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Résumés

Résumé

Les huiles essentielles issues des plantes medicinales ont été utilisées depuis 1’antiquité
et sont largement employées de nos jours, pour leurs propriétés biologiques
(antibactérienne, antioxydante, anti-inflammatoire, antifongique ...etc.), ainsi que pour
leurs applications dans de multiples et diverses industries : alimentaire, cosmétique,

parfumerie et pharmacie.

La plante Laurus nobilis L. « EL-Rand » est considérée comme I’une des plantes
aromatiques et médicinales les plus importantes au monde en raison de ses différents
composants. L’objectif de notre travail est d’étudier les activités biologiques des huiles

essentielles de Laurus nobilis L.

L’extraction a été réalisée par 1’hydro distillation de type Clevenger. D’aprés les
résultats obtenus, on remarque que le rendement en HE est de I’odore de 0,575% est

conforme aux standards international.

L’étude de I’activité antimicrobienne contre quatre souches de bactéries : deux souches
Gram + (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa) et deux souches Gram -
(Escherchia coli, Klebsiella pneumonia), montre une activité importante uniquement
dans la solution mére des deux souches; Klebsiella pneumonia et Pseudomonas

aeruginosa.

Les résultats de 1’activité antioxydante réalisée en utilisant la méthode de réduction des
radicaux libres DPPH ont montré que laurier a une activité antioxydante trés importante

avec un pourcentage d’inhibition égale a 99,84%.

Mots-clés : Laurus nobilis L., huile essentielle, activité antibactérienne, activité
antioxydante, DPPH.



Résumés

Abstract

Essential oils from medicinal plants have been used since antiquity and are widely used
today for their biological properties (antibacterial, antioxidant, anti-inflammatory,
antifungal, etc.), as well as for their applications in multiple and diverse industries:

food, cosmetics, perfumery and pharmacy.

The plant Laurus nobilis L. "EL-Rand" is considered one of the most important
aromatic and medicinal plants in the world due to its various components. The objective

of our work is to study the biological activities of essential oils of Laurus nobilis L.

The extraction was carried out by hydro distillation of the Clevenger type. According to
the results obtained, it is noted that the EO yield is 0.575% odor and complies with

international standards.

The study of antimicrobial activity against four strains of bacteria: two Gram + strains
(Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa) and two Gram - strains (Escherchia
coli, Klebsiella pneumonia), shows significant activity only in the stock solution of the

two strains; Klebsiella pneumonia and Pseudomonas aeruginosa.

The results of the antioxidant activity carried out using the DPPH free radical reduction
method showed that laurel has a very significant antioxidant activity with an inhibition

percentage equal to 99.84%.

Keywords: Laurus nobilis L. essential oil, antibacterial activity, antioxidant activity,
DPPH.
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Introduction

Introduction

Depuis son existence sur terre, I’homme s’est appuyé€ sur la nature pour subvenir a ses
nécessites de base a savoir la nourriture, ’habillement, 1’abri et également pour ses
besoins médicamenteux. En effet, la plupart des moyens découverts pour soigner et
soulager les maux sont d’origine végétale. Elles représentent une source inépuisable de
remedes traditionnels et efficaces grace aux principes actifs qu’elles contiennent :
flavonoides, alcaloides, hétérosides, saponosides, quinones, vitamines et huiles HEs
(Schauenburg et paris, 1977 ; Lafon, 2004).

Les plantes médicinales et les produits biologiques constituent un véritable trésor de

santé, de dynamique et de beauté pour I’organisme de 1’étre humain.

L’histoire de ces plantes est liée et associé a 1’évolution des civilisations. Dans toutes
les régions du monde, I’histoire des peuples montre que ces plantes ont toujours occupé
une place importante en médecine. Par ailleurs, les plantes aromatiques et médicinales
jouent un rdle économique considérable dans le secteur des industries de
I’agroalimentaire, de la parfumerie, des cosmétiques et de la pharmacie (Bruneton,
1993).

Les HEs sont 1’un des plus importants produits naturels provenant de plantes pour leurs
diverses propriétés biologiques a usages médicamenteux (Elshafie et al., 2015). Les
plantes productrices des HEs ont été utilisées aussi depuis des milliers d’années.
L’exploitation de ces métabolites végétaux a commencé au XIX®™ siécle, et le plus
souvent suivie par la détermination de leur composition chimique et leur activité
biologique presque exempts d’effets secondaires (Shaukat et al., 2013). Les principaux
avantages de phytothérapie semblent étre leur efficacité percue, la faible incidence

d’effets indésirables graves et a leur faible cott (Joseph et al., 2015 ; Bouzid, 2018).

A cet effet, et dans le cadre de la valorisation de la flore Algérienne, on s’est intéressé
aux espéces de la famille des Lauracées. Laurus nobilis L, est un arbuste de la famille
des Lauracées, une plante abondante choisie de cette biomasse végétale en raison du
bénéfice des propriétés thérapeutiques que lui a attribuées la médecine traditionnelle a
savoir : les industries de I’aromatisation, de la parfumerie, de la conservation, des
cosmétiques et de la pharmacologie grace a ses divers effets antimicrobiens et

antioxydants.
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Introduction

Dans ce contexte, I’objectif de notre travail est de faire une recherche qui porte sur
I’extraction des huiles essentielle d’une plante aromatique et medicinale Laurus nobilis

L.et de tester ’activité antioxydante et antibactérienne sur cette huile.

Notre étude sera répartie en deux parties, initiés par une recherche bibliographique ou
nous apportons dans le premier chapitre des généralités sur les HEs, leurs compositions,
et leurs méthodes d’extraction. Dans le second chapitre nous effectuerons une
présentation botanique de la famille des Lauracée et I’espéce Laurus nobilis L., sa
localisation géographique et son utilisation. Le troisieme chapitre présente les activités
biologiques qu’on va étudier. La deuxieme partie (pratique) renferme deux chapitres,
dont le premier chapitre présentera le matériel (végétal, appareil ...ctc.) et les méthodes
utilisées, notamment la méthode utilisée de I’extraction des HEs et I’é¢tude de leurs

activités (antibactérienne et antioxydante).

Les résultats obtenus seront illustrés dans la partie résultats et discussion et on terminera

par une conclusion et les perspectives.
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Chapitre | : Généralites sur les huiles essentielles

I. Les huiles essentielles (HES)

1. Définition

L’HE est le produit noble d’une plante aromatique (Grosjean, 2015) et son parfum
(Lardry et Haberkorn, 2007). Les HEs peuvent étre élaborées par tout organe végétal
de la plante (graines, feuilles, brindilles, fleurs, écorces, herbes, bourgeons, bois, racines
et fruits) (Bakkali et al., 2008). Elles sont définies selon la pharmacopée Européenne en
(2010) comme étant « des substances odorantes, genéralement de composition
complexe renfermant des principes volatils, obtenues a partir d’une matiére premiere
d’origine végétale, apres séparation de la phase aqueuse par des procédés physiques:
soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation seche, ou bien par un

procédé mécanique approprié sans chauffage» sont plus ou moins changés au cours de
la préparation (Bakkali, 2008).

2. Caractérisation

La caractérisation des HEs et d’ailleurs de tout mélange naturel peut prendre plusieurs
aspects en fonction du besoin et de I’objectif assigné, ainsi, dans la tres grande majorité
des HEs, les 15-25 composés majoritaires représentent 80-95% de la composition
globale et sont donc suffisants pour caractériser cette HE. Il faut toutefois signaler que
la connaissance des composés minoritaires est parfois un parametre important de la
qualité biologique ou organoleptique du produit et qu’en conséquence une analyse fine
est nécessaire, il faut également signaler qu’une analyse peut étre totalement faussée par

la mauvaise identification d’un seul constituant (Sutour, 2010).
3. Répartition des HEs dans la plante

Les (HEs) se rencontrent dans tout le régne vegétal. Cependant, elles sont
particulierement abondantes chez certaines familles (Mann, 1987) telles que : les

Coniferes, les Rutacées, les Ombelliferes, les Myrtacées, les Lamiacées et les Poacées.

Elles sont presentes dans différents organes végétaux producteurs, variant en fonction
de la zone productrice du végétal (Rafi, 1995 ; Lamendin, 2004) : les sommités
fleuries (lavande, menthe...etc.), dans les racines ou rhizomes (vétiver, gingembre), dans
les écorces (cannelles), le bois (camphrier), les fruits (citron), les graines ( Muscade) et
sont contenues dans des structures spécialisées a savoir : les poils, les canaux sécréteurs

et les poches (Couic-Marinier et Lobstein, 2013) .
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Chapitre | : Généralites sur les huiles essentielles

4. Propriétés des HEs
4.1. Propriétés physicochimiques

Selon (Bardeau, 1976 ; Legrand, 1978; Lemberg, 1982 ; Bruneton, 1999), les HEs

possédent en commun un certain nombre de propriétés physicochimique:

e A température ambiante, elles sont généralement liquides ; alors qu’elles sont
volatiles a température élevée, c’est leur volatilité qui les distingue des huiles fixes
telles que I’huile d’olive et I’huile d’amande douce ;

e Elles sontincolores ;

e Pouvoir intense de diffusion et de pénétration ;

e Elles ont généralement une densité inférieure a celle de I’eau (d<1), mais il existe
des exceptions (les HEs de Laurus) ;

e Elles possédent un indice de réfraction généralement élevé ;

e Elles sont peu solubles dans I’eau (entrainables a la vapeur d’eau) ;

e Elles sont solubles dans les solvants organiques usuels, dans les graisses
(liposolubles), et dans les alcools (Jean, 1993).

e Elle se caractérise aussi par pouvoir rotatoire, viscosité, point d’ébullition et de
congélation (Kanko et al., 2004).

4.2. Propriétés biologiques

Le spectre d’action des (HES) est trés étendu, car elles agissent vis-a-vis d’un large

éventail de bactéries, y compris celles qui développent des résistances aux antibiotiques.

En outre, certaines essences douées d’une activité antifongique s’opposent au
développement des champignons, des moisissures en les détruisant (Latloui et al.,
1994). Ces activités sont par ailleurs variables d’une HE a I’autre et d’une souche a
I’autre (Kalemba et al., 2003).

Les HEs agissent aussi bien sur les bactéries a Gram positif que sur les bactéries a Gram
négatif. Toutefois, les bactéries a Gram négatif paraissent moins sensibles a leur action
et ceci est directement lié a la structure de leur paroi cellulaire (Brut et Int, 2004),
(Wan et Wilcock, 1998). Néanmoins Pseudomonas aeruginosa, bactérie a Gram

négatif, reste la moins active vis-a-vis des essences vegeétales.
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Chapitre | : Généralites sur les huiles essentielles

Les molécules aromatiques telles que les phénols suivis par les aldéhydes puis les
cétones viennent ensuite les alcools puis les éthers possédent le coefficient antibactérien

le plus élevé. En général, I’action de I’essence se déroule en trois étapes distinctes :

o Augmentation de la perméabilité suivie par la perte des constituants cellulaires par

attaque de I’HE sur la paroi bactérienne.

« Blocage de la production de I’énergie cellulaire et de la synthese des composants de

structure par acidification de I’intérieur de la cellule.

o Mort de la bactérie par destruction de son matériel génétique (Ouis, 2015).
4.3 Proprietés médicinales

Les HEs ont des propriétés médicinales nombreuses et variées. La plupart des
constituants des HEs ont d’ou leur usage Comme antiseptiques (Zambonelli, 1996).
D’autres possedent des propriétés digestives ou des propriétés Antispasmodiques,
sédatives, cicatrisantes, Ces activités sont dues surtout a leurs constituants terpéniques
(Wei, 2007). En outre, de nombreuses (HES) présentent une activité contre tous les
différents types de douleurs et sont tres utilisées pour traiter les troubles articulaires
inflammatoires. Elles ont la Propriété de renforcer et de relancer les défenses
immunitaires de I’individu. C’est dans ce sens que I’on a pu dire que les essences
aromatiques étaient cytophylactiques (protectrices des cellules vivantes). Par ailleurs,
certaines (HEs) présentent des activités anti-tumorales et sont adoptées dans le
traitement préventif de certains types de cancers (Nigelle, Mélisse officinale) (Mbarek,
2007).

5. Composition chimique

Dans les plantes, les HEs n’existent quasiment que chez les végétaux supérieurs. Elles
sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et s’accumulent en général
dans des cellules glandulaires spécialisées, situées en surface de la cellule et recouvertes
d’une cuticule. Elles peuvent étre stockées dans divers organes: fleurs, feuilles, écorces,
bois, racines, rhizomes, fruits ou graines (Bruneton, 1987). Les HEs sont constituées
principalement de deux groupes de composés Odorants distincts selon la voie

métabolique empruntée ou utilisée.

Il s’agit des terpenes (mono et sesquiterpénes), prépondérants dans la plupart des
essences, et des composés (Bouderhem, 2015).
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6.Méthodes d’extraction

Plusieurs méthodes sont utilisées pour [P’extraction des HEs, des méthodes
traditionnelles qui sont les plus utilisées c’est le cas de: I’hydro distillation ou
I’enfleurage (Meyer-Warnod et al., 1984); des méthodes innovatrices comme
I’extraction au co2 supercritique et I’extraction sans solvant assistée par micro-ondes
(Capuzzo et al., 2013).

6.1. Extraction par hydro distillation des HEs

Cette méthode consiste a évaporer I’HE en chauffant un mélange d’eau ou d’autres
matériaux comme les solvants avec la plante, suivie par la liquéfaction des vapeurs dans
un condenseur, cette derniere étape peut s’effectuer sans ou avec retour d’eau dans le
ballon. Ce recyclage est dit cohobage et le systeme congu pour I’opération est appelé
Clevenger. La distillation de la plante s’effectue soit avec une immersion de la plante
dans I’eau ou par I’injection directe de la vapeur en placant la matiere végétale sur une

grille perforée et n’est pas en contact avec I’eau (Fabrocini, 2007).

Les principes volatils sont entrainés par les vapeurs d’eau puis refroidis et enfin séparés
de la phase par décantation (Moro-Buronzo, 2008). (Bouzid, 2018).

Systeme d'eau
pour refroidissement // //

- 4
Ly —:ZJ'J_Z?

ﬁl < ‘—5’1\;‘27“\\1
2 z’ “J
. L { ) S

[ ;
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Systeme de 2 . .
cohobhage 2 i Ly
Pt X -4 22 g e
Ballon A : :d:::n vegetale
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\a‘_ «e/ e Chaufballen

Figure 01 : Appareillage utilisé pour I’hydrodistillation de I’huile.
(Hernandez Ochoa, 2005).
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6.2. Extraction par distillation et entrainement a la vapeur d’eau

Il s’agit de I’un des procédés d’extraction ou de séparation de certaines substances
organiques les plus anciens, apporté par les Arabes au IX®™ siécle. Cette opération
s’accomplit dans un distillateur ou « alambic ». Le matériel végétal est supporté par une
grille ou une plaque perforée placée a une distance adéquate du fond de I’alambic,
rempli d’eau. Sous I’action de la chaleur, I’eau se transforme en vapeur et passe a
travers les plantes en entrainant les molécules aromatiques vers un systeme de
refroidissement. La vapeur d’eau chargée ainsi d’essence retourne a I’état liquide par
condensation. Le produit de la distillation se sépare donc en deux phases distinctes :
I’huile et I’eau condensée que I’on appelle eau florale ou hydrolat (Belaiche, 1979;
Benjilali, 2004). Les parties insolubles sont séparées de I’eau par décantation pour
donner. L’HE (Belaiche, 1979 ; Garnero, 1999 ; Lakhdar L, 2015).

Wa- 3
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T £ fout Q\ }_\\.\._)._
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réefrigérant
serpentin a
can

- e
vapeur d'eau huile essentielle
recondensé

Figure 02: Entrainement a la vapeur d’eau (Marie, 2005).
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6.3. Extraction par le CO> supercritique

L’extraction de fluide supercritique (EFS) est un processus consistant a séparer une
composante de l’autre en utilisant les fluides supercritiques au lieu d’un solvant
d’extraction. Cette méthode est utilisée pour [P’extraction des HEs, dont
90 % I’extraction est exécutée avec le dioxyde de carbone (COz) pour plusieurs raisons
pratiques. Outre une pression critique relativement faible (20 bars) une température de
32C°, le CO> est relativement non toxique, ininflammable, non corrosif, sans danger,
disponible en grande pureté a un co(t relativement faible et s’élimine facilement de
I’huile (Rozzi et al., 2002). Le seul inconvénient du co. est son manque de polarité pour
I’extraction des composes polaires (Pourmortazavi et al., 2007). Il a été constaté que
des extraits préparés par EFS a produit une activité antioxydante plus élevée que les
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extraits préparés par d’autres méthodes (Fadel et al., 1999). Cette méthode d’extraction
produit un meilleur rendement, un coefficient de diffusion plus élevé et une plus faible
viscosité. Beaucoup d’HESs qui ne peuvent pas étre extraites par distillation a la vapeur

peuvent étre obtenues par extraction au dioxyde de carbone.

Néanmoins, cette technique est trés coliteuse en raison du prix de I’équipement. L huile
supercritique s’est avérée pour étre de qualité supérieure, avec les meilleurs résultats
d’activités (Capuzzo et al., 2013 ; Bouzid, 2018).

6.4. Extraction par solvants organiques

Cette méthode est utilisée pour les organes végétaux présentant une concentration en
essence relativement faible ou pour les essences que I’on ne peut extraire par
distillation. Elle est basée sur le pouvoir qu’ont certains solvants organiques a dissoudre
les composants des (HEs). Dans ce procédé, un épuisement des plantes est effectué a
I’aide d’un solvant volatil dont I’évaporation laisse un résidu cireux, tres coloré et trés
aromatique appelé « concréte ». Le traitement de cette concréte par I’alcool absolu
conduit a « I’absolue » (Belaiche, 1979; Duraffourd et al., 1990). Le choix du solvant
est influencé par des parametres techniques et économiques : sélectivité (pouvoir
solvant a I’égard des constituants odorants), stabilité, inertie chimique, température
d’ébullition pas trop €élevée pour permettre son élimination totale, pas trop faible pour
éviter les pertes et donc une élévation des colts, sécurité de manipulation c’est a dire
non toxique ou inflammable. Les solvants les plus utilisés sont les hydrocarbures
aliphatiques : I’éther de pétrole et I’hexane, mais aussi le propane ou le butane liquide
(sous pression). Si le benzene est un bon solvant, sa toxicité limite de plus en plus son
utilisation (Bruneton, 1999). On a également recours aux solvants halogénés (dérivés
chlorés et fluorés du méthane et de I’éthane) ainsi qu’a I’éthanol. Aprés I’extraction, le
solvant est distillé et en fin de I’opération, le solvant qui imbibe la masse végétale est

récupéré par injection de vapeur d’eau dans celle-ci (Bruneton, 1999).

L’extraction par les solvants présente toutefois des contraintes diverses liées en premier
lieu au manque de sélectivité de ces produits : de nombreuses substances peuvent de ce
fait se retrouver dans les concrétes (huiles fixes, phospholipides, caroténoides, cires,
certaines coumarines) et imposer une purification ultérieure, et en second lieu, a la
toxicité des solvants et leur présence sous forme de traces résiduelles dans I’extrait final

(Bruneton, 1999). En effet, affirme que des analyses sérieuses, par les méthodes les
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plus modernes, montrent que les proportions de solvants résiduaires dans les concrétes
se situent entre 2 et 4% atteignant souvent 6% et méme parfois 25%. Les absolues
obtenues par lavage a I’alcool des concrétes contiennent encore des ppm importantes de
ces solvants. De telles huiles ne sont donc pas admissibles a I’usage médical par contre,

elles sont admissibles en parfumerie (Lamamra, 2018).
6.5. L’Extraction a froid

Elle constitue le plus simple des procédés, mais ne s’applique qu’aux agrumes dont
I’encore des fruits comporte des poches sécrétrices d’essences. Ce procédé consiste a
broyer, a I’aide de presses, les zestes frais pour détruire les poches afin de libérer
I’essence. Le produit ainsi obtenu porte le nom d’essence, car il n’a subi aucune

modification chimique (Roux, 2008).
7. Réle des HEs chez les plantes

Les HEs jouent un r6le important dans la protection des plantes en tant
gu’antibactériennes, antivirales, antifongiques, insecticides et jouent aussi bien un role
contre les herbivores en réduisant leur appétit donc de repousser les indésirables.
(Bakkali et al., 2008) Elles peuvent également attirer certains insectes pour favoriser la
dispersion de pollens et de graines, et constituent une défense chimique contre les
prédateurs (animaux et parasites) et les maladies (Hossain et al., 2013 ; Chennouf et
Merghit, 2021).

8. Facteurs de variabilité des HEs
8.1. Origine botanique

La composition d’une HE varie selon I’espéce productrice (Padrini et
Lucheroni, 1996). Ainsi, il semble utile de souligner I’importance qu’il

convient d’accorder a la nomenclature (Bruneton, 1999).

8.2. Cycle vegétatif

Pour une donnée, la proportion des constituants d’une HE peut varier tout a long du
développement. Des variations parfois trés importantes sont couramment observées
dans certaines espéces, par exemple, pour la coriandre, la teneur en linalol est 50% plus
élevée chez le fruit mur que le fruit vert. De ce fait, le choix d’une date de récolte

s’impose (Bruneton, 1999).
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8.3. Facteurs génétiques
a- Hybridations

Les hybridations introduisent I’hétérogénéité dans une population végetale. La
composition des HEs issues de ces hybrides est variable et se situe en général entre
celles des HEs des plantes meres.

b- Facteurs de mutation

Par mutation, une nouvelle race chimique peut apparaitre. Elle peut étre a peine
perceptible de provoquer de profondes modification dans la composition de I’huiles
essentielle (Abdelouahid et Bekhechi, 2010).

c- Races chimiques

Les chimiotypes (ou les races chimiques) sont tres fréquentes chez les plantes d’HEs, et
ceci, pour la méme espece botanique. Ces races chimiques peuvent fournir différentes
HEs (Abdelouahid et Bekhechi, 2010).

8.4. Influence du procédé d’obtention des HEs

La labilité des constituants des HEs explique que la composition du produit obtenu par
hydro distillation soit, le plus souvent, différente de celle du mélange initialement
présent dans des organes sécréteurs du végétal. En effet, au cour de I’hydro distillation,
I’eau et température peuvent induire I’hydrolyse des esters, mais aussi, des
réarrangements, des isomérisations, des racémisations et des oxydations. Donc, pour
assurer la quantité du produit et de sa constance, il faut étudier, définir et contréler
I’ensemble des parametres, de la culture a I’élaboration du produit final (Abdelouahid,
Bekhechi, 2010).

9. Qualité et rendement des HEs

La qualite des HEs dépend de plusieurs facteurs dont le procédé d’obtention I’état de
maturation, I’état de conservation et provenance. En effet, pour étre pleinement
efficaces, les plantes doivent provenir de lieux de culture favorables et avoir été
cueillies, préparées et conservées avec soin, tel n’est pourtant pas toujours le cas et I’on
trouve donc souvent, dans le commerce, des HEs qui n’ont d’essentiel que le nom
(Padrini et Lucheroni, 1996). Le teneur en HEs est généralement trés faible. Ainsi, le
rendement peut varier de 1 a 10 % c’est -a- dire que la quantité des HEs comme en

toutes choses, doit obligatoirement se payer (Valnet, 1984).
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En effet, pour obtenir quelques grammes d’essence, il faut une grande quantité de
matiere vegétale, Par exemple, pour 100kg de plantes, I’on obtient

o Eucalyptus : 3kg d’essence
o Geniévre : de 0.500 a 1.2kg.
o Hysope : 4009

o Ylang-ylang : 1.5kg

Pour des essences plus prisées, telles que celles de rose, de jasmin, ou de fleur d’orange,
le rendement est encore plus faible. 1l faut au moins trente roses pour extraire une seule

goutte d’essence et mille kilogrammes de fleurs de jasmin pour en obtenir un litre
(Padrini et Lucheroni, 1996).

10. Toxicité des HEs

Les (HES) ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisés sans risque. Comme tous les
produits naturels: "ce n’est pas parce que c’est naturel que c’est sans danger pour
I’organisme™. Cet aspect des HEs est d’autant plus important que leur utilisation de plus
en plus populaire tende a se généraliser avec I’émergence de nouvelles pratiques

thérapeutiques telle que I’aromathérapie (Piochon, 2008).
a. Toxicité aigue

Les HEs en générale ont une toxicité aigle par voie orale faible ou trés faible. D’autres
HEs ont un effet neurotoxique. Les cétones comme I’a-thujone sont particuliérement

toxiques pour les tissus nerveux (Bruneton, 1999).
b. Toxicité chronique

La toxicité chronique des HEs est assez mal connue, au moins en ce qui concerne leur

utilisation dans le cadre de pratique comme I’aromathérapie (Piochon, 2008).
c. Toxicité dermique

Certaines HEs sont dangereuses lorsqu’elles sont appliquées sur la peau en raison de
leur pouvoir irritant (huiles riches en thymol ou en carvacol), allergene (huiles riches en
cinnamaldéhyde) ou phototoxique (huiles de citrus contenant des furs coumarines
(Paris et Hurabielle, 1986).
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d. Cancérogénicité

Il existe quelques HEs dont certains composés sont capables d’induire la formation de
cancers (Piochon, 2008).
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I1. Généralités sur les plantes médicinales

De facon géenérale, les plantes médicinales et aromatiques sont reconnues comme une
ressource importante pour les soins de santé et la parfumerie depuis I’antiquité (Kala,
2015). Représentent une nouvelle source de composés actifs naturels tels que les
composés phénoliques, les saponosides, et les HEs qui font 1’objet de nombreuses
recherches in vitro et in vivo (Hellal, 2011). Les métabolites secondaires trouvent des
utilisations comme agents aromatisants, parfums, insecticides, colorants et
médicaments. La biotechnologie offre plusieurs choix grace auxquels le métabolisme
secondaire des plantes médicinales peut étre modifié de maniere innovante, pour
surproduire des composes photochimiques d’intérét, pour réduire la teneur en composés
toxiques ou méme pour produire de nouveaux produits chimiques (Gandhi et al.,
2015).Les HEs sont connus pour leurs propriétés antifongiques, antibactériennes,
antioxydantes, antivirales et médicinales (Rhoades et al., 2013 ; Gilling et al., 2014 ;
Talibi et al., 2014).

1. Laurus nobilis L.

Figure 03 : Laurus-nobilis L. (Site web 1).
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1.1. Systématique

La classification botanique de Laurus nobilis L. d’aprés (Quezel et Santa, 1962) est

présentée dans le tableau 01.

Tableau01 : Classification de laurus nobilis L., (Bouzidi, 2021).

Régne Plantes

Sous régne Plantes vasculaires
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones

Sous classe Dialypétales

Ordre Laurales

Famille Lauracées

Genre Laurus

Espéce Laurus nobilis L.

1.2. Description

Laurus nobilis, un arbuste ou arbre aromatique de 2 a 10m de haut a tige droite grise
dans sa partie basse et verte en haut. Ses feuilles sont alternées, coriaces, légérement
ondulées sur les bords, longues de 16 cm sur 8 cm de large, persistantes vert fonce et
glacés sur leur face supérieure et plus pale en dessous. Les fleurs sont dioiques (petites
fleurs males et femelles sur des pieds séparés), jaunes, groupées par 4 a 5 en petites
ombelles. Le fruit est une petite baie ovoide de 2cm de longueur sur 1cm de largeur,
noir vernissé a maturité (Iserin, 2001 ; Demir et al., 2004 ; Beloued, 2005 ; Yakhlef,
2010). (Figure 04).
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Figure 04 : Aspect morphologique de Laurus nobilis L. (Beloued, 2005).
1.3. Composition chimique

De nombreuses études ont été réalisées pour la détermination de la composition
chimique des feuilles de Laurus nobilis et plusieurs ont prouvé la richesse de ses
feuilles en substances actives. Par hydrodistillation les feuilles fournissent environ 10-
30 ml/Kg (1-3%) d’HE (Bruneton 1999 ; Demir et al, 2004) dont les constituants
majoritaires inclut : cinéol et pinéne, sabinéne, linalol, eugénol, terpinéol, plus d’autres
esters et terpénoides, cependant, les proportions varient selon I’origine géographique
(Iserin, 2001 ; Sayyah et al., 2002 ; Demir et al., 2004).Les feuilles de Laurus nobilis
L. contiennent aussi des flavonoides polaires (dérivées glycolysés de la quercétine,
kaempferol et de catéchine) et apolaires (quatre dérivés acylés de kaempferol) (Fiorini
et al., 1998 ; Kivcak et Mert, 2002), sesquiterpenes lactones, alcaloides d’isoquinoline
(Kivcak et Mert, 2002 ; Simi et al., 2003), en plus Demo et al .,(1998) et GOmez-

Coronado et al., (2004) ont montré la richesse de ses feuilles en vitamine E.

Page 15



Chapitre Il : Laurus nobilis L.

1.4. Dénomination internationale
Le tableau ci-dessous résume les noms le laurier dans la nomination internationale.

Tableau 02: Dénomination internationale de Laurus nobilis L. (Anton, 2005; Ballabio,
2010).

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

Allemand Lorbeersamen, lorbeer

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

Italien Olio di alloro

Portugais Louro

Arabe Rand

Nom targuiou Taselt, rend
berbere

1.5. Répartition géographique et habitat

La famille des Lauracées est principalement tropicale, elle se trouve dans la région
méditerranéenne en particulier en Turquie, Gréce, Espagne, Italie et France. Le laurier
est aussi largement cultivé dans les pays arabes tel que la Libye et le Maroc.
Actuellement cette espéce, sauvage ou cultivée, est présente dans le sud et I’ouest de
I’Europe, et aux Etats-Unis comme plante ornementale (lvan, 2001 ; Emam, 2010).
Elle est répartie dans toutes les régions humides, elle se développe sur les bords des
cours d’eau et elle s’accommode sur tous les types des sols (Messaoudi, 2008).

1. 5.1. Répartition géographique en Algérie

Laurus nobilis L. se trouve dans les foréts et les ravins humides. Commun dans le tell

algérois et constantinois. La floraison est dans les mois Mars et Avril. (Beloued, 2001).
1.6. Utilisation des Laurus nobilis L.

Les feuilles de Laurus nobilis font partie des assaisonnements les plus connus dans tous

les pays, elles sont généralement utilisées comme épice valable en culinaire (en potages,
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ragolts, sauce...etc.) et aromatisant en industrie alimentaire. Cette plante a aussi des
applications importantes en médecine traditionnelle et représente récemment un sujet de
recherche scientifique intéressant (Sinil et al., 2003). Le laurier est principalement
utilisé, par voie orale, dans le traitement symptomatique des troubles de I’appareil
digestif supérieur tels que le ballonnement épigastrique, lenteur de la digestion,
éructations et flatulence (Iserin, 2001). Dans la médecine traditionnelle iranienne, les
feuilles de cette plante ont été employées pour traiter I’épilepsie et le parkinsonisme
(Aqili Khorasani, 1992). L’extrait aqueux est utilisé dans la médecine traditionnelle
turque en tant qu’anti-hémorroidal, antirhumatismal, diurétique et comme un antidote
dans des morsures de serpent et pour le traitement du mal d’estomac (Kivgak et Mert,
2002). L’HE obtenue des feuilles de cette plante a été employée pour le soulagement
d’hémorroides et des douleurs rhumatismales (Sayyah et al., 2002). En outre, I’HE est
employé par I’industrie cosmétique en parfumerie et dans la fabrication des savons. Elle
compte parmi les meilleurs moyens d’éloigner les insectes génants (Demir et al., 2004 ;
Beloued, 2005 ; Yakhlef, 2010).

1 .7. Effets toxicologiques

Les feuilles de laurier et I'HE qu’ils ne semblent pas avoir d’effets toxiques
significatifs, mais elles peuvent provoquer des réactions de sensibilisation (dermatite de
contact allergique) puisqu’elles renferment des lactones sesquiterpéniques dont le

principale est le costunolide (Bruneton, 2002; Peter, 2004).

La présence des lactones sesquiterpéniques présentant un groupement méthyle
exocyclique explique le potentiel de sensibilisation modéré exercé par la drogue. La
plante ne perd pas son caractére allergisant apres cuisson, elle peut donc conduire a des
manifestations allergiques comme des inflammations buccale et/ou stomacale (Anton,
2005). Les études de toxicite relatives a I’huile artisanale du fruit donnent un profil de
réponse similaire a celui de I’HE des feuilles, avec une probable hépatotoxicité dose-
dépendante (Ballabio, 2010).

Elle a été depuis les temps anciens utilisée a des fins rituelles et médicinales dont les
principes actifs sont distribués dans les feuilles, les fleurs, les racines et les baies. Les
principaux composés sont le 1,8-cinéole, I’eugénol et le géraniol. Selon la dose, les
symptdmes neurologiques tels que des hallucinations visuelles et auditives & des

changements dans la couleur, le temps et I’espace, des convulsions, des tremblements,
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Iéthargie, confusion, délire et la psychose peuvent apparaitre qui pourrait durer jusqu’a

2-3 jours (Caldas et al., 2008).

L’HE de Laurier ne doit jamais utiliser par voie interne, ni I’appliquer surtout pure sur
la peau en raison des risques d’allergie (Jesse Wagstaff, 2008 ; Bouderhem, 2015).
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I11. Activités biologiques des HEs

La détection des propriétés biologiques nécessaire pour la survie des plantes est la base
dans la recherche de propriétés biologiques similaires pour faire face aux différents

déréglements de 1’organisme humain et animal (Miguel, 2010).
1. Activité antimicrobienne

L’utilisation des antibiotiques pour lutter contre des micro-organismes pathogenes est
limitée en raison de leurs effets cancérogénes, leur toxicité aigué et leur danger potentiel
pour I’environnement en plus du probléme de résistance bactérienne a cette classe
thérapeutique. Plus récemment, la prévalence de la résistance aux antimicrobiens a
incité les chercheurs a rechercher de nouvelles molécules antimicrobiennes pour inhiber
les diverses bactéries pathogénes humaines (Rudramurthy et al., 2016). A cet égard,
I’exploitation des HES pour contrdler 1’épidémie des bactéries pathogeénes peut étre utile
pour lutter contre diverses maladies infectieuses (Mulyaningsih et al., 2010). L’ impact
antimicrobien des HEs et de leurs composants chimiques est démontré par plusieurs
études (Duschatzky et al., 2005 ; Buchbauer and Lang, 2012 ; Akhtar et al., 2016).

L’action des HEs s’exerce sur un large spectre de bactéries, incluant les bactéries a
Gram positives et les bactéries a Gram négatives. La structure de la paroi cellulaire des
bactéries & Gram positives les rend toutefois plus sensibles a I’action des HESs
(Karuppayil et Raut, 2014). La structure de la paroi cellulaire des bactéries Gram
négatives les rend moins sensibles & I’action des HEs. La présence d’une membrane
plasmique hydrophile externe chez les Gram négatives empéche la pénétration
intracellulaire des molécules hydrophobes composant la majorité des HEs. Cette
caractéristique confére aux bactéries négatives une résistance a I’huile et méme aux

antibiotiques (Ausubel et Lewis, 2006).

La composition chimique des extraits de plantes peut étre influencée par de multiples
facteurs, incluant 1’espeéce a laquelle appartient la plante prélevée, le matériel végétal
(feuilles, fleurs, rameaux, fruits) utilisé pour produire les extraits, ainsi que le procédé
employé pour réaliser 1’extraction. La combinaison de ces divers parametres semble étre
une explication aux différences d’activité antibactérienne observées entre les HEs (Burt
et al., 2004).
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Dans I’ensemble, le mécanisme d’action antibactérien est favorisé par une série de
réactions biochimiques dans la cellule bactérienne, qui dépendent du type et des
caractéristiques des constituants chimiques présents dans I’HE (Nazzaro et al., 2013).
Les constituants chimiques de I’HE ont une propriété hydrophobe qui leur permet de
pénétrer dans la double couche phospholipidique de la membrane de la cellule
bactérienne (Keita, 2002). Les molécules oxygénées, qui entrent dans la composition
des HEs, sont généralement plus actives que les molécules hydrocarbonées, connues
pour leurs faibles propriétés antibactériennes. L’activité antibactérienne de ces
molécules dépend, a la fois, du caractére lipophile de leur squelette hydrocarboné et du
caractere hydrophile de leurs groupements fonctionnels. Parmi les composés de I’HE les
phénols, sont, du fait du caractére acide de leur substituant hydroxyle, décrits comme
les composés les plus actifs. Les composés carbonylés, avec des groupements
aldéhydiques ou cétoniques, et les alcools sont également reconnus pour leurs propriétés
antibactériennes (Kalemba et Kunicka, 2003).

Les composants actifs de I’HE du Laurus nobilis L. tel que le cinéole, le camphre et 1'a-
pinéne, agissent sur plusieurs sites de la cellule bactérienne (Jersek et RoZzman, 2009).
Des cellules bactériennes traitées avec la fraction oxygénée de I’HE de Quercus
infectoria est également endommagé. Le matériel intracellulaire forme des agrégats, qui
présentent un aspect vacuolaire, due a une modification de la perméabilité membranaire
qui conduit a une perte des éléments cytoplasmiques (Suwalak et Voravuthikunchai,
2009 ; Bouzid, 2018).

2. Activité antioxydante
Un antioxydant est un réducteur, mais un réducteur n’est pas nécessairement un

Antioxydant. Les antioxydants peuvent étre définis comme étant des substances qui,
présentent a de faibles concentrations par rapport a un substrat oxydable, sont capables
de ralentir ou d’inhiber 1’oxydation de ce substrat par la libération d’un ou plusieurs

électrons (Prior et al., 1999 ; Moon et Shibamoto, 2009).
Les antioxydants exercent leur protection a différents stades d’oxydation et par

L’intermédiaire de mécanismes différents. Une distinction doit étre prévue entre une
courte et une longue protection de 1’antioxydant par rapport a la cinétique de réaction

(Antolovich et al., 2002).
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L’activité des antioxydants dépend non seulement de leurs caractéristiques structurales,
comme leurs réactivités chimiques envers les peroxyls et autres composés actifs, mais
aussi par plusieurs autres facteurs, comme leurs concentrations, la température,
I’obscurité, type de substrat, 1’état physique du systéme et également sur les micro-

composés agissant comme pro-oxydant ou synergétique (Gulcin, 2012).

Certains antioxydants sont fabriqués par le corps comme les enzymes, d’autres
proviennent de I’alimentation qui a une plus grande hétérogénéité comme les vitamines,
les Minéraux et les métabolites secondaires (les composés phénoliques). D’autres sont a
la fois Synthétisés en faible quantité par 1’organisme et apportés par 1’alimentation.

C’est le cas par exemple de la cystéine et la Coenzyme Q10 (Pokorny et al., 2001).

Dans le cadre des aliments, les antioxydants peuvent étre définis comme étant toutes
Substances capables de retarder ou prévenir le développement du rancissement ou
autres Détériorations de la flaveur dans les aliments dues a 1’oxydation. L’addition des
antioxydants retardes la dégradation de la flaveur par prorogatif de la période
d’induction. Pour cette raison 1’addition de ces antioxydants apres la fin de cette période

d’altération est inefficace pour retarder le développement de dégradation (Gulcin et al.,
2008).

Il y a actuellement, un regain d’intérét pour les composés photochimiques comme
sources d’antioxydants naturels. L’objectif est de les utiliser dans les aliments et les
préparations pharmaceutiques afin de remplacer les antioxydants de synthése, qui sont
la cause de risques potentiels pour la santé vu leurs effets carcinogenes ou mutagenes
(Le Cren, 2004). De plus, ils sont moins bien absorbés par notre corps que ceux de

sources naturelles (Pelli et al., 2003).

Plusieurs études ont prouvé que de nombreuses HEs, comme les huiles de Cannelle, de
piment, de laurier et d’origan, présentent un pouvoir antioxydant (Mantle et al., 1998 ;

Karioti et al., 2006 ; Choukri ,2015)
3. Activité antifongique

Les HEs constituent une source potentielle pour des nouveaux médicaments
antifongiques, soit sous leur forme pure soit sous forme de dérivés des composés
originaux pour une optimisation thérapeutique plus efficace et plus sire (Peralta et al.,
2015). Les HEs ou leurs composés actifs sont également employés comme agents
antifongiques dans les industries agro-alimentaires (Zambonelli et al., 2004).
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L’eugénol est un composé antifongique efficace qui cause des dommages permanents
aux cellules des levures tels que Candida albicans (Latifah-Munirah et al., 2015), et
des champignons : Aspergillus ochraceus, A. versicolor, A. niger, A. fumigates,

Trichoderma viride et P. funiculosum (Beatovic et al., 2015).

Les composes phenoliques des HEs modifient la perméabilité cellulaire fongique en
interagissant avec les protéines de la membrane. Cela provoque la déformation de la
structure cellulaire, et perturbe la fonctionnalité aboutissant alors a la perte des
macromolécules conduisant a une inhibition de la croissance fongique (Pramila, et al.,
2012).

D’autre part, la pectine composée essentiel des parois des cellules végétales nécessaire a
I’adhésion cellulaire, est hydrolysée par les pectinases fongiques. Il semblerait que les
composés phénoliques des HE joueraient un role inhibiteur de celles-ci (Vermeriss et
Nicholoson, 2006).

L’exposition des cellules fongiques a I’HE conduit généralement, a la coagulation des
composants cellulaires dus a des dommages irréversibles de la membrane cellulaire.
Chez la levure, I’HE établi un potentiel membranaire en perturbant la production

d’ATP, ce qui conduit a la lyse cellulaire (Aleksic et Knezevic, 2014).

Les HEs ont la capacité de pénétrer et de perturber la paroi cellulaire des champignons
et des membranes cytoplasmiques grace a un processus de perméabilisation, ce qui
conduit a la désintégration des membranes mitochondriales. Ceci est causé par des
altérations dans le flux. Cela peut aussi endommager les lipides, les protéines et les
acides nucléiques contenus dans les cellules infectées par les champignons pathogénes
(Arnal-Schnebelen et al., 2004).

Les HEs pourraient également perturber la dépolarisation de la membrane
mitochondriale en agissant sur les canaux d’ions, surtout les ions du Ca2+, pompes a
protons et pools d’ATP qui améne vers une diminution du potentiel membranaire. Ce
changement dans la fluidit¢ des membranes peut causer une perte d’¢lectrolytes par la
perturbation des voies de cytochrome C, des métabolismes des protéines et des
concentrations d’ions du calcium. Par conséquent, cette modification de la perméabilité
des membranes mitochondriales internes et externes peut entrainer 1’apoptose des

cellules conduisant a la mort cellulaire. (Yoon et al., 2000).
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4. Activité anti-inflammatoire

L’inflammation est une réponse physiopathologique de la blessure, d’une infection ou
d’une destruction caractérisée par la chaleur, la rougeur, la douleur et le gonflement.
L’inflammation est une réaction normale de corps pour se protéger des l1ésions causées
par des traumatismes physiques, agents chimiques ou microbes pathogénes. C’est la
réponse de 1’organisme pour inactiver ou détruire les organismes envahisseurs, pour
éliminer les irritants. Elle est déclenchée par la libération de mediateurs chimiques des
tissus léses et migration des cellules. Les médicaments les plus couramment utilisés
pour la gestion d’affections inflammatoires sont les anti-inflammatoires non stéroidiens
(AINS), qui ont plusicurs effets indésirables en particulier Dirritation gastrique

conduisant a la formation d’ulcéres gastriques (Bennett, 2005 ; Tripathi, 2008).

Les recherches approfondies sur les différentes espéces de plantes et leurs principes
actifs thérapeutiques utilisés dans le traitement de la goutte, de I’arthrite et de la fiévre
ont aboutis a la mise en évidence de nouveaux composes ayant des activités anti-

inflammatoires significatives (Joseph et al., 2015).

Un effet anti-inflammatoire a été décrit pour de nombreuses HEs, tels que celles de :
Protium strumosum, Protium lewellyni, Protium grandifolium (Siani et al., 1999). L’HE
des racines de Carlina acanthifolia est capable d’inhiber I’inflammation induite par une

injection de carraghénane chez le rat (Dordevic et al., 2007).

Les familles biochimiques a action anti-inflammatoire et/ou antalgique qui constituent
les composés de différentes HEs sont : les Aldéhydes mono terpéniques, les Esters
terpéniques, les Sesquiterpenes et les Monoterpenes, I’Eugénol (phénol aromatique),
I’Eucalyptol (oxyde terpénique) ou 1,8 cinéole, Alcools terpéniques (Sesquiterpenes,
Monoterpenes), les Cétones terpéniques, les Phénol méthyl-éthers (Spinola, 2016).
(Bouzid, 2018).
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1. Objectif
Notre travail a pour objectif de :

e Extraire I’huile essentielle de la plante aromatique Laurus nobilis L. par la méthode
d’hydrodistillation :

e Calculerer le rendement en HEs du Laurus Nobilis L.

e Evaluer D’activité antimicrobienne de cette HE a différentes concentrations sur
quatre bactéries pathogénes Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus et Klebsiella pneumoniae.

e Evaluer I’activité antioxydante d’HE du Laurus nobilis L.
2. Présentation du lieu de I’étude expérimentale

L’étude expérimentale a été effectuée au niveau des laboratoires pédagogiques de

I’Université Abbés Laghrour —Khenchela- pendant le mois de mai 2022.

3. Matériel et méthodes expérimentales

3.1. Matériel végétal

Le mateériel végétal est constitué de feuilles de Laurus nobilis L. Les feuilles de laurier
sont endémiques de la région 1I’Asie Mineure au Moyen-Orient et le long de la cote de
méditerranéens. Elles sont disponibles dans le marché tout au long de ’année, pour ces
importances dans la tradition culinaire algérienne ainsi que ces utilisations dans la

médecine traditionnelle.

Figure 05 : Espece Laurus nobilis L. (matiére séche acheté au vendeur).
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3.2 Matériel animal :

Nous avons utilisé quatre souches bactériennes : Pseudomonas aeruginosa, Escherichia

coli, Staphylococcus aureus et Klebsiella pneumoniae.
3.3. Réactifs chimiques et instrumentations

L’ensemble du matériel et d’appareillage et les réactifs chimiques utilisés au cours de ce

travail :

> Les réactifs chimiques

e Le réactif chimique DPPH.

e Meéthanol.

e L ’eau physiologie.

e La gélose de Mueller-Hinton.
e Le réactif chimique DMSO.
» Matériel et Appareillage

e Spectrophotométrie. Vortex.

e Micropipette. Les flacons.

e Balance analytique. Les tubes a essai.

e Agitateur. Une pipette de 10ml.
e Portoirs. Les boites de Pétri.

e Bain marie. Ecouvillons.

e Erlenmeyer. Clevenger.

4. Méthodes expérimentales

4.1. Extraction des HEs de Laurus nobilis par hydrodistillation

Le moyen le plus approprié pour extraire I’HE est la distillation & la vapeur d’eau,
produite par un géneérateur, traverse la plante, chargée des précieuses molécules. Elle est
ensuite ramenée a 1’état liquide par réfrigération. Le mélange d’eau et I’HE est recueillie

dans un Erlenmeyer ou il va subir un relargage, une décantation et un sechage.
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4.1.1. Chauffage
L’extraction de I’HE a partir des feuilles de Laurus nobilis L. a été effectuée par la

méthode d’hydrodistillation en contact direct, sur un montage de type « Clevenger »
(Figure 06).

Figure 06 : Montage utilisé pour I’extraction des HES et leurs derivés.

A chaque extraction, une quantité de 400 g de feuilles de Laurier est introduite dans un
ballon contenant 2000 mL d’eau distillée, ’ensemble est porté a ébullition avec une
température de 100 °C puis on diminue la température jusque 50°C a I’aide d’un
chauffe-ballon Bicol (Figure 06). Les HEs sont entrainées a la vapeur d’eau. Les
vapeurs chargées d’HEs passent a travers le tube vertical, puis dans le réfrigérant ou
aura lieu la condensation. Les fractions d’HEs ont été collectées sans interrompre le
processus d’hydrodistillation, en collectant I’eau dans 1’unité collectrice de I’appareil
dans des tubes en verre de 20 mL. En raison de la différence de densité; I’HE surnage a
la surface de I’eau, et est ensuite recueillie a ’aide d’une seringue. L’eau collectée
durant les deux heures de I’hydrodistillation est accumulée dans un flacon en verre. Le
procédé d’extraction est répété plusieurs fois pour permettre de récupérer le maximum
d’HE et de I’eau.

4 .1.2. Relargage

Le relargage consiste a rendre des composés organiques (HE) mois solubles dans 1’eau
en ajoutant du chlorure de sodium Na Cl, on utilise un sel afin de récupérer cette huile,
par la suite, le mélange est placé sous un agitateur jusqu’a dissolution. Aprés le

relargage 1’extraction favorise la séparation des 2 phases.
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4.1.3. Décantation

L’extraction liquide-liquide a été utilisée pour séparer les dérivés d’HEsS de 1’eau en
utilisant I’éther de pétrole comme le solvant d’extraction. Le procede expérimental suivi
est comme suit on met la quantité de 1’eau recueilli durant I’hydro distillation dans une
ampoule a décanter bien fixée préalablement sur un support, et on ajoute 1’éther de
pétrole puis on fait agir le mélange en dégazant régulierement. Vue la densité du solvant
d’extraction qui est inférieur a la densité de 1’eau, la phase organique a récupére se

situera au-dessus de la phase aqueuse (Figure 07).

Figure 07 : Montage de décantation.

4.1.4. Calcul du rendement

Le rendement en I’HE est le rapport entre le poids de I’huile extraite et le poids de la

plante a traiter. Le rendement est calculé comme suit :

RHE : Rendement en HE du Laurus nobilis L.

M1 : Masse d’HE obtenue en gramme.

MO : Masse de feuille de Laurus nobilis L. en gramme.
RHE = (M1 /M0) X100

5. Activités biologiques

5.1. Détermination de I’activité antibactérienne d’HE (Laurus Nobilis L.)

Les HEs ont un spectre d’action antibactérienne trés large puisqu’inhibe bien la

croissance des bactéries. L’activité antimicrobienne est principalement en fonction de
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leur composition chimique, et en particulier de la nature de leurs composés volatils
majeurs. Les tests biologiques sont effectués sur quatre souches bactériennes
pathogénes : Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae et

Pseudomonas aeruginosa

Tableau 03 : Liste des bactéries testées.

Bactéries a Gram négatif Bactéries a Gram positif
Escherichia coli (ATCC) Staphylococcus aureus (souche
(American type culture Clinique isolée de patients
collection) hospitalisés)

Klebsiella pneumoniae
(souche clinique isolée de

patients hospitalisés)

Pseudomonas aeruginosa

5.2. Milieu de culture

La gélose Muller Hinton est préparée en dissolvant 38 g de poudre de gélose dans 1L
d’eau distillée dans une Arléne placées sur un agitateur —plaque-chauffante. La gélose
dissolue est versée dans des flacons puis stérilisé dans I’autoclave a 120 C° pendant 20

min, et enfin conservée dans le réfrigérateur a 4C°.

Avant utilisation la gélose Muller Hinton. Est fondu dans un bain marie a 95C° et coulé
en boite de pétrie sur une épaisseur de 2mm, les géloses sont pré-séchées avant

I’emploi.
5.3. Stérilisation des matériels

L’eau d’une pipette pasteur ou anse de platine on prend une colonie, et on le met dans

les boites de pétri.

Mettre dans 1’étuve pour incubation pendant 24h a 37°C.
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Figure 09: Le repiquage des souches bactériennes.

5.4. Préparation de I’inoculum

A partir des boites contenant les germes pathogénes on a préparé des suspensions pour
chaque espece étudiée. A I’aide d’une pipette pasteur, on préléve deux ou trois colonies
pures et bien isolées qu’on décharge dans un tube contenant 5 ml d’eau physiologique

stérilisée. L enrichissement est de 2 a 3 heures.
5.5. L’ensemencement

Dans les boites de pétri, deux a quatre millilitres de chaque suspension bactérienne
préalablement préparée sont distribués distinctement sur des boites gélosées de Mueller-
Hinton puis homogénéisés dans tous les sens de sorte a couvrir toute la surface de la

boite gélosée.

La suspension bactérienne est laissée au contact de la gélose pendant 1 mn puis 1’excés

de suspension est prélevé a I’aide d’une pipette pasteur stérile surmontée de poire. Les
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boites de gélose ainsi ensemencées sont laissées pendant 15 mn a la température du

laboratoire.

5.6. Dépot des disques

A I’aide d’une pince flambée au Bec Bunsen, les disques d’antibiotique sont déposés a
la surface de la boite gélosée de Mueller-Hinton précédemment encensé. La boite
gélosée ainsi préparée est maintenue a la température du laboratoire pendant 30 mn afin

de permettre la pré-diffusion. Ensuite, elle a été incubée a 37°C pendant pour la lecture.

Figure 10 : Dépo6tdes disques sur la boite gélosée de Mueller-Hinton.

5.7. Préparation des disques d’aromatogramme

Les disques sont fabriqués a partir de papier filtre avec un diamétre de 6 mm,I’HE est

diluée dans DMS,on a préparé trois dilution de notre I’HE.

- Solution mere : HE de Laurus nobilis L.

- Dilution 1 :900 puL de DMSO et ajouter 100 pL de solution mere.
- Dilution 2 :900 pL de DMSO et ajouter 100 pL de dilution 1.

- Dilution 3 :900 pL de DMSO et ajouter 100 pL de dilution 2.

Une fois les géloses Muller —Hinton sont ensemencées,les disques imbibés de chaque
extrait sont disposés sur la surface de la gélose pendant 1/2h dans une étuve réglée a une

températeure de 37 °C.
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Figure 11 : Préparation des dilutions des HEs dans le DMSO.
5.8. Incubation et lecteurs

L’incubation se faite pendant 18 a 24 heures a 37°C, pour toutes les boites, et a
température ambiante (température de la chambre). Les résultats sont observés le
lendemain des expériences, en mesurant les diamétres des halos clairs tous des disques,

ou zones d’inhibition.

Figure 12 : Mesure des halos d’inhibition.

6. Activité antioxydante (méthode de DPPH)

Dans notre étude, la mise en évidence de I’activité antioxydant de nos échantillons a été

réalisée par le piégeage du radical libre DPPH.

Le radicale DPPH absorbe a 517 nm. 1l fixe un hydrogéne arraché a 1’antioxydant pour
former le DPPH qui n’absorbe pas a 517 nm. Cette transformation est accompagnée par
une décoloration de la solution. Cette méthode représente un moyen pratique pour

mesurer 1’activité antioxydant des HES.
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L’activité anti-radicalaire de I’HE a été évaluée en mesurant sa capacité de piéger le
radicale libre (1,1-diphényl 1-picrylhydrazyle) qui en présence d’antioxydante, se réduit
en DPPH (1,1-diphényl 1-picrylhydrazyle).

> Protocol

Dans notre cas nous avons pris 5 tubes vides, et les remplis comme suit pour obtenir un

volume total de 150 pL dans chaque tube :
Tube 1 : 150 pL d’HE.

Tube 2 : 120 pL d’HE + 30 pL méthanol.
Tube 3 : 90 uL d’HE + 60 pL méthanol.
Tube 4 : 75 uL d’HE + 75 pL méthanol.
Tube 5 : 30 uL d’HE + 120 pL méthanol.

Avec préparation la solution DPPH en pesant 1,2 mg de DPPH et diluer dans 30ml de
méthanol (0.004% DPPH). On a ensuite secoué vigoureusement et laissé reposer a
tempeérature ambiante pendant 30 min, et a 1’abri de la lumiére ; les absorbances sont
mesurées par Spectrophotometre a 517 nm contre le blanc qui est composé par 50uL de
méthanol+650 solution DPPH.

L’activité antioxydante est exprimée en pourcentage d’inhibition du radical DPPH

(%PI) suivant I’équation suivante :

1% = [(Abs controle-AE)/Abs control]*100

1% : pourcentage d’inhibition
AC : absorbance de la solution de DPPH en absence de I’HE.

AE : absorbance de la solution de DPPH en présence de I’HE.
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1. Rendement en huile essentielle de Laurus nobilis L.

Les huiles essentielles de Laurus nobilis L. obtenues par hydro distillateur de type
Clevenger sont : huiles a couleur gaine, odeur Agréable, avec un rendement (Tableau

04) de la matiére seche de la partie aérienne de la plante.

Tableau 04 : Les résultats des rendements les huiles essentielles de Laurus nobilis

Le poids du
L Le poids des Le rendement en
matériel végétal _ La couleur
extraits en () (%)
en (9)

400 ‘ 23 Claire 0,575

2. Lecture de Pactivité antimicrobienne

La lecture se fait aprés 18a 24 h d’incubation a 37° C. L’obtention d’un halo clair autour
du disque indique I’inhibition de la croissance microbienne. Le diamétre de la zone
d’inhibition est mesuré en mm incluant le diamétre du disque. Cette sensibilité est

classée selon Ponce et al., (2003) comme (Tableau 05)

Tableau 05 : Classement des bactéries selon diamétre de la zone d’inhibition (Ponce et
al, 2003).

Diametre Sensible ou résistante

<8 mm Non sensible (-) ou résistante
9al4 mm Sensible (+)
15a19mm Trés sensible (++)

> 20 mm Extrémement sensible (+++)

3.Expressions des resultats
3.1. Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des différents extraits a ét¢ évaluée par la méthode de
diffusion en milieu gélos¢ a méthode de disque a permis de déterminer 1’action des
extraits sur les différentes souches, celle-ci se traduit par ’apparition d’une zone
d’inhibition autour du disque de papier préalablement imprégné de 1’extrait, comme

témoin de I’absence de la croissance bactérienne dans cette zone.
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Les résultats obtenus sont consignés dans le Tableau 06.

On constate les résultats de 1’activité en calculant la moyenne des diamétres des zones

d’inhibitions du test de sensibilité a ’HE.

Tableau 06 : Résultats de I’activité antibactérienne.

Les souches Diametres des zones d’inhibition de croissance
bactérienne
SM D1 D2 D3
Escherichia 8.1 8.42 6.81 4.31
coli ) ) ) )
Staphylococcus g 14 751 758 4.2
aureus ) 0 0 0
Klebsiella 5 19 7('?’)3 7.15 2.04
(+++) ) )
P;g‘rjggmg;‘:s 15.99 7.65 419 )11
++ - - .
(++) () () 0

Les résultats obtenus illustrés dans le tableau 06, indiquent que 1’effet antibactérien des
huiles essentielles du Laurus nobilis L de quatre souches bactériennes. Il y’en une

activité uniquement chez deux souches et uniquement avec la solution mere.

Dans les solutions méres, nous avons remarqué que le diametre de la zone d’inhibition
est important pour chacune deux souche bactérienne, et elles sont a des niveaux
différents d’extrémement sensible a trés sensibles (Kp >Ps>). Mais pour les deux
souches, SA et EC, on dira que le diamétre da la zone d’inhibition est trés faible, quasi

inexistant, ce qui signifie qu’il n’y a pas d’effet de 1’huile sur ces deux souches.

Dans les solutions de la premiére dilution (D1), les résultats enregistrés ont indiqué une
diminution des diamétres des zones d’inhibitions par rapport aux ceux des solutions

meéres pour les deux souches, ils varient résistance a trés résistance. (EC>Ps>SA>Kp).

Concernant les solutions de la deuxiéme (D2), les résultats observés démontrent une
diminution trés importante des diamétres des zones d’inhibition pour chaque type de

bactéries. Nous avons note les quatre souches bactériennes sont trés résistances.
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Concernant les solutions de la troisieme (D3), les résultats observés démontrent une
diminution trés importante des diamétres des zones d’inhibitions pour chaque type de

bactéries. Nous avons noté dans les quatre souches bactériennes résistances.

En fait, les résultats enregistrés ont prouvé que la concentration de I’huile essentielle a
une relation avec les zones d’inhibitions, plus la concentration est élevée, plus la zone

d’inhibition est grande.

En effet, I’utilisation du DMSO sans dilution peut avoir un effet négatif sur 1’activité

des huiles essentielles (Guinoiseau et al. ,2013).

Pour conclure, on peut dire que I’activité antibactérienne trouvée est suffisamment
importante pour permettre 1’utilisation de ces plantes comme nouvelle source
d’antibiotique dans divers domaines a savoir en pharmacie, cosmétologie et industries

agroalimentaires.
4.Evaluation de P’activité antioxydante

La mise en évidence du pouvoir antioxydante de 1’extrait de la plante a été réalisée par
la méthode de piégeage du radical libre DPPH, dans le but de déterminer les

concentrations d’inhibition du radical DPPH.
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y = 83,351x + 24,175

100

80

60

40

20
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Figure 13 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes
Concentrations du mélange de I’HE.
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Tableau 07 : Résultats de ’activité antibactérienne.

Concentration %d’inhibition
20 5.23
50 32.55
60 40.69
80 48.83
100 99.84

D’aprés le tableau ci-dessus, qui représente les différents pourcentage d’inhibitions, on
constate qu’a la plus grande concentration (100 mg /ml) des HES, nous avons trouvé le

IP%=99,84. Pour la concentration dans spectrophotometre ((A=517 nm).

-L’évaluation préliminaire de 1’activité antioxydante des échantillons a été réalisée en
utilisant la méthode du radical stable 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), qui a été
initialement développée par Blois (1958). Le DPPH, de couleur violette en solution.

Tous les tests ont été réalisés avec trois répétitions pour chague concentration.

L’activité du balayage du radical DPPH a ét¢ mesurée selon le Protocole décrit par

(Lopes-Lutz et al., 2008).
Courbe d’étalonnage de la solution DPPH

Une évaluation de la stabilité et I’intervalle de linéarité¢ des solutions de DPPH ont été
évalués et les résultats sont présentés sur le graphique ci-dessous. Cing solutions du
DPPH de concentration (20, 50,60, 80, 100) a base du Méthanol ont été testées.

Les absorbances a concentration 0 ont ét¢ mesurés a 517 nm, on observe qu’il n’y a pas
de difference significative dans 1’absorbance entre 0 et 0,5 pour les concentrations

testées et bonne 1’absorbance en fonction de la concentration.

A partir de la courbe, nous avons remarqué que plus la concentration est élevée, plus
que le pourcentage d’inhibition est élevé donc les huiles essentielles de Laurus nobilis
L. ont une forte activitté dans les concentrations élevées. Dont les propriétés

oxydoréducteurs leurs permettent d’agir comme les agents réducteurs.
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Le radical DPPH est souvent utilis¢ comme un indicateur pour tester la capacité d’huile
a donné un atome d’hydrogéne ou un électron et donc 1’activité antioxydante (Oyaiza,
1986 ; Soares et al., 1997). Pour la détermination du pourcentage d’inhibition, nous
avons suivi la méthode de (Khoudali et al., 2014). L'effet antioxydant en piégeant le
radical DPPH est attribué soit a la capacité de libération d'hydrogéne ou au transfert
d'électrons par les composés antioxydants et source puissante d’antioxydantes (Popovici
et al., 2009 ; Ghasemi et al., 2014). L’étude de ’activité antioxydante des HES selon la
méthode de Piégeage du radical libre DPPH a montré que I’HE du Laurus nobilis L. a

une bonne activité.
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Conclusion et perspectives

De nos jours, I’utilisation des plantes medicinales en phytothérapie a recu un grand
intérét dans la recherche biomédicale et devient aussi importante que la chimiothérapie.
Ce regain d’intérét vient d’une part du fait que les plantes médicinales représentent une
source inépuisable de substances et de composés naturels bioactifs et d’autre part du
besoin de la recherche d’une meilleure médication par une thérapie plus douce sans
effets secondaires. Les extraits naturels issus des plantes contiennent une variété des
HEs auxquelles on attribue un pouvoir inhibiteur des microorganismes et des capacités
antioxydantes. Dans le présent travail, nous nous somme intéressées a 1’étude
phytochimique et évaluation de quelques activités biologiques des HEs de Laurus
nobilis L. L’extraction des HEs par I’hydrodistillation de type Clevenger montre que le
taux de rendement le plus élevée est enregistré avec 1’espéce Laurus nobilis L.
(0,575%). L’activité antibactérienne a été déterminée sur quatre souche bactériennes ,
selon la méthode de diffusion en disque et la méthode de dilution en milieu liquide, les
obtenus a partir de 1’étude de ’effet antimicrobienne des huiles présent un pouvoir
antibactérienne assez important sur la souche microbienne, Escherichia coli,
Staphylococcus, Klebsiella pneumoniae et Pseudomonas aeruginosa, les germes
Klebsiella et Pseudomonas sont trés sensibles lorsque occupée bonne zone inhibitions
20mm ,15mm .L’huile est aussi trés active contre les bactéries Escherichia-coli et

Staphylococcus des zones d’inhibition vont de 8mm a 4mm .

Concernant I’étude du pouvoir antioxydant par la méthode de DPPH, les résultats
obtenus ont révélé un fort pouvoir antioxydant des deux fractions dont 1’oxydation du
DPPH est efficacement inhibée par cet HE. Du méme, les résultats ont montré une
activité antibactérienne trés intéressante contre uniquement deux souches parmi les

quatre souches testées.

Cette étude étre considérée comme une source qui nous a permis de surveiller une mine
d’informations liées aux composants de I’huile, ses différentes propriétés et son
utilisation thérapeutique et industrielle, donc le travail nécessite plus de recherches
scientifiques empiriques pour examiner 1’application de cette huile dans le domaine

thérapeutique pour une utilisation en toute sécurité. De plus, des tests phytochimiques
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Supplémentaires in vivo sont nécessaires pour évaluer 1’efficacité de 1’huile, et donner

plus de détails sur ses différentes activites biologiques potentielles.
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Théme : Caractérisation des activités biologiques de I’huiles essentielle de la plante

Laurus nobilis L.

Mémoire pour I’obtention du diplome de Master en Biochimie Appliquée

Les huiles essentielles issues plantes médicinales ont été utilisées depuis 1’antiquité et sont
largement employées de nos jours, pour leurs propriétés biologiques (antibactérienne,
antioxydante, anti-inflammatoire, antifongique ...etc.), ainsi que pour leurs applications

dans de multiples et diverses industries : alimentaire, cosmétique, parfumerie et pharmacie.

Le plante Laurus nobilis L.« EL-Rand » est considérée comme 1’une des plantes
aromatiques et médicinales les plus importantes au monde en raison de ses différents
composants. L’objectif de notre travail est d’étudier les activités biologiques des huiles

essentielles de Laurus nobilis L.

L’extraction a été réalisée par hydro distillation de type Clevenger. D’apres les résultats
obtenus on remarque que le rendement en HE est de 1’odore de 0,575% est conforme aux

standards international.

L’¢étude de I’activité antimicrobienne contre quatre souches de bactéries : deux souches
Gram + (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa) et deux souches Gram -
(Escherichia coli, Klebsiella pneumonia), montre une activité importante uniqguement dans

la solution mere des deux souches. Klebsiella et Pseudomonas aeruginosa.

Les résultats de l'activité antioxydante réalisée en utilisant la méthode de réduction des

radicaux libres DPPH ont montré que laurier a une activité antioxydante trés importante avec

un pourcentage d’inhibition égale a 99,84%.

Mots-clés:Laurus nobilis L. huile essentielle, activité antibactérienne, activité antioxydante,
DPPH.
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