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Résumeé

Les huiles essentielles des fleurs de Lavandvlo officinalis et les fevilles de Laurus nobilis inhibent la
croissance de Staphylococus avrevs ATC(25923. Les CMI sont de 200 L/mL pour le laurier noble et
500 pL/mL pour la Lavande. L'inhibition est plus faible pour Escherichia coli ATC(25921 et Psevdomonas
aeurginosa ATC(29733.
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Abstract

Antibacterial activity of essential oil of inflorescence laurus nobilis and lavandula
angustifolia

Essential oils of flowers of lavandula officinalis and leaves of laurus nobilis inhibit the increase of
staphylococcus aureus ATC(25923. The CMI are 200 uL/mL for the laurel and 500 L/mL the lavender. The
inhibition is weaker for Escherichia coli ATC(25921 and Psevdomonas aeuvrginosa ATC(29733.

Keywords : essential oils, laurel, lavender, antibacterial activity.

1. Introduction

Sur plusieurs centaines d’espéces médicinales et aromatiques disponibles au Maroc, seulement quelques
dizaines sont exploitées [1] a des fins culinaires, pharmaceutiques et thérapeutiques, surtout dans les zones
rurales. Pourtant, il serait nécessaire de développer leur utilisation contre les infections microbiennes en
raison de I'émergence des infections nosocomiales et des multirésistances des microorganismes.
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La Lavande officinale ou Lavande vraie, est une plante a feuilles étroites. Son nom latin est Lavandule
angustifolia L. ov L. officinalis Chaix = L. vera DC. Elle connue en arabe sous le nom de & Avzdma . Cest
une Lamiacée aromatique, elfe est utilisée traditionnellement dans la lutte contre les insectes,
I'aromatisation des eaux de boisson et la production de détergents [2-3]. Le Laurier sauce, Laurier noble,
Laurus nobifis L., ov « a’sd sidn@ mdsd » est une Lauracée méditerranéenne. Elle pousse spontanément au
nord du Maroc. Outre ses propriétés médicinales, elle est appréciée par sa capacité a conserver les olives, a
préparer des repas d base de viande ou de poisson. Le tagine marocain en est un exemple [3]. A coté de ces
propriétés intrinséques, nous avons essayé d travers le présent travail de vérifier leurs effets
antimicrobiens sur trois microorganismes pathogénes trés répandues chez les malades de la ville de Kénitra
au Maroc.

2. Matériel et méthodes
2-1. Matériel végétal n°1

Les fleurs de Lavande amgustifolia L, ont été récoltées d'un site forestier prés d'une lagune connue
communément au Maroc sous le nom de Dayat Awa. Ce dernier est a 23 km de la ville d’Ifrane.

- Echantillonnage

L’échantillonnage a été effectué pendant le mois de juillet (période de pleine floraison) a partit de 17 heure.
Aprés récolte, les fleurs sont séparées minutieusement du reste de la plante. Elles sont nettoyées puis
laissées sécher a 'ombre pendant 9 jours. Suite a cela, 100g des fleurs séchées sont introduites dans un
hydrodistillateur (type Clevenger) et laissées distiller pendant 3 heures [4]. Période correspondant @ trois
cycles de répétitions. Le distillat est entrainé av fond a I'aide d’une ampoule d décanter. La phase
organique ainsi obtenue est séchée a l'aide du sulfate du sodium anhydre. L’huile obtenue est conservé
dans un réfrigérateur a 5°C.

2-2. Matériel végétal n°2

La plante utilisée @ ce niveau est le Laurier sauce. La partie végétale choisie pour I'extraction est les
fevilles. Ces derniéres ont été récoltées a partir d'un site forestier connu sous le nom de Moulay
Abdessalam d 64 km de Tétouan, au Nord du Maroc.

- Echantillonnage
L’échantillonnage est effectué pendant le mois de juin a partir de 17heure. Les fevilles sont séparées
minutieusement de leurs pédoncules et nettoyées. Elles sont mises par la suite d sécher pendant 12 jours.
Aprés séchage, 100g de feuvilles séchées ont subit une hydrodistillation @ I'aide d’un hydrodistillateur de
type Clevenger. L'hydro-distillation est arrétée aprés 4 heures telle qu'elle a été décrite par Sangun et al
[5]. Temps pour le quel quatre cycles de répétitions sont accomplis.
La phase huileuse est séparée de I'nqueuse d I'aide d’'une ampoule @ décanter. La phase organique est
séchée comme précédemment au dichlorure de calcium. Les huiles essentielles obtenues sont mises dans
des tubes d vices opaques pour éviter les actions d’oxydation. L'ensemble est conservé dans un
réfrigérateur a 4°C.

2-3. Microorganismes

Trois souches de bactéries ont été testées: Fscherichia coli ATC(25921, Psevdomonas aeuvrginosa
ATCC29733 et Staphylococus avreus ATC(25923.
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2-3-1. Confrontation hactérie — huile essentielle

Pour chaque essai, on utilise trois boites de Petri de 85 mm de diamétre préalablement stérilisées dans un
autoclave & 120°C pendant 20 minutes. Chaque boite est remplie de 20 mL du milieu TSA (trypcase soja
agar). 0,1 mL d’une suspension bactérienne pathogéne, d’'une unité d’absorbance, est étalé a la surface du
milieu de culture pour obtenir une nappe bactérienne. Parallélement, trois boules de coton de 0,5 mm de
diametre imbibées de I'une des deux huiles préalablement cité. L'incubation est réalisée pendant 24 heures
a 37°C. Les auréoles d’inhibitions autour des cotons sont mesurées a I'aide d’une régle transparente au mm
prés. Chaque essai est répété trois fois et dans chaque essai trois boftes de pétri sont préparées.

2-3-2, Détermination des CM/

La confrontation entre les souches testées et les huiles essentielles a donné un résultat prononcé avec la
souche de Staphylococcus aurevs ATC(25923. 1l en sort que les essais de détermination de la Concentration
Minimale Inhibitrice des deux huiles seront limités a la souche de Staphylococcus aurevs ATC(25923. Le
protocole adopté est le suivant :

e incorporation de la fraction de I'hvile essentielle (50, 100, 200, 500 ou 1000 JL/L) dans 20 mL du
milieu Chapman. Ce dernier est préalablement stérilisé et refroidi progressivement jusqu’a la
température d'incorporation de 45°C ;

e ensemencement par une suspension bactérienne de 0,1 mL d’une culture jeune (absorbance d’'une
unité) ;

e incubation pendant 24 heures & température 37°C. La CMI est la plus faible concentration capable
d’inhiber toute croissance visible aprés un temps d’incubation de 24 heures [6; 7].

Chaque essai est répété trois fois et dans chaque essai trois hoites de pétri sont préparées. La population
de la culture jeune est déterminée par dénombrement sur le milieu Chapman. Et ce aprés la préparation
d’une série de dilution allant de 10" @ 10%. L'incubation est faite dans une étuve & température de 37°C
pendant 24 heures. Deux séries de tubes d huiles essentielles sont préparés. La premiére série est soumise
d la température de 105°C pendant 20 minutes. Pour le méme temps de contact, la deuxiéme série de tubes
est exposée d la température de 120°C. Le but de cette activité est d'évaluer I'efficacité du principe actif sur
la croissance de la souche de Staphylococcus aurevs AT((25923 suite au traitement thermique. Les essais
de traitement thermiques sont répétés trois fois et pour chaque test trois confrontations sont réalisées.

3. Résultats

Le volume moyen des deux huiles est de I'ordre de 1,5 ml pour 100 g de matiére végétale séche. Ce résultat
est le constat des deux plantes étudiées. Pour ce qui est couleur, I'huile essentielle du laurier ne présente
aucune couleur caractéristique. Tandis que la couleur de I'huile essentielle de la lavande est jaune claire a
orange. Les huiles essentielles de Lavandvla angustifolia et Laurus nobilis présentent un effet inhibiteur sur
les trois souches testés (£scherichia coli ATC(25921, Psevdomonas aeurginosa ATC(29733 et Staphylococus
aureus ATC(25923). Linhibition la plus importante est obtenue avec la souche Staphylococcus avreus
ATCC25923. L'auréole d’inhibition est de 8,5 cm de diameétre pour les deux huiles. Les auréoles d’inhibition
ne dépassent pas 2,51 cm de diamétre dans les autres essais (valeur la plus élevée de la moyenne des deux
valeurs perpendiculaires que nous avons déterminé). Et ce pour les deux types d’huiles essentielles. Les
souches impliquées dans I'évaluation de l'activité biologique des deux huiles sont: FEscherichia coli
ATCC25921 et Psevdomonas aeurginosa ATC(29733.
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Figure 1 : Staphylococcus
aureus ATC(25923
Culture pure (témoin).

Figure 2 :Staphylococcus avreus
ATCC25923 Culture en présence de
I'huile essentielle du Laurie

——

Figure 4 :£scherichia coli
ATCC25921 culture pure
(témoin).

Figure 5 :Escherichia coli ATC(25921
culture en présence de I'huile
essentielle du Laurier.

Figure 3 :Staphylococcus avreus
ATCC25923 Culture en présence de
I'huile essentielle de la Lavande

Figure 6 :Escherichia coli ATC(25921
culture en présence de I'huile
essentielle de la Lavande.

Figure 7 :Psevdomonas
aeruginosa ATC(29733
Culture pure (témoin)

Figure 8 :Pseudomonas aervginosa
ATCC29733 Culture en présence de
I'huile essentielle de Laurier

Figure 9 :Pseudomonas aervginosa
ATCC29733 Culture en présence de
I'huile essentielle de la Lavande.

Tableauv 1 : Diamétre (cm) des zones d'inhibition de /a croissance de trois souches hactériennes. Culture
réalisée en présence des huiles essentielles des deux plantes étudiées.

Souches bactériennes Staphylococcus Psevdomonas Escherichia coli
avreus ATCC25923 | aervginosa ATCC25921
ATCC29733
Laurus nobilis 8,50+ 0,0 cm 2,12 £ 0,083 cm 2,10 £ 0,086 cm
Lavandvla angustifolia 8,50 £ 0,0 cm 2,51 £ 0,078 cm 1,94 = 0,052 cm

3-1. Dénomhrement de Staphylococcus avrevus ATCC25923

Le dénombrement de la population de Staphylococcus avrevs ATC(25923 était dans le but de savoir le
potentiel inhibiteur de chacune des deux huiles essentielles testées. Pour ce faire, nous avons réalisé un
ensemencement en milieu Chapman solide. Les résultats obtenus sont illustrés dans le Tableav 2. Le
nombre, la taille et l'aspect de la colonie sont notés chaque fois que la boite porte une information nette. La
photo 10 en est un exemple.
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Il se trouve que la souche Staphylococcus aurevs ATC(25923, en absence de toutes contraintes : stress,
inhibition. . ., elle pousse naturellement et donne naissance & une population de 107 ufc/mL. Qu'en est-il au
point de vue comportement quand la population est soumises au contrdle des extraits des deux plantes
étudiées (Lavandula angustifolia L et Lavrus nobills.L).

Figure 10 :Abondance de la
population de Staphylococcus
aureus ATCC25923 obtenue aprés
dilution au 10-6. Culture réalisée
en miliev Chapman sans hville
essentielle.

Figure 11 : Abondance de la
population de Staphylococcus
aureus ATCC25923 obtenue par
ensemencement d partir de la
solution mére. Culture réalisée en
milieu Chapman additionnée de

200 A /L d’huile essentielle du
Laurier.

Figure 12 : Abondance de la
population de Staphylococcus aureus
ATCC25923 obtenue par
ensemencement @ partir de la
solution mére. Culture réalisée en
milieu Chapman additionnée de 500

pL/L d’huile essentielle de lavande.

Tableau 2 : Nombre de colonies de Staphylococcus aureus ATC(25923 en fonction de dilvtions successives
allant de 10-1 6 10-6 sur miliev Chapman aprés 24 heures 6 37 °C.

Dilutions Témoin Laurier Lavande

Volume d’huile 0 50 100 200 100 200 500
ajouté (ML/L)

Abondance 10’ 5341597 138360 | 0 | 10711589 | 632+4.44 | 0+0
microbienne 0

(ufc/mL)

Les résultats de la confrontation de Staphylococcus aurevs ATC(25923 aux différentes concentrations de
I'huile essentielle étudiée sont consignés au niveau des Photos 11 et 12¢t duv Tableav 2.
Il sort des résultats obtenus que, @ partir de la concentration de 200 UL/L de I'hvile essentielle du Lavrus

nobilis et 500 uL/L de lhuile

essentielle de la

Lavandula angustifolia, la croissance la souche

Staphylococcus avrevs AT((25923 est totalement inhibée. En conséquence, la CMI de I'huile essentielle de
Lavandula officinalis et celle dv Lavrus nobilis sur la croissance /n vifro de Staphylococus aurevs ATC(25923
sont respectivement de 500 et 200 JL/L. Pour les deux huiles essentielles étudiées (Lavandula angustifolia
et Laurus nobilis), nous remarquons que la couleur rose du milieu de culture persiste pour les concentrations
inhibitrices de la croissance de Staphylococcus auvrevs ATC(25923. Il n'en est pas de méme pour les
concentrations faibles. Le miliev de culture change de couleur pour se rendre au jaune.
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3-2. Effet de la température sur I'inhibition bactérienne

Les résultats de la confrontation de Staphylococcus aurevs ATC(25923 aux différentes concentrations de
I'huile essentielle étudiée sont consignés au niveau des Photos 13 et 14 et du Tableav 2. Pour rappel,
les huiles étudiées sont préchauffées pendant 20 minutes soit a la température de 105°C ou 120°C.

Les principes actifs contenus dans les deux huiles se trouvent altérés quand elles sont préalablement

chauffées. Le constat est le m&me quelque soit la température (105 ou 120°C) (Photos 13 et 14).

Figure 13 :Abondance de la population de
Staphylococcus aureus ATC(25923 obtenue par
ensemencement @ partir de la solution mére. Culture

réalisée en milieu Chapman additionnée de 200 pul/L
d’huile essentielle du Laurier préalablement chauffée

Figure 14 :Abondance de la population de
Staphylococcus aureus ATCC25923 obtenue par
ensemencement @ partir de la solution mére. Culture

réalisée en milieu Chapman additionnée de 200 piL/L
d’huile essentielle du Laurier préalablement

d 105°C pendant 20 minutes.

chauffée a 120°C pendant 20 minutes

Figure 15 : Abondance de la population de
Staphylococcus aureus ATCC25923 obtenue par
ensemencement @ partir de la solution mére. Culture

réalisée en milieu Chapman additionnée de 500 piL/L
d’huile essentielle de la lavande préalablement
chauffée a 105°C pendant 20 minutes.

Figure 16 : Abondance de la population de
Staphylococcus aureus ATC(25923 obtenue par
ensemencement @ partir de la solution mére. Culture

réalisée en milieu Chapman additionnée de 500 piL/L
d’huile essentielle de la lavande préalablement
chauffée a 120°C pendant 20 minutes.

4. Discussion

L'essence du Laurus nobilis et celle de Lavandvla angustifolia sont rapportées dans notre travaille comme
étant des huiles essentielles actives. Il n’en est pas de méme au niveau de certains travaux [8]. Cependant,
selon d’autres auteurs I'hvile essentielle de Lawrus nobilis possede une forte activité antibactérienne [9].
Une activité qui o méme inhibé la croissance de Bacillus brevis FMC 3, Bacillus cereus FMC 19, Enterobacter
aeragenes (C(M 2531, Psevdomonas aeruginosa DSM 50071, Staphylococcus avrevs Cowan 1, Micrococcus
luteus LA 2971, Candida tropicalis. RE et al (1987) [10] en travaillant sur I'escargot, ont trouvé que I'huile
essentielle de Lawrus nobilis est efficace contre la croissance de Biomphalaria glabrata. Linhibition est
puissante. L'inhibition touche la croissance soit de I'individu a I'état embryonnaire (stade blastula) soit il
provoque des malformations chez l'individu a I'état adulte.

Kamal ELHARAS et al.



Afrique SCIENCE 09(2) (2013) 134 — 141 140

Parallelement, il a été déclaré que les huiles essentielles étudiées agissent comme des antioxydants [11,
12,13]. Elles possedent également un pouvoir inhibiteur de I'activité enzymatique de I'acetylcholinisterase
[14]. A ces effets s’ajoute pour Lavandula angustifolia le pouvoir d’accélérer I'élimination de la surcharge
hydrique et 'augmentation de I'activité diurétique [15]. L'huile essentielle de Lavandula angustifolia a été
déclarée aussi comme étant une huile capable de diminuer I'osmolarité urinaire [15] ainsi qu’elle a un
pouvoir antifongique frés prononcé [16]. Cet effet a été constaté particulierement chez Botrytis cinerea
conidia. Sur la base de ce qui précéde, nous pouvons confirmer ['utilisation des plantes testées a des fins
alimentaires et médicales. Les huiles essentielles ne doivent pas &tre préchauffées, sinon aucune inhibition
ne sera observée. Cette étude va nous encourager @ chercher la molécule ou les molécules
microbiologiquement actives.

5. Conclusion

Deux huiles essentielles ont été extraites de plantes marocaines (Lavrus nobilis et Lavandvla angustifolia).
L’objectif est d’évaluer les potentialités relatives a chaque type d’huile. Nous nous sommes intéressés aux
effets hiologiques. Les tests sont réalisés sur trois souches dont Escherichia coli ATC(25921, Psevdomonas
aeurginosa ATC(29733 et Staphylococus aureus ATC(25923. Nous avons constaté que I'huile essentielle de
Laurier noble est 2,5 fois plus active que celle de la Lavande. L'huile essentielle du Lawrus nobilis et
Lavandvla angustifolia inhibe la croissance des trois souches bactériennes testées : Escherichia coli
ATCC25921, Psevdomonas aeurginosa ATC(29733 et Staphylococus auvrevs ATC(25923. La souche
bactérienne Staphylococus aurevs ATC(25923 est la plus sensible face aux deux autres espéces étudiées. En
effet, la (Ml du Lawrus nobilis vis a vis d’elle est de 200 UL/L. Celle de Lavandula angustifolia est de
500 pL/L. Ces résultats sont trés motivants. Ils nous ont ouvert la possibilité de chercher la ou les
molécules responsables des inhibitions déclarées vis-a-vis de Staphylococus avrevs ATC(25923.
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