillée, il peut exister plusieurs huiles essentielles pour la même 

plante avec des compositions chimiques et des activités différentes [11].  

• L’origine géographique  

Cela permet de connaître l’environnement dans lequel grandit la plante et de caractériser ainsi 

l’huile essentielle obtenue. Il y a des différences de composition chimique selon le pays 

d’origine. Une même plante grandissant dans des lieux différents avec changement de 

situation géographique (altitude et latitude), avec variation de la nature du sol, peut produire 

des huiles essentielles différentes [11].  

• Le mode de culture  

Il définit si la plante est cultivée ou sauvage [11]. 

• Le chémotype  

Il définit la molécule aromatique révélatrice des principales propriétés thérapeutiques de 

l’huile essentielle. Une plante de même variété botanique peut produire des huiles essentielles 

de compositions chimiques différentes selon son origine, son pays, son climat, son sol. 

Une huile essentielle peut contenir de vingt-cinq à cent molécules biochimiques différentes. 

Ce qui explique la polyvalence d’action des huiles essentielles [11]. 

• Le mode d’extraction  

 

Le choix de la méthode d’extraction dépend essentiellement de la drogue végétale, de son 

état, de ses caractéristiques. Ce choix conditionne un grand nombre de caractéristiques de 

l’huile essentielle: sa viscosité, sa couleur, sa solubilité, sa volatilité mais aussi son 

enrichissement ou son appauvrissement en certains constituants [11]. 
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2.5. Méthodes d’extraction des huiles essentielles  

Le procédé d’extraction est basé sur la différence de solubilité des composés d’un mélange 

dans un solvant. Le mélange peut être solide ou liquide et le solvant liquide ou fluide 

supercritique [12]. 

Selon la neuvième édition de la pharmacopée européenne et les normes AFNOR NF T 75-006 

seule l’hydrodistillation, la distillation sèche, les procédés mécaniques sans chauffage peuvent 

produire des huiles essentielles.  

2.5.1. Méthodes d’extraction validées par la pharmacopée 

2.5.1.1. Hydrodistillation 

L’hydrodistillation constitue le procédé d'extraction le plus anciens et aussi une des plus 

simple. Aujourd’hui, c’est une méthode normée, pour l’extraction des huiles essentielles.  Elle 

consiste à immerger directement le matériel végétal à traiter (intact ou éventuellement broyé) 

dans l’eau qui est ensuite porté à ébullition. Le chauffage permet de former de la vapeur d’eau 

qui détruit la structure des cellules végétales, libère les molécules contenues et entraîne les 

plus volatiles en les séparant du substrat cellulosique .Le courant de vapeur ainsi crée permet 

l’entrainement d’un mélange hétérogène d’eau et de molécules organiques. Les principaux 

composés volatils ne se dissolvent pas dans l’eau et l’HE peut être séparée par décantation 

après refroidissement [13].  

Cette technique d’extraction présente plusieurs avantages et inconvénients (voir tableau 2) 

[14]. 

Tableau 3 : Avantages et inconvénients de l'hydrodistillation. 

Avantages Inconvenients 
Simplicité de mise en œuvre  Procédé lent il peut durer jusqu’à 30h pour 

certaines plantes. [9] 
Faible cout  Méthode ne s’applique qu’à une plus petite 

échelle que d’autres techniques. 
Assure la pénétration de l’eau en cœur de la 
plante, là où la vapeur d’eau utilisée dans 
d’autres méthodes, ne peut pénétrer et 
augmenter le rendement 

Dénaturation de quelque constituants de HE 
thermo ou hydro sensibles. 
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2.5.1.2. Expression à froid des huiles essentielles  

C’est une méthode au cours de laquelle des tissus végétaux très riches en HE sont compressés 

pour en extraire l’HE. Ce procédé est principalement utilisé pour isoler les HEs à partir des 

épicarpes (zeste frais) des fruits de Citrus. Cette opération peut se faire à la main ou après 

scarifications mécaniques [13]. 

2.5.1.3. Distillation sèche des huiles essentielles  

Cette technique, très peu utilisée, consiste en un chauffage doux de la matière première, sans 

eau ni solvant organique. Les substances volatiles sont ensuite condensées et récupérées [14]. 

2.5.2. Autres méthodes  

L’encyclopédie des huiles essentielles classe les méthodes d’extraction à l’exception des 

méthodes validées par la pharmacopée, en méthodes traditionnelles et méthodes industrielles. 

2.5.2.1. Méthodes traditionnelles 

• Enfleurage  

 C’est une technique d’extraction utilisée pour extraire l’huile essentielle de fleurs très 

délicates comme la rose, la tubéreuse, le jasmin qui ne peuvent pas supporter les hautes 

températures de l’extraction à la vapeur [10]. 

• Coobation  

Il s’agit de la distillation d’un hydrolat (extrait d’une plante aromatique provenant de la 

distillation) que l’on fait passer à travers la même plante pour la seconde ou la troisième fois 

selon la méthode classique de la distillation, afin qu’elle s’imprègne toujours plus de l’huile 

essentielle [10]. 

2.5.2.2. Méthodes industrielles : 

• Extraction par solvants chimiques 

Consiste à dissoudre la substance contenant l’huile essentielle dans un solvant chimique 

comme l’alcool, l’hexane, l’éther de pétrole….   
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Le principal problème de cette méthode c’est qu’à la fin il peut rester des impuretés provenant 

des solvants et des résidus toxiques contenus dans les végétaux [10]. 

• Extraction au CO2 supercritique 

 Est une méthode très moderne qui n’est pas très développée car elle est très coûteuse. le 

solvant utilisé est le CO2 qui est d’origine naturelle en phase supercritique. Lorsqu’il est 

supercritique le CO2 n’est ni liquide, ni gazeux, ce qui lui confère un excellent pouvoir 

d’extraction [10]. 

2.6. Toxicité des huiles essentielles  

Les études scientifiques montrent que les huiles essentielles peuvent présenter une certaine 

toxicité. Il faut cependant remarquer que celle-ci varie selon la voie d’exposition et la dose 

prise. Les huiles essentielles semblent n’être toxiques par ingestion que si celle-ci est faite en 

de grandes quantités et en dehors du cadre classique d’utilisation. Les huiles ne seront 

toxiques par contact que si des concentrations importantes sont appliquées [15]. 

3. Etude analytique et thérapeutique 

3.1. Contrôles physico-chimiques 

3.1.1. Indice d’acide (IA)   

L’indice d’acide est défini comme le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium 

nécessaire pour neutraliser les acides contenus dans un gramme d’huile essentielle, selon la 

réaction [16] : 

RCOOH + KOH                         RCOOK+ H2O 

3.1.2. Indice d’ester (IE) 

Correspond au nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium nécessaire pour saponifier 

les esters contenus dans un gramme d’HE, selon la réaction [16] : 

RCOOR´+KOH                           RCOOK+R´OH 
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3.1.3. Indice de peroxyde (Ip) 

C’est un indicateur du degré d’oxydation des huile essentielles .Il correspond au nombre de 

milliéquivalents de peroxyde par kilogramme d’échantillon [16]. 

3.1.4. Indice de saponification (IS)  

Est défini comme le nombre de KOH nécessaire pour neutraliser l’acide libre et saponifier à 

chaud les esters de 1g de lipide [16]. 

3.1.5. Densité relative  

La densité relative est le rapport de la masse d’un volume de liquide par la masse du même 

volume d’eau. La densité n’a pas d’unité, elle varie avec la température [16]. 

3.1.6. Indice de réfraction  

La réfraction est le changement de direction subi par un rayon lumineux lorsqu’il passe d’un 

milieu optique donné (l’air) à un autre milieu (HE). L’indice de réfraction d’un milieu est le 

rapport entre la vitesse de la lumière dans le vide et dans la substance à analyser, il n’a donc 

pas d’unité [17].  

3.1.7. Miscibilité a l’éthanol  

 Une huile essentielle est dite miscible a V volume et plus de l’éthanol de titre alcalimétrique 

déterminé à la température de 20°C, lorsque le mélange de 1 volume de l’huile essentielle 

avec V volumes de cet éthanol est limpide, et le reste après addition graduelle d’éthanol de 

même titre jusqu'à un total de 20 volumes [9]. 

3.1.8. Détermination de pH  

Le potentiel hydrogène mesure l’activité chimique des ions hydrogènes H+ en solution [8].  

3.2. Analyse chromatographique en phase gazeuse  

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une technique de séparation 

chromatographique reposant sur la distribution différentielle des espèces entre deux phases 

non miscibles, une phase stationnaire contenue dans une colonne et un gaz vecteur, comme 

phase mobile, qui traverse cette phase stationnaire. Elle est applicable aux substances, ou 
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dérivés de substances, qui se volatilisent dans les conditions de température utilisées. 

La CPG est fondée sur les mécanismes d’adsorption, de distribution de masse ou d’exclusion. 

Un chromatographe en phase gazeuse est constitué de trois principales parties : l’injecteur, la 

colonne, le détecteur [7].  

3.3. Spectrophotométrie d'absorption dans l'infrarouge 

La spectrophotométrie IR est généralement considérée comme une méthode autosuffisante 

pour vérifier l'identité des substances organiques non ionisées autres que les sels d'acides ou 

des bases organiques. Cette méthode nécessite toujours l'utilisation d'une substance de 

référence ou d'un spectre de référence [7].  

3.4. Activité thérapeutique  

3.4.1. Activité antibactérienne  

L’activité antibactérienne d’une huile essentielle est à mettre en relation avec sa composition 

chimique, les groupes fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols, composés 

terpéniques et cétoniques) ou ceux susceptible d’être actif. Mais il est probable que cette 

activité dépend aussi de composés minoritaires qui agissent d’une manière synergique [18].  

• Mode d’action antimicrobienne et antifongique des huiles essentielles  

Du fait de la variabilité des quantités et des profils des composants des huiles essentielles, il 

est probable que leur activité antimicrobienne ne soit pas attribuable à un mécanisme unique, 

mais à plusieurs sites d’action au niveau cellulaire. Le mode d’action des huiles essentielles 

dépend en premier lieu du type et des caractéristiques des composants actifs, en particulier 

leur propriété hydrophobe qui leur permet de pénétrer dans la double couche 

phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne. Cela peut induire un changement 

de conformation de la membrane, une perturbation chémo-osmotique et une fuite d’ions (K+) 

[19]. 

L’action antifongique des huiles essentielles est due à une augmentation de la perméabilité de 

la membrane plasmique suivie d’une rupture de celle-ci entrainant une fuite du contenu 

cytoplasmique et donc la mort de la levure .En effet, les composés terpéniques des huiles 

essentielles et plus précisément leurs groupements fonctionnels tels que les phénols et les 
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aldéhydes réagissent avec les enzymes membranaires et dégradent la membrane plasmique 

des levures [20]. 

3.4.2. Activité antioxydante  

L’activité antioxydante d’un composé correspond à sa capacité à résister à l’oxydation. En 

effet, la plupart des antioxydants de synthèse ou d’origine naturelle possèdent des groupes 

hydroxyphénoliques dans leurs structures et les propriétés antioxydantes sont attribuées en 

partie, à la capacité de ces composés naturels à piéger les radicaux libres tels que les radicaux 

hydroxyles (OH•) et superoxydes (O•2) [21]. 

• Antioxydants  

Un antioxydant est une molécule qui diminue ou empêche l'oxydation d'autres substances 

chimiques. Les antioxydants s’utilisent pour réduire l'oxydation du produit auquel ils sont 

mélangés. L’effet des antioxydants provient de deux mécanismes : 

� Ils neutralisent les radicaux libres et empêchent les réactions en chaine initialisées par 

ces derniers. 

� Les antioxydants détruisent les hydroperoxydes (composés intermédiaires formant des 

radicaux libres en interrompant la liaison O-O), diminuant ainsi la vitesse de 

formation de radicaux libres [12]. 

• Radicaux libres  

Un radical libre est une espèce chimique, molécule, morceau de molécule ou simple atome, 

capable d'avoir une existence indépendante en contenant un ou plusieurs électrons célibataire. 

Cela lui confère une grande réactivité donc une demi-vie très courte .En effet, ce radical libre 

aura toujours tendance à remplir son orbitale en captant un électron pour devenir plus stable : 

il va donc se réduire en oxydant un autre composé [22]. 

• Stress oxydant  

Correspond à un déséquilibre entre la génération d’espèces oxygénées activées (EOA) et les 

défenses antioxydantes de l’organisme, en faveur des premières. Notre mode de vie 

(tabagisme, alcoolisme, obésité, exercice physique intense), mais aussi nos mauvaises 

habitudes alimentaires, augmentent de façon anormale la production des EOA dans notre 

organisme [23].  



 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Partie 02  
Matériels et méthode  
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1. Préparation du matériel végétal  

L’échantillonnage a été fait à la période de floraison, dans une région propre, loin de tout 

impact de pollution. Les feuilles de Laurus nobilis L. ont été récoltées a une altitude de 

1400m au village  d’Ait Allaoua appartient à l’Atlas tellien qui se situe sur le versant nord du 

Parc National du Djurdjura  au mois de mars 2018.   

L'identification de l’espèce végétale est réalisée au laboratoire de botanique du département 

de biologie à l’université de Tizi-Ouzou. 

Le matériel végétal recueilli a été séché à une température ambiante et à l’ombre, afin de 

préserver au maximum l’intégrité de leurs molécules.  

 Les feuilles ont été conservées jusqu’au moment de l’utilisation à l’abri de la lumière et de 

l’humidité.  

La matière séchée a été broyé dans un broyeur électrique. Au préalable la plante entière a été 

concassée. 

2. Contrôle de la matière première (perte à la dessiccation)  

Afin d’assurer la qualité de la drogue végétale, celle-ci a été soumise au test d’humidité : on 

pèse 1g de la matière végétale dans un verre de montre puis on dessèche dans l’étuve à 103 °C 

durant 02h par la suite on calcule la perte en masse selon la formule suivante [6] : 

�� = 	
 − 	�	
 ∗ 100 

Avec : 

	
∶ Poids frais de l’échantillon (g)  

	�: Poids sec de l’échantillon (g). 

3. Méthode d’extraction de l’huile essentielle  

L’extraction de l’huile essentielle de Laurus nobilis L. a été réalisée par hydrodistillation 

simple au laboratoire chimie pharmaceutique du département de chimie à l’université de Tizi-

Ouzou. Le dispositif de l’hydrodistillation est  représenté dans la figure 2. 
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Figure 2 : Montage de l’hydrodistillation. 

3.1. Planification des expériences  

Dans le but d’améliorer le rendement en l’huile essentielle de Laurus nobilis L. par 

hydrodistillation, une étude par plan surface de réponse du type Box – Behnken a été menée.  

La méthodologie des surfaces de réponses (RSM) permet d’établir un modèle de régression 

polynomiale d’ordre 2.  

Dans ce travail nous avons choisi le plan de Box-Behnken. L’étude d’optimisation a été 

menée sur les facteurs jugés influents par l’étude de criblage menée par Fadil et al. [25] à 

savoir le temps de l’hydrodistillation, le rapport eau/matière végétale et la température de 

chauffage. 

Les trois facteurs jugés susceptibles d'affecter l'opération d'hydrodistillation sont tous des 

facteurs quantitatifs et qui peuvent adopter toutes les valeurs numériques réelles dans 

l’intervalle choisi, nous avons fait référence aux études de Fadil et al. [26] et Haj Ammar et 

al. [27] pour déterminer les domaines de variations selon le tableau ci-dessous :  

 

Tableau 4 : Niveaux des facteurs de l'hydrodistillation. 

Facteurs  Minimum Moyen  Maximum 

Température (°C) 250 300 350 

Temps (min) 150 180 210 

Rapport eau/matière végétale (ml/g) 4 6 8 

 

3.1.1. Réponse étudié  

La réponse étudiée est le rendement en huile essentielle qui se traduit par l'expression [26] : 

��� = ����� ∗ 100  
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Avec :  

���: Rendement en huile essentielle (%) ;  

���: Masse de l’huile essentielle (g) ;   

��: Masse de la matière végétale sèche (g). 

Le plan de Box-Behnken pour trois facteurs donné par le logiciel MODDE 6.0 est composé de 

quinze essais dont trois au centre du domaine (essais 13, 14 et 15) est représenté ci-après 

(tableau5). 

Tableau 5 : Planification des expériences. 

N° Température (°C) Temps (min) Rapport(ml/g) 

1 250 150 6 

2 350 150 6 

3 250 210 6 

4 350 210 6 

5 250 180 4 

6 350 180 4 

7 250 180 8 

8 350 180 8 

9 300 150 4 

10 300 210 4 

11 300 150 8 

12 300 210 8 

13 300 180 6 

14 300 180 6 

15 300 180 6 

 

3.2. Décantation  

Le distillat obtenu a été introduit dans une ampoule à décanter en ajoutant un solvant 

organique (éther de pétrole). La phase organique qui contient l’huile essentielle a été 

récupérée après agitation et dégazage. 

 Le choix du solvant organique a été fait en se basant sur les études déjà faites sur l’huile 

essentielle de Laurus nobilis L. [6]. 
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3.3. Evaporation du solvant organique  

L’élimination du solvant organique a été faite à l’aide d’un évaporateur rotatif du type 

HEIDOLPH à une température entre 40°C et 60°C comme a été mentionné sur le flacon 

contenant le solvant. 

L’huile essentielle de Laurus nobilis L. a été récupérée dans des petits tubes appropriés et 

conservée à 4°C et à l’abri de la lumière [28]. 

4. Etude analytique de l’huile essentielle de Laurus nobilis L.  

4.1. Caractérisation organoleptique de l’huile essentielle de Laurus nobilis L.  

Les critères organoleptiques sont définis comme les caractéristiques perceptibles par les 

organes des sens [29] .Ces critères sont : Odeur, Couleur, Aspect.  

4.2. Caractérisation physico-chimique  

Ces tests ont été réalisés au niveau du laboratoire de Chimie Pharmaceutique du département 

de Chimie à l’UMMTO. 

4.2.1. Potentiel hydrogène (pH)  

Cette mesure a été effectuée à l’aide du papier pH. 

4.2.2. Densité relative  

A une température de 20°C, on pèse à l’aide d’un pycnomètre, des volumes égaux d’HE et 

d’eau distillée : on pèse successivement le flacon vide, puis le flacon remplie d’eau distillée. 

Après essuyage, on le remplit avec l’HE et on note leurs poids exacts. La densité de l’huile 

essentielle est calculée par la formule [9] : 

� = �� − ���� − �� 

Avec :  

�� : Masse du pycnomètre vide (g) 

�� : Masse du pycnomètre rempli d’eau distillé (g) 

�� : Masse du pycnomètre rempli d’HE (g) 
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4.2.3. Indice de réfraction  

A l’aide du refractomètre d’Abbe, on mesure l’indice de réfraction de l’HE à une température 

de 21°C (indiquée par le thermomètre intégré de l’appareil). Pour cela, on place une goutte 

d’HE sur le prisme du refractomètre, puis on effectue le réglage à l’aide de la micro visse et 

on lit la valeur. 

L’indice de réfraction de l’huile essentielle est donné par la formule [4] : 

���°� =  ���� + 0,00045#�� − �$ 

Avec : 

����: Indice de réfraction mesuré. 

� : Température de référence qui est a 20°C. 

��  : Température au moment de la mesure. 

4.2.4. Miscibilité à l’éthanol  

Dans une éprouvette de 25ml, On introduit 1ml de l’huile essentielle à examiner. Puis on la 

porte à 20°C. A l’aide d’une burette de 20ml, on ajoute par fractions de 0,1ml l’alcool à (96°) 

jusqu’à dissolution complète, puis on continue à ajouter le solvant par fractions de 0,5ml 

jusqu’à 20ml, en agitant fréquemment et énergiquement. On note le volume n d’alcool utilisé 

lorsqu’une solution limpide a été obtenue, si la solution devient trouble ou opalescente avant 

que le volume ajouté n’atteigne 20ml, on note le volume n1 utilisé au moment de l’apparition 

du trouble ou de l’opalescence [7]. 

4.2.5. Indice d’acide  

On introduit 1g d’HE dans une fiole où on ajoute 5mL d’éthanol et environ 5 gouttes de 

phénolphtaléine, puis on agite et on titre avec une solution éthanoïque d’hydroxyde de 

potassium (KOH) 0,1N. La couleur jaune clair du liquide (la couleur d’HE) vire à la 

neutralisation vers une couleur rose .Le volume de KOH qui a servi à la neutralisation est lu 

directement sur la burette. L’indice d’acide est exprimé par la formule [4] : 

%& = 56,11 ∗ N ∗ V�  
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Avec : 

N : normalité de KOH. 

V : volume en ml de la solution éthanolique de KOH utilisé pour le titrage. 

�: Masse en grammes de l’huile essentielle. 

4.2.6. Indice de peroxyde  

Dans un erlenmeyer, on introduit 1g de l’huile à examiner. On ajoute 30ml d’un mélange de 2 

volumes de chloroforme et de 3 volumes d’acide acétique. On agite jusqu’à dissolution de 

l’échantillon et on ajoute 1ml de solution saturée d’iodure de potassium. On agite pendant 

exactement 1min, puis on ajoute 30ml d’eau. On titre par le thiosulfate de sodium 0,01M 

ajouté lentement, sans cesser d’agiter énergiquement, jusqu’à ce que la coloration jaune ait 

presque disparu. On ajoute quelques gouttes d’empois d’amidon. On continue le titrage en 

agitant énergiquement jusqu’à disparition de la coloration. On effectue un essai à blanc dans 

les mêmes conditions [17] .L’indice de peroxyde est calculé par : 

%* = 10#�� − ��$�  

Avec : 

�: Masse de la prise d’essai (g) ; 

��: Volume de thiosulfate de sodium 0,01 M (ml) ; 

��: Volume de thiosulfate de sodium 0,01 M de l’essai à blanc (ml). 

4.3. Analyse chromatographie phase gazeuse (CPG) de Laurus nobilis L.  

Afin d’identifier les principaux constituants chimiques de l’huile essentielle de Laurus nobilis 

L. on a effectué une analyse par la technique chromatographique en phase gazeuse (CPG) au 

niveau des laboratoires contrôle qualité FRATER-RAZES. L’échantillon d’HE a été soumis à 

l’analyse chromatographique en utilisant un appareil du type CG7890B (Agilent 

Technologies) avec un détecteur du type FID. La colonne capillaire était du type 50% Phenyl 

Polysilphenylene-siloxane de 30m de longueur, diamètre de 0,25mm. Le débit du gaz porteur 

(hélium) était de 1ml/ min. 0,2µl d’huile essentielle a été injecté, en utilisant le mode split. La 
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température de la colonne a été maintenue à 35ºC pendant 5 minutes puis augmentée de 6ºC 

par minute jusqu’à 250ºC.  

4.4. Analyse spectrométrie infrarouge de l’huile essentielle de Laurus nobilis L  

Afin de mettre en évidence les groupements fonctionnels constitutifs de l’HE testée, on a eu 

recours à la spectrophotométrie à infrarouge qui est une méthode d’analyse rapide, simple et 

précise. Ce test a été réalisé au niveau du laboratoire contrôle qualité FRATER-RAZES.  

L’appareil utilisé est le spectrophotomètre à transformé de Fourrier du type SHIMADZU 

piloté par le logiciel « LabSolutions » qui fournit un spectre. Pour cela on dépose une goutte 

d’HE sur le compartiment échantillon après l’avoir bien essuyé et on lance le logiciel pour 

avoir les spectres d’absorption.  

5. Activités thérapeutiques   

5.1. L’activité antibactérienne  

L’objectif de cette étude est d’évaluer l’activité antibactérienne et antifongique de l’huile 

essentielle de Laurus nobilis L. et ce par deux méthodes : qualitativement par la méthode de 

diffusion en milieu solide, et quantitativement par la méthode de dilution en milieu solide qui 

vise à déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMI). 

5.1.1. Les souches bactériennes utilisées  

Les souches bactériennes sur lesquelles on a testé l’activité de l’huile essentielle, sont des lots 

de l’ATCC (American Type Culture Collection), et la levure provient d’un prélèvement 

clinique elles proviennent du laboratoire de Microbiologie de l’hôpital Nadir Mohammad 

C.H.U. de Tizi-Ouzou.  

Tableau 6 : Souches bactériennes et fongique utilisées pour les tests. 

Bactéries / levure  Références  Familles  

Escherichia coli ATTC 25922 Enterobacteriaceae 

Pseudomonas aeruginosa ATTC 27853 Pseudomonadaceae 

Staphylococcus aureus ATTC 25923 Staphylococcaceae 

Candida sp Prélèvement clinique  Saccharomycetaceae 

 

 



 Matériels et méthodes   

20 
 

5.1.2. Purification et identification des souches utilisées  

Les souches bactériennes utilisées sont déjà identifiées et référenciées. Nous avons tenu à 

vérifier leurs puretés par les tests suivantes : 

Etape 01 : le repiquage 

On cultive les souches microbiennes à tester dans des boites de pétrie contenant de la gélose 

nutritive, et leurs milieux sélectifs comme suite : milieu HEKTOEN pour BGN et milieu 

CHAPMAN pour le Staphylococcus aureus et sabouraud pour la levure et on les incube 

pendant 24h à 37°C afin d’obtenir une culture jeune des bactéries et des colonies isolées.  

Etape 02 : examen macroscopique  

Cet examen vise à déterminer la couleur, la forme et l’aspect des colonies [30]. 

Etape 03 : examen microscopique 

Il peut être effectué sans coloration de l'échantillon par observation directe (examen à l'état 

frais), ou bien après coloration de l’échantillon (coloration de Gram). 

L’examen à l’état frais consiste à observer entre lame et lamelle une suspension bactérienne à 

l'objectif 40 à l’aide d’un microscope optique. Il nous renseigne principalement sur la mobilité 

des bactéries [31]. 

L’examen après coloration de Gram permet de distinguer deux types de bactéries : les 

bactéries Gram négatif (coloration rose) et les bactéries Gram positif (coloration violette).  

[30] il permet notamment l’observation du mode de regroupement et la forme de cellules 

bactériennes [17]. (Voir Annexe Ӏ)  

Etape 04 : examens complémentaires  

• Recherche de la catalase  

La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation de peroxyde d’hydrogène (H2O2) en 

H2O et 1/2 O2. Une colonie est mise en suspension avec une goutte d’eau oxygénée sur une 

lame propre. L’apparition de bulles qui correspond à l’oxygène dégagé indique la présence 

d’une catalase [32]. 
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• Recherche de l’oxydase  

Le disque d’oxydase est déposé sur une lame propre. Une colonie est prélevée à partir du 

milieu gélose nutritive à l’aide d’une pipette pasteur puis déposer sur le disque. En présence 

de l’oxydase la coloration violet foncé apparaît immédiatement ou en quelques secondes [32]. 

• Test de la Coagulase  

La coagulase libre est présente chez S. aureus. La détection de cette coagulase s’effectue en 

ajoutant dans un tube à hémolyse 0.5ml de plasma du lapin et 0.5ml d’une culture S.aureus de 

24h en bouillon .la lecture s’effectue après 2h, 4h et 24h.Un test positif se traduit par la 

formation d’un coagulum [31]. 

Etape 05 : identification des bactéries a Gram négatif  

L’identification des souches à Gram négatif a porté sur une série de tests biochimiques. Les 

tests biochimiques ayant servi à l’identification sont : 

• Galerie API E20 

On a utilisé une plaque API E20 de 20 microtubes permettant de réaliser des tests 

biochimiques afin d’identifier des bacilles Gram - appartenant à la famille des entérobactéries.  

• Test des TSI (Trois Sucres à identifier) 

La souche à étudier est ensemencé sur le milieu TSI, il est incubé à 37°C pendant 24heures. 

Ce test permet la mise en évidence de la fermentation du glucose, du lactose et du saccharose, 

la réaction est dite positive si le milieu devient jaune orange [32]. 

• Test de Simmons  

Ce test permet la mise en évidence du citrate perméase : enzyme permettant à la souche 

l’utilisation du citrate comme seule source de carbone ; après incubation à 37°C pendant 

24heures, l’utilisation du citrate se traduit par la libération des ions « OH- », qui alcalinisent 

le milieu en se traduisant par une couleur bleue après le virage du vert de bromothymol [32]. 

5.1.3. Méthodes d’étude du pouvoir antibactérien de l’HE de Laurus nobilis L.  

Pour l’évaluation de l’activité antibactérienne de l’huile essentielle de Laurus nobilis L. nous 

avons utilisé deux méthodes : la méthode de diffusion en milieu solide, et la méthode de 

dilution en milieu solide.  
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5.1.3.1. Méthode qualitative (la méthode de diffusion en milieu solide)  

La méthode de diffusion sur gélose ou l’aromatogramme est une méthode qui permet de 

déterminer l’activité inhibitrice de croissance des huiles essentielles par la mesure du diamètre 

d’inhibition autour d’un disque imprégné d’huile essentielle [18].Nous avons utilisé la 

méthode d’aromatogramme pour mentionner la sensibilité ou la résistance du microorganisme 

vis-à-vis de l’HE testée. 

Etape 01 : Préparation de l’inoculum  

Une colonie bien isolée issue d’une culture de 18-24 heures a été introduite dans 5ml d’eau 

physiologique contenue dans un tube à essai. La densité optique obtenue doit être comprise 

entre 0,08 et 0,1 ce qui correspond à une concentration de 107 à 108 UFC/ml selon Mc 

Ferland. La standardisation se fait avec spectrophotomètre réglé sur une longueur d’onde de 

620nm [33]. 

Etape 02 : Aromatogramme 

Cette méthode est préconisée par [18,34], consiste à tester la sensibilité des souches 

bactériennes par la diffusion de l’extrait sur le milieu solide dans une boite de Pétri, avec la 

création d’un gradient de concentration entre le composé et le microorganisme cible  [35].  

Dans des boîtes de Pétri, le milieu de culture gélosé Mueller Hinton en surfusion a été coulé 

aseptiquement à raison de 20ml par boite. Apres la solidification, un écouvillon stérile a été 

imbibé dans la suspension bactérienne et étalé à la surface de la gélose à trois reprises, en 

tournant la boite à environ 60° après chaque application dans le but d’avoir une distribution 

égale de l’inoculum. On dépose, à l’aide d’une pince stérile, sur la surface des géloses disques 

stériles de 6mm de papier Whatman n°2 imprégnés de 10µl de l’HE.  On dépose des disques 

d'antibiotiques comme témoins positives. Et des disques imprégnés d’eau physiologique 

comme témoins négatives. On incube à température ambiante pendant 20min, ensuite dans 

une étuve à 37 °C /24h. 

Etape 03 : Lecture  

A l’aide d’un pied à coulisse, on mesure les diamètres des zones d’inhibition autour des 

disques imprégnés d’HE pour toutes les souches testées et le résultat sera exprimé en mm.  
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5.1.3.2. Evaluation quantitative de l’activité antimicrobienne de l’HE de Laurus nobilis L. 

Cette évaluation consiste à déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la 

concentration minimale bactéricide (CMB) ou fongicide (CMF) en utilisant la technique de 

dilution en milieu solide. 

• Determination de la CMI  

La CMI est définie comme étant la plus faible concentration en extrait pour laquelle, aucune 

croissance visible à l’œil nu n’est observée [36]. Cette technique consiste à disperser l’HE à 

des concentrations variables dans le milieu gélosé avant sa solidification, donc une gamme de 

concentrations de l’huile essentielle diluée dans le milieu MH est obtenue à raison de 20ml 

dans chaque boite de pétri (voir tableau 7).  Après solidification du milieu, l’ensemencement a 

été exécuté par des spots à l’aide d’une micropipette. L’ensemble a été incubé 24h à 37°C 

[35].  L’observation de la gamme permet d’accéder à la Concentration Minimale Inhibitrice 

(CMI). 

Tableau 7 : Différentes concentration d’HE dans la gélose. 

Quantité HE 1ml 0.5ml 0.25ml 0.125ml 

Quantité gélose  19ml 19.5ml  19.75ml 19.875ml 

• Détermination de CMB /CMF  

La CMB /CMF est la plus faible concentration d'HE laissant après 16 à 24 heures d'incubation 

un pourcentage de survivants ≤ 0,01 % de l'inoculum de départ [31]. 

On dépose un disque sur les spots préalablement déposés et qui ne présente pas de croissance 

bactérienne ou fongique puis on le transfert sur un milieu gélosé M-H neuf pour confirmer s’il 

s’agit d’un effet fongistatique ou fongicide sur les levures et d’un effet bactériostatique ou 

bactéricide sur les bactéries. 

5.2. Evaluation de l’activité antioxydante de l’huile essentielle de Laurus nobilis L.  

L’évaluation de l’activité antioxydante de l’HE Laurus nobilis L.in vitro a été déteminé à 

travers deux méthodes : test du piégeage du radical libre DPPH• et réduction du fer. 

5.2.1. Test du piégeage du radical libre DPPH• 

La méthode utilisée pour l’évaluation de l’effet scavenger de l’huile essentielle de la plante 

contre le radical DPPH• consiste à introduire 2ml d'huile essentielle à différentes 

concentrations diluées dans l’éthanol et 2ml de la solution DPPH• préparée à 0,006% dans 
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l’éthanol. Après 30min d’incubation à l’obscurité, la lecture de l’absorbance à 517nm; le 

mélange de 2ml de la solution de DPPH• et de 2ml d'éthanol est pris comme témoin. 

Le taux réduit du DPPH par ces molécules est exprimé en pourcentage suivant la formule 

suivante [37] : 

%% = ,&� − &- &�. / ∗ 100  

Avec :  

&� : Absorbance du témoin ; 

&- : Absorbance de l’échantillon. 

5.2.2. Réduction du fer 

On détermine le pouvoir réducteur selon la méthode d’Oyaizu  , elle est basée sur la réduction 

de l’ion ferrique (Fe³+) en ion ferreux (Fe²+). Cette réaction se manifeste par l’apparition 

d’une coloration verte dont l’intensité est proportionnelle au potentiel réducteur. 

On mélange l’huile essentielle diluée dans l’éthanol (1ml) avec 2,5ml de la solution tampon 

phosphate (0,2M, pH 6,6) et 2,5ml de ferricyanure de potassium ((K3Fe(CN)6) à 1%). On 

incube l’ensemble à 50° C pendant 20min. Ensuite, on ajoute 2,5ml d'acide trichloroacétique 

(TCA) (10%) au mélange, le tout centrifugé pendant 10min à 3000rpm. On additionne l’eau 

distillée (2,5ml) et le chlorure ferrique (FeCl3) (0,5ml à 0,1%) à 2,5ml du surnageant. On 

mesure l’absorbance mesurée à 700 nm contre un blanc (en remplaçant le volume de l’HE par 

l’éthanol) [37].  

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 

Partie 03  
Résultats et discussions  



 

 

1. Contrôle de la matière prem

La masse de la plante avant séchage
La masse de la plante après sécha
Le taux d’humidité : 8,1% 

Discussion  

Les résultats montrent que la poudre des feuilles de 

poids massiques lors de la dessiccation. Le résultat est inférieur à 10%, d’où on peut déduire 

que ce résultat est conforme aux normes exigées par la pharmacopée européenne [6].

2. Analyse des résultats du rendement 

N° Température (°C)
1 250 
2 350 
3 250 
4 350 
5 250 
6 350 
7 250 
8 350 
9 300 
10 300 
11 300 
12 300 
13 300 
14 300 
15 300 

Résultats et discussion  

1. Contrôle de la matière première (perte a la dessiccation)  

e de la plante avant séchage : 1,11g 
La masse de la plante après séchage : 1,02g 

Figure 3 : Teneur en eau de la plante séchée. 

Les résultats montrent que la poudre des feuilles de Laurus nobilis L.ont perdu 8% de leurs 

lors de la dessiccation. Le résultat est inférieur à 10%, d’où on peut déduire 

que ce résultat est conforme aux normes exigées par la pharmacopée européenne [6].

yse des résultats du rendement  

Tableau 8 : Résultats des rendements. 

(°C) Temps (min) Rapport (ml/g) Rendement
150 6 
150 6 
210 6 
210 6 
180 4 
180 4 
180 8 
180 8 
150 4 
210 4 
150 8 
210 8 
180 6 
180 6 
180 6 

92%

8%

plante 

 

25 

 

ont perdu 8% de leurs 

lors de la dessiccation. Le résultat est inférieur à 10%, d’où on peut déduire 

que ce résultat est conforme aux normes exigées par la pharmacopée européenne [6]. 

Rendement (%) 
0,51 
0,62 
0,57 
0,73 
0,42 
0,6 
0,55 
0,65 
0,48 
0,54 
0,53 
0,61 
0,68 
0,66 
0,72 

eau
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D’après les résultats (tableau 8) obtenus par le plan réalisé, le rendement varie de 0,42% à 

0,73%, ce qui indique l’influence des paramètres optimisés qui sont la température, le temps 

et le rapport eau / matière végétale, ces résultats sont en accord avec les études réalisées par 

[25, 26,27], qui confirme l’influence des paramètres optimisés sur le rendement. 

2.1. Validation du modèle 

Selon Goupy, le R2 est un paramètre qui nous indique la validité du modèle étudié [24], le 

coefficient de détermination de ce modèle est égal à 0,978, et la valeur du coefficient de 

détermination ajustée est de R2 ajustée 0,938. Les résultats obtenus confirment que les valeurs 

réelles et les valeurs prédites sont corrélées. Cette corrélation peut être aussi illustrée en 

traçant les réponses mesurées, en fonction des réponses estimées. Ceci est donné par la figure 

4, qui montre une forte corrélation entre celles-ci. D’après cette figure, les points sont répartis 

autour de la droite de régression. Le modèle peut donc être jugé de qualité suffisante, 

puisqu’il y a 97,8% de chance qu’il explique effectivement les variations mesurées de la 

réponse. Le modèle rend bien compte du phénomène étudié. 

 

Figure 4 :  Représentation graphique des valeurs observées en fonction des  valeurs estimées du rendement. 

2.2. Analyse de la variance  

Les résultats affichés dans le tableau de l’analyse de la variance (Tableau 9) indiquent que 

l’effet principal de la régression est significatif puisque la probabilité de la signification du 

risque p-value est inférieure à 0,05. Bien évidemment, la valeur de Fobs (24,4666) a montré 

qu'il est 5 fois supérieur à la valeur de F (0,05 ; 9, 5) au niveau de confiance de 95% qui est 

égale à 4,77. Comme règle pratique, le modèle est statistiquement significatif si la valeur de F 

calculée est au moins de trois à cinq fois plus grande que la valeur théorique [24].  
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Tableau 9 : Tableau de l’analyse de la variance. 

 Somme des 
carrés 

DDL Carré moyen F observé F critique P- value 

Régression  0,107531 9 0,0119479 24,4666 4,772 0,001 
Résidus 0,00244167 5 0,000488334    
Total  0,109972 14 0,00785518    

2.3. Estimation des coefficients  

D’après le tableau ci-dessous, les coefficients statistiquement significatifs sont : 

• La constante b0 ; 

• Les termes linéaires b1, b2, b3 ; 

• Les termes quadratiques b11, b22, b44 ; 

• Les termes d’interaction b12, b13, b23. 

Ces facteurs ont tous des valeurs de p-value inférieures à 0,05.  

Tableau 10 : Estimation des coefficients. 

 coefficient Estimation des 
coefficients 

Erreur 
standard  

p-value 

Constante b0 0,686667 0,0127584 4,18752e-008 
Temperature b1 0,06875 0,00781292 0,000314568 
Temps b2 0,03875 0,00781292 0,00424913 
Rapport b3 0,0375 0,00781292 0,00488478 
Température*temperature b11 -0,0320834 0,0115003 0,0384547 
Temps*temps b22 -0,0470833 0,0115003 0,00940904 
Rapport *rapport  b33 -0,0995833 0,0115003 0,000339455 
Température*temps b12 0,0124999 0,0110491 0,309252 
Température*rapport  b13 -0,02 0,0110491 0,130056 
Temps*rapport  b23 0,00500003 0,0110491 0,669848 

2.4. Modèle mathématique retenu  

Le modèle mathématique retenu est donné par l’équation suivante : 

Y=0,686667+0,06875X1+0,03875X2+0,0375X3-0,0320834X1
2-0,0470833X2

2-0,0995833X3
2. 

2.5. Optimisation du rendement en huile essentielle  

Les conditions optimales proposées pour le modèle, ainsi que la valeur prédite de l’activité du 

rendement, sont représentés dans le tableau suivant : 
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Tableau 11 : Optimum. 

 Tempéture (°C) Temps (min) Rapport (ml/g) Rendement (%) 
1 350 195,46 4,8 0,6893 
2 250 156 7,6 0,5138 
3 340,002 195,666 6,2499 0,7352 
4 349,915 196,517 6,2031 0,7383 
5 310 193,273 6,3564 0,7114 
6 349,985 196,496 6,4001 0,7373 
7 349,945 195,739 6,2189 0,7383 
8 349,99 196,339 6,4 0,7373 

 Après optimisation, le logiciel MODDE 6.0 a donné les optimums présentés dans le tableau 

ci-dessus. 

 La 7 ème  proposition  a donné le meilleur rendement de 0,7383%, faute de temps et de 

manque de matière première cette valeur n’a pas pu être confirmée. Le rendement énoncé par 

la littérature pour Laurus nobilis L .varie de 0,63 à 0,7% [6]. En réalisant le plan d’expérience 

relatif à cette plante, nous avons remarqué que l’obtention d’un rendement qui dépasse 0,73% 

est possible ce qui montre l’intérêt de cette étude.  

3. Etude analytique 

3.1. Caractères Organoleptiques  

L’huile essentielle de la plante étudiée est très aromatique. Elle est liquide et d’une couleur 

jaune clair. Les caractères organoleptiques sont rapportés dans le tableau 12. 

Tableau 12 : Caractères organoleptiques. 

Le caractère HE de Laurus nobilis L. 

 

Odeur  Forte épicée  

Couleur Jaune claire  

Aspect Liquide mobile  

Discussion  

Selon Afnor (2000), les huiles essentielles sont habituellement liquides à température 

ambiante et volatiles, elles sont plus ou moins colorées  [4]. 
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3.2. Caractérisation physico-chimique 

3.2.1. Détermination du potentiel hydrogène (pH) 

Le résultat montre que le pH de notre huile essentielle est compris entre 6-6,5. 

Discussion  

Selon les normes AFNOR, le pH des HEs est compris 

entre 5-6,5 et nôtre huile est conforme à cette exigence 

[4]. 

 
 

Figure 5 : pH de l’HE Laurus nobilis L. 

 

3.2.2. Densité relative   

Masse pycnomètre vide : 9,8689g 

Masse pycnomètre + eau : 14,9121g 

Masse pycnomètre + huile : 14,4693g 

Densité d’HE : 0,9121 

Discussion  

Selon AFNOR (2000), la densité des HEs est en général inférieure à celle de l’eau. Notre 

résultat est proche de ceux trouvé par d’autres auteurs : 0,924 et 0,915 pour la même huile 

essentielle [4,6]. 

3.2. 3. Indice de réfraction  

���′: Indice de réfraction mesuré : 1,49045  

�′: Température au moment de la mesure : 21°C  

���°�: Indice de réfraction : 1,4909  

Discussion  

L’indice de réfraction de notre huile essentielle est de 1,4909. Il est normatif selon les 

standards français des huiles essentielles. Cet indice dépend de la composition chimique qui 

augmente en fonction des longueurs des chaînes d’acides, de leurs degrés d'instauration et de 

la température [4]. 
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3.2.4. Miscibilité à l’éthanol  

Après l’ajout de l’alcool 96° par fraction de 0,1ml puis 0,5ml la solution reste limpide jusqu’à 

20ml. Donc notre huile est soluble dans n ml d’éthanol avec n compris entre 0 ml et 20ml. 

Discussion  

La bonne miscibilité des HEs montre la possibilité de l’utiliser dans les préparations 

pharmaceutiques [9]. 

3.2.5. Indice d’acide  

Volume de KOH utilisé : 0,2 ml 

Indice d’acide : 1,12 

Discussion  

L’indice d’acide indique d'une part le degré de conservation d'une huile, et d’une autre part la 

qualité d'huile alimentaire [4] ; la norme pharmacopée a fixé cet indice à une valeur inférieure 

ou égale à 2, l’indice de notre huile est conforme à cette norme. 

3.2.6. Indice de peroxyde  

Volume à blanc : 0,1ml 

Volume de l’essai : 2,2ml 

L’indice de peroxyde : 21 

Discussion  

La mauvaise conservation d’une HE induit son vieillissement par la formation de peroxydes 

toxiques et instables. Le "Code of Practice" de l'IFRA (International Fragrance Association), 

38ème Amendement recommande que l'indice de peroxyde ne doit pas dépasser 20mEqO2/L 

[17], donc l’indice trouvé est proche des normes. 

La détermination des propriétés physico-chimiques est une étape primordiale mais non 

suffisante pour caractériser les huiles essentielles. Il est donc nécessaire de la compléter par 

des analyses chromatographiques, et spectrophotométrie. 

  



 

 

3.3. Résultat de l’analyse chromatographique

L’analyse chromatographique de l’huile essentielle des feuilles de 

d’identifier  56 composés à des temps de retentions ( tr) allant  de 3 à 4

d’identifier  8 composés majoritaire

cette analyse CPG sont représenté dans le chromatogramme ci

Résultats : 

Figure 6 : Profil chromatographique de l’huile essentielle des feuilles de 

Les pourcentages des composés majoritaires ainsi que leurs temps de rétentions sont 

représentés dans le graphe suivant :

Figure 7 : Pourcentages des composés majoritaires en fonction des temps de rétentions.
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Résultats et discussion  

de l’analyse chromatographique 

L’analyse chromatographique de l’huile essentielle des feuilles de Laurus nobilis L.

d’identifier  56 composés à des temps de retentions ( tr) allant  de 3 à 40min qui nous a permis 

d’identifier  8 composés majoritaires selon leurs pourcentages. Les résultats obtenus lors de

cette analyse CPG sont représenté dans le chromatogramme ci-dessous (voir figure 7)    

: Profil chromatographique de l’huile essentielle des feuilles de Laurus nobilis L.

Les pourcentages des composés majoritaires ainsi que leurs temps de rétentions sont 

représentés dans le graphe suivant : 

des composés majoritaires en fonction des temps de rétentions.

21.729 23.38 26.258 26.795 29.942

temps de rétention (min)
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Laurus nobilis L. a permis 

0min qui nous a permis 

selon leurs pourcentages. Les résultats obtenus lors de 

dessous (voir figure 7)    

 

Laurus nobilis L. 

Les pourcentages des composés majoritaires ainsi que leurs temps de rétentions sont 

 

des composés majoritaires en fonction des temps de rétentions. 

29.942 32.999
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Discussion  

D’après les résultats obtenus (voir figure 7), on constate que l’huile essentielle des feuilles de 

Laurus nobilis L. est constituée de huit composés majoritaires qui représentent 86% de la 

composition générale. Les chercheurs ont rapporté que qualitativement les huiles essentielles 

de Laurus nobilis L. provenant de 3 pays nord africains, l’Algérie, le Maroc et la Tunisie, ont 

des compositions chimiques proches et que les composés majoritaires communs sont le 1,8-

cinéole et le linalool [38].  

De ce fait on suppose que les deux composés majoritaires sont 1,8-cinéole et le linalool qui 

correspondent probablement aux pourcentages les plus élevés sur le chromatogramme 

(24,82% et 23,60%). 

Il est toutefois à signaler que la composition chimique des huiles essentielles d’une plante 

dépend de plusieurs facteurs tels que : l’origine géographique, la période de récolte, le lieu de 

séchage, la température et la durée de séchage et la méthode d’extraction [4]. 

3.4. Résultat de la spectroscopie infrarouge  

L’observation générale de ce spectre permet de remarquer la présence d’un nombre 

relativement important de bandes d’absorption, révélant une structure d’un produit assez 

complexe. Les structures chimiques qui sont à l’origine de ces absorptions seront déterminées 

à partir du tableau de l’annexe III. Les résultats sont représentés dans le tableau ci-dessous. 

 

Figure 8 : Spectre IR de l'huile essentielle de Laurus nobilis L. 
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Tableau 13:Résultats de l'analyse IR de l'HE Laurus nobilis L. 

Fréquences (cm-1) Groupements 
[3500 ; 3000] C=C-H des alcènes, 

=C-H des composés aromatiques  
 -O-H des alcools 

[1600 ; 1400] -CH2 alcanes 
-C=C alcènes, aromatique  
-OH  alcools / phénols, acides 

[1300;1000] -C-O éthers, acides , alcools 

] 1000 ; 700] hydrogènes libres et adjacent 

Les résultats précédents montrent que l’HE étudiée renferme probablement les groupements 

suivants : alcools, alcanes, alcènes, aromatique, éthers et acides. 

4. Evaluation de l’activité thérapeutique de l’huile essentielle de Laurus nobilis L.  

4.1. Evaluation de l’activité antibactérienne  

4.1.1. Purification et identification des souches bactériennes utilisées  

• Résultats du repiquage  

Les résultats du repiquage et l’aspect micro et macroscopique sont présentés dans le tableau 

suivant (les figures des différents résultats sont regroupées dans l’annexe IV) : 

Tableau 14 : Résultats du repiquage. 

Les bactéries  E.coli  P.aeruginosa  S.aureus  Candida sp 
Aspect 
Macroscopique 

Colonies rondes 
lisse  

Colonies fines 
vertes  

Colonies grandes 
rondes régulières 
Bombées lisses  
brillantes  
entourée d’une 
auréole jaune  

Colonies 
blanchâtre, 
crémeuses, 
brillantes  

Aspect 
Microscopique  

Mobile, 
coccobacilles, 
Gram- 

Très mobile, baciles 
fines Gram- 

Immobile, cocci 
en aman, Gram+ 

 

 

• Résultats des tests complémentaires  

Tableau 15 : Résultats des tests complémentaires (voir annexe IV). 

 E.coli  p.aeruginosa   S.aureus  
Catalase  + + + 
Oxydase  - + - 
Coagulase    + 
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• Résultat de la galerie API E20 pour E.coli  

Tableau 16 : Résultats galerie API E20 (voir annexe IV). 
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Figure 9 : Résultats galerie API E20. 

• Résultats de la galerie classique pour E.coli et P.aeruginosa  

 

Les résultats de la galerie classique sont présentés comme suite : 

Tableau 17 : Résultats de la galerie classique pour E.coli et P.aeruginosa. 

 E.coli  P.aeruginosa  
TSI Glu + 

Sac + 
Lac + 

Glu - 
Sac - 
Lac - 

Test de citrate de Simmons  - +/- 

4.1.2. Aromatogramme  

Tableau 18 : Résultats de l'Aromatogramme. 

    

P.aeruginosa 
D(HE) :13mm  
D(T+) :20 mm 

S.aurieus 
D(HE) :20mm 
D(T+) :32mm 

E.coli 
D(HE) :17mm 
D(T+) : 25mm 

Candida sp 
D(HE) :23mm 
 

Discussion  

Après mesure des diamètres des différentes souches vis-à-vis de l’huile testée, nous 

constatons que l’efficacité de cet huile diffère d’une bactérie à une autre. Pseudomonas 
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aeruginosa est la plus résistante, cependant, Staphylococcus aureus est la plus sensible à 

l’huile testée selon le tableau cité par Mouas et al. (Voir tableau 19). Nos résultats sont en 

accord avec la littérature selon laquelle les bactéries à Gram positif montrent la plus grande 

sensibilité vis-à-vis l’huile essentielle [18,39]. 

Il est probable que ce résultat soit dû à une différence dans la capacité de pénétration des 

composés actifs présents dans les huiles essentielles. Chez les bactéries à Gram négatif, la 

membrane externe constitue une barrière de perméabilité efficace ; le lipopolysaccharide, 

grâce à ses charges négatives de surface empêche la diffusion des molécules hydrophobes. 

Les bactéries à Gram positif sont moins protégées contre les agents antibactériens [18].  

La levure (candida sp) s’est révélée sensible vis-à-vis de l’huile testée avec un diamètre 

d’inhibition de 23 mm. Ce résultat est en accord avec la littérature [4,6]. 

Tableau 19 : Sensibilité des souches microbiennes en fonction de la zone d'inhibition [34]. 

Le diameter Sensibilité du germe 
<8 mm Résistant 
9-14mm Sensible 
15-19mm Très sensible 
>20mm Extrêmement sensible 

4.1.3. Evaluation quantitative de l’activité antimicrobienne de l’huile de Laurus nobilis L. 

• Lecture de la CMI  

 

Tableau 20 : Résultats de la CMI. 

La concentration (%) 5% 2,5% 1,25% 0,625% 
Bacilles Gram negative 

E.coli - - - (CMI) + 
P. aeruginosa + + + + 

Gram positif 
S.aureus  - - - (CMI) + 

Levure 
Candida sp - - (CMI) + + 
 - absence de colonies  + presence des colonies  

L’huile essentielle des feuilles du Laurus nobilis L. a exercé une activité inhibitrice vis-à-vis 

des bactéries et de la levure testées, sauf les souches Pseudomonas aeruginosa qui se révèle 

résistantes, et cela malgré l’utilisation d’une concentration de 5%. Staphylococcus aureus et 
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Escherichia coli ont été inhibé à partir de la concentration minimale de 1,25%. La levure a 

montré une sensibilité à l’huile essentielle à partir d’une concentration de 2,5%. 

 

• Lecture de la CMB et la CMF  

 

Tableau 21 : Résultats CMB et CMF. 

La concentration (%) 5% 2,5% 1,25% 
E.coli - - - (CMB) 
S.aureus  - - - (CMB) 
Candida sp - - (CMF)  

 

• Calcul de rapport CMB/CMI et CMF/CMI  

Les résultats de la nature de l’activité sont regroupés dans ce tableau : 

Tableau 22 : Résultats rapport CMB/CMI et CMF/CMI.  

 CMB/CMI et CMF/CMI Interprétation  
E.coli 1 Bactéricide  
S.aureus 1 Bactéricide  
Candida sp 1 Fongicide  

 D’après le tableau 22, nous pouvons dire que notre huile essentielle testée a un pouvoir 

bactéricide et fongicide sur la plus part des souches testées sauf  Pseudomonas aeruginosa, Ce 

comportement n’est pas surprenant car les souches de Pseudomonas aeruginosa possèdent 

une résistance intrinsèque à une large gamme de biocides, associée à la nature de sa 

membrane externe. Cette barrière a une capacité de synthétiser et secréter des agrégats 

structurés appelés biofilms. Ces biofilms forment une barrière physique contre l’entré 

d’agents antimicrobiens et elle secrète aussi un complexe enzymatique extracellulaire qui peut 

dégrader les huiles essentielles [18]. 

4.2. Activité antioxydante  

Dans la présente étude, deux méthodes complémentaires ont été utilisées afin de d’évaluer 

l'activité antioxydante de notre huile essentielle : le piégeage du radical libre DPPH• et la 

réduction du fer. 
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4.2.1. Activité antiradicalaire  

Les résultats ont montré que notre huile essentielle réduit le radical libre DPPH•. La figure 

suivante éclaircit l’efficacité de l’huile essentielle à piéger les radicaux libres traduits par le 

taux d’inhibition (I %) en fonction des différentes concentrations. 

 

Figure 10 : Efficacité de l’huile essentielle à piéger le radical libre  en fonction des différentes concentrations. 

Discussion  

Le pourcentage d’inhibition augmente avec la concentration. A partir de la courbe ci-dessus la 

valeur d’IC50 est représentative de l’efficacité de l’huile essentielle à piéger le radical 

DPPH•; elle correspond à la concentration d'antioxydant requise pour neutraliser 50% de la 

concentration initiale du radical libre dans le milieu. Plus la valeur d’IC50 est faible, plus 

l'activité antiradicalaire d'un composé est appréciable. IC50 de notre huile est déterminé à 

partir de la courbe linéaire d’IC50 (voir figure 10) par extrapolation. La valeur d’IC50 de 

notre huile a été estimée à 1,01 mg/ml. Le modeste résultat de l’activité antiradicalaire qu’a 

présenté le laurier est compatible avec ceux trouvés par GOUDJIL et OUIBRAHIM [4,36]. 
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4.2.2. Pouvoir réducteur du fer 

Les résultats de l’activité réductrice de l’huile essentielle sont représentés dans la figure

Discussion  

L’activité réductrice des huiles essentielles consiste à déterminer la capacité des HE

apporter des électrons. Les antioxydants réducteurs déclenchent la transformation de l’ion 

ferrique (Fe³+) en ion ferreux (

électrons. Le pouvoir réducteur de l’huile essentielle a été évalué et représenté par les 

absorbances notées (voir figure1

1mg/ml pour l’HE du laurier nobl

l’essence isolée à partir de la plante 

modérée .Ce résultat est proche
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4.2.2. Pouvoir réducteur du fer  

Les résultats de l’activité réductrice de l’huile essentielle sont représentés dans la figure

Figure 11 : Résultats du test pouvoir réducteur. 

L’activité réductrice des huiles essentielles consiste à déterminer la capacité des HE

apporter des électrons. Les antioxydants réducteurs déclenchent la transformation de l’ion 

en ion ferreux (Fe²+) présent dans le complexe K3Fe(CN)

électrons. Le pouvoir réducteur de l’huile essentielle a été évalué et représenté par les 

absorbances notées (voir figure11), on a enregistré une absorbance de  0,61 à la concentration 

1mg/ml pour l’HE du laurier noble. D’après les résultats obtenus, nous pouvons déduire que 

l’essence isolée à partir de la plante Laurus nobilis L. est pourvue d’une activité réductrice 

modérée .Ce résultat est proche de ceux trouvés par OUIBRAHIM [36]. 
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Les résultats de l’activité réductrice de l’huile essentielle sont représentés dans la figure 

 

L’activité réductrice des huiles essentielles consiste à déterminer la capacité des HEs à 

apporter des électrons. Les antioxydants réducteurs déclenchent la transformation de l’ion 

Fe(CN)6 fournissant des 

électrons. Le pouvoir réducteur de l’huile essentielle a été évalué et représenté par les 

61 à la concentration 

les résultats obtenus, nous pouvons déduire que 

est pourvue d’une activité réductrice 



 

 

 

Conclusion générale  
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Dans le présent travail on s’est intéressé à extraire l’huile essentielle de Laurus nobilis L. par 

la méthode d’hydrodistillation et d’avoir les conditions optimales pour améliorer le rendement 

de l’extraction en utilisant un plan d’expérience du type Box-Benhken  qui nous a permis 

d’estimer un rendement qui varie de 0,42% à 0,73%. 

 L’étude des caractéristiques physicochimiques de notre huile essentielle a permis de mettre 

en évidence sa conformité aux normes établies, elle se distingue par une densité relative, un 

indice de réfraction, et un indice d’acide globalement comparable à ceux donnés par la 

pharmacopée française, en revanche l’indice de peroxyde est révélé légèrement en dehors de 

la norme. 

Afin de mettre en évidence les groupements fonctionnels constitutifs de l’huile essentielle 

testée, on a eu recours à la spectrophotométrie infrarouge. Nous avons également réalisé une 

chromatographie en phase gazeuse, afin d’identifier certains constituants de l’huile essentielle 

étudiée, cependant les résultats obtenus n’ont pas pu être interprétés en raison de l’absence de 

témoins. 

L’évaluation qualitative de l’effet antimicrobien montre que la plupart des souches utilisées 

sont sensibles à l’huile essentielle. L’inhibition de la croissance a varié en fonction de 

l’espèce bactérienne et de la concentration de l’huile volatile testée, les résultats de la CMB et 

CMF ont montrés que l’huile essentielle de Laurus nobilis L. peut être qualifiée de bactéricide 

et fongicide sur la plupart des souches testées. 

L’activité antioxydante a été réalisée en employant le test du piégeage du radical libre DPPH•, 

et la réduction du fer. Les résultats obtenus montrent que l’huile essentielle testée possède un 

potentiel antiradicalaire appréciable avec un IC50 de 1,01mg/ml, et un pouvoir réducteur 

représenté par l’absorbance notée 0,61 à la concentration 1mg/ml d’où nous pouvons déduire 

que l’essence isolée à partir de la plante Laurus nobilis L., est pourvue d’une activité 

antioxydante modérée. 

Afin d’approfondir les aspects entrevus dans ce travail, un certain nombre de perspectives 

peuvent être envisagées : 

� Procéder à une séparation par des méthodes avancées telles que CPG couplé à la 

spectrométrie de masse, et la RMN afin d’identifier la composition de huile essentielle 

de Laurus nobilis L. 
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� Exploiter le pouvoir antimicrobien dans l’industrie pharmaceutique pour enrichir 

l’arsenal thérapeutique. 

� Evaluation de l’activité antioxydante in vivo sur un système d’essai biologique. 

Au final, les résultats obtenus ainsi que les perspectives proposées vont permettre d’ouvrir de 

nouvelles voies dans le domaine thérapeutique. 
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GLOSSAIRE 



  Glossaire  

 

Analyse de la variance : L’analyse de la variance (ANOVA) est un outil essentiel dans la 

détermination de la signification d’un effet ou d’un modèle mathématique. Le principe de 

l’analyse de la variance est basé sur le calcul de l’écart total entre les différentes mesures yi du 

plan d’expériences et la moyenne de ces mesures. 

Angiosperme : Se dit des graines recouvertes d’un péricarpe. 

Antibactérienne : est une substance possédant la capacité de tuer des bactéries. 

Antifongique : Se dit d’une substance qui agit contre les infections provoquées par les 

champignons ou les levures parasites. 

Aromatogrammes : est une méthode de mesure in vitro du pouvoir antibactérien des huiles 

essentielles. Cet examen est donc l'équivalent d'un antibiogramme où les antibiotiques sont 

remplacés par des huiles essentielles. 

Carminatif :  Se dit des médicaments qui ont la propriété d’expulser les gaz intestinaux. 

Chromatogramme: c’est l'image ou le diagramme obtenu par chromatographie. 

Emménagogues : Se dit des substances qui favorisent l’écoulement des menstrues. 

Escherichia coli : est un bacille gram négatif de la famille des Enterobacteriaceae. Également 

appelée colibacille et abrégée en E. coli, est une bactérie intestinale des Mammifères, très 

commune chez l'être humain. En effet, elle compose environ 80 % de notre flore intestinale 

aérobie  

Facteur : Les facteurs sont les variables que l’on désire étudier et qui sont supposées avoir 

une influence sur le système. Ils peuvent être quantitatifs ou qualitatifs, continues ou discrets, 

contrôlables ou non contrôlables. 

Hydropisie : Accumulation de sérosité dans une partie du corps, œdème.  

Inoculum : Échantillon contenant des germes vivants, destiné à être introduit au sein d'un 

milieu favorable à sa multiplication, afin de l’identifier, de l’étudier ou d’en produire une 

quantité supérieure. 

Optimisation : Déterminer quelles conditions expérimentales (les valeurs prises par les 

facteurs influents) permettent d’obtenir le meilleur résultat pour la réponse. 

Plan d’expériences : Un plan d’expériences est une méthode pour planifier ou organiser les 

expériences scientifiques et industrielles dans le but de retirer l’information correspondante à 

l’objectif fixé préalablement.  

Réponse : Une réponse expérimentale est une manifestation mesurable que l’on observe 

lorsque l’on fait varier les paramètres étudiés. Un phénomène peut être éventuellement décrit 

par plusieurs réponses expérimentales l’objectif fixé préalablement. Leur but est d’obtenir un 
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maximum d’informations avec un minimum d’expérimentations par rapport à l’objectif que 

l’on s’est fixé.  

Spermaphyte : plante qui se reproduit par des graines. 

Stomachique : qui est bon pour l’estomac. 

Temps de rétention (Tr) :C’est le temps que met le soluté à sortir de la colonne c’est à dire 

le temps écoulé entre l’injection et le maximum du pic du composé élué.  

Test de Fisher ou Test F :est un test d'hypothèse statistique qui permet de tester l'égalité de 

deux variances en faisant le rapport des deux variances et en vérifiant que ce rapport ne 

dépasse pas une certaine valeur théorique que l'on cherche dans la table de Fisher . 

valeur-p (en anglais p-value) : parfois aussi appelée p-valeur, est la probabilité d'obtenir la 

même valeur (ou une valeur encore plus extrême) du test si l'hypothèse nulle était vraie. 
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Annexe Ӏ : 
  

Coloration de gram : 

On prépare un frottis de la souche test : pour cela, on racle une petite colonie bactérienne 

bien isolée à partir d’une culture jeune à  l’aide d’une pipette pasteur que l’on dépose sur 

une lame avec une petite goutte d’eau physiologique stérile, On étale l’échantillon en couche 

mince et régulière. Le frottis est ensuite séché au-dessus de la flamme d’un bec Bunsen puis 

fixé avant coloration. 

- On recouvre le frottis avec le violet de gentiane qui pénètre dans le cytoplasme de toutes 

les bactéries , on le laisse agir pendant 1 minute puis on rince à l’eau distillée ; 

- On verse du lugol qui facilite la fixation du colorant qu’on laisse agir pendant 1 minute 

puis on rince à l’eau distillée ; 

- On décolore à l’alcool absolu pendant 15 secondes et on rince abondamment à l’eau 

distillée la paroi des bactéries Gram+ s’oppose à la pénétration de l’alcool alors que celle des 

bactéries Gram- autorise son passage. 

- On recolore avec de la fuchsine pendant 30 secondes et on rince encore une fois a l’eau 

distillée ; 

- Après séchage des lames colorées au-dessus de la flamme d’un bec Bunsen, on passe à 

L’observation au microscope optique à l’objectif 100  les observations sont photographiées. 

Les bactéries colorées en violet sont des bactéries à Gram positif et celles colorées en rose 

sont des bactéries à Gram négatif. 

 
  



 

 

Annexe II :  
Quantiles d’ordre 0.95 de la loi de Fisher 
 



 

 

Annexe III : 
 

Table de corrélation dans le moyen infrarouge entre groupes fonctionnels et bandes 
d’absorption 

  



 

 

Annexe IV : 
1. Résultats de l’examen macroscopique
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2.  Résultats de l’examen a l’état frais 
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Résultats de l’examen macroscopique : 

Bactéries 

Escherichia 
coli  

Pseudomonas 
aeruginosa  

Staphylococcus 
aureus  

  

 

 

 

 
  

Résultats de l’examen a l’état frais  

Examen microscopique 

p.aeruginosa   S.aureus  

  

  

Candida sp 
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3. Lecture de la galerie Api 20E 

Tests Substrat Caractére recherché Résultats 
négative 

Résultats 
positive 

ONPG Ortho-
niyrophenylgalactos
ide 

Beta-galactosidase incolore jaune 

ADH Arginine Arginine dihydrolase Jaune Rouge/ 
orangé 

LDC Lysine Lysine dicarboxylase Jaune orangé 
ODC Omithine Omithine décarboxylase jaune Rouge orangé 
CIT Citrate de sodium Utilisation du citrate Vert pâle/jaune Bleu-vert/vert 
H2S Thiosulfate de 

sodium 
Production d’H2S Incolore/ 

grisâte 
Dépôt noir/fin 

URE  Urée Uréase Jaune Rouge/ 
orangé 

TDA Tryptophane Tryptophane désaminase Jaune Marron foncé 
IND Tryptophane Production d’indole Jaune Anneau rouge 
VP Pyruvate de sodium Production d’acétonie incolore Rosé-rouge 
GEL Gélatine de khon Gélatinase Non diffusion  Diffusion du 

pigment noire 
GLU 
Jaune 

Glucose Fermentation /oxydation Bleu/bleu-vert Jaune 

MAN Manitole Fermentation /oxydation Bleu/bleu-vert Jaune 
INO Inositol Fermentation /oxidation Bleu/bleu-vert Jaune 
SOR Sorbitol Fermentation /oxidation Bleu/bleu-vert Jaune 
RHA Rhamnose Fermentation /oxidation Bleu/bleu-vert Jaune 
SAC Sacchar ose Fermentation /oxidation Bleu/bleu-vert Jaune 
MEL Mélibiose Fermentation /oxidation Bleu/bleu-vert Jaune 
AMY Amygdaline Fermentation /oxidation Bleu/bleu-vert Jaune 
ARA Arabinose Fermentation /oxidation Bleu/bleu-vert Jaune 
Ox Sur papier filter Cytochrome-oxydase incolore Anneau violet 
NO3-
NO2 

Tube GLU Production de NO2 Jaune  Rouge 

N2 Tube GLU Production au stade N2 rouge Jaune 
 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

4. Résultat du test de coagulase : 

 
5. Résultats test oxydase : 

  
6. Résultats test catalase : 

 
 
 
  

Oxydase - 

Oxydase + 

Catalase + 

Coagulase + 



 

 

Annexe V : 
1. Résultats de la CMI : 

 
 

 
 

2. Résultat de la CMB et CMF

 
 
 
 

 

 
 

 
Résultat de la CMB et CMF : 

 

 



 

 

Résumé : 

Ce travail s’inscrit dans le cadre de l'étude de la composition chimique, l'activité 

antibactérienne, antifongique et antioxydante d’une plante aromatique et médicinale ; Laurus 

nobilis L.L’extraction de l’huile essentielle a été effectuée par hydrodistillation. Les 

conditions ont été optimisées selon un plan d’expériences de type Box-Benhken qui nous a 

donné les meilleurs conditions avec un rendement qui atteint 0.73%.L’essence extraite a été 

caractérisées par les contrôles physico-chimiques suivi de l’analyse chromatographique par 

CPG et spectroscopique par IR qui nous a permis de supposé la présence de certains 

groupements fonctionnels et un nombre de composés majoritaires.par la suite la capacité de 

l’huile essentielle à inhiber les micro-organismes a été testé sur trois souches bactériennes et 

une levure cette activité s’est révélée variable selon la nature de la souche testé et enfin 

l’activité antioxydante in vitro a été évaluée à travers deux méthodes : le test de piégeage du 

radical libre DPPH• avec un IC50 de 1.01mg/ml, et le test de réduction du fer qui s’est avéré 

avec un potentiel réducteur modéré.  

Mots clés : Hydrodistillation, plan d’expériences, huile essentielle, Laurus nobilis L, CPG et 

IR,  activité antimicrobienne,  activité antioxydante. 

Abstract:  

The objectives of our work are study of the chemical composition, antibacterial, antifungal 

and antioxidant activity of an aromatic and medicinal plant; Laurus nobilis L. Extraction of 

the essential oil was carried out by hydrodistillation. The conditions have been optimized 

according to a box-Benhken type of experiment which gives us the best conditions with a 

yield of 0.73%. The extracted oil was characterized by physico-chemical controls followed by 

GPC and IR spectroscopic analysis, which allowed us to assume the presence of certain 

functional groups and a number of major compounds. Thereafter the ability of the essential oil 

to inhibit microorganisms was tested on three bacterial strains and yeast this activity was 

found to vary depending on the nature of the strain tested and finally the in vitro antioxidant 

activity was evaluated by two methods: the DPPH• free radical scavenger assay with an IC50 

of 1.01 mg / ml, and the iron reduction test which was found to have a moderate reducing 

potential. 

Key words: Hydrodistillation, experimental design, essential oil, Laurus nobilis L, GC and 

IR, antimicrobial activity, antioxidant activity. 

 


