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Résumé

Etude de quelques activités biologiques de la plante médicinale
« Laurus nobilis L »

Laurus nobilis "EI-Rand” est une plante alimentaire et médicinale utilisée en
médecine traditionnelle en raison de ses différents composants chimiques. L’objectif de
notre travail est porté sur une étude phytochimique des extraits méthanoliques des feuilles
de Laurus nobilis L. séchées par différentes méthodes ainsi que I’estimation quantitative des
polyphénols totaux et des flavonoides et 1’évaluation de D’activité antioxydante et
antibactérienne in vitro. Le screening phytochimique, n’a pas révélé une différence dans la
composition chimique des trois extraits AL (feuilles séchées a I’air libre), MO (feuilles
séchées a la microonde) et FO (feuilles séchées au four). Les différents extraits contiennent :
des flavonoides, des saponosides, des tanins, des quinones libres, des coumarines, des
composés réducteurs et des terpénoides. Quantitativement, le dosage des polyphénols totaux
montre que 1’extrait AL est plus riche en composés phénoliques (115.63+3.06 ug AG/mg
E). Cependant, le taux des flavonoides est supérieur dans 1’extrait FO (6.050+£0.555mg
EQ/Q). L’activité antioxydante via la méthode de réduction de radical libre DPPH a démontré
une grande activité dans les trois extraits AL, MO et FO avec ICso d’ordre de 0.45 mg/ml,
0.43 mg/ml et 0.44 mg/ml, qui sont supérieures a celle de I’acide ascorbique (0,1 mg/ml).
L’effet antibactérien des extraits méthanoliques a été évalué par la méthode de diffusion des
disques vis-a-vis trois souches bactériennes Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa et Klebsiella pneumoniae. Les résultats ne montrent pas la résistance des especes

testée a ces extraits.

Mots clés : Laurus nobilis, polyphénols totaux, flavonoides, activité antioxydante, activité

antibactérienne.



Abstract

Study of some biological activities of the medicinal plant
""Laurus nobilis L'

Laurus nobilis "EI-Rand" is a food and medicinal plant used in traditional medicine
because of its different chemical components. The objective of our work is to carry out a
phytochemical study of the methanolic extracts of the leaves of Laurus nobilis L. dried by
different methods, the quantitative estimation of total polyphenols and flavonoids, as well as
the evaluation of the antioxidant and antibacterial activity in vitro. The phytochemical
screening does not reveal a difference in the chemical composition of the three extracts AL
(air-dried leaves), MO (microwave-dried leaves) and FO (oven-dried leaves). The different
extracts contain: flavonoids, saponosides, tannins, free quinones, coumarins, reducing
compounds and terpenoids. Quantitatively, the determination of total polyphenols showed
that the AL extract is richer in phenolic compounds (115.63+3.06 ug GA/mg E). However,
the flavonoid content is higher in the FO extract (6.050+£0.555mg EQ/g). The antioxidant
activity via DPPH free radical reduction method revealed high activity in the three extracts
AL, MO and FO with ICso in the range of 0.45 mg/ml, 0.43 mg/ml and 0.44 mg/ml, which
are higher than that of the standard 0.1 mg/ml. The antibacterial effect of methanolic extracts
was evaluated by disc diffusion method against three bacterial strains Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella pneumoniae. The results do not show that

the species tested are resistant to these extracts.

Key words: Laurus nobilis, total polyphenols, flavonoids, antioxidant activity, antibacterial

activity.
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Introduction

Les plantes meédicinales sont considérées comme une source de matiére premiére
essentielle pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires au développement de
futurs médicaments (Salmerén-Manzano et al., 2020). De plus, les effets secondaires
provoqués par les médicaments chimiques inquietent les usagers, qui se tournent vers des
traitements moins impactant sur I'organisme. Les plantes sont aussi maintenant reconnues
comme une source importante de molécules bioactives. En effet, les plantes contiennent une
grande variété de molécules chimiques (peptides, terpénes, polyphénols, alcaloides, etc.) aux
propriétés physico-chimiques trés différentes et présentent des activités biologiques variées
: antitumorale, antivirale, antimicrobienne et antioxydante (Michel, 2011 ; Diaz-Torres et
al., 2021).

Dans ce contexte, nous avons choisi une plante médicinale appelée Laurus nobilis L,
I'une des plantes aromatiques les plus utilisées en Algérie. 1l a attiré beaucoup d'attention en
raison de son importance économique, de I'abondance de composants bioactifs et de ses

propriétés thérapeutiques.

La présente étude vise a étudier et a découvrir certains constituants et d’établir un
dosage des polyphénols totaux et des flavonoides de Laurus nobilis, et aussi d’étudier
I’activité antioxydante et antibactérienne des extraits méthanoliques des feuilles de cette

plante.

Cette étude est structurée en deux parties, initiée par une synthese bibliographique
concerne une geénéralité sur les plantes médicinales, Laurus nobilis via une description
botanique, classification systématique, composition chimique, suivi de leurs 1’utilisation
traditionnelle et activités biologiques. La deuxiéme partie ¢’est une étude expérimentale dont
son premier chapitre décrit le matériel et les méthodes utilisées dans ce travail. Dans le
deuxiéme chapitre seront présentés les résultats obtenus et la discussion. Le manuscrit est

achevé par une conclusion générale et les perspectives.



Revue

bibliographique



Revue bibliographique

I. Les plantes médicinales
I.1. Généralités

Les plantes médicinales ou pharmaceutiques sont toute plante qui a été séchée ou
traitée selon des méthodes, et employée dans la préparation des médicaments, Les plantes
médicinales sont des drogues végeétales au sens de la pharmacopée si au moins une partie
posseéde des propriétés médicamenteuses (Filliat, 2012). Ces drogues vegétales sont treés
utilisées en médecine traditionnelle comme remedes qui présentent un réservoir immense de
composés de structure chimique diverse (métabolites primaires ou secondaires) (Gazengel
et Orecchioni, 2013). lls sont donc importants pour la recherche pharmaceutique et
I'élaboration des médicaments, directement comme agents thérapeutiques, soit comme
matiére premiére pour la synthese des médicaments ou comme modeéle pour les composés
pharmaceutiquement actifs (Kahlouche, 2014 ; Belkhodja, 2016).

Les plantes médicinales sont utilisées par I'hnomme depuis prés de 7000 ans et que
certains animaux les consomment aussi dans un but thérapeutique. Environ 35000 especes
de plantes sont employées a I'échelle mondiale a des fins médicinales, ce qui constitue le

plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres humains (Site web 1).
1.2. Les plantes médicinales la plus utilisées par les guérisseurs traditionnels en Algérie

L'Algérie possede une longue tradition d'utilisation de plantes médicinales pour traiter
diverses affections. D’aprés Benarba et al. (2015) et Benarb, (2016) les plantes médicinales

les plus utilisées en Algérie sont :

e Le thym : Il est utilisé pour traiter les problémes respiratoires tels que la toux et
I'asthme, ainsi que pour stimuler I'appétit et soulager les maux d'estomac.

e Lacamomille : Cette plante est utilisée pour soulager I'anxiété, le stress et les troubles
du sommeil. Elle est également utilisée pour traiter les problémes digestifs et les
douleurs menstruelles.

e Le romarin : Il est utilisé pour traiter les douleurs articulaires et musculaires, ainsi
gue pour améliorer la circulation sanguine et stimuler la mémoire.

e La menthe : Cette plante est utilisée pour soulager les maux de téte, les problémes
digestifs et les nausées.

e La sauge : Elle est utilisée pour traiter les infections respiratoires, les troubles

digestifs et les bouffées de chaleur associées a la ménopause.
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e Le fenouil : Cette plante est utilisée pour traiter les troubles digestifs tels que les
ballonnements, les gaz et les coliques chez les nourrissons.

e Lethuya: Il est utilisé pour traiter les verrues, les infections cutanées et les douleurs
articulaires.

e Le cumin : Cette épice est utilisée pour stimuler la digestion et traiter les douleurs

abdominales.
I1. Laurus nobilis

11.1. Généralités

Laurus nobilis L est une plante médicinale richement parfumée qui bénéficie de
diverses propriétés thérapeutiques attribuées a la médecine traditionnelle et a la
pharmacologie, telles que : les propriétés anti-inflammatoire et antiseptique, grace a ses

constituants (Bouchaale et al., 2015) (figure 1).

Figure 1. Arbuste de Laurus nobilis L (Site web 2).
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11.2. Caractérisation botanique et morphologique
11.2.1. Description génerale

Le Laurus nobilis est un arbuste ou un petit arbre a feuilles persistantes appartenant a la
famille des Lauracées. Il peut atteindre jusqu'a 10 meétres de hauteur. Ses feuilles sont
simples, coriaces, luisantes et vert foncé. Elles sont entieres et oblongues, avec une longueur
moyenne de 5 & 12 cm. Les fleurs sont petites, jaunes pales et regroupées en grappes. Les

fruits sont des baies ovales et noires d'environ 1 a 2 cm de long (Site web 3).

Le fruit est une petite baie ovoide de 2 cm de longueur sur 1 cm de largeur, noir
vernissé a maturité cultivé dans les jardins comme ornement et pour ses feuilles
condimentaires (Site web 4) (Figure 2). Le Laurus nobilis est originaire de la région
méditerranéenne et est largement cultivé pour ses feuilles aromatiques qui sont utilisées en

cuisine comme herbe culinaire (Site web 3).

Figure 2. Différentes parties de Laurus nobilis L (A) les feuilles (B) les
fruits (C) les fleurs (Site web 4).

11.2.2. Morphologie de laurier

La morphologie de la plante de Laurus nobilis est présentée dans le tableau ci-

dessous :
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Tableau 1. Morphologie de Laurus nobilis L (Site web 3 ; Guedouari, 2012).

Parties de la plante

Morphologie

Les feuilles

Les fleurs

Les fruits

V >

Le feuillage de Laurus nobilis,
communément appelé laurier-sauce, est de
couleur vert foncé et coriace, avec une
texture lisse et brillante. Les feuilles sont
ovales et entieres, mesurant généralement
10 centimetres de long. Les feuilles de
laurier-sauce sont utilisées comme herbe
aromatique dans la cuisine et ont un parfum
distinctif.

Petites fleurs parfumées en forme d'étoile
qui fleurissent a la fin du printemps,
blanches a jaunes, fleurs concentrées a
l'aisselle des feuilles en petites grappes de
cymbales a [laisselle ou en courtes

panicules.

Le laurier ou baie (baie sphérique, noix
aromatique) ressemble a une petite olive de
forme ovale ou elliptique. Le fruit est vert
au début, violet a noir foncé a maturité
(septembre). Le fruit séché est en forme de
noix, ovoide, d'environ 15 mm a 2 cm de

long et 10 mm de large.
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Ecorce et tiges

Les tiges des branches sont vertes et
dirigées vers le haut. Le tronc a une écorce
vert olive a noire au début de la croissance,
devenant ensuite grise. Il faut plusieurs
années pour que la véritable écorce se

développe.

11.3. Position systématique

Cette classification est basée sur la classification Angiosperm Phylogeny Group (APG)
IV de 2016, qui est une mise a jour de la classification APG Il de 2009. La référence de

cette classification est :

Tableau 2. Classification botanique de Laurus nobilis L (APG 1V, 2016).

Regne Plantae (Plantes)
Sous-régne Tracheobionta (Plantes vasculaires)
Division Magnoliophyta (Angiospermes)
Classe Magnoliopsida (Dicotylédones)

Ordre Laurales
Famille Lauraceae
Genre Laurus
Espéce Laurus nobilis L

11.4. Répartition géographique
11.4.1. Internationale

Laurus Nobilis, communément appelé laurier-sauce, est originaire de la région
méditerranéenne. 1l se trouve principalement dans les pays bordant la mer Méditerranée, tels

que I’Algérie, la Turquie, ’Espagne, le Maroc, I’Italie, la Grece et le Portugal, et elle est

cultivée dans d’autres régions tempérées et chaudes du monde. Il est également cultivé dans
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d'autres régions du monde pour son utilisation culinaire et ornementale (Anzano et al.,
2020 ; Singletary et al., 2022) (figure 3).

Laurus nobilis L.

«  Punctual distribution
W Areal distribution
'~ Wl Countries of native distribution

Figure 3. Distribution de Laurus nobilis L dans la région méditerranéenne (FAO).

On le trouve aussi en Asie tropicale et subtropicale, en Australie, dans le Pacifique
et en Asie du Sud. La Tunisie, 1’Iran, la Serbie, les Centres d’ Amérique et le Sud des Etats-
Unis, la Belgique, la France (figure 4) sont les centres de production commerciale des
feuilles (Anzano et al., 2020 ; Singletary et al., 2022).

Figure 4. Répartition géographique du laurier bleu, Laurus nobilis, en Europe et en

Amérique du Nord (Marques et al., 2016).

Actuellement, la plante est largement cultivée comme plante ornementale dans le sud

et l'ouest de I’Europe, I’Amérique centrale et aux Etats-Unis. Il fait I'objet de production

7
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commerciale dans beaucoup de pays tels que la Turquie, la France, la Grece, le Maroc,
I’ Amérique centrale et les Etats-Unis Méridionaux, et 1’ Algérie (Hamrouni et al., 2011 ;
Emam, 2010). C’est un membre persistant de la végétation méditerranéenne. Il y a plus de
20 millions d’années, les foréts de laurier (Laurisilva) couvraient une grande partie du bassin
méditerranéen a 1’époque tertiaire. Cependant, en raison des glaciations de la période
quaternaire, ces foréts subtropicales se sont déplacées vers des zones plus tempérées :
I’ Afrique du Nord et les archipels macaronésiens (Kondraskov et al., 2015). Il est cultivé
commercialement pour ses feuilles aromatiques mais est aussi largement cultivé en Europe

et aux Etats-Unis comme plante ornementale (Rodriguez-S&nchez et al., 2009).
11.4.2. En Afrique

En effet, certaines sources mentionnent que Laurus nobilis est indigéne dans
certaines régions de I'Afrique, notamment en Afrique du Nord et de I'Ouest. Cependant, les
informations sur sa répartition en Afrique ne sont pas entierement claires ou cohérentes.
Certaines sources indiquent que la plante a été introduite dans certaines régions d'Afrique,

tandis que d'autres suggérent qu'elle est indigene a ces régions (Djeddour et al., 2015).

11.4.3. Laurier en Algérie

En Algérie, les arbustes de laurier sont communs dans les foréts d'aulnes précédemment
documentées des zones humides d'Annaba, d'El Qala et de Guerber Sehaja, mais leurs

propriétés biologiques sont médiocres (Ben Djamaa et al., 2012 ; Guedouari, 2012).
I1.5. Composition chimique de Laurus nobilis L

De nombreuses études ont été menées pour déterminer la composition chimique des
Laurus nobilis L et plusieurs autres ont démontré I'abondance de cette plante en principes

actifs.
11.5.1. Composition chimique des feuilles

La composition chimique des feuilles de Laurus nobiliS L est représenté dans le

tableau suivant :
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Tableau 3. La composition chimique des feuilles de Laurus nobilis L.

Classes Définition et structure

Les flavonoides sont des métabolites secondaires des plantes vascul-
aires partageant tous une méme structure de base formée par deux
cycles aromatiques reliés par trois carbones (Elise, 2019).

Flavonoides 8

4

1
O
Cc

Isopelletierine

Rétronécine

L actones Les sesquiterpénes forment une classe de molécules de la famille des
sesquiterpéniques terpenes, de formule moléculaire brute C1sH24 (Serba, 2015).
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11.5.2. Composition chimique des huiles essentielles

La composition de I'huile essentielle de laurier noble est exprimée en pourcentage de
différents composeés des familles des oxydes terpéniques, des monoterpénols, des phénols,

des monoterpénes, des sesquiterpenes et des esters terpéniques (Fidan et al., 2019).

Tableau 4. La composition de I'huile essentielle de Laurier noble (Fidan et al., 2019).

Composés Définition et structure

10
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Les mono terpenes sont une classe de terpénes constitués de deux molécules
d’isopréne C5HS et ont pour formule de base (C°HX)? (Laguerre, 2015).

HsC
HsC

Monoterpéne

Les terpenes sont une classe d'hydrocarbures, produits par de nombreuses
plantes, en particulier les coniferes (Bourkhiss, 2021).

Ha
Esters CHa
o CH4
terpéniques

O\I_I/C Hs
O

11
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H,CO y

H,CO

11.6. Utilisations et propriétés de Laurus nobilis L
11.6.1. Médicinale

Laurier, elément essentiel du bouquet garni dans notre préparation culinaire, est
principalement utilisé en médecine traditionnelle pour traiter les troubles du tractus gastro-
intestinal ainsi que les douleurs arthritiques buccales, dans le traitement symptomatique des
troubles gastro-intestinaux supérieurs (Bendjersi, 2017) et des maladies de la peau et des
cicatrisation, la névralgie et le parkinsonisme, les rhumatismes, le cancer, I'épilepsie et
certaines maladies infectieuses (Peixoto et al., 2017). Cette plante a également des effets
anesthésique, hypothermique, relaxante musculaire, analgésiques, diaphorétiques,
antipyrétiques bien connus. Il est utilisé dans les industries de la parfumerie et du savon
(Jeffrey et al., 2016). Ses huiles essentielles sont dotées de pouvoirs antibactérien et

antifongique avérés (Ouibrahim et al., 2015).
11.6.2. Alimentaire

Largement utilisé dans l'industrie alimentaire, en particulier les conserveries de
poisson (Taarabt et al., 2017). Outre De par leur importance médicinale, les feuilles de ces
plantes sont utilisées comme aromatisants et pour augmenter la durée de conservation des
aliments ; olives (Elharas et al., 2013), saucisses (Da Silveira et al., 2014), poisson
(Snuossi et al., 2016) car ils contiennent une activité antimicrobienne (Nadeem et al., 2018)
et des propriétés antioxydantes actives (Dias et al., 2014) et améliore généralement la
sécurité des produits (Houicher et al., 2016). Les métabolites les plus divers de la feuille de
laurier ont été étudiés pour leurs divers effets pharmacologiques tels que la cytotoxicité
(Barla et al., 2007) et la neuroprotection (Ham et al., 2011).

12
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11.6.3. Utilisation en parfumerie et cosmétique

De plus, I'huile essentielle des feuilles est utilisée dans I'industrie cosmétique en

parfumerie et en savonnerie (Hamrouni et al., 2011).

Les baies sont souvent utilisées dans la fabrication de savons parfumés (pour l'acné
et les pellicules) et dans la fabrication de bougies en raison de leur forte teneur en acides
gras. Il est également utilisé par I'industrie cosmétique dans les cremes (Hamrouni et al.,
2011).

I11. Les activités biologiques de Laurus nobilis

Laurus nobilis L est une plante médicinale aromatique abondante, bénéficiant de
propriétés thérapeutiques qui attribuant a la médecine traditionnelle et la pharmacologie
(Bouchaal et al., 2015).

Dans des études déemontrant les effets biologiques des extraits de plantes Laurus
nobilis, il est apparu que ces extraits contenaient des groupes chimiques comme les
flavonoides et I'hydroxy phénol attachés aux structures cycliques (Rahou et Djelloul
Daouadji, 2018). Ces composés chimiques servent d'activateurs d'enzymes antioxydants,

qui réduisent la quantité de radicaux libres dans le corps (Boutoumou et Ziat, 2020).

Les matrices naturelles, comme L. nobilis, sont de riches sources de composés
bioactifs. En fait, prés de 60 % des médicaments antitumoraux et anti-infectieux disponibles
sur le marché ou faisant 1’objet d’essais cliniques sont d’origine naturelle (Al-Kalaldeh et

al., 2010 ; Panza et al., 2011).

Les activités biologiques des extraits de plantes sont bien connues, notamment les
effets antifongiques, antimicrobiens, insecticides et cytostatiques. En conséquence, la
bioactivité des extraits de plantes est souvent explorée de maniére multifactorielle
(Dadalioglu et Evrendilek, 2004 ; Al-Kalaldeh et al., 2010).

II1.1. L’activité antimicrobienne

Les activités antimicrobiennes de 1’hydro alcoolique extraits d’autres parties du
laurier comme les fruits, 1’écorce, fleurs (Al-Hussaini et al., 2020), et graines (Ozcan et al.,
2010), ont également été etudiées contre plusieurs pathogenes. Ces études ont montré le

potentiel de ces extraits de laurier dans le traitement des infections microbiennes.

D’autres auteurs ont procédé a des fractionnements guidés par ’activité d’extraits

hydro alcooliques de feuilles de laurier en parvenant a 1’isolement de certains composés

13
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actifs antimicrobiens : déacétyllaurenobiolide (Fukuyama et al., 2011), kaempferol 3-O- -
L-(2,4-di-E-p-coumaroyl)-pyranorhamnoside (Otsuka et al., 2008), kaempferol 3-O- -L-(2-
Z-p-coumaroyl-4-e-pcoumaroyl)-rhamnoside (Otsuka et al., 2008), fucoidan, laminaran et
alginate (Chmit et al., 2014).

De plus, la cannelle B-1 (Kiregci et al., 2012) et la procyanidine B-2 (Ya et al.,
2015), isolées de I’extrait d’acétate d’éthyle de bois de laurier, présentent des activités
antimicrobiennes et antibiopellicules intéressantes contre une sélection de microorganismes

d’origine alimentaire (Alejo-Armijo et al., 2017).
111.2. L’activité antifongique

Certains auteurs ont étudié ’activité antifongique des extraits hydro-alcooliques de
feuilles de laurier (Alejo-Armijo et al., 2008 ; Al-Hussaini et al., 2009 ; Fukuyama et al.,
2011), de fruits, d’écorce et de fleurs.

De plus, les fractionnements guidés par 1’activité des extraits méthanoique de
feuilles de laurier ont permis d’isoler le diacétyllaurenobiolide , qui présente une activité
antifongique contre Candida albicans, Cryptococcus neoformans et Aspergillus fumigatus
(Fukuyama et al., 2011).

Les extraits méthanoliques étaient plus actifs contre A. versicolor, Trichoderma
viride, P. funiculosum et P. ochrochloron, tandis que les extraits aqueux étaient meilleurs
dans tous les autres cas. Les échantillons cultivés et sauvages ont donné des Concentration
minimale inhibitrice (CMI) variant de 0,01 a 0,17 mg/mL et de 0,02 a 0,3 mg/mL,
respectivement. Dans les cas révélant des différences statistiguement significatives, les
échantillons de laurier cultivé ont donné une activité inhibitrice plus élevée (Dias et al.,
2014).

II1.3. L’activité antibactérienne

L'analyse de diffusion de disque a montré que l'extrait de feuille de laurier a une
activité antibactérienne contre trois types différents d'agents pathogénes bactériens, ce qui
est une source d'intervention significative et importante dans les industries de la parfumerie,

des cosmétiques et méme de la pharmacie (Marzoog et al., 2019).

Le composant principal des feuilles de laurier, comme le 1,8 cinéole, s'est avéré
responsable de l'activité antibactérienne de la plante de laurier, qui piégeait de nombreux
micro-organismes (Belhadj et al., 2020).

14
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Cette activité antibactérienne s'est avéree trés puissante et méme efficace contre
certains organismes résistants aux antibiotiques comme la tétracycline (Belhadj et al.,
2020).

II1.4. L’activité anti-biofilm

Les propriétés et I'extrait de L. nobilis a démontré son activité anti-biofilm (Chmit
et al., 2014). L'hydrophobicité a un impact sur leur mode d'action, augmentant leur
perméabilité aux cellules et modifiant la structure membranaire. Cela modifie I'équilibre
interne et externe de I'ATP, affectant les changements de pH et la synthese des protéines (El-
Tarabily et al., 2021).

Des modifications cytoplasmiques internes en sont provoquées, notamment une
perturbation de I'ADN, une inhibition du Quorum sensing (QS) et une coagulation du
matériel cytoplasmique. De plus, les huiles essentielles ont un impact sur la fagon dont les

bactéries se nourrissent et se développent (El-Tarabily et al., 2021).
I11.5. L’activité antioxydante

L’activité antioxydante des extraits méthanoliques (bruts et degraissés) des feuilles,
d’écorce et des fruits de Laurus nobilis L, ont été étudiés au niveau de la peroxydation des
lipides (LP) dans les liposomes. Les résultats ont montré que tous les extraits testés
possédaient une activité antioxydante (Arbia, 2012).

L’extrait dégraissé des feuilles a montré une inhibition plus ¢levée du lipide (LP)
que D’extrait brut et les autres extraits. Le maximum de son activité (68,4%) a ét¢ atteint avec

une plus petite quantité (2,0 mg) (Arbia, 2012).

Les extraits hydro alcooliques de feuilles de laurier sont les plus étudiés ceux. Pour
ce but, il a été utilisé différentes méthodes, telles que DPPH balayage radical (Ereifej et al.,
2016) (Dudonné et al., 2009) radicaux hydroxyles (Brahmi et al., 2015), radicaux
superoxydes inhibition (Awah et al., 2015), récupération de peroxyde d’hydrogene
(Indrianingsih et Tachibana, 2015), inhibition de la peroxydation des lipides (Dias et al.,
2014).

Les radicaux libres sont neutralisés par les antioxydants, qui en protégent également
le corps. Le terme "inhibiteur" fait référence a des concentrations extrémement faibles qui

ralentissent le processus d'oxydation (Bendjersi, 2017).
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Les antioxydants sont de deux types : exogeénes, qui sont obtenus a partir des
aliments et comprennent des éléments comme la vitamine C, la vitamine E, les caroténoides,
les polyphénols, le superoxyde dismutase et le glutathion). La plante Laurus nobilis contient

des quantites importantes d'antioxydants exogenes (Bendjersi, 2017).
111.6. Les activités enzymatiques

Des études ont examiné comment l'acétylcholinestérase (AChE), une enzyme qui
catalyse I'hydrolyse de I'acétylcholine en choline et en acétyle, est affectée par la décoction

de feuilles de Laurus nobilis (Ferreira et al., 2006).

La plante Laurus nobilis peut aider au traitement ou au soulagement des patients atteints
de la maladie d'Alzheimer, car les médicaments approuvés pour le traitement de cette
maladie agissent en s'attaquant au déficit en acétylcholine. La fraction d'éthanol a démontré
une valeur d'inhibition élevée de I'AChE de 64 % (Ferreira et al., 2006).

IT1.7. L’activité anti-Alzheimer

La maladie d’ Alzheimer se définit comme une affection dégénérative du cerveau qui
associe des troubles prédominants de la mémoire, des troubles cognitifs et/ou du
comportement ayant un retentissement sur la vie quotidienne des patients. Elle provoque une
altération des facultés cognitives : mémoire, langage, raisonnement, etc. L’extension des
l1ésions cérébrales cause d’autres troubles qui réduisent progressivement 1’autonomie de la
personne. Elle apparait plus souvent chez les personnes agées, mais elle n’est pas une

conséquence normale du vieillissement (Site web 5).

Une autre étude publiee en 2020 a examiné I'effet d'un extrait de Laurus Nobilis sur
des cellules neuronales cultivées en laboratoire. Les résultats ont montré que I'extrait avait
des effets neuroprotecteurs en réduisant l'inflammation et en améliorant la viabilité des
cellules. Cependant, cette étude était également limitée par son manque de tests sur des

animaux ou des humains (Aichaoui et al., 2020).
I11.8. L activité antidiabétique

Le diabéte est une maladie caractérisee par une glycémie (hyperglycémie) due a une
insuline totale ou partielle carence. Cette amélioration de la glycémie pourrait produire
plusieurs troubles cardiovasculaires, y compris I’hyperactivit¢é plaquettaire et
I’hyperagressivité, qui est associée a une augmentation de 1’oxydant production et

mobilisation cytosolique anormale de Ca?* (Bouaziz et al., 2007).
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Un diminuer les taux de glycémie postprandiale retarder 1’absorption du glucose en
inhibant certaines enzymes comme a- amylase ou a-glucosidase, qui sont des enzymes
digestives qui hydrolyser les glucides. A cette fin, plusieurs auteurs ont extrait hydro
alcooliques, de feuilles de laurier. De cette fagon, ont observé qu’un extrait hydroéthanolique

inhibait le fructose -glycation protéique (Basak et Candan, 2013).

L'inhibition de I'alpha-amylase dans le systeme digestif allonge les temps de digestion et
ralentit la digestion, ce qui diminue le taux d'absorption du glucose (Meghraj et al., 2008),
ce qui a entrainé une baisse des taux de glucose plasmatique et une diminution de

I'nyperglycémie (Hong et al., 2008).
111.9. L’activité antiinflammatoire

Différents extraits de feuilles de laurier ont montré un effet anti-inflammatoire par
différents mécanismes. Par exemple, un extrait de dichlorométhane-méthanol présentait une
activité anti-inflammatoire sur les cellules du fibrosarcome murin L929sA par régulation du
facteur NF B (Kaileh et al., 2007).

Les chercheurs ont observé que la 1,8-cinéole, un composant principal de 1’extrait de
Laurus nobilis avait la capacit¢é de supprimer systématiquement I’activation des
inflammatoires NLRP3. D’autre part I’extrait de feuilles de L nobilis est capable d’atténuer
I’expression in vivo des cytokines pro-inflammatoires chez les souris présentant des lésions

pulmonaires aigues (Sayyah et al., 2013).

Un extrait méthanolique a également présenté un effet anti-inflammatoire dans les
macrophages péritonéaux activés par lipopolysaccharide (LPS) chez la souris par inhibition
de la production d’oxyde nitrique. Dans ce cas, la composition de sesquiterpéne de I’extrait
méthanique est la principale responsable de ce type d’activité, étant les composés les plus
actifs les sesquiterpene lactones costunolide et dehydocostus lactone (Moghtader et al.,
2010).

D’autres composés isolés a partir d’extraits méthanoliques comme les
mégastigmanes et les flavonoides ont également inhibé la production d’oxyde nitrique dans

les macrophages murins activés par les lipopolysaccharides (De Marino et al., 2015).
111.10. L’activité antigastroprotectif

Laurus nobilis et d'autres plantes aromatiques sont fréeqguemment utilisees dans

Turquie pour traiter les maux d'estomac. Pour vérifier leur, ils ont été sélectionnés capacité
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a prévenir l'ulcération. Le mélange a été transformé en une décoction et un extrait au
méthanol analyser les effets des fruits de laurier sur un modele d'ulcération fonction

gastrique chez le rat, causée par I'éthanol (Attal et Bouchemma, 2021).

Les tests pharmaceutiques et les méthodes histopathologies ont amplement démontré
I'efficacité de ces extraits oralement protégeait significativement I'estomac de ce schéma
d'ulcére (Yesilada et al., 2002 ; Attal et Bouchemma, 2021).
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La partie expérimentale a été réalisée au niveau du laboratoire de biologie de

I'université Abbes Laghrour - Khenchela - au cours du mois de février 2023.

Les expériences décrites dans cette étude sont les suivantes :
EXTRACTION METHANOLIQUE DE Laurus nobilis L

Etude biologique

Etude qualitative Etude quantitative
/ v' Evaluation de \
_ Pactivité v Dosage des
v' Screening antioxydante polyphénols totaux
photochimique v' Dosage des
v' Evaluation de flavonoides
Pactivité

\ antibactérienne j

Figure 5. Protocole expérimentale suivi pour 1’évaluation qualitative, quantitative et

biologique de Laurus nobilis L.

I. Matériel
I.1.Matériel biologique

1.1.1 Matériel végétal

Notre étude a été realisée sur les feuilles de Laurus nobilis L, que nous avons
récoltées en mois de décembre 2022. De pépiniére cité Bouzid- khenchela. La récolte de la
plante a été effectuée trés soigneusement de maniére a ne pas détériorer les éléments

organiques et minéraux présents.

Apres la récolte, les feuilles ont été nettoyées, lavées avec de I’eau du robinet, afin
de se debarrasser de toute poussiére et matieres étrangeres comme le sable, le sol et d’autres.

Puis nous avons suivi trois méthodes de séchages différentes, qui sont les suivantes :

e Séchage « AL » (a I’ombre a I’abri du soleil) pendant une durée d'environ 21 jours.

e Séchage « FO » a une température de 50°C pendant une duree allant de 10 a 15
minutes.

e Séchage « MO » a une température de 50°C pendant une durée allant de 10 a 15

minutes.
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Enfin, les feuilles ont été broyées a I’aide d’un broyeur électrique jusqu’a I’obtention
d’une poudre fine qui a été servi pour la préparation des extraits, afin de les utilisés dans

1’étude phytochimiques et biologiques.
1.1.2. Les souches bactériennes

Afin de tester le potentiel antibactérien in vitro de I’EMLN, trois souches

bactériennes ont été utilisées (Tableau 5) :

Tableau 5. Souches utilisées dans ’activité antibactériennes.

Microorganismes Gram Code Origine

Staphylococcus aureus Positif ATCC 25923
Laboratoire pédagogique de

Négatif ~ ATCC 27853 l'université Abbes

Pseudomonas

aeruginosa
. . : Laghrour-Khenchela-
Klebsiella pneumoniae Négatif ~ ATCC 13863

1.2. Réactifs chimiques et équipements
Le tableau représente les réactifs chimiques et les équipements utilisés :

Tableau 6. Les réactifs chimiques et équipements.

Réactifs chimiques et solvants Les équipements
Méthanol Autoclave
HCI Vortex
Hydroxyde d’ammonium (NHsOH) Balance analytique avec chambre de pesé
Chlorure de fer (FeCls) Réfrigérateurs
Hydroxyde de sodium (NaOH) Balance
Anhydre acétique chambre analytique UV (254/365 nm)
Acide sulfurique plaque chauffante
Réactif de Fehling Agitateur magnétique
Chloroforme Spectrophotométrie
Folin-Ciocalteu Pompe de filtration
Acide gallique Rotavapeur
Trichlorure d’aluminium (AlCl3) Bain marie
Acide ascorbique Etuve universelle de 5 a 220 avec
ventilation
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Diméthyle sulfoxide (DMSO) Etuve bactériologique
DPPH
Carbonates de Sodium (Na2COs)
Mayer et Wagner

1. Méthodes

IL.1. Préparation de I’extrait méthanolique

L'extrait méthanolique est préparé a partir de trois poudres végétales séchées de

différentes maniéres : a l'air libre (AL), au four (FO) et a la micro- onde (MO).

Une quantité de 40 g de poudre végétale est mélangée avec 200 ml d'une solution
hydro- alcoolique (méthanol 160 ml / eau distillée 40 ml) dans un bécher avec un barreau
magnétique. La préparation a été couverte par un para film et le bécher entier par un papier
d'aluminium placé sur I'agitateur magnétique pendant 24 heures. Le protocole est suivi pour
les trois poudres pour obtenir trois extraits méthanoliques. Les mélanges obtenus sont soumis
a une filtration sur papier filtre et coton, puis soumis a une évaporation a sec afin d'obtenir

un extrait assez dense, sous basse pression a 40°C a l'aide d'un évaporateur rotatif.
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Macération et

agitation

Obtention d'extrait méthanoliques par évaporation dans un
évaporateur rotatif sous pression réduite a 40 °C

Photographie 1. Les étapes de préparation des extraits méthanoliques.
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I1.2. Le rendement d’extraction

Le rendement des extraits est le rapport entre le poids de I'extrait sec et le poids de la

plante en poudre utilisée. Il est exprimé en pourcentage selon la formule suivante :

[ R (%) = (P1/P2) x 100 ]

P1 : poids de ’extrait

P2 : poids de la matiére végetale

11.3. Etude qualitative : Screening photochimique

Le screening phytochimique permet de rechercher et détecter les différentes classes
des métabolites secondaires contenues dans notre plante. Ces tests ont été réalisés selon les

techniques décrites par : (Harborne, 1998 ; Bruneton, 1999).

Chacun des tests a été appliqué aux trois extraits (AL, FO, MO) et répété trois fois pour

vérifier I'exactitude des résultats.

+ Flavonoides (test de Shinoda)

Dans un bécher, macérer 10 g de poudre seche dans 150 ml d HCI (1 %), le bécher
est recouvert de para film et enveloppé par feuille d'aluminium et laisser pendant 24 heures
sur un agitateur magnétique. Le mélange est filtré et poursuivi avec le test suivant : prélever
10 ml du filtrat, le rendu basique par 1’ajout des gouttes de NH4OH a 10 %. L’ obtention

d’un anneau confirme la présence des flavonoides.

10 g de poudre + J Macération et J Filtration J 10 ml filtrat + J

des goutte

150 ml HCI aaitation 24h

Photographie 2. Les différentes étapes de la préparation du test de Shinoda.
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% Saponosides : Test de mousse
Dans un tube & essai, ajuster le volume de 10 ml d'extrait et agiter le tube
longitudinalement pendant 15 secondes. Laisser reposer 15 minutes, la hauteur de mousse
constante resultante indique la présence de saponines, puis on mesure la hauteur de mousse
produite dans le tube.
% Tanins
Introduire 2 ml de I'extrait dans un tube a essai, puis 0,5 ml d'une solution aqueuse
de chlorure de fer (FeCls) a 1% est ajouté. La présence des tanins est dévoilée par une
coloration verdatre ou bleue noirétre.
% Quinones libres
Pour détecter la présence de quinones libres, dans un tube a essai ajouter 0,5 ml dilué
a 1 % d'hydroxyde de sodium (NaOH), a 5 ml d'extrait. La couleur jaune, rouge ou violette
indique la présence des quinones libres.
% Coumarines : Fluorescence UV
Préparer deux tubes a essai, dans le premier introduire 0,5 ml d'hydroxyde
d'ammonium (NHsOH) dilué a 10 % avec 1 ml de I'extrait, et dans le deuxiéme préparer un
extrait non traité au NH4OH pour servir comme témoin. Aprés dépot d’une goutte sur un
papier-filtre, 1’apparition d'une fluorescence intense sous lumiére ultraviolette (365 nm)
indigue la présence de coumarines.
%+ Stérols et triterpenes : Test de Liebermann-Burchard
Dans un tube a essai, introduire 5 ml de I'extrait et ajouter 0,5 ml d'anhydride acétique
et 0,5 ml d'acide sulfurique. Laissez-le dans la période d'incubation pendant 15 minutes. Si

la couleur apparait violette ou verte, cela indique que le test est positif.

% Composeés réducteurs
Introduire 1 ml d’extrait dans un tube a essai, ajouter 2 ml de liqueur de Fehling (1
ml de la solution A et 1 ml de la solution B) et incuber dans un bain marie bouillant pendant
8 minutes. Une précipitation rouge brigue indique un test positif.
% Terpenoides : Test de Salkowski
A 5 ml d’extrait, I’ajout 2 ml de chloroforme et 3 ml d'acide sulfurique concentré. La
formation de deux phases et I'apparition d'une couleur brune dans l'interphase indiquent la

présence de terpénoides.
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% Alcaloides
Dans un bécher, des gouttes d'acide chlorhydrique dilué a 1 % ont été ajoutées a 1
ml de I'extrait, puis la solution a été divisée en deux parties égales dans deux tubes avec
I'ajout de 0, 5 ml de réactif de Mayer dans le premier tube, comme ajouter la méme quantité
de 0,5 ml de réactif de Wagner dans le deuxiéme tube, un précipité blanc ou brun se forme,
respectivement, indiquant la présence d‘alcaloides.
% Anthraquinones
Mélanger 5 ml de I'extrait avec 5 ml d'hydroxyde d'ammonium (NH4OH dilué a 10

%). Apres l'agitation, I'apparition d'une couleur violette indique un résultat de test positif.
I1.4. Etude quantitative
11.4.1. Dosages des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode de Folin- Ciocalteu
(Boizot et Charpentier, 2006). Ce réactif est un acide de couleur jaune composé d’un
mélange d'acide phosphotungstique et d'acide phosphomolybdique. Il est réduit, au cours de
I'oxydation des phénols, dans un mélange d'oxydes bleus de tungsténe et de molybdéene
(Ribereau, 1968). La coloration produite, dont lI'absorption maximale est de 760 nm, est
proportionnelle a la quantité de polyphénols contenus dans les extraits végétaux (Ghazi et
Sahraoui, 2005).

a. Mode opératoire
— Préparation de la gamme étalon d’acide gallique

Mettre 0,005 g d’acide gallique en poudre dans 100 ml de I’eau distillée. Une gamme
d’étalonnage a été préparée a partir d’une solution mere d’acide gallique de différentes

concentrations (3-50 ug/ml). Le dosage a été fait selon cette gamme (Tableau 7).

Tableau 7. La gamme étalonnage d’acide gallique.

Concentration (pg /ml) 3 15 25 35 45 50
Volume prélevé de la solution
0,1 0,3 0,5 0,7 0,9 1
mere de I’acide gallique (ml)
Volume d’eau distillée (ml) 0,9 0,7 0,5 0,3 0,1 0

— Analyse du standard et des extraits
Dans 6 tubes a essais :

e Introduire 1ml de chaque solution de la gamme étalon preparée.
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e 5 ml du réactif Folin Ciocalteu (dilu¢ 10 fois dans ’eau distillée).
e Apres 10 min.
e 4 ml Carbonates de Sodium (Na2CQOs) a 20 %.
e Incubation de 30 min a une température ambiante dans 1’obscurité.
e [’absorbance de chaque solution a ¢été déterminée a 760 nm avec un
spectrophotometre UV-Visible (UV 1601, SHIMADZU).
— Méme méthode avec 1 ml de chaque extrait.
— Le blanc est préparé de la méme fagon mais ’acide gallique est remplacé par I’eau

distillee.

PR ———
,,bﬂﬂv aqwbw
wmw‘g%wyg,

s e T P v vt e /-

Photographie 3. Dosage des polyphénols totaux.

b. Expression des résultats

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de
régression de la courbe d’étalonnage de I’acide gallique a différentes concentrations et
exprimée en microgramme d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug

EAG/mg E).
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11.4.2. Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides a été effectuée par la méthode de (Quettier-Deleu
et al., 2000) en utilisant le trichlorure d’aluminium. L’ AICI3 forme un complexe jaune avec

les flavonoides, absorbe dans le visible a 430 nm.

a. Mode opératoire

Dans les eppendorf :

e 500 pl de chaque extrait ont été ajoutés a 500 pul de la solution d’AlICl3 (2 % dans le
méthanol).

e Agiter puis incubé a I’obscurité et a température ambiante pendant 10 min.

e [’absorbance est mesurée a 430 nm en utilisant un spectrophotométre UV (UV 1601,
SHIMADZU).

e Le blanc est préparé de la méme fagon sauf que I’extrait est remplacé par le solvant

le méthanol.

Photographie 4. Dosage des flavonoides.
b. Expression des résultats

La quantification des flavonoides a été évaluée a partir de la courbe d'étalonnage de
la quercitrine a différentes concentrations (12.5-40 pug/ml) (figure 6). Les résultats sont
exprimés en microgramme d’équivalent de quercitrine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg

E).
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La concentration de la quercétine (ug/ml)

Figure 6. Droite d'étalonnage de la quercitrine.
11.5. Evacuation de ’activité antioxydante par la méthode de DPPH

La détermination de I'activité antiradicalaire par le test de DPPH a été effectuée en
utilisant la méthode décrite par (Molyneux, 2004) légerement modifiée.

a. Principe de la méthode
Le principe de cette méthode est basé sur la réduction du radical DPPH (2,2-

diphenyle-1-picrylhydrazyl) de couleur violet foncé par un agent antioxydant (extrait de la
plante) en 2,2 diphenyl-1-picrylhydrazine de couleur jaune pale.

Substance donnant
un atome d’hydrogéne

@g o O

NO 2

Forme radicalaire (DPPH")

Figure 7. Réduction du DPPH par un antioxydant (Molyneux, 2004).

b. Mode opératoire

La solution de DPPH est préparée par solubilisation de 4 mg de DPPH dans 100 ml de
méthanol.

— A 50 pl de chaque solution méthanoliques des extraits a différentes concentrations
(de 0,05 a 0,5 mg/ml) sont ajoutés a 950 pl de la solution DPPH.
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— Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; acide
ascorbique dont I’absorbance a été mesurée dans les mémes conditions que les
échantillons et pour différentes concentrations (de 0,02 a 0,2 mg/ml).

— Le controle négatif est préparé de la méme fagon sauf que 1’extrait est remplacé par
le solvant le méthanol.

— Les absorbances ont éte mesurées a 517 nm apres 30 minutes d'incubation a
I'obscurite.

— Le blanc pour réglage d’appareils est constitué par 1 ml de méthanol.

50 ul d'extraits J
-

e

absorbances a 517 nm

Apres 30 minutes d'incubation lire les J

Photographie 5. L'activité antioxydante.
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c. Expression des résultats

Les résultats ont été exprimés en pourcentage d'inhibition (% PI) du DPPH selon la

formule suivante :

[ % PI1 du DPPH= [(At- Ae) / Al X100 ]

At et Ae sont les valeurs de I'absorbance du blanc et de I'extrait respectivement a 517

nm a partir d'équations de régression linéaire des graphes :

La concentration de I'extrait essentiel pour balayer 50 % des radicaux libres ou 1Cso
a été calculée graphiquement par la régression linéaire des graphes tracés, (pourcentages
d'inhibition en fonction de différentes concentrations des différents extraits de Laurus nobilis

L selon I'équation suivante :

[ ICs0 = (Y-b) /a ]

I1.6. Evaluation de I’activité antibactérienne

L’évaluation de P’activité antibactérienne des extraits de la plante consiste a estimer
I’inhibition de la croissance des bactéries testées. Cette activité est évaluée par la méthode

de diffusion en milieu gélosé basée a 1’utilisation de disques stériles (Cavallo et al., 2006).
a. Préparation de I’inoculum et des solutions des extraits

Les souches microbiennes sont ensemenceées sur gelose nutritive et incubées a 37°C
pendant 18-24h. Des colonies bien isolées ont été transférées dans des tubes contenant de
I’eau physiologie afin d’avoir des suspensions bactériennes avec une densité ont été ajustées
a 0.5 Mack Ferland (DO =0.08-0.10 lues a 625 nm). Les extraits de la plante ont été dilués
a raison de 300 mg/ml et 200 mg/ml dans le diméthyle sulfoxyde (DMSO).
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Photographie 6. Préparation d’inoculum (A) : prélévement d’une colonie, (B) :

préparation d’inoculum dans I’eau physiologique, (C) : L’inoculum.
b. Ensemencement et dép6t des disques

L’ensemencement est réalis¢ par écouvillonnage sur boites de pétri contenant le
milieu Mueller Hinton. Une fois I’ensemencement effectué, des disques de 6 mm de diamétre
imprégnés de 10 pl des extraits (AL, MO, FO), de chaque concentration (300 mg/ml et
200mg/ml) sont déposeés sur la surface de la gélose ensemencée. Des disques imprégnés de
DMSO (témoin négatif) ont été utilisés pour la comparaison avec les résultats des extraits

testés. Les boites de pétri sont incubées pendant 18-24 heures a 37°C (Naili, 2016).
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Photographie 7. Ensemencement et dép6t des disques.
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¢. Incubation et lecture

Les expériences ont été realisées en trois répétitions et les résultats sont exprimés en
moyenne x SD (standard déviation). La souche ayant un diametre D < 8mm, 9 <D < 14mm,
15 <D <19 mm, D > 20mm est considérée respectivement comme souche résistante (-),

sensible (+), trés sensible (+ +), extrémement sensibles (+++).

11.7. Analyse statistique

Toutes les expériences ont été faites en triple, Les résultats ont été exprimés en

moyenne avec son écart type (n = 3) pour chaque cas.

Les résultats quantitatifs des différentes évaluations réalisées in vivo sont exprimés

en moyenne écart type. Ces résultats sont traités statistiquement par le test d’ANOVA.
Le seuil de signification est supérieur a 95% (p<0.05), tel que :

— (p > 0.05) désigne un effet non significatif.
— (p <0.05) désigne un effet significatif.

— (p<0.01) désigne un effet hautement significatif.

(p <0.001) désigne un effet tres hautement significatif.

L'ensemble des traitements statistiques est réalise a l'aide du logiciel Minitab.
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I. Rendement d’extraction

Les extraits méthanoliques ont été préparés a partir de la poudre de la partie aérienne
de L. nobilis par la macération pendant 24h. Les résultats de rendement sont présentés dans
le tableau 8 et la figure 8.

Tableau 8. Le rendement des différents extraits de Laurus nobilis.

Les extraits Le poids du Le poids des Le rendement en
(EMLN) materiel végétal en extraits en (g) (%)
9)
MO 40 6,10 15,25
AL 40 4,64 11,57
FO 40 3,57 8,92

16
14

X

c 12

]

= 10 MO
£

% AL
c

S EFO
o

o N B O

MO AL FO
Les extraits

Figure 8. Rendements des extraits de Laurus nobilis.

Les résultats obtenus révelent que I’extrait MO représente le rendement le plus élevé
(15.25 %) suivi par I’extrait AL avec un rendement de 11.57 % et I’extrait FO qui présente
le plus faible rendement d’ordre de 8.92 %. La différence de rendement peut s'expliquer par
les différentes methodes et a la vitesse de séchage de la plante ainsi qu'a la tempeérature

différente.
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Les rendements d’extraction méthanoliques trouvés dans notre recherche sont
inférieurs a ceux trouvés par Taroq et al. (2018) qui ont récolté les feuilles de laurier dans
la région de Larache (Maroc occidental) et séché pendant 2 semaines a température
ambiante, le rendement était d’ordre de 22%. Cette différence peut étre expliquée par la

différence dans la région et la période de la récolte et les méthodes de séchage.

D’aprés Senou et al. (2021) le rendement de 1’extrait aqueux des feuilles de la méme
espece de laurier est de 30.55+2.93 %. Ce résultat est supérieur a celui de notre étude. Cette

différence est peut-étre due a la différence dans la nature des solvants utilises.
I1. Résultats de screening phytochimique

Le screening phytochimique réalisé sur différents extraits préparés a partir des
feuilles de L. nobilis, révéle la présence de plusieurs métabolites secondaires dont les

résultats sont présentés dans le tableau 9 et les photographies (8-17).

Tableau 9. Screening phytochimique des extraits de la plante Laurus nobilis.

Les extraits

Meétabolites Observation
secondaires MO AL FO
) Apparition d’un anneau
Flavonoides +++ +++ +++ ]
jaune
_ La formation d’une
Saponosides +++ +++ +++
mousse plus de 2 cm
_ Apparition d’une couleur
Tanins ++ + ++ + ++ +
vert foncé
_ ) Apparition d’une couleur
Quinones libres +++ +++ +++ oL ;
qui vire jaune (miel)
Coumarines :
Fluorescence +++ +++ +++ Fluorescence intense
uv
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Composés Formation d’un précipité

réducteurs rouge brique

) Absence d’un précipite
Alcaloides - - -
blanc ou brun

Note : (-): test négatif ; (+): test faiblement positif ; (++): test positif ; (+++): test fortement positif.

Photographie 8. Résultats des flavonoides.
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Photographie 11. Résultats des quinones libres des extraits MO, AL, FO de gauche a

droite.
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Photographie 12. Résultats la fluorescence des coumarines sous lumiére Ultra-violette
des MO, AL, FO de gauche a droite.

Photographie 13. Résultats des stérols et triterpénes des extraits MO, AL, FO de gauche
a droite.

Photographie 14. Résultats des composés réducteurs des extraits MO, AL, FO de
gauche a droite.
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Photographie 17. Résultats des anthraquinones des extraits MO, AL, FO de gauche a

droite.
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A partir de ces résultats nous avons observe une forte présence des flavonoides, des
saponosides, des tanins, des quinones libres, des coumarines (fluorescence), des composés
réducteurs et des terpénoides dans les trois extraits méthanoliques AL, FO, MO, ainsi qu’une
absence totale des stérols et triterpenes, des alcaloides et des anthraquinones. Les résultats
de screening phytochimique dans les trois extraits AL, FO, MO, ne révelent pas une
différence dans la composition en métabolites secondaires des extraits par rapport aux

méthodes de séchage.

L’absence des stérols et triterpenes, des alcaloides et des anthraquinones dans nos
extraits s’accordent avec les résultats trouvés par Haddouchi et al. (2011) sauf qu’ils ont
utilisé 1’éthanol comme solvant. Aussi, une autre étude de Batiha et al. (2020) a montré la
présence des terpénoides dans 1’extrait méthanolique de laurier, ce qui correspond a nos
résultats obtenus. Les résultats des études phytochimiques effectuées par Miliani, (2012) ont
révélé la présence des flavonoides, des saponosides et des tanins dans I’extrait aqueux
obtenus des feuilles de laurier. Egalement, les résultats obtenus de 1’étude de Senou et al.
(2021) ont déterminés les composés phytochimiques absents dans 1’extrait aqueux de feuilles

de L. nobilis tel que les coumarines, et composés réducteurs.

Le screening phytochimique des extraits de L. nobilis a montré une richesse et

variation en métabolismes secondaires, il a donc des activés biologiques intéressantes.
II1. Résultats de I’étude quantitative

I11.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été déterminé par la méthode de Folin-Ciocalteu.
L’acide gallique est I'étalon le plus couramment utilise dans cette méthode. Les résultats

obtenus sont présentés dans la courbe d’étalonnage (Figure 9).
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Figure 9. Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

A partir de la courbe d’étalonnage, la concentration des polyphénols totaux dans les
extraits de laurier a était estimée par 1’équation de la courbe ; y = 0.0096x - 0.0254,
correspondant a la forme Abs = a [AG] + b, la teneur en polyphénols totaux est exprimée en
microgramme équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg E). Les

résultats sont présentés dans le tableau 10 et la figure 10 ci-dessous.

Tableau 10. Teneur des polyphénols totaux dans les extraits de Laurus nobilis.

L es extraits Polyphénols totaux

(ng EAG/mg d’extrait)
AL 115.63+3.06
FO 113.62+1.83
MO 101.05+1.84 ™

*Significative / ** hautement significative / *** tres hautement significative
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Figure 10. Teneur en polyphénols dans différents extraits de Laurus nobilis.

D’apres I’histogramme illustré ci-dessus, nous avons remarqué une variabilité des
teneurs en polyphénols totaux, ou la teneur la plus élevée est constatée dans 1’extrait AL
(115.63+3.06 pg AG/mg E), suivi par I’extrait FO soit en moyenne de (113.62+1.83 pg
AG/mg E) puis I’extrait MO qui montre la valeur de (101.05+1.84 ng AG/mg E). La légére
différence dans la teneur en polyphénols peut étre due a la différence des méthodes de
séchage.

Les résultats du dosage des polyphénols totaux dans notre étude sont inférieurs aux
celles rapportés par Taroq et al. (2018) qui ont révélé une teneur de 1’ordre de 133.32+1.71
mg EAG/g DM, pour un extrait méthanolique. D’aprés Wissal et al. (2020) la teneur en
polyphénol est d’ordre de 174.1+ 11.6 mg EAG.g-1 DW, qu’ils ont utilisé 1’extrait
méthanolique. Dans une autre étude réalisée par Aala et al. (2022), ayant travaillé sur laurier
en utilisant un extrait aqueux, nous avons observé que les phénols totaux présents dans notre

extraits méthanoliques sont inférieurs a leurs résultats (257.66 mg acide gallique /g extrait).

En effet, la différence des résultats peut étre due a la nature du solvant utiliseé et du
mode de séchage en relation avec des facteurs environnementaux (nature géographique,
température et nutriments) qui affectent fortement les composés végétaux (Bouridane et

Hamreulaine, 2018).
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111.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été realisé par la méthode de chlorure d'aluminium
(AICl3), avec la quercétine comme étalon (Figure 6). Selon la courbe d'étalonnage, la
concentration de flavonoides dans les extraits méthanoliques de laurier a été estimée par
I'équation de la courbe y=0,0242x+0,0411, avec R2=0,985.

La teneur en polyphénols totaux est exprimée en microgramme équivalent de
quercétine par milligramme d’extrait (Ug EQ / mg E). Les résultats sont présentés dans le

tableau 11 et la figure 11 ci-dessous.

Tableau 11. Teneur en flavonoides dans les extraits de Laurus nobilis.

) Flavonoides totaux
Les extraits

(ng EQ/mg d’extrait)
AL 5.74+1.17
FO 6.050+0.555
MO 3.736+0.555
8
w7
£ | T
2 s
o
& 4 AL
E 3 FO
L 2
= MO
@1
2o
AL FO MO

Les extraits

Figure 11. Teneur en flavonoides dans différents extraits de Laurus nobilis.

Selon les résultats de graphe ci-dessus, la tenure des flavonoides de 1’extrait FO
représente la valeur la plus ¢élevée (6.050+£0.555mg EQ/g E), suivi par D'extrait AL
(5.74£1.17 mg EQ/g E), et la valeur minimale représentée par la tenure d’extrait MO
(3.736+0.555 mg EQ/g E). Ces teneurs en flavonoides sont responsables des multiples
propriétés analgésiques, antifongique, antioxydant, antibactérienne et hémostatique de
laurier (Kabran et al., 2012).
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A partir de nos données, nous avons observé des teneurs faibles en flavonoides dans
les trois extraits méthanoliques. Les résultats des travaux de Taroq et al. (2018) sur I’extrait
méthanoliques des feuilles de laurier récoltées en avril 2014 au Maroc sont supérieurs par
rapport a nos résultats, avec une teneur des flavonoides de 101.45+1.48 rutine mg/g DM.
D’aprés Wissal et al. (2020) la teneur en flavonoides de 1’extrait méthanoliques de la méme
espéce de laurier est de 149.2+8.3 mg EC. g-1 DW, ce résultat est plus élevé a celui de notre
étude. Aussi, 1’étude faite par Aala et al. (2022) montre que la teneur en flavonoides de
I’extrait aqueux des feuilles de L. nobilis est de 151.26 mg catéchine/g extrait. La différence

dans les résultats peut étre due a la nature des solvants utilisés.
IV. Evaluation de P’activité antioxydante

La méthode DPPH est indépendante de la polarité du substrat. La méthode est basée
sur la réduction de solutions alcooliques de DPPH en présence dhydrogene ou
d'antioxydants donneurs d'électrons. Une forme non radicalaire de DPPH-H est formée. Les
graphiques ci-dessous montrent le pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration

de chaque extrait.

120
y =493,44x+ 0,386

100 e
g R?=0,9905
= % o
5
£ 60
T a0 -
LS )

20 T

“’_9
0
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

[C] de I'acide ascorbique (mg/ml)

Figure 12. Pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction de différentes concentrations de

1‘acide ascorbique.
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Figure 13. Pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations de 1’extrait

AL.
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Figure 14. Pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations de 1’extrait

MO.
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Figure 15. Pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction des concentrations de 1’extrait

FO.

A partir des graphes ci-dessus, on observe une augmentation de pourcentage

d’inhibition du radical libre proportionnellement avec 1’augmentation de la concentration.

e Calcul d’ICso

La capacité antioxydante des différents extraits a été determinée par ICso, la
concentration requise pour réduire les radicaux libres DPPH de 50 %. Plus la valeur 1Csg est

faible, plus I'activité antioxydante du composé est élevée (Hobi et Eddouks, 2016).

Nous avons évalué la concentration de chaque extrait nécessaire pour réduire de 50
% de DPPH ou I'lCsg des radicaux libres. L’ICso a été déterminée a partir de I'équation de

régression linéaire de la figure. Les valeurs sont indiquées dans le tableau ci-dessous :

Tableau 12. Résultats du test de I’activité antioxydante exprimant la concentration efficace

50 % en mg/ml.

Standard / Extraits I1Cs0 (mg/ml)
Acide ascorbique 0.100
AL 0.452
MO 0.435
FO 0.445
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D’aprés les résultats enregistrés dans le tableau 12, les trois extraits méthanoliques
AL, MO, FO, de notre plante L. nobilis possedent un pouvoir antioxydant assez important.
Ce pouvoir est confirmé par des valeurs d’ICso (0.45 mg/ml, 0.435 mg/ml et 0.445 mg/ml
respectivement) et des pourcentages d’inhibition importants. Les valeurs d’ICso de ces trois

extraits sont supérieures a celle du standard (acide ascorbique) (ICso est 0,200 mg/ml).

Une étude menée par Kazeem et al. (2015) sur la méme espéce de L. nobilis a montré
une bonne efficacité antioxydante en enregistrant une valeur d’ICso de 0.02 mg/ml lors une
extraction par 1’acétone, cette valeur est nettement inférieure a celle trouvé dans la présente
étude. Aussi, nos résultats montrent une efficacité plus faible par rapport a 1’étude de Taroq
et al. (2018) qui ont enregistré une ICsg a 1I’ordre de 0.31+0.009 mg/ml. Cependant, Guedri
et al. (2020) dans une étude réalisée sur I’huile essentielle de laurier ont révélé une faible
efficacité de piéger le radical DPPH avec une ICso de 94.655 mg/ml, et ICso d’acide
ascorbique est égal de 0.45 mg/ml. Ces valeurs sont supérieures aux valeurs trouvées dans

cette étude.

Ce pouvoir antioxydant des extraits peut étre expliquée par leur teneur en
polyphénols et flavonoides qui sont considérés comme d’excellents antioxydants dont les

propriétés oxydo-réducteurs leurs permettent d’agir comme des agents réducteurs (Pietta,
2000)

V. Evaluation de P’activité antibactérienne

Le présent travail s’intéresse a I’étude de 1’activité antibactérienne des trois extraits
méthanoliques AL, FO et MO de plante médicinale L. nobilis vis-a-vis trois (3) espéces

bactériennes a Gram positif et a Gram négatif.

Les résultats de 1’étude de I’activité antibactérienne des extraits de cette plante est

présenté dans le tableau 13 et les photographies 18,19 et 20.
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Tableau 13. Moyenne des zones d’inhibition (mm) des extraits méthanoliques de Laurus

nobilis.

Extraits

Especes 200 300 200 300 200 300
Bactériennes

Staphylococcus

7+0 8+0 6,33+0,57  6x0 6+0 6+0
aureus

Pseudomonas

. 60  7,66+0,57 6+0 6+0 6+0 6+0
aeruginosa

Klebsiella

pneumoniae %0 70 6+0 7£0 7+0 6+0

Diamétre : D <8mm, 9 <D < 14mm, 15< D < 19mm, D > 20mm est considérée respectivement comme souche

résistante (-), sensible (+), trés sensible (++), extrémement sensibles (+++).
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Klebsiella pneumon | =SS

Photographie 18. Effet de I’extrait AL sur les souches bactériennes testées

C1:200 mg/ml ; C2 : 300 mg/ml.
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Photographie 19. Effet de I’extrait MO sur les souches bactériennes testées

C1:200 mg/ml ; C2 : 300 mg/ml.
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Photographie 20. Effet de I’extrait FO sur les souches bactériennes testées

C1 :200 mg/ml ; C2 : 300 mg/ml.
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Les résultats mentionnés dans le tableau 13 indiquent que les trois souches
bactériennes Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae,
montrent une résistance contre les trois extraits méthanoliques AL, FO et MO de L. nobilis
a deux concentrations différentes (200 et 300 mg/ml), avec des zones d’inhibition qui varient
entre 6 et 7,66 mm. Ces résultats indiquent que les extraits testés n’ont aucun pouvoir
antibactérien vis-a-vis ces souches bactériennes. Cela peut s’expliquer par les concentrations

insuffisantes d’extraits utilisés.

Une étude réalisée sur 1’extrait méthanoliques de la méme espéce végetale par
Yakhlef et al. (2011) sur Pseudomonas aeruginosa a présenté une résistante totale de cette

bactérie a I’extrait méthanoique, ce qui est en accord avec nos résultats.

Ainsi, nos résultats sont en accord avec ceux trouvés par Miliani, (2012) ou I’extrait
méthanoique n’avait pas enregistré une activité antibactérienne vis-a-vis les deux souches
testées a gram négatif Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae. Mais
contrairement a nos résultats, 1’extrait ¢tait actif sur I’espéce a Gram positif Staphylococcus

aureus avec une zone d'inhibition de 29 mm de diamétre.

Néanmoins, le travail de Gum Gumjee, (2020) de I’Arabie Saoudite sur I’extrait
éthanolique de L. nobilis de concentration 200 mg/ml, a montré un meilleur pouvoir
antibactérien contre les trois souches testées Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa et Klebsiella pneumoniae avec des zones d'inhibition 28.00+00.00, 29.00+£00.00

et 26.00+00.00 mm respectivement.

L’activité antibactérienne par la méthode de diffusion des disques sur milieu geélosé
est en partie dépendante de la méthode d’extraction, les conditions de séchage, le contenu
en métabolites et la nature du solvant utilisé, la concentration d’extraits et la souche

bactérienne étudiée (Burnichon et Texier, 2003 ; Toty et al., 2013).
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Conclusion et perspectives

Le présent travail avait pour but I’étude phytochimique et le dosage de la teneur en
composés phénoliques et flavonoides de la plante médicinale Laurus nobilis de la famille
des Lauraceaes originaire de la wilaya de Khenchela et 1’évaluation de leur activité

antioxydante, antibactérienne.

La macération a montré que les extraits méthanoliques présentent des rendements
estimés de 15,25 %, 11,57 % et 8,92 % pour I’extrait de MO, AL et FO, respectivement.
Ainsi que les tests phytochimiques effectués ont révéle la richesse de ces trois extraits en
flavonoides, des saponosides, des tanins, des quinones libres, des coumarines, des cComposes

réducteurs et des terpénoides.

L’analyse quantitative des extraits du Laurus nobilis est représentée par le dosage
spectral des polyphénols et des flavonoides. Les résultats montrent que 1’extrait le plus riche
en polyphénols est I’extrait AL. Pour les flavonoides, nous avons remarqué la teneur la plus

¢levée dans I’extrait FO suivi par I’extrait AL puis I’extrait MO des feuilles de la plante.

L’¢étude du pouvoir antioxydant par le test de DPPH a révélé un fort pouvoir
antioxydant dans les extraits testés AL, MO, FO. En ce qui concerne le pouvoir antibactérien
par la méthode de la diffusion de disque, toutes les souches utilisées dans cette étude ont été

montré résistantes aux extraits méthanoligues.

Par ailleurs, les résultats de cette étude restent préliminaires et ne constituent qu’une
premiere étape dans la recherche de substances d'origine naturelle biologiquement active,
donc, de nombreuses perspectives expérimentales écoulent de cette recherche. En fait, des

études plus approfondies sont nécessaires concluant plusieurs points a savoir :

- Utilisation d’autres méthodes d’extraction avec d’autre solvant organiques, sur d’autres
parties de la plante.

- Il serait intéressant d’effectuer une étude in vivo et tester les extraits sur des animaux de
laboratoire comme le rat, la souris ou le lapin pour voir I'efficacité de chaque extrait.

- Recherche d’autres activités biologiques, telles que I’activité antidiabétique et

anticoagulante.
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Résumé :

Laurus nobilis "EI-Rand” est une plante alimentaire et médicinale utilisée en medecine
traditionnelle en raison de ses différents composants chimiques. L’objectif de notre travail est porté sur
une étude phytochimique des extraits méthanoliques des feuilles de Laurus nobilis L. séchées par
différentes méthodes ainsi que 1’estimation quantitative des polyphénols totaux et les flavonoides et
I’évaluation de I’activité antioxydante et antibactérienne in vitro. Le screening phytochimique, n’a pas
révélé une différence dans la composition chimique des trois extraits AL (feuilles séchées a ’air libre),
MO (feuilles séchées a la microonde) et FO (feuilles séchées au four). Les différents extraits
contiennent : des flavonoides, des saponosides, des tanins, des quinones libres, des coumarines, des
composés réducteurs et des terpéenoides. Quantitativement, le dosage des polyphénols totaux montre que
I’extrait AL est plus riche en composés phénoliques (115.63+3.06 ng AG/mg E). Cependant, le taux des
flavonoides est supérieur dans I’extrait FO (6.050+0.555mg EQ/g). L’activité antioxydante via la
méthode de réduction de radical libre DPPH a démontré une grande activité dans les trois extraits AL,
MO et FO avec ICso d’ordre de 0.45 mg/ml, 0.43 mg/ml et 0.44 mg/ml, qui sont supérieures a celle de
I’acide ascorbique (0,1 mg/ml). L’effet antibactérien des extraits méthanoliques a été évalué par la
méthode de diffusion des disques vis-a-vis trois souches bactériennes Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumoniae. Les résultats ne montrent pas la résistance des

espéces testée a ces extraits.
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