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Résumés

Résumé

Laurus nobilis.L est une plantes qui appartient a la famille des Lauracées. Elle représente
I’'une des plantes médicinales les plus anciennes connues chez 1’€tre humain. Notre travail
visait a la contribution de 1’étude de différents extrais de la plante Laurus nobilis : Extrait

méthanolique (EMLN), extrait aqueux (EAQLN) et extrait acétonique (EACLN).

Le screening phytochimique a montré la présence des : coumarines, quinones libres,
saponosides, terpénoides et flavonoides dans les trois extraits étudiés et la présence de
stérols et des triterpenes sauf dans I’extrait acétonique. L’étude qualitative par CCM a
montré que les deux extraits méthanolique et acétonique ont le méme contenu en
flavonoides. Aussi, le dosage quantitatif des polyphénols totaux, déterminé par la méthode
de Folin-Ciocalteu, et des flavonoides par la méthode d’Alclz a démontré une teneur tres
importante en polyphénols dans 1’extrait méthanolique (28 ug EAG/mg E), par contre la
teneur des flavonoides a été enregistré dans 1’extrait acétonique (4.18 ug EQ/mg E).

L'activité antioxydante a été évaluée a l'aide de la méthode de réduction des radicaux libres
DPPH. Comparé a dautres extraits, l'extrait dEMLN était celui qui avait l'activité
antioxydante la plus importante, avec un pourcentage d'inhibition d'environ 99,18 %. Les
résultats de l'activité anti-inflammatoire en évaluant le pourcentage d'inhibition de la
dénaturation de la BSA ont montré que I'EMLN a une concentration de 0,001 mg/mi

présentait un pourcentage d'inhibition de 98,63 %.

L’activité antibactérienne a été determinée sur trois souches : Staphilococus aurrus,
Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis, les extraits testés n’ont aucun effet sur les

souches utilisées, sauf "EMLN qui a une action sur la souche Staphilococus aurrus.

Mots clés : Laurus nobilis.L, activité antioxydante, activité anti-inflammatoire, activité

antibactérienne, polyphénols, flavonoides.



Résumés

Summary

Laurus nobilis.L is a plant that belongs to the Lauraceae family. It is one of the oldest
medicinal plants known to humans. Our work aimed to contribute to the study of different
extracts of the Laurus nobilis plant: methanolic extract (EMLN), aqueous extract (EAQLN)

and acetonic extract (EACLN)

The phytochemical screening showed the presence of: coumarins, free quinones,
saponosides, terpenoids and flavonoids in the tree studied extracts and the presence of
sterols and triterpenes except in the acetone extract. The qualitative study by TLC showed
that methanolic and acetonic extracts have the same flavonoid content. Also, the
quantitative assay of total polyphenols, determined by the Folin-Ciocalteu method, and
flavonoids by the AICI; method demonstrated a very high content of polyphenols in the
methanolic extract (28 ng EAG/mg E), by against the content of flavonoids was recorded

in the acetone extract (4.18 ug EQ/mg E).

Antioxidant activity was assessed using the DPPH free radical reduction method.
Compared to other extracts, EMLN extract had the highest antioxidant activity, with an
inhibition percentage of about 99.18%. Results of anti-inflammatory activity by evaluating
percent inhibition of BSA denaturation showed that EMLN at a concentration of 0.001

mg/ml exhibited percent denaturation of 98.63%.

The antibacterial activity was determined on three strains: Staphilococus aurrus, Klebsiella
pneumoniae, Bacillus subtilis, the extracts tested have no effect on the strains used, except

EMLN which has an action on the Staphilococus aurrus strain.

Keywords: Laurus nobilis.L, antioxidant activity, anti-inflammatory activity, antibacterial

activity, polyphenols, flavonoids.
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Introduction

Introduction

Pendant longtemps, I'nomme a c6toyé les plantes et a eu I'habitude de les manger en raison de
leurs propriétés médicinales et nutritionnelles. Les produits naturels sont a I'honneur en tant
que matiére premiére utilisée dans divers domaines, tels que la production pharmaceutique, la

cosmétique, I’agroalimentaire, la phytosanitaire et I’industriel (Selles, 2012).

Les plantes médicinales sont utilisées depuis l'antiquité comme médicaments pour la prise en
charge des maladies humaines. Malgré les grandes avancées de la science et de la médecine
moderne au cours de ces dernieres décennies, ces plantes continuent de contribuer de fagon
importante a l'amélioration de I'état de santé des populations, notamment celle des pays en
développement (Ouedraogo et al., 2021).

L’ Algérie couvre une surface de 2381741 Km? ; elle est dotée d’une flore extrémement riche,
notamment dans le domaine des plantes médicinales), qui mérite d’étre exploité dans le

domaine de la recherche et I’étude des activités biologiques de celle-ci (Bouzabata, 2015).

Laurus nobilis est une plante qui appartient a la famille des Lauracées. Cette derniére qui
renferme genres et environ 2000 -2500 especes (Barla et al., 2007). Le laurier est une plante
trés répandue dans les lieux humides. Elle est douee de propriétés antibactérienne, antivirale,
anti-inflammatoire et mucolytique d’ou son utilisation traditionnelle pour guérir plusieurs

types de maladies (Iserin, 2001).

Notre présente étude consistent a réaliser une étude phytochimique (criblage phytochimique,
séparation des principaux métabolites par chromatographie sur couche mince (CCM), dosage
des polyphénols et flavonoides) et une eévaluation d'activités : antioxydante, anti-
inflammatoires et antibactériennes in vitro de Laurus nobilis, en utilisant différents types

solvants organiques pour I’extraction.
Ce mémoire est composé de deux parties :

> La premiére représente la partie théorique. Elle est subdivisée en trois chapitres, le
premier chapitre porte sur des généralités sur les plantes médicinales : historique,
définition, méthodes d’extraction... etc. Le second chapitre c’est une représentation de
plante étudiée (laurier) et le dernier chapitre est consacré aux activités biologiques :

antioxydante, antibactérienne et anti-inflammatoire ;




Introduction

> La deuxiéme représente la partie pratique, elle englobe : le matériel et les méthodes
utilisés pour realiser les différents extraits sur lesquels nous avons travaillé et tout le

mode opératoire, ainsi que les résultats obtenus et leur discussion.
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Chapitre 01 : Généralités sur les plantes médicinales

I. Définition

Les plantes médicinales sont la matiére premiere de base pour la prévention et le traitement
des maladies dans les cultures traditionnelles (Zhanget al., 2021). Les espéces vegétales
d’importance médicinales inclus dans différents secteurs a I’état brut ou sous forme
d’huiles,d’extraits, ou des solution aqueuses sont couramment utilisées (Zaher et al.,
2018). Les plantes médicinales jouent un rdle de plusen plus important dans notre vie
quotidienne ; car ce sont une source importante de vitamines et de fibres et contribuent

donc & un mode de vie sain (Senosy et al., 2022).
Il. Historique d’utilisation dans le monde

L’histoire des plantes médicinales est associee a 1’évolution des civilisations. Dans toutes
les régions du monde, ces plantes ont toujours occupé une place importante en médecine
(Jelamri et al., 2014).

Jusqu’au XIX siecle, les médecins se contentaient, pratiquement de puiser dans la
pharmacie du bon dieu pour soulager les maux de leurs contemporaines. C’est alors que les
chimistes ont réussi a isoler les principes actifs de certaines plantes importantes (la quinine

du quinquina, la digitaline de la digitale... etc.) (Laama, 2015).

L’utilisation des plantes reléve d’une philosophie déja exprimée dans des livres de la Bible.
Récemment, des médecins et des professeurs dynamiques ont créé des centres de formation
en phytothérapie, ils expérimentent de nouvelles plantes (comme le Harpagophytum
procumbens), pour moderniser la présentation des médicaments et rendent ceux-ci plus
efficaces par exemple les nébulisats ou les extraits secs de plantes qui sont prescrits sous

forme de gélules (Iserin, 2001).

Enfin, il est estimé qu’au moins 25 % de tous les médicaments modernes sont dérives,
directement ou indirectement, a partir de plantes médicinales, principalement grace a
I’application des technologies modernes aux connaissances traditionnelles (Chaouki,
2012).

I11. Origine

L’origine des plantes médicinales se divise en deux types : les plantes spontanées et les

plantes cultivées.
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I11.1. Les plantes spontanées

Elles sont les seules utilisées depuis des milliers d’années (Chabrier, 2010). Leur diversité
florale et écologique dépend de la nature (Daoudi et al., 2015), du climat (les conditions
climatiques sont considérées comme un ensemble de facteurs qui faconnent le climat et
controlent la répartition des plantes médicinales : latempérature , la latitude ...) et du sol

(les semis poussent normalement dans un sol qui leur convient) (Ouedraogo et al., 2021 ).
[11.2. Les plantes cultivées

Leur utilisation remonte a I’antiquité (Tahraoui et al., 2020), fournissant une riche récolte
pour les besoins médicinaux et commerciaux. L’agriculture aide a préserver les plantes
médicinales rares dans la nature (Laifaoui et Aissaoui, 2019). La thérapie est basée sur
plusieurs plantes medicinales telles que : sauge, anis, menthe, graine grecques, sarriette,

tanaisie...etc. (Tahraoui et al., 2020).
IV. Utilisations des plantes medicinales

Les images d’usage des plantes médicinales varient selon leur domaine d’utilisation
(poudres, extraits de plantes fraiches, melanges de plantes sechees..).Leur application ne se
limite pas au seul usage thérapeutique, par exemple, I’utilisation de la mélisse, enrichie en
huiles essentielles, pour lutter contre I’anxiété chez I’homme (Olivier, 2019), et pour
soigner les animaux ; par exemple, en cure vétérinaire : le thym sauvage est utilisé comme
antiseptique pour entérites et parasites des volailles et anti-inflammatoires (Chabrier,
2010). Les plantes médicinales sont également utilisées en cuisine (Biabiany et al., 2012)
sous forme d’épices comme le curcuma (Miara et al., 2013). Les plantes médicinales de
type aromatique sont également utilisées dans I’industrie cosmétique (dans le domaine des
parfums) (Turner, 2009), aussi dans les pommades, les lotions et les bains de vapeur
(Babulka, 2011).

V. Les métabolites secondaires

V.1. Définition

Le terme « métabolites secondaire », été soumis par Albert Kossel en 1891(Tehami,
2017). Les métabolites secondaires sont des composés organiques naturellement présents
dans les plantes qui sont dérivés de produits du métabolisme primaire comme les glucides,

les acides aminés et les lipides par différentes réactions biochimiques (Assaf et al., 2022).
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Les métabolites secondaires sont les produits de différentes parties de la cellule, ils ont

principalement stockés dans des vacuoles (Guerdouh, 2017).
V.2. Classification

On peut citer trois types de métabolites secondaires :

a) Les polyphénols (les composés phénoliques)

Les polyphénols sont les substances les plus abondantes et les plus largement distribuées
dans le réegne végétal. Plus de 8000 structures phénoliques sont connues (Laouini, 2014).
Ils sont produits principalement a partir des acides aminées phénylalanines et tyrosine
(Guerdouh, 2017). Le principal mode de la formation du noyau aromatique emprunte
I'acide shikimique (Boutaoui, 2012). Ils sont assemblés en différentes classes aux noms
sibyllins d’acides cinnamiques, d’acides benzoiques, de flavonoides, de lignines et de

lignanes, de coumarines, de stilbenes, de tanins...etc. (Massaux, 2012).

b) Les alcaloides

Les alcaloides forment un grand groupe de métabolites secondaires. Ils sont des composés
organiques d'origine naturelle, hétérocyclique, azotée, plus ou moins basique, qui dérivent

d’acides aminés. lls sont généralement synthetisés dans les tissus périphériques des plantes
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puis conserver dans des compartiments équivalents ; vacuoles. La réglementation de ces
synthétiques alcaloides, peut agir au niveau de I'expression enzymatique, selon le stade de
différenciation. Leur rble chez les plantes est relativement méconnu. Certains peuvent

intervenir dans les relations de défense plantes-prédateurs (EI Tahchy, 2010).
c) Les terpenoides

Les terpenes forment un groupe largement représenté de produits naturels chimiquement
significatifs et trés diversifiés (Benabdelkader, 2012). Ils ont une caractéristique
commune ou ils sont assemblés par un entier d'unités ramifiées a cinq carbones dérivées du
2-méthylbutadiéne, appelées unités isoprenes (CsHs)n. Ces squelettes peuvent étre disposés
de facon linéaire ou sous forme d’anneaux. Donc, une classification raisonnable basée sur

ce nombre qu'ils contiennent est possible (Remma et Bouabdelli, 2019) (Tableau 01).

Tableau 01 : Classification des terpénoides (Benaissa, 2011).

Terpénes Nombre d'unités  Nombre d‘atomes

Terpénoides analogiques isoprene de carbone
Hémiterpénoides Isopréne 1 5
Monoterpénoides Monoterpénes 2 10
Sesquiterpénoides Sesquiterpénes 3 15
Diterpénoides Diterpénes 4 20
Sesterterpénoides Sesterterpénes 5 25
Triterpénoides Triterpenes 6 30
Caroténoides Caroténoides 8 40

Caoutchouc Caoutchouc Plus que 100 Plus que 500

Les terpénoides ont des multi-usages sur différents secteurs. lls sont considérablement
utilisés dans le domaine de la nutrition humaine (saveur, conservateur) et dans la
parfumerie (Malecky, 2008).
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V1. Les méthodes d’extractions utilisées pour les plantes médicinales

VI1.1. Les techniques classiques :
Parmi les techniques d’extractions classiques, on retrouve :

» La percolation : C’est un procédé de dissolution et d’extraction partielle y compris
I'épuisement des matieres premiéres par y filtrer le solvant froid ou chaud. Le
produit résultant est un lixiviat (Ouedraogob et al., 2021).

> L’infusion : Ce type de procédé est utilisé quand les principes actifs de la plante
sont hydrosolubles et peuvent facilement étre obtenus a partir du tissu de la plante.

> La décoction : Ce procédé d’extraction est recommandé pour les racines, les
écorces et les tiges ligneuses. En effet, on I'utilise quand les substances actives sont
hydrosolubles mais pas facilement accessibles (site web 02).

» La macération : Ce procédé est surtout préconisé pour les racines et les graines.
La plante est laissée a temperature ambiante, en vase clos, dans un endroit sombre
et frais (Lagnika, 2005).

VI1.2. Les techniques modernes

» Extraction par solvant : On peut extraire une substance grace a un solvant lorsque
I’espéce chimique a extraire est solubilisée préferentiellement dans ce solvant.

» Extraction solide-liquide : La macération de plantes broyées ou de graisses dans
un solvant froid ou chaud permet d’en extraire les espéces solubles dans le solvant
utilisé (Chemat, 2014).

> Extraction liquide-liquide : La méthode d'extraction liquide-liquide (ELL) permet
le transfert des solutés initialement contenus dans une phase liquide a une autre
phase liquide non miscible, en fonction de sa solubilité dans chacun d’entre eux
(Emuri, 2010).

» Extraction par hydro-distillation : 1’hydro-distillation consiste a porter a
ébullition un liquide dont les vapeurs vont entrainer des substances volatiles qui ne
sont pourtant pas solubles dans ce liquide. On utilise souvent cette technique
pour extraire les huiles essentielles des fleurs de la lavande. Ainsi, on récupére dans
I’erlenmeyer, apres le réfrigérant, un mélange d’eau et du liquide. Ces deux

liquides, alors non miscibles, constituent le distillat (Bousbia, 2011).
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. Généralités
I.1. La famille de Lauracée

La famille des lauracées est une des plus importantes du regne végétal par le nombre des
espéces et par les produits qu'elle fournit a la matiere médicale (Perrot, 1891). La famille
des Lauracées, qui tire son nom du membre éminent, le laurier grec, Laurus nobilis.L, est
caractérisée par des plantes qui ont des cellules oléagineuses proéminentes dans les
feuilles, le bois et les fruits. Ces huiles sont pour la plupart aromatiques, elles fournissent
donc un certain nombre de matieres aromatisantes et d'épices (Schroeder, 1975).

1.2. La plante de laurier

Cette espece végétale de la famille des lauracées ayant le nom scientifique de Laurus
nobilis.L (Stefanova et al., 2020 ). Originaire du bassin méditerranéen (Lobstein et
al.,2017

), elle est un arbre comestible a feuilles persistantes dont les propriétés biologiques sont
positivement liée a la santé humaine. Le laurier est connu dans le passé comme un symbole
de paix et un signe de victoire dans les compétitions militaires et sportives (Anzano et al.,
2022). Aussi, il prend une place importante dans le domaine de : mythologie, cuisine et

médecine depuis I’antiquité (Haddadi, 2021).
1.3. L’espéce Laurus nobilis.L

Laurus nobilis.L, est un membre de la famille des lauracées qui renferme 32 genres et
environ 2000-2500 especes (Barla et al., 2007). Laurus, nom latin d’origine celte qui veut
dire toujours vert, une allusion au feuillage persistant de la plante (Pariente, 2001). Les
feuilles sont largement appliquées et connues comme assaisonnement et herbe médicinale
depuis les périodes antiques grec et romain (Demir et al., 2004). Il est intéressant de noter
que cette herbe était pendant longtemps employée dans la nourriture comme condiment et

en médecine traditionnelle (Farreira et al., 2006).
I1. Dénomination internationales

Le laurier noble possede de nombreux noms dans le monde. Le tableau 02 résume les noms

les plus populaires du laurier dans le monde.
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Tableau 02 : Les noms populaires de Laurus nobilis.L (Fradj et Siradji, 2021 ;
Bouderhem, 2015).

Francais Laurier d'Apollon, Laurier commun, Laurier

franc, Laurier noble.

Allemand Lorbeersamen,
Lorbeer.
Néerlandais Laurier
Italien Olio di alloro
Espagnol Laurel
Portugais Loureiro
Arabe Rand, habbr'ar
Chinois B#£ - yuegui (Flora of China).
Philippines Laurel; paminta-dahon (cebuano) (PROSEA
Anglais Laurel oil, sweet bay, bay tree, roman

Laurel, noble Laurel.

Nom targui ou Taselt, rend

berbére

I11. Origine et distribution

Laurus nobili.Ls est originaire du bassin méditerranéen, il pousse dans les lieux humides et
ombragés, mais également dans les jardins, ou il est cultivé comme condiment (Iserin,
2001). Actuellement, la plante est largement cultivée dans beaucoup de pays comme plante
ornementale et pour la production commerciale tels que la Turquie, 1’Algérie, la France, la
Gréce, le Maroc, I’Amérique centrale et les Etats-Unis Méridionaux (Demir et al., 2004 ;
Barla et al., 2007).

IV. Classification botanique de laurier (taxonomie)

La classification botanique est figurée dans le tableau 03.
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Tableau 03 : Classification botanique de Laurus nobilis.L (Ballabio et Goetz, 2010).

Régne Plantae

Sous-régne Tracheophyta = Tracheobionta (Cormophyta)
Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Laurales

Famille Lauraceae

Genre Laurus

Especes Laurus nobilis L

V. Description botanique

La famille des lauracées comprend pres de 2000 a 2500 especes regroupees en environ 32
genres (Bendjersi, 2008). Le laurier est arbre aromatique, glabre, a rameaux dresses
(Bouderhem, 2015), la partie inférieure est grise et la partie supérieure est verte (Oudjedi,
2014). Les feuilles sont alternes lancéolées coriacées, a bord ondulée a une couleur vert
foncé sur la face supérieure et une couleur clair sur la face inférieure (Kahouli, 2010). Les
fleurs sont dioidiques, blanchatres, odorantes, en petites ombelles axillaires pédonculées et
involucrées, apparaissent en Avril — Mai, périanthe pétaloide, caduc, a 4 division obovales
égales, 8- 12 étamines sur 2 range a anthéres s’ouvrant de la basse au somment par des
valvules, 01 style court et epais, a stigmate subcapité. Le fruit est une petite baie ovoide,
noir violacé (Fradj et Seridji, 2021).

V1. La répartition geographique
a) Dans le monde

Le laurier est présent dans les zones tropicales et tempérées de la planete (figure 01). Il est
absent dans les régions aux climats les plus froids (Nord de Amérique du nord, Europe,
Nord de I’Asie) (Josianny, 2015).

10
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A —————",

Figure 01 : Carte de répartition mondiale des Lauraceae selon Heywood (Raphaélle,
2012).

b) En Algeérie

Il pousse dans les foréts et tous les endroits et les ravins humides (Bouderhem, 2015). Au

fur et a mesure qu’il progresse le long des oueds du nord du désert jusqu’aux montagnes du

Tassili et du Hoggar (Bencheikh et al., 2016 ).

VI11. Composition chimique

Plusieurs études ont été réalisées pour la détermination de la composition chimique de

Laurus nobilis.L et plusieurs ont prouvé la richesse de cette plantes en substancesactives.
a. Composition chimique des huiles essentielles

L’huile essentielle (HE) du laurier noble est sans doute moins célebre que d’autres. Il est
obtenue par hydro-distillation ; (YYakhelaf, 2010) dont les constituants majoritaires inclut :
1,8 cinéole, d’a -pinéne, B-pinéne, sabinéne, f-élémeéne, B-caryophylléne et a-humuléne,
linalol, a-terpinéol, terpinéne-1-ol-4, acétate de terpényle, eugénol, méthyleugénol,

costunolide et artémorine (Lobstein, 2017).
b. Composition chimique des feuilles

La composition chimique des feuilles est présentée dans le tableau 04 ci-dessous :

11
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Tableau 04 : Les principaux composants des feuilles de Laurus nobilis.L (Boutoumou et
Ziat, 2020).

Classes Composants
Acides Acide phénylacrylique, carbonique :
Phénoliques libres ou estérifiés, acides p-coumarique,

fénulique, sinapique, gentisuque et

vanillique

Flavonoides Principalement la rutine, 1’isoquercitrine,
I’hypéroside et kaempférol-3 rhamnoside
et3- arabinoside. Le kaempférrol-3-
rhamnoside, 2-p-coumaroyles

Hétérosides de lignanes Méthoxyisolarecirénol -9-0-xylosides,
-0- sécoisolariciresinol-9-0-xylosides.

Alcaloides Actinodaphonine, isodomesticene,
launobine,N- méthylactinodaphonine,
nandigérine ,neolitsineetréticuline

Lactones sesquiterpéniques La déhydrocostuslactone, artémoreine,
érémanthine, désacétyllaurénobiolide,

laurénobiolide, reynosine, santamarine.

VIII. Les propriéetés thérapeutiques

Laurus nobilis L est une plante médicinale utilisée pour ses propriétés pharmacologiques et
leurs bénéfices potentiels pour la santé liés aux nombreux composés qu’elle présente.
Dans la medecine traditionnelle iranienne, les feuilles de cette plante ont été employées
pour traiter 1’épilepsie et le parkinsonisme. L’extrait aqueux est utilis¢ dans la médecine
traditionnelle turque en tant qu’antihémorroidal, antirhumatismal, diurétique et comme un
antidote dans des morsures de serpent et pour le traitement du mal d’estomac (Benamer et
Cherchar, 2021).

Les feuilles et les fruits du laurier sont stimulants, carminatifs, contagieux emménagogues
et pédiculaires. La décoction des feuilles a la dose de 20 grammes par litre d'eau sont utiles

contre la bronchite chronique, I'nydropisie, la fermentation intestinale et I’insomnie...

12
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(Hadjloum et Ouldali, 2018). En outre, cette plante stimule l'appétit et stimule Ila
sécrétion des sucs gastriques (utilisé en tant qu'épice), les feuilles facilitent la digestion et
I'absorption des aliments. Ils ont le méme effet bénéfique que la menthe (Menthaspicata) et
le romarin (Rosmarinus officinalis) (Guerdouh, 2017). Le laurier est utilisé en Europe
pour traiter les infections respiratoires, les grippes, les aphtes, les colites, les arthrites et les

spasmes (Josianny, 2015).

Le HE de laurier est fabriquée en tant qu’antiseptique, tonique et astringent. Elle permet
de serrer les pores des peaux jeunes et grasses (Aubert, 2016). Elle est considérée comme :
antiinflammatoire, décongestionnante, anti-infectieuse, rétablissante I'équilibre nerveux.
Polyvalente, elle peut étre conseillée aussi bien pour des affections bucco-dentaires que des

douleurs ou ballonnements (Briot, 2016).
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I. Activité antioxydante

I.1. stress oxydant

Le stress oxydant correspond a un déséquilibre entre la génération d’espéces oxygénées
activées (EOA) et les défenses antioxydantes de 1’organisme, en faveur des premiéres
(Haleng et al., 2007). Cette situation peut résulter d’une déficience ou défaillance en
systemes antioxydants, des perturbations de production, de distribution ou d’une
surabondance des oxydants Des études ont mis en évidence participation des facteurs
nutritionnels, en particulier des micronutriments, & la modulation de ce phénomene
(Noichri, 2016).

1.1.1. Espéces réactives de I’oxygéne (ERO) et leurs origines

Au cours des processus physiologiques, I’organisme produit constamment des especes
réactives de I'oxygéne (ERO) qui sont capables de jouer un rdle important dans la
signalisation cellulaire et le systeme immunitaire (Diallo, 2019). On distingue alors deux
grands groupes de molécules réactives impliquées dans le stress Oxydant : les types
radicaux (L’anion radical superoxyde (0O2), radical hydroxyle HO...) et les types non
radicaux (L’oxygéne singulet'O,, peroxyde d’hydrogeéne H»0:...) (Rezaire, 2012). Elles

sont issues des difféerents mécanismes physiologiques (figure 02).

28 P450 and by X
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Figure 02 : Les principales sources cellulaires des EROs (Ronald, 2011).
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1.1.2. Conséquences de stress oxydatif

Un excés de radicaux libres non neutralisés par les défenses est trés nocif pour les
macromolécules essentielles de nos cellules, entrainant des anomalies dans l'expression des
génes et des récepteurs membranaires, la prolifération ou la mort cellulaire, des troubles
immunitaires, des mutations, des dépbts protéiques ou lipidiques dans tissus (Favier,
2008). Le stress oxydatif est associé au vieillissement et a la physiopathologie de
nombreuses maladies, telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires et les maladies

inflammatoires (Baudin, 2020).
1.2 Antioxydants

1.2.1. Définition

Un antioxydant est par définition une espéce chimique plus ou moins complexe diminuant
le stress oxydant au sein de I’organisme (Desmir, 2016). A faible dose par rapport a un
substrat oxydable, il a la capacité de ralentir ou inhiber de maniere significative son
oxydation et le transformer en un composé plus stable ou d’éliminer les dommages
oxydatifs a une molécule cible (Rached, 2018). Le terme « antioxydant » englobe ainsi
toutes les substances qui protegent les systéemes biologiques contre les effets délétéres

potentiels des réactions qui engendrent une oxydation excessive (Zerargui, 2015).

1.2.2. Les systemes antioxydants de I’organisme

a) Les systémes enzymatiques

Il existe de nombreuses molécules enzymatiques intrinseques majeures dans 1’organisme
pouvant lutter contre les ERO (Diallo, 2019). Les principales enzymes du systéme
antioxydant sont : les superoxydes dismutases (SOD), les catalases (CAT), les glutathions

peroxydases (GPx) et la thiorédoxine (Bounedjah, 2014).

b) Les systemes non enzymatiques

Contrairement aux enzymes antioxydantes, la plupart de ces composants ne sont pas
synthétisés par I’organisme et doivent étre apportés par I’alimentation. Dans cette catégorie
d’antioxydants nous retrouvons les oligoéléments (le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le
mangangse (Mn)...etc.), le glutathion réduit (GSH), I’'ubiquinone, le cytrochrome C et les

vitamines E et C (Garait, 2006).
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1. Activité anti-inflammatoire

11.1. L’inflammation

L’inflammation est un processus biologique adaptés en réponse a de multiples stimuli
(Degos et al., 2009) . Elle s’accompagne souvent d’une dilation des vaisseaux sanguins,
permettant aux cellules et a certaine molécule de migrer du sang vers les tissus ou elles
s’attaquent, favorisant ainsi les rougeurs, la chaleur, I’cedéme et la douleur (Ibrahima,
2020). La réponse est généralement bénéfique pour I’organisme car elle lui permet
d’effectuer une réponse controlée dont le but est de réparer et de régénérer les tissus
endommagés (Arnaud, 2014). Elle peut présenter une forme aigue ou chronique (Aiteur
et Amrani, 2017).

I1.1.1. Inflammation aigue

C’est une réponse normale du corps permettent la protection contre un agent agresseur, elle
est immédiate est courte (quelque jours ou semaines), d’installation brutale, caractérisée
par des phénomeénes vasculo-exsudatifs intense. Elle est guérit spontanément ou avec un
traitement mais peut laisser des séquelles si les dommages sont importants. L’ inflammation
aigue peut étre évolue en trois grands phase qui sont : la phase vasculaire, la phase

cellulaire et la phase de résolution (Ferradji, 2011).

11.1.2. L’inflammation chronique

La persistance de la réponse inflammatoire et la perturbation de son contrdle physiologique
conduisent a une inflammation chronique. En effet, une infiltration leucocytaire excessive
au niveau du site inflammatoire et une mauvaise élimination des pathogenes
inflammatoires sont a I’origine du développement de I’'inflammation chronique. Certaines
maladies auto-immunes provoquent également une inflammation chronique, dans laquelle
les antigenes activent continuellement le systéeme immunitaire. Ainsi, les réponses

inflammatoires chroniques sont caractérisée par une longue durée (Sellal, 2009).
11.2. Les médiateurs de I’inflammation

Les changements locaux qui se produisent aux sites d'inflammation sont dus a La
formation et/ou la libération séquentielle de médiateurs pro et antiinflammatoires aux
propriétés diverses ; amines (histamine et sérotonine), médiateurs lipidiques

(prostaglandines et leucotriénes) et cytokines peptidiques, protéiques ou glycoprotéiques
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(Merrouche et al., 2020). Ces mediateurs influencent le développement et la résolution de
l'inflammation en agissant sur différentes cellules impliquées dans la réponse
inflammatoire (Sellal, 2009).

11.3. Anti-inflammatoires

11.3.1. Anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens représentent 1’une des classes des médicaments les
tres largement prescrits et les plus utilisées dans le monde depuis de nombreuses années
(Guillaume et Laurent, 2018). lls sont des molécules qui appartiennent a une famille
chimique de structure hétérogéne et ne possédent pas de structure chimique stéroidienne.
Ils sont principalement utilisés en raison de leurs propriétés : analgésique, antipyrétique et
antiinflammatoires (Philippe, 2008). Les AINS appartiennent a différentes classes, mais
tous bloquent la formation de certains substances, comme les prostaglandines, médiateurs

chimiques nécessaires au développement de I’inflammation (Bekkkai et al., 2009).
11.3.2. Anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) sont un type de glucocorticoide synthétique.
C'est un medicament dérivé de la cortisone naturelle. 11 agit en améliorant les propriétés
glucocorticoides de cette cortisone. En méme temps, il minimise les effets des
minéralocorticoides. Par conséquent, le médicament agit comme un immun modulateur et

un antiinflammatoire (Hajjaj, 2017).
11.3.3. Anti-inflammatoires d’origine végétale

Les composés photochimiques présents dans le régne végetal sont nombreux et leurs
spectre d’activités est tout aussi grand. Certains de ces composés ont des propriétés
antiinflammation. Beaucoup agissent en bloquant les voies de la cyclooxygénase et de la

lipoxygeénase, ainsi que par d’autres mécanismes (Bouakrif et Hizir, 2018).
I11. Activité antibactérienne

Les bactéries sont les plus petits organismes douées de métabolisme et capables de croitre
et de se multiplier, I’étude des bactéries est indispensable pour lutter contre les maladies,
vu que les bactéries sont la cause de plusieurs infections, la prévention et le contréle de

celle-ci est d’une importance majeurs (Singleton, 1999).
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I11.1. Les antibiotiques

Un antibiotique est une substance produite par des micro-organismes (champignons et
bactéries) ou de synthése chimique capable d’inhiber la multiplication ou détruire les

micro-organismes (Yala et al., 2001).
111.2. Classification et sites d’action des antibiotiques

De nombreuses classifications ont été proposées vu le nombre et I’importance des
antibiotiques, elles sont basées sur plusieurs critéres : le spectre d’action : a large spectre
ou a spectre étroit ; le site d’action : paroi, membrane, acides nucléiques (Meyer et al.,
2004) ; et selon la nature chimique qui est la classification la plus fréquente, on retrouve :
les bétalactamines : penicillines, et céphalosporines ; les aminosides : streptomycines et
gentamycine ; les phénicolés : chlorampheénicol et thiamphenicol (Cohen et Jacquot,
2001).

Les différents sites d’action des antibiotiques sont présents dans la figure suivante (03) :
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Figure 03 : Les sites d’action des antibiotiques (Davies et Mazel 1997).

I11.3. Résistance aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques ou antibiorésistance est définie par I’inefficacité du
traitement antibiotique sur I’infection bactérienne ciblée, le mauvais usage des agents
antimicrobiens et leur utilisation accrue ont eu pour conséquence de faire apparaitre
certaines formes de résistances des souches microbiennes, elle aurait deux origines

essentielles, naturelle et acquise (Allen et al., 2010).
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> Reésistance naturelle

C’est une résistance intrinséque, commune a une population, due essentiellement a la
présence de genes spécifiques (Allen et al., 2010). Elle se caractérise par des modifications
structurales, dans le cas de la membrane externe des bactéries a Gram—, et métaboliques,
dans le cas du bacille de la tuberculose insensible a un grand nombre d’antibiotiques en
s’opposant a I’action des antibiotiques par le biais de son métabolisme original. Les génes
de résistance sont exprimés soit d’une manicre constitutive ou bien induite en répondant a
un signal enzymatique établi par la mise en ceuvre d’un processus d’échappement vis-a-Vis
de I’antibiotique (Doyle, 2006).

» Résistance acquise

Elle est due a des modifications dans le profil d’expression génique via des mutations
ponctuelles ou acquises. Grace a ce processus, les bactéries partagent entre elles des
informations génétiques, ce qui leur confere un trés grand pouvoir d’adaptation aux

milieux environnementaux qu’elles habitent (Springman et al., 2009).
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Chapitre 01 : Matériel et méthodes

L’ensemble de ce travail a été réalisé au niveau des laboratoires pédagogiques au sein de

I'université Abbés Laghrour - Khenchela pendant le mois de Mars 2022.
I. Matériel

I.1. Le matériel végétal

La plante de notre étude est Laurus nobilis.L de la région de Khenchela. Les feuilles de

Laurus nobilis.L sont récoltées d’un arbre pouvant atteindre les 10 m de haut, elle posséde des
grains, planté dans une maison située a Khenchela ville.

Le matériel végétal (MV) est constitu¢ de feuilles séchées dans une tirasse a I’aire libre, a
l'abri du soleil. Une fois que les feuilles sont seches, on les a broyées a I’aide d’un broyeur

électrique pour I’obtention d’une poudre utilisé pour I’extraction (figure 04).

Figure 04 : La poudre de laurier (MV).

1.2. Souches bactériennes

Pour étudier I’influence de la plante (les extraits méthanolique, aqueux, acétonique) sur les
bactéries (activité antibactérienne) in vitro, nous avons utilisé trois souches de bactéries

(tableau 05) ; d’origine des laboratoires pédagogiques de notre université.
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Tableau 05 : Souches utilisées dans I’activité antibactérienne.

Souches bactériennes (SC)  Gram

Staphylococcus aureus positif
Klebsiella pneumoniae Négatif
Bacillus subtilis Positif

1.3. Réactifs chimiques et équipement

Le tableau 06 représente les réactifs chimiques et les appareils utilises pendant

I’expérimentation.

Tableau 06 : Réactifs chimiques et instrumentations.

Réactifs chimique et solvants Appareils nécessaires
- Méthanol - Spectrophotométre (spectrum SP-UV
- Acétone ALBE
- Eau distillé -Chambre d’observation UV « 264/365 nm
» (VILBER LOURMAT).
- FeCls
- Bain Marie (niive bath, MEMMERT)
-HCI
- Etuve universelle de 5 a 220°C avec
- NH4,OH _—
ventilation (MEMMERT).
- NaOH

-Agitateur magnétique (SCILOGEX).

-Réactif de Mayer et Wagner
-Vortex (VELP).

-Acide sulfurique :
-Balance analytique (OHAUS).

-Anhydride acéti
nhydride acétique -Balance (KERN PCB).

-Fehling (liqueur de fehling A et B) L .
-Réfrigérateurs (Liebherr).

-Réactif Folin-Cioclateu, :
-Evaporateur rotatoire.

-AlCI
° -Autoclave (Raypa).
-Na:CO
e - pH métre.
-NaH2PO4
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-Na2HPO4

-n-butanol

-Acétate d'éthyle

-Acide formique

-Acide acétique glacial (AAG)
-Chloroforme

- Ammoniaque 10 %
-2’-diphényle-1-picryl hydrazyl (DPPH)
-Sérum bovine albumine (BSA) 5 %,

-Antibiotique (Oxacelline)

1. Méthodes

11.1. Préparation des extraits

De différentes méthodes sont utilisées pour I’extraction des composé naturel, on distingue

de celle-ci la macération qui est une technique simple et facile a mise en ceuvre.

Extraction solide-liquide (macération) : elle permet la dilution de principe actif de la
plante dans un solvant pour augmenter sa concentration (Titeca, 2021). Le liquide utilisé
pour la maceération peut étre de I’eau, de I’alcool... ; pour I’eau les plantes sont versées
dans le liquide froid ou tiede durant 10 a 12 heures en principe pour éviter le risque
d’oxydation ou de fermentation du liquide, pour les autres liquides, elle peut durent

plusieurs jours sans risque (Pierre et Lys, 2007).

11.1.1. Préparation de I’extrait méthanolique

La préparation d’extrait méthanolique (EMLN) est réalisée par macération a froid de 20 g
de la poudre végétale dans 100 ml d’une solution hydro-alcoolique ; méthanol/eau distillée
(8 :2 v/v) pendant 24 heure avec agitation a température ambiante. Apres filtration a I’aide
de papier filtre et le coton et une pompe de filtration, le filtrat produit a été évaporé a sec
sous pression réduite a 40 C a I’aide d’un évaporateur rotatif. L’extrait sec résulte est

stocké ensuite a une température ambiante.
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11.1.2. Préparation de I’extrait acétonique

La préparation de I’extrait acétonique (EACLN) consiste a verser 20 g de la poudre seéche
dans 100 ml d’une solution hydro-alcoolique ; acétone/eau distillée (8 :2 v/v) durant 24
heures avec agitation continue a température ambiante. Puis la filtration se réalise a 1’aide
d’un coton et la pompe de filtration. L’extrait obtenu subit une évaporation a sec sous

pression réduite par un évaporateur rotatif. Puis est stocké dans une température ambiante.
11.1.3. Préparation de I’extrait aqueux

La préparation de I’extrait aqueux (EAQLN) a été faite selon la méthode décrite par
(Guédé-Guina et al., 1996), et qui consiste a plonger 80 g de la poudre de la plante dans 2
L d’eau distillée. Le macérat est homogénéisé pendant 24 heures a 1’aide d’un agitateur
magneétique de type ‘SCILOGEX’. L’homogénat est filtré a 1’aide d’une étuve de mark

‘Memmet’ a 50 °C pendant 05 jours pour obtenir 1’extrait aqueux brute.

Le rendement des extraits a été calculé par la formule suivante :

R %= mo/m; x 100

Ou:
mo : Masse en gramme de I’extrait Brut évapore.

m; : Masse en gramme de la matiére végétale initiale séche.

La figure 05 résume les étapes de la préparation des trois extraits :
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Extraits Acetonique et Méthanolique Extrait Aqueux

+acétone ou méthanol /eau distillé (8/2 v.v) + 02L d’eau distillé

Agitation pendant 24 h puis filtration

Evaporation sous pression réduite Séchage dans I’étuve a 50°C

EACLN EMLN EAQLN

Figure 05 : Photos présente les étapes de la préparation de ’TEMLN, I’EAcCLN et ’EAqLN.
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11.2. Tests phytochimiques (TPC)

Des études phytochimiques qualitatives peuvent détecter les différentes familles chimiques
présentes dans les extraits préparés par des réactions de coloration, de précipitation et
d'observation de la lumiere UV. Ces tests ont été répétés 3 fois et réalisés selon la
technique décrite par Harbourne, 1998 ; Bruton, 1999.

Tanins

La présence des tanins est apparait par une coloration verdatre ou bleu noiratre, pour
détermine celle-ci ; nous avons introduit 2 ml de I’extrait a analyser avec 0,5 ml d’une

solution aqueuse de chlorure de fer (FeCls) a 1 %.
Flavonoides : Test de Shinoda

Pour faire ce test il faut macérer 10 g de la poudre séche dans 150 ml d’HCl dilué a 1 %
pendant 24 h, apres filtration, on prend 10 ml de filtrat, et lui rend basique par 1’ajout de
NH4OH, lords de I’apparition d’une couleur jaune dans la partie supérieure de tube a essai ;

le test est positif.

Coumarines : Fluorescence UV

1 ml d’extrait est ajouté a 0.5 ml de I’hydroxyde d’ammonium (NH4OH) a 10 %, ils sont
ensuite introduits dans un tube a essai, un autre tube est considéré comme témoin ; il ne
contient pas le NH4OH. Aprés avoir mis une goutte sur un papier filtre, ’apparition d’une
fluorescence intense, sous lumiere ultra-violet (366 nm) détermine la présence des

coumarines.

Quinones libres

Dans un tube a essai, nous avons ajouté 5 ml de I’extrait a 0.5 ml de soude (NaOH) a 1 %.

La couleur qui vire au jaune, rouge, violet déclare la présence des quinones libres.

Anthraquinones

5 ml de I’hydroxyde d’ammonium a 10 % (NHsOH) plus 5 ml d’extrait sont ajoutés dans
un tube a essai, et agiter a I’aide d’un vortex, la coloration violette indique la présence

d’anthraquinones.
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Alcaloides

L'identification des alcaloides a été realisée par précipitation en présence de réactifs
alcaloides (Mayer et Wagner). Nous avons ajouté quelques gouttes d'acide chlorhydrique
(HCI 1 %) a 1 ml d'extrait, puis nous avons divisé la solution en deux volumes égaux.
Nous avons introduit 0,5 ml de réactif de Mayer dans le premier tube et 0,5 ml de réactif de
Wagner dans le second tube. La formation d'un précipité blanc ou brun dans les deux tubes
indique la présence d'alcaloides.

Stérols et tri terpenes : Test de Liebermann-Burchard

Nous avons ajouté 0,5 ml d'anhydride acétique, et 0,5 ml d'acide sulfurique a 5 ml d'extrait.

Un test positif est indiqué par une coloration violette, verte apres 15 minutes d'incubation.

Terpénoides : Test de Salkowsk

Nous avons ajouté 5 ml d'extrait, 2 ml de chloroforme et 3 ml d'acide sulfurique concentré
dans le tube a essai. La formation de deux phases et la couleur brune entre les phases

indiquent la présence de terpénoides.

Saponosides : Test de mousse

Dans un tube a essai, on agite vigoureusement 10 ml d'extrait pendant 15 secondes, puis on
laisse reposer pendant 15 minutes. Une hauteur de mousse persistante supérieure a 1 cm

indique la présence de saponines.

Composés réducteurs (CR)

Mélanger 1 ml de I'extrait avec 2 ml de solution de Fehling (1 ml de solution A de Fehling
et 1 ml de solution B de Fehling), puis incuber dans un bain-marie bouillant pendant 8 min.

Un précipité rouge brique indigue un test positif.

11.3. Essais de caractérisation par chromatographie sur couche mince
(CCM)

La chromatographie sur couche mince (CCM, TLC en anglais) est une méthode utilisée
pour prédire les différentes classes de composés contenus dans nos extraits ; aqueux,
acetonique et méthanolique (Braithwaite et Smith, 1999). La chromatographie en couche
mince permet une analyse qualitative et quantitative de petites quantités d'échantillons
(Huc et al., 1967).

26



Chapitre 01 : Matériel et méthodes

a. Principe

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une technique d'analyse rapide qui
simple et pas cher (Boumidouna et Kouar, 2019), elle est basée sur la migration et la
séparation des substances chimiques par adsorption sur une phase stationnaire (fine
couche de silice déposée sur un support) porteuse ou polaire, dans la phase mobile ou élus,
selon leur nature, le pouvoir d'élution de la phase mobile et la capacité d'adsorption des
porteurs (supports) (Jazy, 2018).

b. Mode opératoire

Des plaques de silice prétes a 1’utilisation a supports en aluminium sont employées pour
mettre en pratique le développement de la plaque dans une cuve en verre. Les contréles et
les échantillons sont déposés a faible volume (= 2-4 pl). Les différents systémes des
solvants (€luant) utilisés au cours de I’analyse de CCM sont répertori€s dans le tableau 07.
Ces systemes ont eté rencontrés dans la littérature, chacun de ceux-ci utilisés pour séparer

des types spécifiques de molécules.

Tableau 07 : Différents systemes de solvants utilisés.

Systemes Solvants

Systéme 1 éthyle acétate/acide formique/AAG / eau (25 : 3:3: 7 VIv).
Systeme 2 n-butanol/eau/acide acétique glacial (4 : 5: 1 v/v).

Systeme 3 Acetone /eau (1 :1 v/v).

Systéme 4 Chloroforme/acideacétique glacial/méthanol/eau (16 : 8 : 3 : 2 v/v).
Systéme 5 Chloroforme/acétone/ammoniaque 10% (16 : 8 : 3 v/v).

La plaque CCM est placee dans la cuve contenant I'éluant, en position verticale ou
Iégerement inclinée ou elle repose sur I'une des parois et immergée d'environ 0,5 cm dans
la phase mobile et le récipient est fermé et laissé jusqu'a ce que le développement soit
terminé. Le solvant remonte le long de la plaque par capillaires. Lorsque la migration
atteint a peu pres le haut de la plaque, celle-ci est éjectée de la cuve, et la ligne de front (la
ou I'éluant a cessé de migrer) est marquée. On séche la plague CCM par ventilation ou a
l'aide d'un séche-cheveux. Toutes les plagues sont observées sous lumiére UV a 254 nm et

366 nm avec des couleurs d'accompagnement enregistrées avant et apres le balayage UV.
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c. Révélation des plaques sous UV

Les plaques sont préparées et prétes a étre observées sous lampe UV a 254 et 365 nm, les

couleurs des spots ont été enregistré avant et aprés 1’observation sous ’'UV.

d. Calcul du rapport frontal (Rf) (Rate factor ou Rapport frontal)

La CCM est un type de chromatographie dans lequel les solutés restent en contact avec les
phases mobile et stationnaire pendant la méme durée. Les distances qu'ils parcourent
different selon la fagon dont ils interagissent avec les deux étapes. La rétention de chaque
soluté est caractérisée par le rapport frontal Rf ; qui est défini comme le rapport de la
distance parcourue par I’analyte (da) a la distance parcourue par 1'¢luant (ds) (Front du

solvant ; le point d’arriver) qui peut étre égale 0 ou 1.

La distance

parcourue par la molécule (da)

La distance parcourue par la phase mobile (ds)

11.4. Dosage des polyphénols totaux (DPH)

a. Principe

La méthode colorimétrique généralement utilisée est la méthode de Folin-Ciocalteu (FC),
qui consiste en une réaction d’oxydation rapide des phénols en utilisant des alcalis,
généralement du carbonate de sodium, ce qui donne une concentration appréciable des ions
phénolates. Les phénolates réduisent le réactif FC jaune en le transformant en un pigment
bleu, mesuré par spectrophotométrie. En raison de la complexité des réactions concurrentes
impliguées dans la méthode de FC, la réaction I'équilibre est assez instable et il n'est pas

facile de trouver les conditions exactes pour le dosage (Cicco et Lattanzio, 2011).
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b. Mode opératoire

La quantit¢ de polyphénols totaux a été déterminée par spectrophotométrie selon la
meéthode colorimétrique en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Le dosage est basé sur la
quantification de la concentration totale des groupes hydroxyle présents dans l'extrait. Le
protocole utilisé était basé sur celui décrit par Wong et al. (2006) avec quelques
modifications. Brievement, ajouter un volume de 200 ul de chaque extrait, mélanger 1 ml
d'une dilution de 10 fois de réactif de Folin-Ciocalteu, et laisser les incubés a température
ambiante pendant 04 min, et 800 pl d'une solution de carbonate de sodium a 7,5 % est
additionnés. Agiter les tubes et incuber les pendant 2 heures dans I’obscurité et a
température ambiante. Lire I'absorbance a 765 nm.

c. Expression des résultats

La concentration en polyphénols totaux a été calculée a partir d'une équation de régression
avec une gamme d'étalonnage établie avec un étalon de référence : l'acide gallique, et a éte
exprimee en microgrammes d'équivalents d'acide gallique par milligramme d'extrait (ug
EAG/mg E).

11.5. Dosage des flavonoides

Le dosage quantitatif des flavonoides dans 'lEMLN et 'EAQLN et I’AcLN est décrit en

détail a l'aide d'une méthode colorimétrique (Dejdanne et al., 2006).
a. Principe

La méthode colorimétrique pour le dosage des flavonoides est basée sur la capacité de ces
composés a former un complexe chromogénique avec le chlorure d'aluminium (AICI3), qui
confere a la solution une couleur jaunatre au maximum d'absorption et a la longueur d'onde
de 448 nm, comparable a celle préparée dans les mémes conditions. Dans des conditions

témoins, aucun extrait de laurier n'était présent.

b. Mode opératoire

Le protocole de dosage et figurée dans la figure 06 si dessous :
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1 ml d’extrait

+1ml d’AlClz a 2 %

\/

Agitation puis incubation & I’obscurité pendant 10 mn
température

\/

Lire ’absorbance a 448 nm

\%

Figure 06 : Mode opératoire de dosage des flavonoides (Dejdanne et al., 2006).
c. Expression des résultats

Les flavonoides ont été quantifiés selon une courbe d'étalonnage linéaire (y = a x + b)
réalisée par un étalon de référence «quercétine » a différentes concentrations dans les
mémes conditions que I'échantillon. Les résultats sont exprimés en microgrammes

d'équivalent quercétine par milligramme d'extrait (ug EQ/mg E).

11.6. Evaluation de P’activité antioxydante (Test de piégeage du radical
libre DPPH)

a. Principe

Cette méthode se fonde sur la mesure de 1’absorbance a 517 nm quand un radical libre
stable DPPH réagit avec un antioxydant. Le DPPH, radical libre de couleur violette est
réduit en un composé de couleur jaune (le 1,diphényl-2,2-picrylhydrazine) en présence de
composés anti-radicalaires. L’intensité de la coloration est inversement proportionnelle a

I’activité anti-radicalaire des extraits dont on souhaite déterminer I’activité. (Bene et al.,

2017) (figure 07).
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Figure 07 : Réduction de DPPH par un antioxydant (site web 03).

Le principe général de ce test repose sur la chute d’absorption du DPPH" par piégeage de
son ¢état radicalaire par un antioxydant, soit par transfert d’électron de I’antiradicalaire au
DPPH" pour genéerer ’anion DPPH™ qui va ensuite capter un proton dans le milieu
(réactions 01-03), soit directement par transfert d’atome hydrogéne pour générer la
molécule DPPH-H (réaction 04).

A-H — A™(01).

A" +DPPH" — A" + DPPH" (02).

DPPH- + H* — DPPH-H (03).

A-H + DPPH" — A"+ DPPH-H (04) (Laguerre, 2008).

b. Mode opératoire

La capacité antioxydante des extraits a été mesurée en utilisant le 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) selon la méthode décrite par Huang et al., (2005). Des échantillons
de 0,2 ml d'extraits ont été mélangés avec 1,8 ml de solution de DPPH (0,04 g de DPPH
dans 100 ml de méthanol) et incubés pendant 30 minutes a température ambiante. La
diminution de I'absorbance du mélange réactionnel a la fin de la période d'incubation a été
mesurée a l'aide d'un spectrophotométre a 517 nm. La capacité de piégeage des radicaux

libres a été calculée selon I'équation suivante :

1% = ((AbS Blanc-ADS test)/AbS Blanc) x 100
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Abs gianc: absorbance du control négatif lue a 517 nm.
ADS st absorbance de 1’échantillon lue a 517 nm.
11.7. Evaluation de P’activité anti-inflammatoire

a. Principe

L'effet antiinflammatoire in vitro de divers extraits du laurier a été déterminé en utilisant la
méthode de dénaturation des protéines décrite par Habibur et al., (2012), avec quelques
modifications, en utilisant des extraits d'eau et de méthanol et d’acétone a différentes

dilutions et le Diclofénac de sodium utilise comme standard (figure 08).

50 ul d’extrait ou standard

A%

450 pl albumine bovine

Incubation a 37 c® pendant l V

20min | >

N | Incubation a 57 c°pendant
< :
N l 30min

2.5 ml tampon phosphate (PH=6.3)

AV

Lecture a 660 nm

A%

Figure 08 : Protocole d’inhibition de la dénaturation de 1’albumine (Habibur et al., 2012).

b. Expression des résultats

e , . Abs c—Ab
Le pourcentage d'inhibition est calculé comme suit : 1 % =—>"""" x 100
Abs ¢

Abs ¢ : absorbance de control.

Abs 1 : absorbance de test.
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11.8. Evaluation de P’activité antibactérienne :

L’évaluation de l’activité antibactérienne a été démontrée en utilisant la méthode des

disques, selon les étapes ci-dessous :

Préparation pré culture

Les milieux de culture

Les milieux de culture utilisés pour la réalisation des tests antimicrobiens sont les
suivants :

- La gélose nutritive (gn) pour I’isolement et I’entretien des souches bactériennes.
- La gélose Mueller Hinton (gMH) pour I’étude de la sensibilité des bactéries.

Stérilisation des matériels
L’eau distillée, les tubes a essai utilisés dans la préparation des solutions bactériennes et les
disques en papier Wattman (6 mm de diametre) enrobés dans du papier aluminium ont été

sterilisés a ’autoclave a 121 °C pendant 30 minutes (Ouafa et Ouadaoui., 2018).

Préparation de la suspension des souches de référence

Les souches bactériennes a tester ont été cultivees dans des boites de Pétri contenant de la
gélose nutritive. Aprés 18 h d’incubation a 37 °C, des suspensions microbiennes d’une
densité optique de [0.08 nm-0.13 nm] ont été preparées, pour chaque microorganisme, dans

10 ml d’eau physiologique stérile (Negaz., 2018).
Ensemencement

L’ensemencement a été fait sur un milieu Géloses Muller Hinton (MH), coulées en boftes
de Pétri sur une épaisseur de 4 mm (les géloses sont séchées avant ’emploi), les étapes de

I’ensemencement sont résumées comme suivant :

Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne ;

L’essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin de le
décharger au maximum ;

Frotter ’écouvillon sur la totalité¢ de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en stries
serrees ;

Répéter 1’opération deux fois, en tournant la boite de 60 ° a chaque fois sans oublier de
faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant I’écouvillon sur
la périphérie de la gélose ; dans le cas ou 1’on ensemence plusieurs boites de pétri, il faut

recharger I’écouvillon a chaque fois (Les deux Merniez., 2018).
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Application des disques

L’opération d’application des disques au niveau de boites de Pétri est résumée dans les
étapes (figure 09) :

Des disques de papier filtre de 6,0 mm de diametre (Wattman n°® 1) sont imprégnés
individuellement avec 15 pL d’extrait a différentes concentrations ;

A T’aide d’une pince stérile on applique les disques a la surface des milieux déja
ensemencés (Ouafa et Ouadaoui., 2018).

Figure 09 : Photos de différentes étapes de I’activité antibactérienne.

o Lecture

La lecture se fait aprés 18 a 24 h d’incubation a 37° C, I’obtention d'un halo clair autour du
disque indique l'inhibition de la croissance microbienne. Le diamétre de la zone
d'inhibition est mesuré en mm incluant le diametre du disque. Cette sensibilité est classée
selon Ponce et al., (2003) comme suit :
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Non sensible pour un diametre inférieur a 8 mm ;
Sensible pour un diameétre de 9-14 mm ;
Tres sensible pour un diameétre de 15-19 mm ;

Extrémement sensible pour diamétre supérieur & 20 mm.
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I. Rendement des extraits

Trois extraits méthanolique, acétonique et aqueux ont été préparés a partir de poudre de la
plante de laurier noble. Laurus nobilis a été macéré pendant 24 heures pour obtenir les

rendements du tableau (08) ci-dessous :

Tableau 08 : Le rendement des différents extraits de Laurus nobilis.

Le poids du matériel Les extraits Le poids des extraits ~ Le rendement (%)
végétal (g) 0]

20 EMLN (1) 1.243 6.215

20 EACLN (2) 1.259 6.295

80 EAQLN (3) 7.056 8.82

Les rendements représentés dans le tableau ci-dessus sont illustrés sous forme d’un
histogramme permettant de faire une comparaison entre les rendements des difféerents

extraits de la plante (figure 10) :

9,00%
8,00%
7,00%
6,00%
5,00%
4,00%
3,00%
2,00%
1,00%
0,00%

EMLN EACLN EAQLN

Figure 10 : Le rendement des extraits de Laurus nobilis.

Les calculs de rendement liés au poids sec de la matiere végétale montrent que 1’extrait
EAQLN a le rendement le plus élevé a 8.82 %, tandis que 'EACLN et EMLN ont donné
des rendements d’ordre de 6.215 % et 6.295 %, respectivement. Il est difficile de comparer

les résultats du rendement avec ceux de la bibliographie, car le rendement n’est que relatif
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et dépend de la méthode et les conditions dans lesquelles I’extraction a été effectuée, ainsi

qu’a I’origine géographique de la plante (Bouzidi, 2009).

Les rendements peuvent différencier aussi selon les fractions utilisées dans 1’extraction, le
séchage, les conditions de stockage, le contenu de chaque variété en métabolites
secondaires, la nature du solvant utilisé pour l'extraction ou le fractionnement, son polarité

et la méthode d'extraction elle-méme (Saidi, 2019).
I1. Tests phytochimiques

Une évaluation préliminaire de la composition phytochimique des plantes sélectionnées
pour cette étude a permis de mettre en évidence la présence de certaines compositions
chimiques. Les résultats de l'analyse phytochimique des deux extraits étudiés sont
répertoriés dans le tableau 09 et la figure 11 :

Tableau 09 : Résultats des tests phytochimiques.

Métabolites Extraits Observation
secondaires EMLN EACLN EAQLN
Tanins - - - Absence d’une

coloration verdatre ou

bleu noiratre.
Coumarines + 3 3 Fluorescence intense.

Quinones libres + + + L’apparition d’une

couleur qui vire au jaune

(miel).
Anthraquinone - - - Absence de la couleur
violette.
Alcaloides R. - - - L’absence de I’apparition
Wagner d’un précipité blanc ou
R. . 5 . brun.
Mayer
Stérols et triterpénes - + - L’apparition d’une

couleur verte dans
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’EACLN seulement.

Saponosides + + + La formation  d’une
mousse au supérieur de

01 cm de diamétre.

Flavonoides + + + La présence de couleur
jaune dans la partie

supérieur du tube.

Les résultats sont interprétés comme suit : (-) : test négatif. (+) : test positif.

EMLN EaqLN EACLN

Figure 11 : Résultats des tests phytochimiques.
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Les résultats de la composition phytochimique préliminaire de différents extraits
(méthanolique, aqueux et acétonique) de laurier noble a montré qu’ils contiennent les

coumarines, les quinones libres, les saponosides, les flavonoides, les terpénoides.

Les coumarines sont des métabolites qui présentent des propriétés antioxydantes et
antiinflammatoires. Aussi, les flavonoides possedent une activité antivirale, antitumorale,

anti-inflammatoire, antihypertenseurs et anticancéreuse (Dongock, 2018).

Selon Bonyo et al. (2018), la richesse de la plante étudiée en saponines permet de prévenir
les complications dégénératives (cécité, neuropathie des jambes) chez les patients
diabétiques. Les saponines sont connues aussi pour leur efficacité dans le traitement de
nombreuses maladies. Ainsi, Sereme et al. (2008) ont rapporté que chez les plantes, les
saponines sont des surfactants capables de moduler I'hypertension artérielle.

Selon les travaux de Simic et al.(2003) ; les alcaloides sont présents dans I’extrait
méthanolique de la plante laurier noble ; ce qui peut s'expliquer par des différences dans
plusieurs parametres, a savoir ; géographiques, physico-chimiques ou biologiques, par
exemple différences dans le lieu de récolte, y compris l'environnement de la plante, la
lumiere, les précipitations, le terrain, la saison, le type de sol, le moment de la récolte, le
patrimoine géneétique, les procédures d'extraction utilisées ou aussi les parties de plantes

étudiees ou leurs composés phytochimiques (EL-Haoud, 2018).

Les stérols et triterpenes sont présentes dans 1’extraits acétonique par contre dans les deux
extraits EMLN, EAQLN sont absents. Cela peut-étre expliqué par la différence de solubilité
des composés chimiques dans le solvant d’extraction ou leur degré de polymérisation,
puisque la polarité des solvants utilisés est influencée par la solubilité différentielle des

différents composés (Boutoumou et Ziat, 2020).

Les analyses qualitatives indiquent I’absence des tanins, 1’anthraquinone, alcaloides, et des

composeés réducteurs.

I11. Résultats de I’étude qualitative par CCM

Pour les tests analytiques qualitatifs de la teneur en métabolites dans les extraits de
I'EMLN, I'EAcCLN et de 'EAqQLN par la chromatographie en couche mince (TLC), les

résultats sont résumés dans le tableau 10 et les figure 12 et 13.

L'identification des composés est basée sur une comparaison du Rfs et de la couleur des

spots sur TLC observeés sous lumiéere UV.
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Tableau 10 : Résultats de la CCM de ’EMLN, I’EAcLN et I'EAqQLN par différents

systemes de solvants.

Extraits Systemes Spots Couleurs Couleurs Rf Constituants Références
sous sous (cm) possibles
uv; uv ;
254nm 365nm
EMLN 1 2 Marron Orange  0.58  Coumarine
fonce cm (N’Guessan
2 1 Marron Bluevert 0.6  Flavonoides etal.,
clair cm 2011).
3 / / / / (Belfkih et
EACLN 1 2 Marron rouge  0.56  Triterpénes = & 4ULil)
foncé cm
2 1 Marron  Bluevert 0.6  Flavonoides
clair cm
3 / / / / /
EAQLN 4 / / / / /
5 / / / / /

Figure 12 : Photo de chromatogramme résultant de I’analyse de "EMLN et ’EACEA par
CCM sur gel de silice a 365 nm.
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Figure 13 : Photo de chromatogramme résultant de 1’analyse de ’EMLN et I’EAcLN par
CCM sur gel de silice a 254 nm.

Un ensemble des spots a été obtenus par les différents systemes solvants utilises ; avec un
seul spots par le systeme 2 pour ’EMLN et ’EAcLN (n-butanol/eau/acide acétique glacial
a 4 /5 /1), deux composé ont été ségrégué de I’EMEA, ’EACLN par le systeme de
solvants 1 (éthyle acetate/acide formique/AAG/eau a 25/3/3/7) ; car deux spots sont
observées et dans le troisiéme systeme (Acétone/eau a 1/1) aucune séparation pour les
deux extraits précédant. L’EAqLN n’a donné aucun spot pour les systéemes 4
(Chloroforme /acide acétique glacial/méthanol/eau 16/8/3/2) et 5 (Chloroforme /acétone/
ammoniaque 10% (16: 8:3 v/v/v). On peut justifier ces résultats par la polarité entre la
phase liquide (solvants) et les solutés étudiés. Le mouvement de chaque molécule sur la
plaque dépend des interactions qui existent entre le soluté, la phase mobile et la phase
stationnaire. La CCM nous a permis de contréler la qualité de nos extraits, méme si elle
n’est pas suffisante pour identifier un constituant précis. Elle nous a permis d’obtenir des
renseignements utiles sur les éléments constitutifs de nos extraits (fluorescence, coloration
et facteurs de rétention). Selon la littérature (N’Guessan et al., 2011 ; Belfkih et al.,
2017), les couleurs des taches et leur RF nous ont permis de supposé que les deux extraits

méthanolique et I’extraits acétonique sont de contenu égale en flavonoides.

V. Dosage des polyphénols totaux (DPH)

Pour déterminer la concentration des polyphénoles totaux présents dans nos extraits nous
avons utilisée 1’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée de

I’acide gallique (figure 14).
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Les résultats obtenus sont exprimés en pg équivalent d’acide gallique par milligramme de

la matiére végétale seche (ug EAG /mg E) (figure 15).
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Figure 14 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique (Ouafa et Ouadaoui., 2018).
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24
23
22
21

EMLN EACLN EAQLN

Figure 15 : Teneur en polyphénols totaux (ug EAG/mg E).

D’apres les résultats obtenus en peut constater que I’extrait méthanolique possede la plus
haute teneur en polyphénols totaux avec 28.53 ug EAG/mg E par rapport a celle de
I’EACLN (24.63 ng EAG/mg E) et ’EAqQLN (24.10 pg EAG/mg E). Les résultats décrits
dans la figure représentée au-dessus, revelent une influence significative du pouvoir

d’extraction du solvant sur le rendement ; toute fois le méthanol est le meilleur solvant
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d’extraction pour les biomolécules ainsi que ’acétone et I’eau avec un moins degré. En
effet, les solvants donnants la teneur la plus élevée en phénols totaux sont le méthanol et
I'éthanol (Li et al., 2006).

L’extraction des polyphénols par macération, bien que souvent longue elle nécessite des
solvants organiques. Elle est la seul méthode utilisable en cas d'extraction d’un groupe de

molécules fragiles (Mahmoudi et al., 2013).
V. Dosage des flavonoides (DF)

L'extrait de méthanol, l'extrait aqueux et ’extrait acétonique de Laurus nobilis ont été
étudiés quantitativement par spectrophotométrie, et la teneur totale en flavonoides a été
déterminée par la méthode du trichlorure d'aluminium. Une courbe d'étalonnage a été
tracée pour cette cible (figure 16) établie avec différentes concentrations de quercétine. Les
mesures de densité optique de chaque extrait ont été effectuées a 448 nm. Les quantités de
flavonoides correspondants sont rapportées en équivalents de quercétine par milligramme

de la matiere végétale séche (ug EQ /mg E). Les resultats sont illustrés dans la figure 17.

La principale raison pour laquelle nous avons choisi cette classe de polyphénols est que
les flavonoides sont les composés les plus nombreux parmi tous des composés phénoliques
(Achat, 2013). Il existe environ 6 500 flavonoides divisé en 12 catégories et leur nombre

ne cesse d'augmenter (Muanda, 2010).

1.2 ~

§_ 0,8 4
'§_ y =0,0394x + 0,0778
0.6 - R=0,96
2
(7]
é 0,4
0,2 4
0 ' . v r v -
0 5 10 15 20 25 30

Quercétine (pg/mil)

Figure 16 : Courbe d’étalonnage de la quercétine (Ouafa et Ouadaoui., 2018).
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Figure 17 : Teneur en flavonoides totaux (ug EQ/mg E).

En se référant aux résultats obtenus et présentés dans la figure ci-dessus, nous notons que
I’EACLN est celui qui contient la teneur la plus élevée que les autres extraits avec 4.12 g
EQ/mg E. L’EMLN contient une valeur de 2.89 ug EQ/mg E et ’EAqLN : 2.72 ug EQ/mg
E. Concernant le solvant d'extraction, quel que soit la méthode d'extraction, I'acétone est
encore le meilleur extrait de flavonoides. La présence de ses composants conférant a cette
plante des propriétés antioxydante, anti inflammatoire et spasmolytique appréciable
(Mahmoudi et al., 2013).

V1. Evaluation de P’activité antioxydante

La capacité antioxydante des extraits végétaux a été validée en piégeant les radicaux libres
DPPH afin de déterminer la concentration qui inhibe les radicaux libres DPPH. Les

résultats de cette expérimentation sont représentés dans la figure 18.

44



Chapitre 02 : Résultats et discussion

100%

95%

90%

85%

Pourcentage d’inhibition %

80%

75%

EAQLN EACLN EMLN

Figure 18 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH.

D’apres les résultats obtenus dans notre ¢tude figurées dans I’histogramme présenté au-
dessus ; I’extrait méthanolique est I’extrait qui posséde le pourcentage d’inhibition le plus
élevée avec 99.18 %. Ceci montre que cet extrait possede un grand potentiel antioxydant
par rapport aux autre extraits aqueux, et acétonique avec 82.96 % et 94.32%,

respectivement.

Cette grande activité antioxydante des différents extraits peut étre expliquée par leur forte
teneur en polyphénols qui sont considérés comme d’excellents antioxydants. L'activité
antioxydante et la teneur en polyphénols de I'extrait sont les deux paramétres qui
dépendent largement des conditions opératoires de l'extraction, de la nature des, de la

polarité du solvant et en particulier la polarité de la matiére vegétale (Kraza, 2021).

Le radical libre DPPH est généralement I'un des composés les plus largement utilisés pour
une évaluation rapide et en raison de sa stabilité sous forme de radicaux libres et de sa

simple activité antioxydant analyser (Kholkhal et al., 2013).

VI1. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire
Les figures illustrées ci-dessous (19, 20 et 21) montrent les résultats de I’activité anti-
inflammatoire in vitro de ’EMLN, I’EAcLN et 'EAqQLN qui consiste a évaluer les

pourcentages d’inhibition de la dénaturation du BSA.
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Figure 19 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation de BSA des extraits étudiés.
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D’apres les résultats obtenus, nous pouvons déduire que 1’extrait méthanolique de la plante
Laurus nobilis.L a une activité anti-inflammatoire efficace avec la concentration
0.001mg/ml, avec un | % = 98.63 %, qui est supérieur a celui obtenu pour le Diclofinac de

sodium (un médicament anti-inflammatoire utilisé comme standard (51.14 %)).

L'activité anti-inflammatoire de ces extraits est due a la présence de substances bioactives
dans le laurier noble, telles que les polyphénols, les saponines, les flavonoides etles
coumarines (Guedouari et Nabiev, 2021). Ces composés, notamment les flavonoides,
auront un effet inhibiteur sur l'inflammation, qui passera par l'inhibition de formation de
médiateurs primaires de l'inflammation dans le métabolisme de l'acide arachidonique via

I'inhibition des cyclo oxygénases et des lipo oxygénases (Sene et al., 2016).

VII. Evaluation de I’activité antibactérienne

L'activité antibactérienne des différents extraits a été évaluée par la méthode de diffusion
en milieu gélosé. La méthode de disques a permis de déterminer l'effet des extraits sur
différentes souches, ce qui conduit a l'apparition d'une zone d'inhibition autour du disque
de papier légérement imprégné de l'extrait, comme témoin en l'absence de croissance

bactérienne dans cette zone. Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau 11.
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Tableau 11 : Actions des extraits sur les différentes souches.

Extraits Souches bactériennes

K.pneumoniea S.aureus B.subtilis
EMLN - + (08 mm) -
EACLN = = =
EAQLN - - -
Oxacilline - + (20 mm) -

(+) : souche sensible.  (-) : souche considéree résistante.

Ces résultats nous révelent que ’extrais méthanolique a réagi avec S.aureus seulement par
contre les deux autre extraits étudiés n’ont pas réagi avec aucune souche bactériennes. On
peut expliquer ce résultat par la richesse de I’extrait méthanolique en polyphénols et en

flavonoides.

Selon le travail de Stefanova et al. (2020), ’'HE de feuilles de laurier noble de Grec et de
Georgia ; ont montré une zone d’inhibition de 40 mm et 12.5 mm contre S. aureus et

d’autre de 10.00 mm contre la souche K. pneumoniae.

Les plantes contiennent de nombreux composés aux propriétés antibactériennes, ces
constituants comprennent des phénols, des flavonoides et triterpénoides (Rojas et al.,
1992). On peut donc dire que la capacité antibactérienne des extraits végétaux est en
fonction de leur composition chimique. Il est relativement difficile de comparer toutes les
études réalisées sur I’activité antibactérienne des composés phénoliques car elles sont
souvent réalisées sur des microorganismes différents: bactéries, virus, moisissures et pour
les bactéries, sur des espéces et souches différentes. De plus, les techniques utilisées pour
I’évaluation de I’activité antimicrobienne peuvent étre différentes : méthode par dilution en

bouillon de culture ou méthode par diffusion en agar (Pernin, 2018).
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Figure 20 : Photos de résultat de I’activité antibactérienne.
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Conclusion et perspectives

De nos jours, I'utilisation des plantes médicinales a re¢u un grand intérét dans la recherche
biomédicale. Le but de notre étude était de réaliser une contribution a 1’étude de différentes
extraits ; méthanolique, aqueux et acétonique de la plante Laurus nobilis.L qui a été testée
pour sa composition chimique et ses activités biologiques (antibactérienne, antioxydante et

anti-inflammatoire) in vitro.

L’analyse des différents extraits de Laurus nobilis.L a révélé la determination de
rendements de chacun d’extraits ou I’extrait aqueux ayant un meilleur rendement avec un
taux élevé (8,28 %) par rapport a I’extrait acétonique (6,295 %) et a ’extrait méthanolique
(6,215 %).

Dans les tests phytochimiques, nos résultats indiquent la présence des coumarines, des
quinones libres, des saponosides, et des flavonoides dans les trois extraits étudies et la
présence des stérols et les triterpénes dans 1’extrait acétonique. Le dosage des flavonoides a
montré que D’extrait acétonique est plus riche en flavonoides plus que [I’extrait
méthanolique et aqueux. L’extrait méthanolique posséde aussi la plus haute teneur en

polyphénols totaux par rapport a celle des autres extraits.

L’activité antioxydante étudiée in vitro est a démontré que 1’extrait méthanolique possede
une bonne activité¢ antioxydante par rapport aux deux autres extraits. En outre, ’activité
anti-inflammatoire in vitro montre que le pourcentage d’inhibition de la dénaturation de
I’extrait méthanolique était significativement tres efficace avec une inhibition égale a
98,63%.Les résultats obtenus pour cet extrait sont plus important a ceux obtenus pour le
diclofenac. Enfin, I’étude de I’activité antimicrobienne nous informe que les extraits testés
n’ont aucun effet sur les souches utilisées, sauf 1’extrait méthanolique qui a une action sur

la souche S.aureus.

Cependant, ce travail est encore préliminaire. Il sera plus intéressant de compléter ce
travail en utilisant diverses techniques chromatographiques, notamment Ila
chromatographie liquide a haute performance (HPLC), la chromatographie en phase
gazeuse (GPC) et des méthodes spectroscopiques pour [I’élucidation structurale des

métabolites responsables de ces activités.

En fin de compte, tous les résultats obtenus au cours de notre investigation, constitue une
premiére étape dans la recherche des substances de source naturelle biologiquement active.

Pour mieux comprendre les activités biologiques de ces extraits de Laurus nobilis.L une
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étude in vivo est nécessaire.
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Préparation du Tampon phosphate salin (pH 6.3)
Pour la préparation du Tampon phosphate salin @ pH égale a 6.3 on a besoin de :

» 1.725 g de NaH2POx.
» 2.225 g de Na:HPO..

Dissoudre chaque comptant dans 250 ml de 1’cau distillé, en agitant jusqu’il
s’homogénéise a I’aide d’un agitateur. Il se prépare en mélangeant 20ml de NaH2POs et
100 ml de Na;HPO4 dans un bécher. Apres la préparation de la solution, on doit Vvérifier le
pH du tampon phosphate salin par un pH mater pour obtenir un pH est égale a 6.3 avec

I’ajoute de quelques gouttes de la solution Hcl.
Préparation de la gélose de Muller Hinton Agar

Pour la préparation du la gélose de Muller Hinton (milieu 02), on a besoin :

= 199 de la poudre du Muller Hinton agar Les étapes de préparation sont :

1. Dans un bécher, en dissolvant la poudre dans un 500 ml de l'eau distillé, il faut
I'hnomogenéiser et chauffer en agitant.

2. Porté a ébullition environ une minute.

3. Met dans des flacons de verre bien ferme pour stériliser a l'autoclave pendant 30
min a 121°C.

=  Pour T'utiliser, laisser le refroidir, puis couler en boite de pétri (25 ml par boite)
dans un milieu stérile et laisser reposer.

= |Is sont préte a l'utilisation immédiatement ou stocker a 2 °C a 8 °C pendant une

semaine au plus.



Etuve universelle de 5 a 220°C Bain Marie (nlive bath, MEMMERT).

avec ventilation (MEMMERT).

Spectrophotomeétre Chambre d’observation UV

(spectrum SP-UV 2005) « 264/365 nm » (VILBER LOURMAT).

Vortex (VELP). Balance analytique (OHAUS).



Balance (KERN PCB).

Evaporateur rotatoire.



Présenté par : Ghozel Amani, Dakhouche Encadré par :
Chahinez, Boutrid Riane. Mme. KRIM Meriem

Théme : Contribution a I’étude des activités biologiques de différents extraits de la
plante Laurus nobilis

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

Laurus nobilis est une plantes qui appartient a la famille des Lauracées. Elle représente
I’une des plantes médicinales les plus anciennes connues chez 1’étre humain. Notre travail
visait a la contribution de I’étude de différents extrais de la plante Laurus nobilis : Extrait

méthanolique (EMLN), extrait aqueux (EAQLN) et extrait acétonique (EACLN).

Le screening phytochimique a montré la présence des : coumarines, quinones libres,
saponosides, terpenoides et flavonoides dans les trois extraits étudiés et la présence de
stérols et des triterpénes sauf dans I’extrait acétonique. L’étude qualitative par CCM a
montré que les deux extraits méthanolique et acétonique ont le méme contenu en
flavonoides. Aussi, le dosage quantitatif des polyphénols totaux, détermine par la méthode
de Folin-Ciocalteu, et des flavonoides par la méthode d’Alcls a démontré une teneur trés
importante en polyphénols dans I’extrait méthanolique (28 pg EAG/mg E), par contre la

teneur des flavonoides a été enregistré dans I’extrait acétonique (4.18 ng EQ/mg E).

L'activité antioxydante a été évaluée a l'aide de la méthode de réduction des radicaux libres
DPPH. Comparé a dautres extraits, I'extrait dEMLN était celui qui avait l'activité
antioxydante la plus importante, avec un pourcentage d'inhibition d'environ 99,18 %. Les
résultats de l'activité anti-inflammatoire en évaluant le pourcentage d'inhibition de la
dénaturation de la BSA ont montré que 'EMLN a une concentration de 0,001 mg/ml

présentait un pourcentage d'inhibition de 98,63 %.

L’activité antibactérienne a été déterminée sur trois souches : Staphilococus aurrus,
Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis, les extraits testés n’ont aucun effet sur les

souches utilisées, sauf "EMLN qui a une action sur la souche Staphilococus aurrus.

Mots-clés: Laurus nobilis, activité antioxydante, activité antiinflammatoire, activité

antibactérienne, polyphénols, flavonoides.
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