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Résumés

Résumé

Laurus nobilis est une plante appartenant a la famille des Lauracée, elle est considérée
comme l'une des plantes les plus anciennes et les plus célébres depuis I'Antiquité .Cette
étude vise a comparer les quatre extraits méthanoliques de Laurus nobilis séchés par
différentes méthodes, dont la composition chimique et les activités biologiques ont été
testées. Les tests phytochimiques ont montré la présence de flavonoides, d'alcaloides, de
tanins, de quinones libres, de saponines, de terpénoides et de coumarines dans tous les
extraits. Nos résultats ont également montré des résultats négatifs a la fois pour les stérols
et les triterpénes, les composés réducteurs et les anthraquinones. La chromatographie sur
couche mince (CCM) a montré que I'extrait méthanolique de Laurus nobilis seché a l'air

libre est plus riche en flavonoides que le reste des extraits.

Les examens quantitatifs des polyphénols totaux par la méthode de Folin-ciocalteau et des
flavonoides par la méthode d’AlCl; ont révélé que les concentrations les plus élevéees de
polyphénols et de flavonoides ont été trouvées dans I'extrait FO (104,81+3,01 pg/mg EAG)

et dans I'extrait FR avec une valeur de 26,22+0,04 ug EQ/mg), respectivement.

L'activité anti-inflammatoire a été évaluée in vitro en évaluant le pourcentage d'inhibition
du processus de changement des protéines. Les résultats ont montré la supériorité de
I'extrait de plante fraiche de 93,75+0,68 sur I'anti-inflammatoire Diclofénac de 89,66+9,77,
contrairement au reste des extraits dont I'activité est proche de celle du Diclofénac. Les
résultats de l'activité antioxydante effectuée en utilisant la méthode de réduction des
radicaux DDPH, ont indiqué la supériorité de I'extrait FR avec le pourcentage le plus élevé
de 92,04 + 0,207. Dans I’activité antibactérienne, le laurier a montré une activité
remarquable sur quatre souches bactériennes étudiées, qui sont Staphylococcus aureus,

Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumonia.

Mots-clés: Laurus Nobilis, activité antibactérienne, activité antioxydante, polyphénols,

flavonoides, activité antiinflammatoire.
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Abstract

Laurus nobilis is a plant belonging to the Laurus family; it is considered one of the oldest
and most famous plants since ancient times. This study aims to compare the four
methanolic extracts of Laurus nobilis dried by different methods, whose chemical
composition and biological activities have been tested. Phytochemical tests showed the
presence of flavonoids, alkaloids, tannins, free quinones, saponins, terpenoids and
coumarins in all extracts. Also, our results showed negative results for both sterols and
triterpenes, reducing compounds and anthraquinones. Thin layer chromatography (TLC)
showed that the methanolic extract of air-dried Laurus nobilis is richer in flavonoids than
the rest of the extracts. Quantitative examinations of total polyphenols by the Folin-
Ciocalteau method and flavonoids by the AICl; method revealed that the highest
concentrations of polyphenols and flavonoids were found in the FO extract (104.81+3. 01
pg/mg EAG) and in the FR extract with a value of 26.22+0.04 ng EQ/mg), respectively.

The anti-inflammatory activity was evaluated in vitro by evaluating the inhibition
percentage of the process of protein change. The results showed the superiority of the fresh
plant extract of 93.75+0.68 over the anti-inflammatory Diclofenac of 89.66+9.77, unlike
the rest of the extracts whose activity is close to that of Diclofenac. The results of the
antioxidant activity performed using the DDPH radical reduction method, indicated the
superiority of the FR extract with the highest percentage of 92.04+0.207. In antibacterial
activity, bay leaf showed remarkable activity on four studied bacterial strains, which are
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella

pneumonia.

Keywords: Laurus Nobilis, antibacterial activity, antioxidant activity, polyphenols,

flavonoids, anti-inflammatory activity.
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Introduction

Introduction

Les ressources végetales sont considérées comme une source principale pour I'homme depuis
I’Antiquité, ou les plantes médicinales sont utilisées comme traitement de diverses maladies
car elles contiennent des composants médicinaux naturels de valeur thérapeutique, pour
finalement créer un lien intégratif entre I'nomme et la nature appelé la médecine traditionnelle
ou la phytothérapie, et cela reste un sujet important qui nécessite plus de recherche et d'étude

pour découvrir de nouveaux composants médicaux (Boutoumou et Ziat, 2020).

Dans ce contexte, le laurier est considéré parmi les plantes médicinales les plus utilisées dans
le monde. C'est une plante médicinale aromatique appartenant a la famille des lauracées. Il est
utilisé comme épice ou ornemental en Méditerranée, souvent sous forme de feuilles ou en
poudre. Cette plante est utilisée aussi comme ingrédient essentiel dans la médecine
traditionnelle. Elle est riche en composants chimiques de base et posséde un effet
thérapeutique potentiel (Bendjersi, 2017).

La plante de laurier est utilisée pour ses propriétés medicinales notamment antiseptique,
antispasmodique, anticancéreuse, antifongique et antimicrobienne, et elle est méme utilisée
pour traiter les troubles digestifs. Tout cela est dii a ses principaux composés, principalement
le cinéole (Belhadj et al., 2020).

Au final, nous avons choisi la plante de laurier pour sa grande importance dans divers

domaines alimentaires, économiques et cosmétiques.

Par conséquent, notre travail vise a faire une comparaison d la composition chimique et des
activités biologiques de I'extrait méthanolique de laurier en utilisant de différentes techniques
de séchage (Feuilles fraiches et feuilles séchées : a l'aire libre, au Four électrique et a la

micro-onde). Notre travail est divisé en deux parties :

La premiére partie est une étude bibliographique. Dans le premier chapitre, nous ferons un
survol sur la phytothérapie, les plantes médicinales, leur efficacité et leurs effets négatifs dans

le domaine médical.

Dans le deuxiéme chapitre, nous aborderons la plante de laurier, sa classification, sa
répartition géographique ainsi que sa composition chimique. Le troisieme chapitre traitera de
diverses activités biologiques: Activité antioxydante, activite antibactérienne et

antifongique..... etc.




Introduction

La deuxiéme partie est une étude pratique effectuée au laboratoire, dans le but de connaitre la
présence de composes actifs, et d'évaluer les activités biologiques. Elle est divisée en deux
chapitre : le chapitre du matériel et méthodes, dans lequel nous présenterons le matériel et les
méthodes utilisés dans la réalisation des différents tests et dosages. Dans le chapitre : résultats

et discussion nous exposeront les résultats issus de cette étude et nous les discuterons.



Etude

bibliographique



Chapitrel :
La phytothérapie
et les plantes
medicinales



Chapitre I : La phytothérapie et les plantes médicinales

I. Généralités sur la phytothérapie

Le mot phytothérapie vient de deux mots grecs qui signifient essentiellement "soigner avec les
plantes” ou, plus précisément, "phyton™ qui signifie plante et « therapein » qui signifie soigner
(Jorite, 2015). La phytothérapie est une médecine populaire ou traditionnelle basée sur
l'utilisation de plantes et d'extraits. Les plantes qui se caractérisent par différentes propriétés sont
utilisées pour traiter de diverses maladies qui affectent le corps humain naturellement sans

produits chimiques en plus d'étre une alternative moins chére et plus sdre (Yasmin et al., 2020).

La phytothérapie n'est pas une science moderne, mais remonte plutét aux temps anciens et aux
hautes civilisations comme l'ancienne civilisation de la Chine, qui a parlé de ce sujet dans ses
écrits datant du millénaire (Castagna et al., 2022). L'Organisation mondiale de la santé (OMS) a
publié des études sur la qualité, la sécurité et I'efficacité de certaines plantes médicinales, ainsi

que des recommandations pour la culture de plantes médicinales (Ghosh, 2016).
I.1. Differents types de la phytothérapie
a) L'aromathérapie

L aromathérapie se définit littéralement comme la partie de la phytothérapie qui utilise les huiles
essentielles (Lardry et al., 2007). Elle est considérée comme l'un des arts de guérison les plus
anciens lorsque les Egyptiens utilisaient des substances aromatiques dans les médicaments 4500
ans avant J.-C. L'aromathérapie utilise de nombreux extraits de plantes et de substances naturelles
et aromatiques sécrétées par les feuilles, les tiges, les fleurs et d'autres parties de la plante, qui
sont extraites par distillation (Halder et al., 2018). Le moyen le plus rapide et le moins toxique
de bénéficier du meédicament est a travers la peau (Oullai et Chamek, 2018). Les huiles
essentielles les plus courantes sont: la lavande, la citronnelle, le fenouil, le géranium, etc.
(Halder et al., 2018).

b) La gemmothérapie

Le mot « gemmothérapie » vient du latin « gemmae » signifiant « bourgeon », du grec
« therapeia » signifiant « cure ». La gemmothérapie est une forme de phytothérapie basée sur

I'utilisation de tissus végétaux vivants a caractére embryonnaire de plantes, d'arbres et d'arbustes
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tels que les pousses fraiches, les jeunes pousses, les racines, I'écorce interne des racines ou des
tiges (Dursus, 2018).

Les germes abritent des acides aminés, de nombreuses protéines, des micronutriments, des
polyphénols, des antioxydants et des enzymes. Certaines pousses renferment des dérivés
terpéniques, par exemple le cassis, qui a une concentration plus élevée, au niveau des pousses,

que la plante elle-méme (Oullai et Chamek, 2018).
c¢) L'herboristerie

Le terme herboristerie désigne la pratique médicale populaire et traditionnelle basée sur
I'utilisation de plantes et d'extraits de plantes. Le traitement a base de plantes est également connu
sous le nom de phytothérapie. L'utilisation d'herbes pour traiter les maladies est presque
universelle dans les sociétés non industrielles (Kamou et al., 2018 ). Le traitement a base de
plantes utilise soit des herbes fraiches, soit des herbes séchées, ou utilise une partie ou I'herbe
toute entiere (Oullai et Chamek, 2018).

d) L'"homéopathie

L'homéopathie vient des mots grecs (homios), qui signifie similitude, et (pathos), qui signifie
maladie (Lloyd, 2009). L'homéopathie est un systéme de traitement médical développé par le
médecin allemand Samuel Hahnemann a la fin du XVIllle siécle qui utilise des produits trés
dilués pour favoriser la guérison (Kim et Hyung, 2021), en administrant de minuscules quantités
de substances censées causer la maladie comme moyen de traiter la maladie, par exemple : des

extraits végétaux (d'organes) et/ou des extraits animaux divers (Burks et al., 2019).
e) La phytothérapie chinoise

La medecine traditionnelle chinoise (MTC) est une partie avancée de la culture chinoise
remontant a I'Antiquité et s'étendant sur plus de 3000 ans (Lloyd, 2009). La MTC comprend de
nombreuses pratiques médicales et paramédicales qui incluent de nombreuses formes différentes,
notamment la phytothérapie, l'acupuncture, le massage (tui na), l'exercice (gigong), les
modifications du régime alimentaire et du mode de vie, la thérapie par ventouses, le guasha et
I'orthopédie (Dai Da) (Barthel, 2021).
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f) La phyto balneothérapie

La phyto balnéothérapie est I'ajout d'extraits de plantes dans des bains chauds. Elle est également
appelée I’hydrothérapie de KNEIPP (Oullai et Chamek, 2018).

L'hydrothérapie est utilisée par les civilisations humaines depuis des milliers d'années pour
soulager la douleur, détendre les muscles et traiter de nombreux maux. Elle est également
considérée comme une méthode thérapeutique douce et efficace dans la culture moderne.
L'application thérapeutique de I'eau peut étre utilisée de nombreuses facons, a la fois a l'intérieur

et a I'extérieur du corps (Pizzorno et al., 2020).
1.2. Les avantages de la phytothérapie

Malgré la technologie moderne et le formidable développement dans le domaine de la médecine
et des industries pharmaceutiques, les médicaments a base de plantes surpassent parfois les
médicaments dans les domaines médicaux avancés et se caractérisent toujours par leurs multiples
avantages, que ce soit pour des maladies bénignes ou transitoires telles que (fievre, toux,
diarrhée, etc.) ou plus séveres (tuberculose, paludisme, etc.) (Kamou et al., 2018). Quatre
organisations s'engagent désormais a démontrer leurs efficacité : 1’agence européenne des
médicaments (European Medicines Agency, EMA), La coopération scientifique européenne en
phytothérapie (European Scientific Cooperative on Phytotherapy, ESCOP), I’'OMS et la
commission E en Allemagne, en étudiant les bienfaits médicinaux des plantes, les usages
médicinaux traditionnels et en commentant leur utilité dans le traitement de certains symptémes
(Oullai et Chamek, 2018).

Les plus importants de ces avantages sont :

+ Elle est basée sur des substances naturelles disponibles directement dans la nature qui
peuvent étre facilement obtenues chez un herboriste sans ordonnance.

+ Les herbes naturelles sont moins chéres et moins polluantes que les médicaments
industriels (Oullai et Chamek, 2018).

+ Elle est utilisée dans notre alimentation quotidienne sous forme d'épices ou de
boissons, et elle est également utilisée dans les teintures et la fabrication de

cosmétiques et de pharmacie (Souilah, 2018).




Chapitre I : La phytothérapie et les plantes médicinales

+ Les plantes médicinales traitent de nombreux problémes de santé sans aucune

intervention chirurgicale, dont les plus importants sont les maladies du foie, le diabéte

et les troubles digestifs. Par exemple le Taxol (molécule utilisée pour traiter le cancer)
extrait de I'if du Pacifique (Taxus brevifolia) (Oullai et Chamek, 2018).

1.3. Les inconvénients et les risques de la phytothérapie

De nombreux

médicaments a base de plantes peuvent avoir un effet négatif sur certaines

personnes atteintes de certaines maladies, telles que des problémes cardiaques. 1l est préférable de

consulter un médecin avant de commencer tout nouveau remede a base de plantes. Comme tous

les traitements,

*

les plantes médicinales présentent de nombreux inconvénients, notamment :

Le traitement a base de plantes prend plus de temps que les médicaments
chimiques.

Certaines plantes contiennent des toxines fortes qui peuvent entrainer la mort.

De nombreuses herbes peuvent provoquer des réactions allergiques car elles
contiennent plusieurs ingrédients a base de plantes, tels que : le pollen.

Il existe de nombreuses herbes qui sont dangereuses pour les femmes enceintes et
les enfants.

Manger une dose excessive de certaines plantes et ne pas respecter la dose
indiquée peut entrainer une intoxication (Oullai et Chamek, 2018).

L'ignorance et le manque de connaissance des ingrédients des herbes, et les
mauvaises facons de les consommer ou de mélanger les plantes peuvent conduire
a un empoisonnement.

La prise simultanée de plantes médicinales et de médicaments peut entrainer
I'interaction des deux remedes et I'apparition d'effets secondaires, parfois graves.
Certaines plantes peuvent provoquer une diminution de la pression artérielle,

comme c'est le cas dans les herbes diurétiques (Benghanou, 2012).

Il. Les plantes médicinales

Il n'y a pas de définition légale des plantes médicinales au sens juridique (Rahal et Rahal, 2019).

Les plantes sont utilisées depuis longtemps dans le monde entier comme médicaments en raison

de leurs nombreuses propriétés bénéfiques pour la santé humaine. 1l existe plusieurs fagons de les
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préparer, que ce soit par trempage, ebullition, ou en utilisant une ou plusieurs parties de la plante
(feuilles, racines, fleur) (Boudjema, 2019). Les plantes medicinales sont des ressources
précieuses pour la grande majorité de la population rurale en Afrique, ou il y a plus 80 % de cette

population l'utilisent pour se soigner (Giovac et al., 2010) .

11.1.Les principes actifs des plantes

11.1.1.Définition

Un principe actif est une molécule présente dans une phytoremédiation ou phyto-médecine,
caractérisée par une activité curative ou protectrice chez I'nomme ou I'animal (Chabrier et Jean,
2010). Ces composes sont souvent tres faibles dans le médicament par rapport aux excipients.
Les principes actifs se retrouvent inégalement dans toutes les parties de la plante (Adouane,
2016).

11.2. Les principaux élements actifs des plantes

Le tableau ci-dessous représente les principaux éléments actifs des plantes :

Tableau 01 : Les principaux €léments actifs des plantes

L’élément actif Définition

Alcaloide Les alcaloides sont des substances toxiques qui constituent un groupe spécifique de
composés secondaires qui font partie du mécanisme d'adaptation d'un organisme a
son milieu de vie (Aniszewski, 2007). C'est un azote organique d'origine végétale a

bases azotées cycliques hétérogenes (Benghanou, 2012).

Mucilage une substance présente dans de nombreuses plantes qui est une substance polymere,
translucide et amorphe organisée par des unités monosaccharidiques (Olivera et al.,
2021). Il se compose d'hydrates de carbone complexes de composition diverse et
d'une grande capaciteé d'absorption d'eau car cette substance gonfle au contact de I'eau
et forme une substance visqueuse similaire a la gélatine, indiquant qu'elle posséde les
propriétés nécessaires a une utilisation industrielle comme source alternative
d'hydrocolloide (Soukoulis et al., 2018).
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Flavonoide

Saponine

Coumarine

Anthraquinone

Tanin

Les huiles

essentielles

Les substances

ameres

Les flavonoides sont une classe de composés phénoliques largement distribués dans
les plantes. Ce qui a son tour contribue a la coloration des fleurs et des fruits en blanc
ou en jaune. lls se caractérisent par leurs multiples propriétés comme : la prévention

du cancer, I’activité anti-inflammatoire et antivirale (Trugo et al., 2016).

Les saponines sont des agents moussants puissants et solubles dans l'eau, un
composant essentiel de nombreux médicaments a base de plantes d'une grande famille
de glycosides amphiphiles de stéroides et de triterpénes présents dans les plantes et

certains organismes marins (Yang et al., 2014).

Les coumarines sont une classe de métabolites secondaires et de dérivés naturels du
benzopyréne (Onder, 2020) qui ont une structure constituée d'un cycle benzénique et
d'un cycle lactone (benzo-a-pyrone) qui forme alors un seul noyau de coumarine
(Dugrand, 2015).

Les anthraquinones, également appelées anthracindiones ou dioxanthracens, font
partie des membres importants de la famille des quinones qui forment une variété de

composés structuraux parmi le groupe des polycétides (Fouillaud et al., 2018).

Les tanins sont des produits naturels a base de phénol, ils font partie des quatre
groupes de métabolites secondaires des plantes avec les alcaloides, les saponines et
les huiles essentielles (Rira, 2019). On les trouve principalement dans I'écorce de pin,
de mimosa et dans le bois de certains arbres (Gandini, 1989). lls sont utilisés dans le
tannage du cuir, la teinture des tissus et la fabrication d'encre. Les solutions de tanin

sont acides et ont un godt amer et astringent (Rira, 2019).

Les huiles essentielles sont des extraits vegétaux, parfumés, volatils, extraits par
distillation (vapeur et/ou eau) ou par des procédes mécaniques ou par tranchage de la
matiére végétale (Ouis, 2015). Elles sont obtenues a partir de feuilles, graines,

bourgeons, fleurs, brindilles, écorces, bois, racines, tiges et fruits (Toure, 2015).

De nombreuses plantes contiennent des composants amers qui se protégent des
prédateurs, notamment l'absinthe, la sauge, la gentiane et l'artichaut (Oullai et
Chamek, 2018).
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Les vitamines, Les plantes médicinales sont riches en plusieurs vitamines, minéraux et fibres qui
les minéraux et  contribuent a la santé humaine, par exemple, les citronniers et les orangers sont riches
les fibres en vitamine C, les carottes sont riches en vitamine A, et I'argousier seul est consideré

comme un supplément de vitamines et de minéraux (Andrew, 2001).

I11. Les modes de préparation domestique en phytothérapie

Il existe de nombreuses méthodes de préparation et sous différentes formes, les plus courantes et

les plus utilisées seront mentionnées :

I11.1. Les tisanes

Les tisanes reposent sur l'utilisation de I'eau pour extraire les principes actifs des plantes par

maceération, décoction ou infusion (Limonier, 2018).

+ Macération : Laisser reposer les plantes et le liquide extrait (huile, eau, etc.) pendant des
heures a température ambiante (Benghanou, 2012).

+ L’infusion : Le plus simple est de verser de I'eau bouillante sur les plantes, de la couvrir
et de la laisser pendant un certain temps (Chevalier, 2001).

+ La décoction : Plonger la plante dans de I'eau froide et la faire bouillir de 5 a 15 minutes
en la couvrant (Oullai et Chamek, 2018), afin d'extraire les substances actives de

I'écorce, des feuilles, des tiges et des fleurs (Chevalier, 2001).

I11.2. La poudre

Elle est préparée manuellement par le broyage de tout ou partie des plantes séchées (Oullai et
Chamek, 2018). Elle est utilisée dans la fabrication de gélules ou galéniques, et également

utilisée en pulvérisation ou en mélange alimentaire (Benghanou, 2012).

111.3.Les teintures meres

Aussi appelées extraits hydro-alcooliques, les teintures sont extraites par trempage alcoolique de

plantes fraiches dans de I'alcool fort pendant environ 21 jours (Limonier, 2018).
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111.4. Les alcoolatures

Elles sont préparées a partir de plantes médicinales, qui n‘ont pas été soumises a un séchage,
dissoutes dans de l'alcool. Le pourcentage d'alcool dans les boissons alcoolisées est d'environ 95
%, ce qui explique la couleur verte de I'alcool fabriqué a partir des feuilles et la couleur brune de
celui fabriqué a partir des racines (Chabrier, 2010).

I11.5. Les alcoolats

Ce sont des médicaments incolores, trempés dans l'alcool pendant environ 2 ou 7 jours
(Chabrier, 2010). Ensuite, les principes volatils des matiéres végétales sont distillés avec de

I'alcool éthylique (Benghanou, 2012).
I11.6. Les sirops

Ils sont obtenus en associant le principe actif végétal a deux tiers de miel ou de sucre non raffiné

a un tiers d'eau (Chabrier, 2010). La cuisson se fait a feu doux (Chevalier, 2001).
I11.7. Les cataplasmes

La plante est broyée ou malaxée a chaud ou a froid et appliquée directement sur la peau et
enveloppée d'un pansement ou d'un linge (Oullai et Chamek, 2018). C'est un agent apaisant pour
les douleurs musculaires, nerveuses, les entorses, et il traite également les fractures osseuses
(Chevalier, 2001).

I11.8. Les crémes et les pommades

Ce sont des produits humides mélangés a une base d'émulsion (eau et substances grasses) avec
une texture semi-solide qui lui permet de pénétrer dans la peau sur les zones enflammées ou

irritées pour I'hydratation (Limonier, 2018).
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Chapitre 11 : La plante étudiée « Laurus nobilis »

. Généralités

Le laurier est un grand arbre vivace aux feuilles persistantes dures, portant le nom
scientifique : Laurus nobilis. Du genre Laurus, et de la famille : Lauracées. Laurus, nom latin,
d’origine celte qui veut dire « toujours vert » allusion au feuillage persistant de la plante, il
comprend environ 32 genres et 2000-2500 especes (Barla et al., 2007). Les Grecs et les
Romains I'utilisaient & grande échelle comme substance médicinale, herbes et épices (Demir
et al., 2004).

La plante de laurier est également devenue un symbole de réussite et d'excellence, en dérivant
le nom du baccalauréat unifié sur le monde de la plante de laurier, qui est d'origine latine, a

travers le baccalauréat latin « Bacca Lauri » (Zekri, 2016).

Figure 01 : Arbuste de Laurus nobilis L (Boutoumou et Ziat, 2020).

I1. Historique

Depuis l'aube de la civilisation, le laurier est connu comme une plante noble dans la
mythologie grecque et grecque antique. Il était sacré pour le dieu Apollon et était porté par les
empereurs et les poétes comme une "couronne de laurier”. Les Romains l'appelaient la plante
des justes anges (Peter, 2017). Selon Pline, on croyait qu'on obtiendrait le don de prophétie

en méchant simplement un laurier (Fradj et Seridji, 2021).

C'est une plante qui exprime la symbolique liée a la gloire, a la paix et a la victoire. Elle est
également considérée comme un symbole de bonne santé, comme les médecins grecs
exhortaient a la prendre pour se protéger de plusieurs maladies, dont la plus célébre est la
peste (Briot, 2016).
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Les Romains croyaient qu'une personne se tenant sous un laurier serait protégée de la peste et
aussi de la foudre. Les guérisseurs peuvent porter des couronnes de laurier pendant les
cérémonies de guérison et pendant le traitement des patients afin d'augmenter I'énergie de
guérison positive et de se protéger contre I'énergie négative qui peut trainer dans la chambre
des malades (Peter, 2017). lls l'ont utilisé dans leur nourriture comme arbme pour la
nourriture. A notre époque, le laurier est devenu une partie intégrante de Il'alimentation
occidentale. Les feuilles sont appréciées comme ardme dans les plats cuisinés, d'ou le nom de

laurier-sauce (Site web 1).
I11. La description botanique de Laurus nobilis

La famille des Lauracées comprend plus de 2500 especes et 52 genres dont le plus célebre est
Laurus nobilis L. De 1880 a nos jours, la famille des Lauracées reste a la pointe de la
recherche scientifique, créant de nouvelles espéces dans cette famille qui sont réguliérement
composés d'arbres feuillus et d'arbustes aromatiques (Rinaldo, 2012). Le Laurier pousse
lentement dans lI'année, se distingue par son feuillage dense et vert foncé, il peut atteindre une

hauteur de 2 a 6 metres, jusqu'a 15 metres a I'état sauvage (Briot, 2016).

Figure 02 : Aspect morphologique de Laurier (Bouridane et Hamreulaine, 2018).
I11.1. Dénomination internationale

Les noms de la plante de laurier difféerent d'un pays a l'autre, le tableau ci-dessous représente

les nomes populaires de laurier noble dans de différentes langues (Laurus Nobilis) :
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Tableau 02 : Les noms populaires de Laurier noble (Laurus Nobilis) (Fradj et Seridji,
2021).

Francais Laurier,Laurier — sauce

Anglais Laurel,bay,bay Laurel, bay leaves
Allemand Lorbeer , Lorbeersamen
Espagnol Laurel

Italien Alloro

Turc asil defne

Arabe gar ,Rand , wsedd s
Philippines Laurel

I11.2. La classification botanique

La carte ci-dessous représente la classification botanique de la plante étudiée (Fradj et
Seridji, 2021).

ﬁégne : Plantes \
Sous regne : Plantes vasculaires

Embranchement : Spermaphytes

S/Emb : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
S /Classe : Dialypétales
Ordre : Laurales
Famille : Lauracées

Genre : Laurus

\ Espece : Laurus nobilis /

Les variétés difféerent par la forme de la feuille, la taille des fruits, ainsi que par leurs

utilisations en cuisine (Bouderhem, 2015). Le tableau 03 représente les autres espéces du

laurier.
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Tableau 03 : Autres espéces du laurier noble (Laurus nobilis) (Bouderhem , 2015).

Nom vernaculaire Nom scientifique La Famille
Laurier-benzoin Lindera benzoin L Lauracées
Laurier-d'Alexandrie Danae racemosa Liliacées

Laurier des bois

Laurier du portugale

Daphnelaureola L

Prunus lusitanica L

Thyméleacées

Rosacées

Laurier- tin Viburnum tinus L Caprifoliacées
Laurier-amande Prunus laurocerasus L Rosacées
Laurier-cerise Prunus laurocerasus L Rosacées
Laurier-Californie Umbellularia californisa Lauracées
Laurier des Iroquois Sassafras albidum Lauracées
Laurier rose Nerium oleander L Apocynacées
Laurier sassafras Sassafras officinalis Nees Lauracées

IV. Répartition géographique

Ces especes tropicales sont abondantes dans les régions méditerranéennes (Haddadi, 2021),
telles que la Turquie, la Grece, I'Espagne, I'ltalie et la France (Bouderhem, 2015). Le Laurus
nobilis est également largement cultivé dans les régions arabes de la Libye au Maroc, ou on le
trouve a la fois dans les fermes ou a I'état sauvage dans l'ouest et le sud de I'Europe. La
distribution se fait en zone humide (s'adapte a tous types de sols) (Hadjloum et Ould Ali,
2018).

En Algérie, la répartition géographique se concentre dans les zones humides (aquatiques) des
foréts de I’Edough situé a I’ouest de la wilaya d'Annaba, Alger, Constantine, ou il fleurit en

mars et avril (Bouridane et Hamreulaine, 2018).
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Figure 03 : Répartition géographique de Laurus nobilis L. (Hadjloum et Ould Ali, 2018).

V. Les Composition chimique

V.1. Composition chimique des Feuilles

Pour connaitre la composition chimique de la plante de Laurus nobilis plusieurs recherches
ont été menées par distillation d'eau, d'ou il a été conclu que les feuilles de laurier noble sont
riche en plusieurs substances actives essentiellement le tanin qui est une substance ameére et
résineuse (Hadjloum et Ould Ali, 2018). Les principaux composants sont: cinéol,
méthylchavicol, pinéne, eugénol, géraniol, acide acétique, acide isobutyrique et acide
valérianque (Fradj et Seridji, 2021).

Les feuilles de Laurus nobilis contiennent également des flavonoide polaires (dérivees
glycosylées de quercétine, kaempferol et de catéchine) et des flavonoide apolaires (quatre
dérivés acylés de kaempferol, quitérpénes lactones , alcaloides d'isoquinoline (Bouridane et
Hamreulaine, 2018) .

V.2. Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles aromatiques présentes dans la plante Laurus nobilis occupent un pourcentage
estimé a 1-3 %. Elles sont considérées parmi les composeés divers et basiques des composants
chimiques de cette plante. Ces huiles sont utilisées dans plusieurs domaines, notamment
médical, économique et méme alimentaire (Haddadi, 2021). Dans les produits medicaux,
elles sont utilisées comme antirhumatismal, antiseptique et diurétique. Dans les produits
alimentaires, elles sont utilisées comme additif dont la priorité est de conserver les viandes et
les fruits de mer (Fradj et Seridji, 2021).

Parmi les composants des huiles essentielles, on trouve : 30 a 70 % de cineole, 8 a 16 % de

linalol, 3 % d'eugénol, pinéne, phélandéréne, terpinéol et ester acétique 2,5 -6,5 % (Zekri,
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2016). Elles contiennent aussi des alcaloides aporphéniques, responsables de l'activité
cellulaire (interférant dans le domaine biologique) (Haddadi, 2021). Aussi, les composants
des huiles essentielles de Laurus nobilis sont largement utilisés grace a leurs propriétés

antioxydantes et antimicrobiennes (Fradj et Seridji, 2021).
V1. Les Applications générales du Laurier

La plante de laurier noble est utilisée comme agent aromatisant précieux dans l'industrie
culinaire et alimentaire ; elle est considérée egalement comme I'une des herbes importantes de
la médecine traditionnelle en raison de ses nombreuses propriétés médicinales et de ses

bienfaits pour la santé (Cazzola et Cestaro, 2013).

Cette plante est utilisée par voie orale dans les remedes gastriques, traitant les troubles
digestifs tels que la distension épigastrique, la digestion lente, les éructations et les flatulences
(Chevalier, 2001). Les huiles essentielles de laurier extraites de ses feuilles pour traiter et
soulager les douleurs rhumatismales et les hémorroides (Yakhlef, 2010).

Il a été démontré que I'extrait aqueux et la partie non polaire des feuilles posséde une activité
antioxydante élevée, la premiére en raison de sa teneur en polyphénols et la seconde en raison

de sa teneur élevée en terpénes (Cazzola et Cestaro, 2013).

Extérieurement, le laurier peut étre utilisé en rincage de la bouche dans le but de traiter les
infections des gencives, les ulcéres et les abces. D'autre part, il est utilisé dans la fabrication

de cosmétiques, d'onguents et de savon comme désinfectant pour la peau (Briot, 2016).
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Chapitre 111 : Les activités biologiques de Laurus Nobilis

. Généralités

Des études récentes indiquent de montrer les activités biologiques des extraits de la plante
Laurus nobilis, ou il est apparu que ces extraits contiennent des groupes chimiques tels que les
flavonoides, I'hydroxylphénol attaché aux structures cycliques (Rahou et Djelloul Daouadji,
2018). Ces groupes chimiques sont des activateurs d'enzymes antioxydantes qui conduisent a

la réduction des radicaux libres (Boutoumou et Ziat, 2020).

Le laurier se classe comme la plus antimicrobienne et anti-pathogéne pour deux types de
levure (Yakhlef, 2010), car son extrait interagit positivement avec six souches microbiennes
parmi toutes les souches testées. En plus des activités biologiques de l'extrait de plante de
laurier, il est considéré comme un anti-inflammatoire et un analgésique en réduisant les
distorsions, et joue ainsi un rdle efficace dans la sécurité de la santé humaine (Rahou et
Djelloul Daouadji, 2018). Cette plante agit par divers mécanismes. tels que le piégeage de
I'oxygéne unique, la chélation sélective des métaux et l'inhibition des enzymes oxydatives.
Les polyphénols contenant dans le laurier sont des produits métaboliques secondaires qui sont
synthétisés par pendant la période de croissance et exploités dans des conditions difficiles

telles que l'infection ou les rayons ultraviolets (Boutoumou et Ziat, 2020).
I1. Activité Antioxydante

Depuis plusieurs années, le nombre de biologistes intéressés par les radicaux libres ne cesse
d'augmenter. Cela est d0 a I'importance de ce sujet dans la médecine moderne (Cerou, 1994),
et lorsqu'il s'agit de radicaux libres, il faut se référer aux antioxydants contenus dans I'extrait
de feuille de laurier. Les antioxydants sont utilisés pour neutraliser les radicaux libres et en
protéger l'organisme. Des concentrations significativement faibles retardant le processus
d'oxydation sont appelées inhibiteurs. 1l existe deux types d'antioxydants : endogenes (comme
la superoxyde dismutase et le glutathion), et exogénes, apportés par 1’alimentation, tels que :
(vitamine C, vitamine E, caroténoides, polyphénol...etc.). Les antioxydants exogénes sont

disponibles en forte concentration dans la plante Laurus nobilis (Bendjersi, 2017).

Des études sur les extraits éthanoliques et aqueux dans les emulsions d'acide linoléique ont
confirmé une puissante activité antioxydante, puisque les extraits de laurier sont riches en
plusieurs flavonoides et leurs dérivés O-glycoside ou C-glycoside flavonoides, catéchine et

cinnamtanin qui ont été identifiés (Kahouli, 2010).
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I11. Activités Antifongique

Certains auteurs ont étudié l'activité antifongique d'extraits hydro-alcooliques de feuilles de
laurier, de fruits, d'écorces et de fleurs. De plus, I'activité dirigée des extraits alcooliques de
laurier a permis l'isolement du désacétyllaurénobiolide, qui offre une activité antifongique
contre Candida albicans, Cryptococcus neoformans et Aspergillus smoke (Alejo-Armijo et
al., 2017).

L'activité antifongique a été testée dans diverses activités aqueuses et conditions de pH, et la
croissance fongique a été suivie en mesurant le diamétre de la colonie pendant la période
d'incubation. L'huile essentielle de laurier était plus efficace a pH 5, car elle perdait son

activité avec l'augmentation du pH (Chahal et al., 2017).

Il a été démontré que I'nuile essentielle de Laurus nobilis L inhibe in vitro la croissance
fongique du Phytophthor (Arbia, 2012). Des tests biologiques ont également montré que la
mycotoxine agit contre Fusarium moniliforme (Gibberella fujikuroi), Rhizoctonia solani,
Sclerotinia sclerotiorum et Phytophthora capsici (Chahal et al., 2017).

IV. Activité Anti-inflammatoire

L'inflammation est I'une des conditions les plus toxiques. Cela peut affecter négativement la
continuité de la vie. Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) ont une action
protectrice contre la dénaturation des protéines qui agissent comme antigénes (Adjiba et Ain,
2021). Laurus nobilis est I'une des plantes médicinales les plus anti-inflammatoires, selon les
résultats des laboratoires de recherche scientifique de ces dernieres années (Ould Yerou et al.,
2016).

De divers extraits de feuilles de laurier ont montré un effet anti-inflammatoire par différents
mécanismes. Par exemple, un extrait methanolique a présenté un effet anti-inflammatoire dans
les macrophages lipopolysaccharides péritonéaux (LPS) activés par le rat en inhibant la
production d'oxyde nitrique. Aussi, Un extrait éthanolique a montré un effet anti-
inflammatoire pour les lipopolysaccharides RAW 264.7 dans les macrophages. L'extrait de
diméthylsulfoxyde a également présenté ce type d'activité anti-inflammatoire dans le modeéle
de macrophage stimulé par les lipopolysaccharides en diminuant I'expression de COX2 et en

diminuant I'interleukine pro-inflammatoire (Alejo-Armijo et al., 2017).
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V. Activité Antidiabétique

Le diabete est une maladie caractérisée par une glycémie élevée (hyperglycémie) due a une
carence totale ou partielle en insuline. Une fagon d'abaisser la glycémie postprandiale consiste
a retarder l'absorption du glucose en inhibant certaines enzymes telles que 1'a-amylase ou I'a-
glucosidase, qui sont des enzymes digestives qui dégradent les glucides (Alejo-Armijo et al.,
2017). A cette fin, une étude visait a vérifier I'efficacité des extraits de feuilles de Laurus
nobilis dans les modifications histopathologiques et biochimiques des cellules béta de rats
atteints de diabete sucré induit par la streptozotocine (STZ) (Rebin Rafaat et al., 2021), ou
les chercheurs ont examiné les extraits hydro-alcooliques, l'acétone et les extraits d'huiles
essentielles de feuilles de laurier ou il a été observé que I'extrait d'hydroéthanol inhibait la
coagulation des protéines médiée par le fructose ; et I'administration d'extrait éthanolique a
entrainé une diminution significative de la glycémie chez les lapins diabétiques (Alejo-
Armijo et al., 2017).

VI. Activité Antibactérienne

Selon une étude de I'activité antibactérienne de la plante de laurier, qui piege de nombreux
micro-organismes, il a été constaté que cette activité est liée aux principaux composants des
feuilles de laurier comme le cinéole, et qu'elle a une grande activité antibactérienne et méme
contre certains organismes résistants aux antibiotiques tels que la tétracycline (Belhadj et al.,
2020). L'activité antibactérienne de I'extrait de feuille de laurier est considérée comme une
source importante et primaire pour son intervention dans les industries de la parfumerie, de la
cosmétique et méme de la pharmacie, ou cette activité a été détectée contre trois types de

bactéries pathogénes en analysant la diffusion du disque (Hussein et al., 2019).

D’autres études ont révélé que les huiles essentielles de laurier sont trés efficaces contre les
bactéries (Yakhlef et al., 2011).

VII. Activité Antimicrobienne

Il a été démontré que les huiles essentielles des feuilles de L. nobilis inhibent un large éventail
de micro-organismes. Cette activité antimicrobienne semble étre liée a la quantité de 1,8-
cinéole présente dans I'échantillon, qui est le composant principal de I'huile essentielle de

laurier (Alejo-Armijo et al., 2017).

L'activité antibactérienne de I'huile essentielle et du 1,8-cinéole, en différentes quantités, a été

testée sur cing souches bactériennes, appartenant a la fois aux bactéries Gram-positif et Gram-
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négatif a savoir, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus et B. cereus représentatives du Gram
positif ; et Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa pour les bactéries Gram-négatives.
Les résultats ont montré une activité antimicrobienne significative contre tous les micro-

organismes précoces (Caputo et al., 2017).
VII1I. Activité cytotoxique

Des études récentes ont été menées pour explorer les résultats de I'activité cytotoxique de
I'extrait de laurier. Cette étude a révélé la présence de deux alcaloides aporphyniques, la

cryptodorine et I'actino, qui sont responsables de cette cytotoxicité (Site web 2).

Des tests de cytotoxicité MTT et SRB ont été realisés. L'effet sur I'intégrité de la membrane

plasmique a été évalué en évaluant la libération de LDH (Al-Kalaldeh et al., 2010).

Ainsi, cette plante médicinale a acquis d'importants facteurs cytotoxiques et anti-tumoraux.
Ces connaissances ont également été complétées par des recherches sur I'huile essentielle de
cette plante en menant une étude des fleurs et des racines de la plante de laurier, ou il a été
constaté qu'elles possedent des composés basiques tels que la viridiflorene, le B-elemene, le

germacradienol (Site web 2).

Grace a cette évaluation, ses fortes activités biologiques ont été confirmées dans sa
contribution au traitement de diverses maladies, en particulier lorsqu'il est utilisé dans

I'alimentation (Site web 3).
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La partie expérimentale a été réalisée au niveau du laboratoire de biologie de I'Université
Abbes Lagour - Khenchela - au cours du mois de mars 2022. Elle se compose de deux

parties :

o Partie 1

v Préparation des extraits méthanoliques de la partie aérienne de la plante médicinale
Laurus nobilis L.

v" Analyse qualitative des composés phytochimiques et dosages des polyphénols totaux et
des flavonoides.

v Séparation et identification des différents métabolites par chromatographie sur couche
mince (CCM).

o Partie 2

v' Etude de certaines activités biologiques de ces extraits : activité antioxydante, activité

antibactérienne, activité anti-inflammatoire in vitro et activité antioxydante.

I. Matériel
I.1. Matériel biologique

1.1.1. Matériel végétal

Il se compose d'un extrait méthanolique (EMLN) de la partie aérienne de la plante médicinale
Laurus nobilis qui a été récoltée a partir de I’arbre de laurier dans la région de Qais, Wilaya de
Khenchela, Algérie. Ensuite, la plante a été séchée de plusieurs maniéres aprés avoir
sélectionné les feuilles appropriées qui sont exemptes d'impuretés et bien rincées a I'eau pour
se débarrasser de la poussiére et des résidus de pesticides. Une partie des feuilles a été utilisee
dans son état frais « FR ». Nous avons suivi trois méthodes de séchage différentes, qui sont

les suivantes :

v' Séchage a l'air libre « AL » (a I'ombre a I'abri du soleil) pendant une durée d'environ 21
jours.

v' Séchage au four électrique « FO » a une température de 50°C pendant une durée allant
de 10 a 15 minutes.

v' Séchage a la micro-onde « MO » a une température de 50°C pendant une durée allant

de 10 & 15 minutes.

Apreés le séchage, les feuilles ont été broyéees et tamisées pour obtenir une poudre fine. La

poudre est stockée dans des récipients en verre transparent jusqu'a son utilisation au
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laboratoire. Les feuilles fraiches ont été coupées en petits morceaux puis en broyées bien avec

un pilon et un mortier.
1.1.2. Souches bactériennes

Afin de tester le potentiel antibactérien in vitro de ’EMLN, quatre souches bactériennes ont

été utilisees (Tableau 04):

Tableau 04 : Souches utilisées dans ’activité antibactérienne.

Microorganisme Gram Code
Staphylococcus aureus positif ATCC 25923
Bacillus Subtilis positif ATCC 23857
Pseudomonas aeruginosa négatif ATCC 27853
Klebsiella pneumonia négatif ATCC 13863

1.2. Réactifs chimiques et équipements

Le tableau (05) représente les réactifs chimiques et les instrumentations utilisés :

Tableau 05 : Réactifs chimiques et instrumentations.

Réactifs chimiques et Appareillage utilisé Matériel
solvants
- Hydroxyde - Spectrophotométre - Bécher
d’ammonium NH40H (spectrum SP-UV - Eprouvette graduée
- Hydroxyde de sodium 2005).
NAOH - Pissette d’eau
© - Chambre d’observation UV .
- Acide sulfurique « 264/365 1M » - Ballon a fond rond
F12504 (VILBER LOURMAT) - Spatule
- Chloroforme CCl4 .
_ » - Bain Marie (niive bath, - Entonnoir
- Anhydride acétique
CAHBO3 MEMMERT) - Ballon & fond plat
. Acide acétique - Etuve universelle de 5 a - Burette graduée
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glacial AAG
N.butanal C4H100

220°C avec ventilation
(MEMMERT)

Eprouvette graduée

- Fiole jaugée
- M éthanol CH3OH

- Acéton C3H60

- Agitateur magnétique - Tubes & essai + Support

(SCILOGEX)
- Chlorure - Flacons
, L. - Vortex (VELP)
d’aluminium AICI3 - Pince
- Carbonate de Sodium - Balance analytique papier filtr
NaCo3 (OHAUS)

- Montier et pilon

- Acide Formique - Balance (KERN PCB)

CH202 - Pipette graduée
- Réfrigérateurs (Liebherr) PEied
- Ethyle Acétate

C4H80
- Réactif Mayer

- Bec bunsen
- Evaporateur

- Micropipette
- Autoclave (Raypa) PIP

- Réactif Wagner - Verre de montre
- Réactif de Folin - Plague CCM
- Solution de Fehling

- DPPH Poudre

- Albumine Bovine

- Barreau Magnétique

- Boites de pétri

- Gélose de Muller - Cristallisoir
- Gélose Nutritive _ Fiole & vide
- Eau distillé

- Parafilm

- Eau physiologie

1. Méthodes

Les différentes étapes réalisées dans cette étude sont : préparation de quatre extraits
méthanolique (PEMLN) pour les différentes poudres de laurier, étude qualitative par un
screening phytochimique, une chromatographie sur couche mince, étude quantitative par le
dosage des flavonoides, des polyphénols, puis 1’évaluation in vitro des activités antioxydante,

anti-inflammatoire et antibactérienne.
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I1.1. Préparation de I’extrait méthanolique

L'extrait méthanolique est préparé a partir de quatre poudres végétales : poudre fraiche (FR) ;
et trois poudres séchées de différentes manieres : a l'air libre (AL), au four (FO) et a la micro-
onde (MO).

Une quantité de 20 g de poudre végetale est mélangée avec 100 ml d'une solution hydro-
alcoolique (méthanol 80 ml / eau distillée 20 ml) dans un bécher avec un barreau magnétique.
La préparation a été couverte par un parafilm et le bécher entier par un papier d'aluminium
placé sur l'agitateur magnétique pendant 24 heures. Le protocole est suivi pour les quatre

poudres pour obtenir quatre 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 (figure 04).
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Matiere végétale 20 g Méthanol/H20 (80 ml/20 ml)  couverture puis agitation pendant 24h

C Filtration par papier filtre et coton D

FR AL FO MO

Evaporation sous
pression réduite a 40 °C
dans un évaporateur
rotatif, pour obtenir

S0

v

Figure 04 : Les etapes de la preparation des quatre extraits méthanolique (EMLN) (photo
personnelle).
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11.2. Tests phytochimiques

L’¢étude phytochimique qualitative permet de détecter les différentes familles chimiques
présentes dans les extraits préparés par des réactions de coloration, de précipitation et des
observations sous lumiere ultra- violette. Ces test ont été realises selon les techniques décrites
par : Harborne, 1998 ; Bruneton, 1999.

Chacun des tests a eté appliqué aux quatre poudres (FR, AL, FO, MO) et a été répété trois

fois pour vérifier I'exactitude des résultats.
»  Flavonoides : test de Shinoda

Dans un bécher, nous avons macéré 10 g de poudre séche dans 150 ml d'HCL dilué (1 %), le
bécher est recouvert de parafilm et enveloppé par feuille daluminium et laisser reposer
pendant 24 heures sur un agitateur magnetique. Le mélange est filtré et poursuivi avec le test
suivant : Prélever 10 ml du filtrat, le rendu basique par 1’ajout des gouttes de NH,OH a 10 %
(figure 05).

Poudre séche +¢150 ml d’HCL
Laisser pegdant 24 h

Filtration puis 10ml filtrat + des

Figure 05 : Les différentes étapes de la préparation du test de Shinoda (photo personnelle).
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»  Saponosides : Test de mousse

Dans un tube a essai, ajuster le volume de 10 ml d'extrait et agiter le tube longitudinalement
pendant 15 secondes. On laisse reposer 15 minutes, la hauteur de mousse constante résultante

indigue la présence de saponines, puis on mesure la hauteur de mousse produite dans le tube.
» Tanins

Nous déterminons la présence de tanins en placant 2 ml de I'extrait dans un tube a essai et en
y ajoutant une solution aqueuse a 0,5 ml de chlorure de fer (FeCl3) a 1 %. L'apparition d'une

couleur verte foncée ou bleue-noiratre indique la présence de tanins.
» Quinones libres

Pour détecter la présence de quinones libres, dans un tube a essai on ajoute 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

Pour la détection de la fluorescence, on prépare deux tubes a essai, dans le premier on
introduit 0,5 ml d'hydroxyde d'ammonium (NH;OH) dilué a 10 % avec 1 ml de I'extrait, et
dans le deuxieme on prépare un extrait non traité au NH,OH pour servir comme témoin.
Aprés dépot d’une goutte sur un papier filtre, 1’'apparition d'une fluorescence intense sous

lumiere ultraviolette (366 nm) indique la présence de coumarines.
»  Stérols et triterpénes : Test de Liebermann-Burchard

Dans un tube a essai, nous introduisons 5 ml de I'extrait et y ajoutons 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.
» Composes reducteurs

Dans un tube a essai, 1 ml de I'extrait a été introduit avec 2 ml de la solution de Fehling (1 ml
de la solution A et 1 ml de la solution B), aprés quoi il a été incubé dans un bain marie
bouillante pendant 8 minutes. Une précipitation rouge-brique indique un test positif.
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»  Terpénoides : Test de Salkowski

A 5 ml dextrait on ajoute 2 ml de chloroforme et 3 ml d'acide sulfurique concentré. La
formation de deux phases et l'apparition d'une couleur brune dans l'interphase indique la

présence de terpénoides (figure 06).

v

5ml
d’extrait

+

2ml de
chloroform

A

Figure 06 : Les différentes étapes de la préparation du test de Salkowski (photo personnelle).

> Alcaloides

Des tests ont été effectués pour déterminer les alcaloides par des réactions de précipitation en
présence de réactifs alcaloides (Meyer et Wagner). 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 nous avons ajouté 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.
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» Anthraquinones

Pour détecter la présence d'anthraquinone, on mélange 5 ml de I'extrait avec 5 ml d’hydroxyde
d'ammonium (NH,OH dilué a 10 %). Aprés 1’agitation, 1'apparition d'une couleur violette

indigue un résultat de test positif.

11.3. Essais de caractérisation par chromatographie sur couche mince
(CC™M)

Le test de caractérisation par chromatographie sur couche mince consiste a donner les
résultats de l'analyse de différents extraits, en connaissant les différents composés présents
dans les extraits testés (Yakhlef, 2010).

a. Principe

La chromatographie sur couche mince est une technique rapide et simple dans laquelle la
phase mobile est un liquide utilisé pour séparer les composants en absorbant les particules a
séparer a la surface du support a des fins d'analyse ou d'étude des extraits et elle est constituée
de deux phases fixe et mobile.

b. Mode opératoire

Nous utilisons des plaques de silice prétes a I'emploi avec un support en aluminium en les
découpant a la taille appropriée d'environ 10 cm de longueur et 7 cm de largeur. Une ligne
horizontale (ligne de base) est tracée avec un crayon, pour éviter d’abimer le support, environ
1 cm du bas de la plaque de silice, qui s'appelle une ligne de dépét, puis des points sont
déterminés a la ligne de dép6t et a I'aide d'un tube capillaire ou d'une aiguille fine, une petite
quantité de la solution de produit est déposée sous forme de points (Braithwaite et Smith,
1999). Le tableau 06 contient les différents systémes de solvants (éluant) utilisés lors de
I'analyse CCM.

Tableau 06 : Les différents systemes de solvants utiliseés.

Systemes Solvants

Systéme 1 Ethyle acétate/acide formique/AAG /eau (25:3:3:7 vIV)
Systéme 2 n-butanol/eau/acide acétique glacial (4 : 5: 1 v/v)

Systeme 3 Acétone /eau (1 :1 v/v)
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Systeme 4 Chloroforme/acide acétique glacial/méthanol/eau (16 : 8 : 3 : 2 v/v)
Systeme 5 Chloroforme/acétone/ammoniaque 10 % (16 : 8 : 3 v/v)
Systéme 6 Chloroforme/Acétate d’éthyle/acide formique (13 :10 :3 v/v)

La plague CCM est placée dans la cuve contenant I'éluant, en position verticale ou légérement
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 prés le haut de
la plaque, celle-ci est éjectée de la cuve, et la ligne de front (Ia ou I'éluant a cessé de migrer)
est marquée. On séche la plaque CCM par ventilation ou a l'aide d'un seche-cheveux. Toutes
les plagques sont observees sous lumiére UV a 254 nm et 366 nm avec des couleurs

d'accompagnement enregistrées avant et apres le balayage UV.
c. Révélation des plagues sous UV

Apres le développement, les plaques sont sorties des récipients en verre et séchées, observées
sous ultraviolets a 254 nm, et 365 nm avec enregistrement des couleurs d'accompagnement

avant et apres control sous ultraviolet.
d. Calcul du rapport frontal (Rf)

Le rapport frontal, noté Rf (Rate factor ou Rapport frontal) est une grandeur sans unité, défini
par le rapport de la distance ligne de dép6t-compose sur la distance ligne de dép6t-front de

solvant, Il est compris entre O et 1.

La distance parcourue par le constituant

Rf =

h
= donc Rf=—
La distance parcourue par le front de I'¢éluant H

11.4. Dosage des polyphénols totaux

a. Principe

Par le reactif de Folin-Ciocalteu, tous les composeés phénoliques sont oxydés. Ce dosage
consiste en un mélange dacide phosphomolybdique (H3PM012040) et d'acide
phosphotungstique (H-.PW12040), ce qui conduit & la formation d'oxydes bleus de tungsténe
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(W8023) et de molybdéne (Mog023). La couleur bleue résultante absorbe un maximum entre

725 et 760 nm, commensurable avec tous les composés phénoliques (Rejeb, 2007).
b. Mode opératoire

Ce dosage a été réalisé selon la méthode décrite par Bendjersi, 2017 (figure 07) :

200 pl d'extraits éthanoliques + 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu
dilué au 10 %

Agitation, et incubation pendant 4 min a la température ambiante

|

Ajout de 800 ul de solution de carbonate de sodium (Na2CO3) (75
mg /ml).

!

Incubation pendant 2 heures dans 1’obscurité et température ambiante

l

[ L'absorbance est étudiée a 765 nm, contre le vide sans I'extrait par ]

spectrophotométrie UV-visible.

Figure 07 : Mode opératoire de dosage des polyphénols (Bendjersi, 2017).

c. Expression des résultats

Le niveau de polyphénols totaux présents dans les extraits a été calculé a partir de I'équation
de régression pour la gamme de titrage spécifiée dans I'étalon de référence, car il a été
déterminé avec des concentrations précises d'acide gallique, qui est I'étalon le plus utilisé dans
la méthode Ciocalteu. Le résultat est exprime en microgrammes, équivalent a l'acide gallique
par milligramme d'extrait (ug EAG/mg).
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11.5. Dosage des flavonoides

Les flavonoides ont été déterminés par la méthode colorimétrique, ou la quantification a été
effectuée par la méthode du trichlorure d'aluminium (AICI3) (Bouridane et Hamreulaine,
2018). La quercétine est considérée comme un témoin positif qui a permis d'obtenir la courbe
d'étalonnage, par laquelle la teneur en flavonoides de différents extraits a été calculée. Le
résultat est exprimé en en microgrammes, équivalent de la quercétine par milligrammes

d'extrait (Mameri et Sadaoui, 2019). Les dosages colorimétriques s'appuient sur la loi de

Beer-Lambert, soit : A = €l¢

+« A : Absorbance.

+ g Coefficient d'absorption molaire en L.mol-1.cm-1.
+ | : Largeur de cuve en cm.

+ c: Concentration de la solution en mol/L.

a. Principe

La quantité de flavonoides a été déterminée par la méthode colorimétrique de I'hydroxyde de
sodium (NaOH) et du trichlorure d'aluminium (AICI53). Le trichlorure d'aluminium forme un
composé jaune avec les flavonoides et la soude formant un composeé rose qui est absorbé dans
le visible & 448 nm (Zirare, 2014).

b. Mode opératoire

La solution d'AlCI; est préparée en dissolvant 1 mg de poudre d'AICI; dans 50 ml de
méthanol, en suivant la méthode consistant a verser le méthanol progressivement et en
diagonale, pas en une seule fois, 1a ou il touche la paroi du bécher, afin de réduire les
collisions chimiques. Le port de lunettes et de gants est obligatoire; pour éviter le gaz dégagé

par la solution sous la hotte de laboratoire.

Le protocole de dosage est présenté dans les figures 08 et 09 :
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1 ml AICI; dilué a 2 % + 50 ml Méthanol

1 ml AICI; + 1 ml Extrait

Agitation puis incubation a I’obscurité pendant 10 mn température

Lire I’absorbance a 448 nm

Figure 08 : Mode opératoire de dosage des flavonoides.

Figure 09 : Photos de dosage des flavonoides (photo personnelle).

c. Expression des résultats

Selon une courbe d'étalonnage linéaire (y = a x + b) qui a été produite par un étalon de
réference « quercétine » avec différentes concentrations, la quantité de flavonoides a été
déterminée. Les résultats ont été exprimés en microgrammes d'équivalent de quercétine par

milligramme d'extrait (ug EQ/mg).
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11.6. Evaluation de P’activité antiinflammatoire

L’évaluation de l'activité anti-inflammatoire est déterminée in vitro par la méthode de
Kandikattu et al. (2013), avec des modifications simples. Le principe de cette méthode est
basé sur l'inhibition de la dénaturation de la BSA, ou ce qu'on appelle le sérum albumine

bovine, qui a été produit a une température de 72°C (Boutoumou et Ziat, 2020).

La dénaturation des protéines entraine une perte de structure protéique qui est I'une des
principales causes de diverses maladies inflammatoires. Le diclofénac sodium a également été

pris comme étalon pour appliquer cette activité aux divers extraits.

a. Mode Opératoire

100 microlitres de I'extrait ont été préparés et 900 microlitre sérums bovins ont été préparés et
placés dans une double incubation dans un bain-marie, le premier a 37°C pendant 20 minutes,
suivi du second a 57°C pendant 30 minutes. Ensuite, nous ajoutons 5 ml du tampon phosphate

et la turbidité est mesurée a 660 nm.

Préparer 100 pl d’extrait

900 pl albumine bovine

Incubation & 37 ¢ pendant Incubation & 57 ¢° pendant 30min

20min

v
5 ml tampon phosphate

\ 4

Lecture a 660 nm

Figure 10 : Protocole de I’évaluation de I’activité antiinflammatoire.
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b. Expression des résultats

AbS C—AbS Tx
Abs C

Pourcentage d'inhibition % = 100

+« Abs C: Absorbance de control.
+ Abs T : Absorbance de test.

I11.7. Evaluation de I’activité antioxydante (Test de piégeage du radical libre

DPPH)

a. Principe

Le test du DPPH° permet de mesurer le pouvoir antiradicalaire de molécules pures ou
d’extraits végétaux dans un systéme modéle (solvant organique, température ambiante).
Généralement, le radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH") est le substrat le plus
largement utilisé pour I'évaluation rapide et directe de l'activité antioxydante pour sa stabilité
sous forme de radicaux libres. Le DPPH, initialement violet, se transforme en DPPH-H, jaune
pale. Pour cela I’effet de chaque extrait sur le DPPH est mesuré par la procédure décrite par

Benariba et al. (2013) avec quelques modifications.
b. Mode opératoire

L'activité anti-radicalaire est déterminée par le dosage du DPPH. 0,04 g de DPPH sont
préparés dans 100 mL d'une solution de méthanol. Un volume de 100 pl de chaque extrait a
été ajouté et 900 ul de DPPH qui ont été incubés dans I'obscurité pendant 30 minutes a
température ambiante. Trois tests ont été réalisés pour chaque concentration des produits
testés avec la préparation d'un témoin négatif (blanc) en changeant I'extrait par du méthanol.

La mesure d'absorbance est lue & 517 nm.

c. Expression des résultats

(Abs Blanc—Abs test)
0p =
1% (Abs Blanc) x 100

Le pourcentage d’inhibition (I %) du radical DPPH par les extraits a été calculé comme Suit :

+  Abs Blanc: Absorbance du control négatif lue a 517 nm.
+  Abs test: Absorbance de 1’échantillon lue a 517 nm.
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NO, NO,
. H
O:N N—N + A-H— O,N N—N + A"
NO, NO,
VIOLET JAUNE

Figure 11 : Réduction du DPPH par un antioxydant (Site web 3).

11.8. Evaluation de ’activité antibactérienne

Dans cette partie, nous recherchons des composés antibactériens synthétisés par la plante
médicinale Lauraus Nobilis connue pour leurs propriétés thérapeutiques. Nous avons utilisé la
technique de diffusion en milieux gélosés sur boites de pétri en adaptant la méthode de

disques décrite par Bauer et al. (1966).
a. Préparation pré culture

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

v' La gélose nutritive pour I’isolement et I’entretien des souches bactériennes.

v' Lagélose Mueller Hinton pour 1’étude de la sensibilité des bactéries.

» Stérilisation des matériels

Dans un autoclave a 121°C pendant 30 minutes, nous avons stérilisé chacun des objets et les
tubes a essai qui sont utilisés pour préparer les solutions bactériennes et le papier Wattman (6

mm de diameétre) enveloppé dans du papier d'aluminium.
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b. Préparation de la suspension des souches de référence

On prépare des boites de Pétri qui contiennent de la gélose nutritive pour la culture des quatre
souches microbiennes (Staphylococcus aureus, Bacillus Subtilis, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsielles pneumonia) et on les incube a 37°C. On sélectionne 3 a 4 colonies qui se
ressemblent et on les isole bien a I'aide d'un anneau platine et elles sont placées dans des tubes
contenant de l'eau physiologique stérile et mélangés au Vortex jusqu'a ce que la solution
devienne homogeéne, sa turbidité est ajustée a 0,5 microfarad pour chague microorganisme

(les quatre souches bactériennes) lu a 620 nm.
c. Ensemencement

v" Nous préparons des boites de Pétri qui contiennent de la gélose Muller Hinton (MH) a
une épaisseur de 4 mm et Environ 25 ml par boite (elle est séchée avant I’utilisation
dans le processus de semis).

v Lasuspension bactérienne est imbibée (écouvillon stérile) afin de la vider complétement
en la pressant fermement sur la paroi interne du tube.

v" Nous frottons I'écouvillon sur toute la surface de la gélose préparée de haut en bas, de la
méme maniere, en tournant la boite de Pétri de 60 degrés a la fin pour terminer
I'inoculation. Nous passons I'écouvillon autour du périmétre de la gélose.

v' Le procédé est réalisé en milieu stérile.
d. Application des disques

L'antibiogramme bactérien est réalisé par diffusion en milieu gélosé, aussi appelée méthode
du disque, son principe est d'inspiration antibiotique dans le but d'évaluer lactivité
antibactérienne par diffusion de I'extrait dans le milieu solide (création d'un gradient de
concentration entre le composé et le micro-organisme cible dans une boite de Pétri stérile).

Suivez ces étapes techniques :

v' Des disques de filtres de diamétre 6 mm (Wattman N 1) sont imprégnés de I'ordre de 15
ul extraits a différentes concentrations.

v' Puis, a l'aide de pinces stériles, les disques sont placés a la surface du milieu (dans
chaque milieu de culture).

v" Un comprimé d'OXACILLIN 5 pg a été placé dans une boite de Pétri comme témoin
positif.
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v' Un comprimé imprégné d'eau physiologique stérile est également utilisé comme témoin
négatif.

v' Chaque test est effectué trois fois.

v' Fermez toutes les boites de Pétri et incubez a température ambiante pendant 20 minutes,

puis placez au four a 37 degrés pendant cing heures.

Les figures suivantes 12, 13 et 14 montrent les différentes étapes realisees :

. oxAclu.- 31 ox
ll' I“I “"“““ lot: 101125 Brpin:20/12 5
74

2011 -
o

[T

01
Figure 13 : Antibiotique utilisé comme témoin (photo personnelle).
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Figure 14 : Différentes étapes de I’évaluation de 1’activité antibactérienne (photo

personnelle).

e. Lecture

L'activité antibactérienne a été déterminée en mesurant a l'aide d'une regle (diametre mm) de
la zone d'inhibition provoquée par les différentes concentrations apparaissant autour des
comprimés (anneau clair) (figure 15). Cette vitalité est classée dans I'ordre suivant :

v Non sensible au diamétre inférieur a 8 mm.
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v' Sensible au diamétre 9-14 mm.
v' Trés sensible au diamétre 15-19 mm.
v' Extrémement sensible aux diamétres supérieurs a 20 mm.

Figure 15 : Mesure de diamétres des zones d’inhibition (photo personnelle).
11.9. Expression des resultats

Les résultats expérimentaux obtenus sont exprimés par le niveau d'écart type (SD), ou une
analyse des données a été menée a travers le test t de Student, le principe consistant a
comparer les différents extraits séchés par rapport a I’extrait des feuilles fraiches selon le
logiciel MINITAB (Version 13.31). Les différences s'expriment comme suit :

v' Significatives : lorsque (P < 0,05).
v" Hautement significatives : lorsque (P < 0,01).

v' Trés hautement significatives : lorsque (P < 0,001).
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I. Etude phytochimique

|.1. Rendements des extraits

Quatre extraits méthanoliques ont été préparés a partir de la poudre de la plante Laurus

nobilis ; EMLN. La macération pendant 24 heures de Laurus nobilis a donné les rendements

montrés dans le tableau suivant :

Tableau 07 : Le rendement des extraits de Laurus nobilis.

Les extraits Le poids du Le poids des Le rendement en
Arl i [0)
(EMEA) rpa,terlel extraits (%)
végétal en en (9)
(9)
FR 20 0.6 3
AL 20 0.8 4
FO 20 1 5
MO 20 1 5

Les rendements représentés dans la figure ci-dessous sont illustrés sous forme d’un

histogramme permettant de faire une comparaison entre les rendements des différents extraits

de la plante Laurus nobilis :

Rendement des extraits en %

6%

5%

4%

3%

2%

1%

0%

3%

4%

5%

5%

FR

AL

FO

MO

Figure 16 : Rendements des extraits de Laurus nobilis.
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Le calcul des rendements obtenus en poudre végeétale représente quatre extraits méethanoliques
de laurier : AL, FR, FO et MO. Les extraits FO et MO représentent les rendements les plus
élevés avec 5%, par rapport aux deux extraits FR, qui représente 3 %, et AL, 4 %. Etant
donné que les performances étaient relativement élevées et que les méthodes d'extraction des
extraits sont similaires, nous expliquons la différence de rendement par les différentes
méthodes et a la vitesse de séchage de la plante ainsi qu'a la température différente, car les
deux les extraits FO et MO, qui nous ont donné le pourcentage le plus élevé, ont été séchés a
le four électrique et a la micro-onde, respectivement, dans une durée n'excédant pas 20 min et
a une température de 50°, contrairement aux extraits FR et AL, qui nous ont donné une
pourcentage lIégerement inférieur, ou la plante a été laissée fraiche dans le premier et séchée a
I'air libre dans le second pendant 21 jours et une température d'environ 12 ° ( février 2022).

Les résultats de rendement de notre extrait AL sont comparés aux resultats de rendement
obtenus par les travaux de Boutoumou et Ziat, (2020), qui ont utilisé la plante de laurier
séchée a l'air libre, dans une quantité de 150 g de poudre a 85 % de solution hydroalcoolique
(méthanol/eau) et ont obtenu 32,07 % des rendements. Ainsi, en utilisant la méthode

arithmétique relativiste :

20 X32.07
150 g > 32.07%} X= ————=436%

209 —> X

Nous notons que s'ils utilisent 20 g de poudre, ils obtiendront 4,36 %, ce qui est presque
identique a nos résultats, que nous avons obtenus de (4 %). On remarque une légeére
différence de 0,36 %. Cette différence est peut étre due a leur utilisation de 5 % de méthanol

ajouté.

Par rapport aux travaux de Guerdouh (2017), la différence de rendement est trés grande, et
c'est pour les amener a obtenir 30,6 % des rendements, ce qui explique : leur utilisation
d'extrait éthanolique ainsi que le processus d'extraction qui a été répété deux fois,
contrairement a nous ou nous avons utilisé le méthanol et nous n'avons extrait qu'une seule

fois.
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1.2. Tests phytochimiques

Lors de I'évaluation initiale de la plante sélectionnée Laurus nobilis, cette étude nous a permis
de mettre en évidence la présence de certains composants chimiques. Les résultats de I'analyse

phytochimique des quatre extraits méthanoliques étudiés sont présentés dans le tableau 08 :

Tableau 08 : Résultats des tests phytochimiques sur quatre extraits méthanolique.

Métabolites Les extraits EMLN Observation
secondaires

FR AL FO MO

Flavonoides +++  ++ 44+ ++ L’apparition d’une couleur :
+ FR : jaune verdatre

+ AL : jaune foncé
+ FO : jaune trés foncé
+ MO : jaune claire

Saponosides +++  +4++ ++ ++ Résultat mousse de savon :
+ Plus de 1 cm dans chacun des

extraits de FR et AL.
+ Environ 1 cm dans chacun des
extraits de FO et MO.
Tanins +++  ++ ++ +++ L’ apparition d’une couleur :
+ FR et MO : La couleur verdatre
+ FO et AL : La couleur jaune

Quinones libre +++ +++ +++ +++ Tous les extraits apparaissent en jaune

Coumarines +++  +++ A+ L'apparition de la fluorescence sous
lumiere ultra-violette dans les quatre
extraits.

Stérols et - - - - Absence d’une couleur mauve,

. . verte ou violette
triterpénes

Composés - - - - Absence de précipitation rouge-brique
réducteurs
Terpénoides +++  +++ -+ L'apparition de couleur brune dans
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Alcaloides +++ +++ +++ +++ L'apparition du précipité blanc et brun,

respectivement, de la réaction de Mayer
et Wegner, un résultat positif dans tous

les extraits.

Les résultats sont interprétés comme suit :

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

Ci-dessous les résultats obtenus des tests phytochimiques des quatre extrais (figure 17-27) :

Figure 18 : Résultats des saponosides des FR, AL, FO, MO de gauche a droite (photo personelle).
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Figure 19 : Les résultats des terpénoides des FR, MO, AL, FO de gauche a droite (photo personelle).

Figure 20 : Les résultats des stérols et triterpénes des FO, MO, AL, FR de gauche

a droite (photo personelle).

Figure 21 : Les résultats des anthraquinones des FR, MO, AL, FO de gauche a droite.
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Figure 22 : Les composes réducteurs des extraites (photo personelle).

Figure 24 : Les alcaloides de AL, FO, FR, MO, de gauche a droite (photo personelle).
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Figure 26 : Quelques résultats des coumarines (photo personelle).

Figure 27 : La fluorescence des coumarines sous lumiere ultra-violet (366 nm).

(photo personelle).
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L'étude phytochimique des quatre extraits méthanoliques a montré une forte présence de
terpénoides et dalcaloides, par rapport aux résultats des analyses d'alcaloides et de
trypanoides effectuées par Batiha et al. (2020) sur la plante Laurus nobilis. Les résultats de
I'analyse des alcaloides effectuée par Mansour et al. (2018) correspondent a nos résultats

obtenus.

Les flavonoides sont présents en quantités plus fortes dans FR et FO et dans les couleurs
jaune foncé, contrairement a AL et MO en quantités modérées dans les couleurs jaune moyen
et clair. Cela peut étre d0 a I'effet de la température sur la densité de I'extrait. Ces résultats
sont cohérents avec les résultats des analyses de flavonoides menées par Mansour et al.
(2018) sur la plante de laurier noble, et également cohérents chez la plante de laurier rose
(Nerium oleander) établis par Benchikh et al. (2017), qui fait partie de la famille des
lauracées, dont il a été prouvé qu'elle contient des flavonoides & partir d'un extrait aqueux.
Selon Kessler et al. (2003), les flavonoides sont également responsables de I'inhibition des
microbes résistants aux éventuellement. lls sont responsables des processus de balayage et

peuvent également perturber les membranes microbiennes.

Nos résultats montrent une forte présence de quinones libres dans tous les extraits
méthanoliques. Aussi, l'apparition d'une trés nette fluorescence de la coumarine pour les

quatre extraits méthanoliques.

Les analyses ont également montré une abondance des tanins dans FR et MO qui
apparaissaient en couleur jaune verdatre contrairement a AL et FO ou la couleur apparaissait
jaune. Nous expliquons la différence de couleur par I’effet de la chaleur utilisée dans le
séchage des feuilles (comme le four et la micro-onde) qui ont été exposées a une chaleur
élevée contrairement aux plantes naturellement sechees et fraiches. Contrairement aux
résultats de Benchikh et al. (2017) qui ont utilisé dans la plante Nerium oleander et qui ont
une couleur verdatre alors que la plante a été séchée naturellement a l'air libre. Cette

différence peut étre expliquée par la différence de composition des deux plantes.

Le test est positif pour détecter la mousse de saponines, qui sont bien présentes dans tous les
extraits, d’une taille d'environ 1 cm dans les extraits FR et AL, et d'environ 0,8 dans les
extraits FO et MO. La légére différence de pourcentage de saponines est due au mode de
séchage de la plante et a la température élevée utilisée pour le séchage au four et au micro-
onde, contrairement a la plante qui était séchée naturellement a I'air libre, ainsi que la plante

fraiche, qui nous a donné un bon pourcentage dans les saponines. D'apres les travaux de

48



Chapitre 11 : Résultats et discussion

Guerdouh (2017), les deux plantes, Laurus nobilis et Nerium oleander, ont donné un résultat
positif ou la mousse de saponines était d'environ 0,7 cm et 0,6 cm, respectivement. Nous
pouvons interpréter notre obtention de meilleurs résultats par la méthode d'analyse

phytochimique utilisée, et utilisation de I'extrait méthanolique au lieu de 1’extrait aqueux.

Les analyses qualitatives indiquent également I'absence de stérols, d'anthraquinones et des
composés réducteurs dans la plante de Laurus nobilis. Ces résultats concordent également
avec les résultats des analyses menées par Mansour et al. (2018) sur la plante de Laurus
nobilis, qui ont prouvé l'absence d'anthraquinones. Contrairement au laurier, laurier rose
(Nerium oleander) a fortement mis en évidence la présence de stérols selon I'expérience de
Benchikh et al. (2017). Cela s'explique certainement par la différence de sa composition par

rapport a celle du laurier noble.

1.3. Résultats de I’étude qualitative par CCM

Pour tester I'analyse qualitative de la teneur en métabolites des quatre extraits méthanoliques,
la chromatographie sur couche mince (CCM) a été adoptée car elle est considérée comme
I'une des méthodes habituelles de séparation et de purification des différents composants de

I'extrait végétal et elle est assez facile de mettre en place.

Sous la lampe UV, les taches visibles sur le CCM ont été observées, avec la comparaison du

Rfs et des couleurs observées.

Les résultats obtenus sont représentés dans les figures 28 et 29 :

(a) (b) ()

Figure 28 : Photos de chromatogramme résultant de I’analyse de ’EMLN par CCM sur gel

de silice par le systeme de solvant 1 : (a) a 254 nm, systeme de solvant 2 : (b) a 254 nm,

systeme de solvant 3 : (c) a 254 nm (photo personelle).
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(a) (b) (©)
Figure 29 : Photos de Chromatogramme résultant de 1’analyse de ’EMLN par CCM sur gel

de silice par le systeme de solvant 1 : (a) a 366 nm, systeme de solvant 2 : (b) a 366 nm,

systeme de solvant 3 : (c) a 366 nm.(photo personelle).

Le tableau 09 représente les Rfs des différents composés apparus avec les différents systéemes

solvants utilisés, ainsi que la couleur révélée sous une lampe UV pour EMLN.

Tableau 09 : Résultats de la CCM des extraits méthanoliques par différents systémes de

solvant.
Systéme Extraits Spots Couleur Couleur Rf
sous sous (cm)
UV 254 UV 366
(hm) (hm)

FO 2 0.8

1 AL 2 Marron foncé  Jaune vert 0.78
MO 2 0.78

FR 2 0.78

FO 2 0.71

2 AL 2 Marron foncé  Jaune vert 0.71
MO 2 0.71

FR 2 0.71

FO 1 0.14

3 AL 1 Aucune Vert clair tres 0.07
MO 1 couleur léger 0.2

FR 1 0.07

Pour une caractérisation partielle des différents extraits de la plante Laurus nobilis, une
chromatographie sur couches minces (CCM) a été réalisée suivant la méthode de (Diallo et
al., 2004).
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Un ensemble des spots a été obtenus par les différents systémes solvants utilisés ; avec deux
spots par le systeme 2 pour les quatre extraits (n-butanol/eau/acide acétique glacial a 4 /5 /1),
également deux spots par le systtme 1 pour les quatre extraits (éthyle acétate/acide
formique/AAG /eau (25: 3 : 3: 7 vIv), et 1 spot pour le systeme 3 Acétone /eau (1 :1 v/v).

Aprés 1I’observation en lumiére ultraviolette (254 et 366 nm), a 254 nm, la majorité des taches
apparaissent de couleur brun foncé dans les systemes 1 et 2, mais dans le systeme 3, il
n'apparait pas. A 366 nm, les taches apparaissent vertes et jaunes dans les systemes 1 et 2
mais dans le systéme 3, il apparait sous une forme lumineuse presque invisible a 1'ceil nu, tout
ce nombre de taches hautes et de couleurs variées est une indication de la présence de
plusieurs types de produits chimiques. Selon Bruneton (1993), la fluorescence a 366 nm peut
indiguer la présence de coumarines, stérols ou triterpenes, et le jaune intense pourrait étre dd a

la présence des flavonoides.

Quand nous voulons comparer nos résultats avec les résultats de Yakhlef (2010), la
fluorescence leur est apparue dans la lumiere sous UV 254 nm et 366 nm, et ils ont utilisé le
system n-Butanol-Acide acétique -Eau (60 : 15 : 25 V/V/V) pour les extraits polaires (MeOH
et Ag), mais les couleurs différaient de nos résultats car elles apparaissaient bleuatres, oranges

et brunes.

1.4. Dosage des polyphénols totaux

Les résultats obtenus exprimés dans le tableau 10 et la figure 30 sont exprimés en pg
équivalent d’acide gallique par milligramme de la matiere végétale séche (ug EAG/mg), en
utilisant 1’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée de 1’acide

gallique (figure 31).

Tableau 10 : Teneurs de polyphénols totaux dans les extraits de Laurus nobilis.

Extraits Polyphénols totaux
(ng EAG/mg d’extrait)
FR 48.4+13.2
AL 50+4.27
FO 104.81+3.01 *
MO 89.62+2.24 *
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Figure 30 : Teneur en polyphénols totaux (ug EAG/mg E).
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Figure 31 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

Le groupe des composés phénoliques est I'un des groupes les plus répandus partout dans les
plantes et les antioxydants extraits sont principalement des composés phénoliques (Poblocka-
Olech et al., 2016). A travers la teneur moyenne en polyphénols totaux mg EAG/g des
extraits méthanoliques de laurier, et selon les résultats obtenus, la teneur en polyphénols dans

les quatre extraits étudiés (FR, MO, AL, FO) varie d'un extrait a I'autre comme suit :

L'extrait de FR a montré une valeur de 48,4+13,2 ug EAG/mg, contrairement a I'extrait AL il
a été trouve avec une valeur moyenne de 50+4,27 ug EAG/mg. Un pourcentage élevé a la fois
dans I'extrait du four et de la micro-onde a été trouvé a 104,84+3,00* et 89,62+2,24* ng

EAG/mg, respectivement, et cela est da a la différence des méthodes de séchage.
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Dans d'autres études, il a été constaté que ces différences dans les résultats peuvent étre dues a
la nature des solvants utilisés et a la méthode de séchage liée a des facteurs
environnementaux, par exemple, la nature de la géographie, la température et les nutriments

qui affectent fortement les composeés végétaux (Bouridane et Hamreulaine, 2018).

1.5. Dosage des flavonoides

L’étude quantitative des flavonoides des extraits méthanoliques de la plante Laurus nobilis, a
éteé réalisée selon la méthode de trichlorure d’aluminium. Les résultats obtenus sont résumés
dans le tableau 11 et la figure 32. Les quantités des flavonoides correspondantes ont été
rapportées en équivalent microgrammes de quercétine par milligramme d’extrait et ont été
déterminés par 1I’équation de type: y=a X + b. Une courbe d’étalonnage (figure 33) a été tracée

pour cet objectif, établie avec la quercétine a différentes concentration.

Tableau 11: Teneur en flavonoides dans les quatre extraits de EMLN.

Les extraits Flavonoides totaux
(ng EQ/mg d’extrait)
FR 26.2267+0.0404
AL 7.6067+0.0850 ***
FO 10.280+0.100 ***
MO 7.7767£0.841 ***

*Significative /** hautement significative / *** tres hautement significative
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Figure 32 : Teneur en flavonoides totaux (ug EQ/mg E).
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Figure 33 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.

D'aprés les résultats présentés dans le tableau 11 et dans la figure 32, nous notons que I'extrait
des feuilles fraiches contient le pourcentage le plus élevé de flavonoides avec une valeur de
26,22 £ 0,04 ug EAG /mg , ce qui represente une grande différence entre lui et le reste
dextraits, ou l'extrait FO a présenté une valeur de 10,28+0,10*** ug EAG /mg, I'extrait de
MO : 7,77 £ 0,84*** ug EAG /mg, et en dernier I'extrait de AL avec 7,60£0,08*** ug EAG
/mg. Ces différences de teneurs en flavonoides entre les quatre extraits s'expliquent par la

nature de la plante et les conditions de séchage qu'elle a subies.

Cependant, il existe plusieurs études menées sur le méme type de plante, et I'une d'entre elles
est I'étude menée par Yakhlef et al. (2011), ou il a été démontré de faibles pourcentages de
teneur en flavonoides pour les extraits MeOH, AQ et Pe avec des teneurs de : 4,75+0,03,
0,77+0,07 et 0,14+1.01 mg d'extrait, respectivement.

Ces différences obtenues peuvent s'expliquer, par le nombre différent de structures sécrétoires
dans les différents tissus végétaux, et d'autre part, par la sélectivité de chaque solvant utilisé
pour le fractionnement, parce que les flavonoides sont le groupe hétérogene des composés
phénoliques, certains d'entre eux sont solubles dans les solvants polaires tandis que d'autres
(aglycones) sont solubles dans les solvants polaires (Boutoumou et Ziat, 2020). Cependant,
on peut dire que la plante de Laurus nobilis L est riche en flavonoides polaires qu’apolaires
(Boutoumou et Ziat, 2020).

Les résultats des flavonoides dans notre étude sont supérieurs aux résultats indiqués par
Guerdouh (2017), qui a obtenu teneur de flavonoides d’ordre de 5.02+0.007 mg EAG/ml. La
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différence entre les résultats peut étre expliquée par la méthode d'extraction et la méthode de
quantification qui peuvent influencer I'estimation de la teneur totale en phénols (Lee et al.,
2003).

1. Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire

Le tableau 12 et la figure 34 montrent les résultats de 1’activité anti-inflammatoire in vitro de

I’EMLN qui consiste a évaluer les pourcentages d’inhibition de la dénaturation de BSA.

Tableau 12 : Pourcentage d’inhibition de la dénaturation de BSA.

Echantillon P1%
FR 93.75 £0.68**
AL 88.42 £0.94**
FO 88.27 £0.26**
MO 89.49 +0.45**
Diclofénac 89.66 +9.77

*Significative /** hautement significative / *** tres hautement significative

k%

k%

* %k k%

FR AL FO MO

Pourcentage d'inhibition %

Figure 34 : Pourcentage d’inhibition de BSA de I’activité anti-inflammatoire in vitro.

Selon nos résultats obtenus, il a été constaté que les quatre extraits de la plante de Laurus
nobilis ont une activité anti-inflammatoire efficace, avec un pourcentage si éleve de l'extrait

FR avec un pourcentage de 93,75+0,68** qui est supérieur au médicament anti-inflammatoire
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Diclofénac (89,66 +9,77). Par rapport aux extraits restants, nous avons obtenu des résultats
tres similaires pour I'extrait MO avec un pourcentage de 89,49+0,45 **, et des pourcentages
Iégerement inférieurs d’ordre de 88,42+0,94 ** et 88,27+0,26** pour le AL et le FO,
respectivement. Selon des études, I'extrait de feuille de laurier prévient les dommages sériques
en moyenne de 74.56x1.65 % (Aichaoui et al., 2020).

Nous pouvons expliquer cette simple différence entre les extraits par l'activité antiinflamatoire
effective qui réside dans la plante fraiche de laurier, donc l'activité peut étre affectée par la
chaleur de séchage.

L'activité anti-inflammatoire de I'extrait de laurier a été étudiée in vitro grace a sa capacité a
inhiber la dénaturation des protéines, et ce sont : 74. 56£1.65 % Ce qui a été observé a 500
mg/ml, I'extrait pourrait empécher la dénaturation des protéines en réagissant avec les acides

aminés exposés lors du chauffage (Aichaoui et al., 2020).
I11. Evaluation de P’activité antioxydante

En piégeant les radicaux libres DPPH, une démonstration du pouvoir antioxydant de I'extrait
végétal a été réalisée, dans le but de déterminer les concentrations d'inhibition radicalaire du
DPPH. Le tableau 13 présente le pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH dans les

quatre extraits de Laurus nobilis.

Tableau 13 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH dans les quatre extraits de
Laurus nobilis.

Extraits Pourcentage d’inhibition
FR 92.04+0.207
AL 77.76x0.242%**
FO 86.44+0.18***
MO 85.34+0.158***

Selon le tableau 13, nos résultats ont montré que les extraits de Laurus nobilis inhibent les

radicaux libres, ou les valeurs d'analyse sont les suivantes :

92,04+0,207 de I'extrait FR qui présente une activité inhibitrice tres efficace par rapport a
I'extrait de l'aire libre 77,76+0,242***, tandis que pour les extraits du four et I'extrait de

micro-onde, l'effet de leur activité est similaire car il a été estimé a un rapport de
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86,44+0,18*** et 85,34+ 0,15***, respectivement. Ces résultats indiquent que les extraits
méthanoliques de la plante de Laurus nobilis contiennent un pourcentage important de
potentiel antioxydant. Cette activité antioxydante s'explique par la richesse de laurier en
composés basiques tels que les flavonoides et les polyphénols, qui sont d'excellents
antioxydants. Cela est di a sa capacité de libérer de I'nydrogéne ou a transférer des électrons

au moyen de composes antioxydants.

Dans d'autres études, et afin d'évaluer l'activité antioxydante des extraits de produits de
laurier, un test DPPH a été effectué pour déterminer la capacité des extraits a piéger les

radicaux libres, car il a montré une réponse positive (Bendjersi, 2017).
IV. Evaluation de activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des différents extraits a été évaluée par la méthode de diffusion en
milieu gélosé. La méthode de disque a permis de déterminer I’action des extraits sur les
différentes souches, celle-ci se traduit par I’apparition d’une zone d’inhibition autour du
disque de papier préalablement imprégné de 1’extrait, comme témoin de [’absence de la
croissance bactérienne dans cette zone, les résultats obtenus sont consignés dans le tableau 14
et les figures 35-39.

Tableau 14 : Résultats de diamétres des zones d’inhibition de croissance bactérienne.

Diamétre de zone

Souches FR AL FO MO
Staphylococcus aureus 0.8cm 1.2cm 1.1cm 1.1cm
Bacillus Subtilis 0.8cm 1.2cm lcm 1.1lcm
Pseudomonas lcm 1.5cm lcm 0.8cm
aeruginosa
Klebsiella pneumonia 1.5cm 2cm lcm 1.2cm
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Figure 35 : Représentation graphique de I’activité antibactérienne des différents extraits.

Figure 36 : Résultats de 1’activité antibactérienne de AL (photo personelle).

e e il

Figure 37 : Résultats de I’activité antibactérienne de FR (photo personelle).
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Figure 39 : Résultats de I’activité antibactérienne de MO (photo personelle).

Les résultats de I'étude montrent que laurier posséde une activité antibactérienne assez
importante contre les bactéries Gram-positif et Gram-négatif. L'augmentation du diamétre de
la zone d'inhibition est directement liée au mode de séchage de la plante pour chaque extrait.

Quatre souches bactériennes ont été utilisées sur les quatre extraits de la plante comme suit :

Gram positif, aérobie anaérobie facultatif : (Klebsiella pneumonie, Staphylococcus aurus,
Bacillus subtilis), et Gram-négatif, Aérobie strict (Pseudomonas aeruginosa). On note que la
zone d'inhibition pour les souches testées variait de 8 8 20 mm. Sa valeur la plus étonnante Il
a été observé pour 1’extrait méthanolique des feuilles séchées a l'air libre a concentration
d’efficacité de 3 mg/ml estimée a (20 mm) sur la bactérie Klebsiella pneumoniae. Par contre,
les extraits des feuilles séchées dans le micro-onde, le four électrique et les feuilles fraiche
étaient moins actif contre la souche comme le montre le tableau 18. Les quatre extraits se sont

avérés tres efficaces contre la bactérie Bacillus subtilis.
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D'aprés les résultats obtenus, I'efficacité de I'extrait méthanolique de la plante séchée a l'air
libre s'est avérée plus efficace que celle de I'huile des feuilles de la méme plante par rapport
aux résultats de Elharas et al. (2013) sur Staphylococcus aurus, ou leur étude a prouve que le
diamétre de la zone d'inhibition ne dépassait pas 8 mm, alors que les résultats de I'extrait

méthanolique de la plante selon le tableau 18 ont confirmé que le diametre de la zone

d'amortissement est de 12 mm.
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Conclusion et perspectives

Les gens sur tous les continents se sont habitués a la phytothérapie ou a la médecine
traditionnelle. Notre travail vise a réaliser une étude comparative entre quatre extraits
méthanoliques de la plante Laurus nobilis dont la composition chimique et les activités

biologiques ont été testées.

Les tests phytochimiques ont montré la présence de flavonoides, d'alcaloides, de tanins, de
quinones libres, de saponines, de terpénoides et de coumarines dans tous les extraits. Nos
résultats ont également montré des résultats négatifs a la fois pour les stérols et les
triterpénes, les composés réducteurs et les anthraquinones. La chromatographie sur couche
mince (CCM) a montré que l'extrait méthanolique de Laurus nobilis séché a l'air libre est
plus riche en flavonoides que le reste des extraits.

Les examens quantitatifs des polyphénols totaux par la méthode de Folin-ciocalteau et des
flavonoides par la méthode d’AlCl; ont révélé que les concentrations les plus élevéees de
polyphénols et de flavonoides ont été trouvées dans I'extrait FO (104,81+3,01 pg/mg EAG)
et dans I'extrait FR avec une valeur de 26,22+0,04 pg EQ/mg), respectivement.

L'activité anti-inflammatoire a été évaluée in vitro en évaluant le pourcentage d'inhibition
du processus de changement des protéines. Les résultats ont montré la supériorité de
I'extrait de plante fraiche de 93,75+0,68 sur I'anti-inflammatoire Diclofénac de 89,66+9,77,
contrairement au reste des extraits dont I'activité est proche de celle du Diclofénac. Les
résultats de l'activité antioxydante effectuée en utilisant la méthode de réduction des
radicaux DDPH, ont indiqué la supériorité de I'extrait FR avec le pourcentage le plus élevé
de 92,04 + 0,207. Dans [’activité antibactérienne, le laurier a montré une activité
remarquable sur quatre souches bactériennes étudiées, qui sont Staphylococcus aureus,

Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumonia.

Cependant, ce travail est encore preliminaire. Ce sera plus intéressant de compléter ce
travail en utilisant de diverses techniques chromatographiques, en particulier la
chromatographie liquide a haute performance (HPLC), la chromatographie en phase
gazeuse (GC) et les méthodes spectroscopiques pour I'élucidation structurale des différents

métabolites qui sont responsables des activités biologiques exercées par le laurier,

Il serait plus avantageux 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.
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Tous ces résultats obtenus en laboratoire ne constituent qu'une premiére étape dans la
recherche de substances biologiquement actives d'origine naturelle. Une étude in vivo
souhaitable pour une vision plus approfondie des activités biologiques des extraits de cette
plante.
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Préparation de la gélose nutritive

Préparateur la Gélose Nutritive en dissolvant la poudre 28g dans de I'eau distillée
1L

met dans 1’ Autoclave a 121°C pendant 15 minutes. Refroidir a 50 a 55°

Refroidir a 50 a 55°

Couler le milieu en boite de Pétri (15 a 20 ml par boite) et laisser reposer

Les plats préparés peuvent étre utilisés immédiatement ou conservés dans des sacs
en plastique a 2-8 ° C jusqu'a une semaine.

Inoculation du limbe par épuisement pour obtenir des colonies isolées

Incuber les plaques aérobies pendant 18 a 24 heures et anaérobies jusqu'a 72 heures

a 35-37°C (ou a d'autres températures selon la méthode utilisée).

Préparation de la gélose de Muller Hinton Agar

La gélose Muller est préparée avec un poids de 19 grammes de poudre, apres quoi nous

suivons les étapes suivantes :

Au Becher dissoudre la poudre d'agar Mueller dans 500 ml d'eau distillée, chauffer
sous agitation jusqu'a homogénéite.

Laisser bouillir deux minutes.

D'autre part, des recipients en verre bien fermés sont placés dans l'autoclave
pendant 30 minutes a 121 degrés Celsius a des fins de stérilisation.

Pour l'utiliser, il faut le laisser refroidir, puis le verser dans un récipient stérilisé et
le laisser reposer (en milieu stérilise).

Il est prét a I'emploi immédiatement ou stocké a une température de 2-8°C jusqu'a

une semaine.
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Theme : Contribution a I’étude des activités biologique de I’extrait méthanolique d’une
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Mémoire pour I’obtention du diplome de Master en Biochimie Appliquée

Laurus nobilis est une plante appartenant a la famille des Lauracée, elle est considérée

comme l'une des plantes les plus anciennes et les plus célébres depuis I'Antiquité .Cette étude
vise a comparer les quatre extraits méthanoliques de Laurus nobilis séchés par différentes
méthodes, dont la composition chimique et les activités biologiques ont été testées. Les tests
phytochimiques ont montré la présence de flavonoides, d'alcaloides, de tanins, de quinones
libres, de saponines, de terpénoides et de coumarines dans tous les extraits. Nos résultats ont
également montré des résultats négatifs a la fois pour les stérols et les triterpénes, les
composes réducteurs et les anthraquinones. La chromatographie sur couche mince (CCM) a
montré que I'extrait méthanolique de Laurus nobilis séché a l'air libre est plus riche en

flavonoides que le reste des extraits.

Les examens quantitatifs des polyphénols totaux par la méthode de Folin-ciocalteau et des
flavonoides par la méthode d’AlCl; ont révélé que les concentrations les plus élevées de
polyphénols et de flavonoides ont été trouvées dans I'extrait FO (104,81+3,01 pug/mg EAG)

et dans l'extrait FR avec une valeur de 26,22+0,04 ug EQ/mg), respectivement.

L'activité anti-inflammatoire a été évaluée in vitro en évaluant le pourcentage d'inhibition du
processus de changement des protéines. Les résultats ont montré la supériorité de I'extrait de
plante fraiche de 93,75+0,68 sur [anti-inflammatoire Diclofénac de 89,66+9,77,
contrairement au reste des extraits dont l'activité est proche de celle du Diclofénac. Les
résultats de I'activité antioxydante effectuée en utilisant la méthode de réduction des radicaux
DDPH, ont indiqué la supériorité de I'extrait FR avec le pourcentage le plus élevé de 92,04 +
0,207. Dans I’activité antibactérienne, le laurier a montré une activité remarquable sur quatre
souches bacteriennes étudiées, qui sont Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,

Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella pneumonia.

Mots-clés: Laurus Nobilis, activité antibactérienne, activité antioxydante, polyphénols,

flavonoides, activité antiinflammatoire.
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