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Introduction

INTRODUCTION :

Durant des milliers d'années, les plantes ont constitué la source principale des remédes
contre de nombreuses maladies. Avec I'avénement de la médecine modérne vers la fin du 19 -
eme siecle et la découverte des médicaments, la phytothérapie a été de moins en moins utilisée.
Cependant depuis les années 70, l'usage des plantes a des fins thérapeutiques rencontre un regain
d'intérét incontestable di aux effets secondaires des médicaments de synthese, le colt moins
élevé que les médicaments conventionnels, la relative disponibilité surtout dans les régions
éloignées, la méfiance vis-a-vis des produits de synthése ou tout simplement 1’envi de
consommer " Bio". Ce n'est qu'a la fin des années 80 que la phytothérapie est officiellement
reconnue par le ministere de la santé comme une médecine & part entiere. L’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) estime que prés de 80 % de la population mondiale recours aux
médecines traditionnelles (WHO, 2004).

La recherche en phytothérapie est devenue, et ce, durant ces deux derniéres décennies, une
des plus grandes préoccupations scientifiques (Niyah Njike et al., 2005). De ce fait, ’'OMS a
mis une stratégie pour la médecine traditionnelle dont le but est de maximiser les possibilités de
cette forme de médecine en tant qu’une source de soins de santé, et de preserver la matiére

premiére surtout dans le cas des plantes (OMS, 2002).

De nos jours, l'utilisation des plantes médicinales dans le traitement des maladies est
devenue I'une des principales voies d’accés aux soins. La plupart des especes végétales
possedent des vertus thérapeutiques. L’action de la phytothérapie sur 1’organisme dépend de la
composition des plantes qui constituent un réservoir inépuisé de nouveaux métabolites

secondaires.

La majorité des plantes ont été utilisées traditionnellement pour se soigner; des plantes
aromatiques sont utilisées comme source d’assaisonnement ou comme médicament ; d’autres

plantes sont connues pour leurs propriétés nutritives riches.

Dans I’espoir de valoriser les plantes médicinales de la flore Algérienne, nous avons eu
recours a I’étude structurale et biologique d’une plante utilisée en médecine traditionnelle :

Laurus nobilis L.

Ce travail de recherche a été réalisé dans le cadre d’une thése sous cotutelle entre le
Laboratoire de Biochimie Appliquée, et I’animalerie a la faculté des Sciences de la Nature et de

la Vie, Université des freres Mentouri de Constantine.

:



Introduction

L’objectif de ce travail est de mettre en évidence les activités biologiques de 1’extrait des
feuilles de la plante Laurus nobilis L. Etant un épice utilisé surtout dans la cuisson des aliments
ou pour I’assaisonnement, elle posséde différentes caractéristiques aromatique culinaire et

médicales.
Notre étude est scindée en deux grandes parties :

- Une partie théorique qui englobe et rassemble des données théoriques est constituée de
trois chapitres (une description botanique vis-a-vis la famille et la plante étudiée,
métabolites secondaires et les activités biologiques).

- La deuxieme partie, consacrée au travail pratique, est composée de deux chapitres, le
premier traitera le matériel et les méthodes utilisées et le deuxieme est réservé aux

résultats obtenus et discussions y afférentes.

Une synthese consacrera 1’étude, portant sur les modalités adoptées quand aux essais élaboreés et
les résultats enregistres.

-
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Chapitre 01: Description botanique.

I. Spécificités botaniques :
1.1. Généralités sur la famille Lauraceae :

Distribution cosmopolite, principalement composée d’arbres et d’arbustes. Elle comporte
52 genres et ~2750 espéces (Smith et al., 2004). C’est une famille dont la taxonomie est
complexe, ainsi, autour de 80% des espéeces connues sont inclues dans des genres contenant
entre 100-400 especes chacun et ~50% des genres contiennent entre 1-3 especes. Bien que
cette famille soit communément rencontrée aux tropiques, les effectifs par espece sont

souvent décrits comme rares (Smith et al., 2004).

Traits botaniques : feuilles alternes, simples, entieres, sans stipules. Elle présente une odeur

caractéristique au tronc et lorsqu’on froisse les feuilles. Fleur trimere, actinomorphe a un
carpelle. Le fruit est une baie a une seule graine qui est souvent entouré d’une cupule

(similaire au fruit du Chéne) colorée ou non.

Usage : important dans 1’alimentation (Avocat, Persea americana, cannelle, Cinnamomum
zeylanicum), I’exploitation du bois (Ocotea) bien que les faibles effectifs des especes le rend
difficilement commercialisable, ou encore en tant que plantes médicinales pour ses huiles

essentiels (laurier-sauce, Laurus nobilis) ou I’industrie du parfum (bois de rose, Aniba

rosaeodora).

Figure 01 : Quatre feuilles de la famille des Lauraceae, Quatre. ( lauraceae-lauraceae-478).




Chapitre 01: Description botanique.

La famille des Lauracées est peu représentée en Afrique du Nord mais tres fréquente sur le
continent américain ou asiatique, en Australie et & Madagascar (Watson et Dallwitz, 1992;
Richter et Werff, 1996; Mabberley, 1997; Steven, 2001), (Figure 02).

Figure 02: Distribution des Lauracées a travers le monde (Steven, 2001).

Parmi les plantes populaires de cette famille : Le laurier sauce, I'avocatier, le bois rose,

le cédre de Guyane.
l. 2. Le genre Laurus :

Le genre Laurus est un genre d’arbustes vivaces appartiennent a la famille des Lauracées

qui poussent principalement en Europe.

Les lauriers contiennent trois especes d'arbres sempervirents appartenant a la famille

des Lauracées.

¢+ Laurus azorica : originaire des Acores (et apparemment du nord de I'Espagne).

7

s+ Laurus nobilis : originaire du bassin méditerranéen et du Proche-Orient.
R/

¢+ Laurus novocanariensis : originaire de Madere, des Tles Canaries et du Maroc
( Ballabio R, Goetz P, 2010).

1.3. Laurus Nobilis :

Laurus nobilis L. est un arbre connu dans la mythologie grecque et romaine comme un
embleme de la victoire et de succes (Leung et Foster, 1999). Selon la 1égende colportée chez
les Grecs le laurier était consacré a Apollon et a Esculape, respectivement dieu de la Santé et
dieu de la Médecine. Le dieu Pénée, pére de la nymphe Daphné I'aurait métamorphosée en
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laurier pour la soustraire a I'amour d'Apollon. Ce dernier consacra cet arbuste aux triomphes,
aux chants et aux poemes. C'est ainsi que les poétes furent couronnés de laurier, puis Au
Moyen Age se furent aux savants des universités d'étre ainsi distingués. Les jeunes docteurs

étaient couronnés de « baccalauréat » (bacca laurea : baie de laurier).

Le laurier est aujourd’hui un symbole international de paix et de succes.

1.3.1 Etymologie du nom Laurus nobilis L. :

Etymologiquement, le nom latin Laurus signifiant « toujours vert » fait allusion au

feuillage persistant de la plante et nobilis du latin « fameux » (Pariente, 2001).

La plante posséde plusieurs noms vernaculaire, Rand, est « le nom le plus connue en

Algérie ».
Pour les autres dénominations voir le tableau ci-dessous.

Tableau 01 : Dénomination internationale de Laurus nobilis L.

Pays Dénomination vernaculaire

Francais laurier sauce, laurier d’Apollon , laurier commun, laurier franc,
laurier noble .

Allemand Lorbeersamen, lorbeer, lorbeerbaum, gewirzlorbeer.

Anglais laurel oil, sweet bay, bay tree, bay, bay laurel, true laurel, roman

laurel, noble laurel.

Arabe Rand (i ), Warakate sidna mousa, ( s Gaw 48 ,5) El ghar
().

1.3.2 Laurier en Algérie :

En Algérie, des arbustes de laurier sont présents dans les foréts d'aulnes réparties dans les
zones humides d'Annaba, El Kala et Guerbes Senhadja.

Malgré que la phytothérapie est une pratique trés ancienne, seul le coté botanique de cette
biomasse qui a été largement documenté jusqu’a présent. Ses propriétés biologiques ne le sont

que peu (Ben Jemaa et al., 2012 ; Guedouari, 2012).

.
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1.4. Caractérisation botanique et morphologique de Laurus nobilis L. :

1.4.1. Description générale :

Laurus nobilis L. est un grand arbuste a écorce grise pouvant atteindre de 2 a 6 m de haut,
voire 15 m a I’état sauvage (Figure 03). Afin de simplifier sa récolte, il est frequemment taillé
en arbrisseau. D’allure pyramidale, il présente un feuillage dense vert foncé et persistant. Sa
croissance est généralement lente, d’environ 5 a 6 m en vingt ans. Il peut facilement devenir

centenaire (Geerts P, Rammeloo J, Van Cauteren G, et al ;2002).

Figure 03 : Arbuste de Laurus nobilis L. (1000-arbres.com).
a. Lesports:
Arbrisseau ou petit arbre aromatique glabre de 1m a 8m (atteignant parfois 20m en
culture), dressé et densément ramifié dés la base. Téte conique s’arrondissant avec 1’age,

supporte trés bien la taille, dioique (Quezel et Santa, 1963).

b. Ecorce et tiges :
Les tiges des rameaux sont vertes et dirigées vers le haut. Au début de sa croissance, le
tronc possede une écorce vert olive a noire qui deviendra grise au fil des années. La

constitution d’une écorce véritable nécessite plusieurs années (Botineau M, Pelt J ; 2015).

c. Feuilles:

Le feuillage de Laurus nobilis L. est persistant avec une couleur vert fonce sur le dessus et
plus claire en-dessous. La forme des feuilles est allongée voire lancéolée avec des extrémités
pointues et un pétiole court. Le limbe posséde un bord ondulé Iégérement épaissi et recourbé
vers I’intérieur. Les feuilles mesurent environ 3 a 5 cm de large sur 10 cm de long. Velues au

départ, elles prennent ensuite un aspect brillant et glabre (Figure 04).
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Figure 04: Feuille de laurier noble (lesarbres.fr).

Au niveau cellulaire, le caractere lignifié des parois et I’enfoncement des stomates
augmentent la résistance de la plante aux températures basses comme élevées. Les feuilles
présentent également une odeur aromatique caractéristique lors de leur froissement, due a la
présence de grandes cellules sécrétrices situées dans le parenchyme palissadique (Figure 05),
(Teuscher E, Anton R, Lobstein A ;2005).

Figure 05: Coupe de feuille de Laurus nobilis L. montrant les grandes cellules sécrétrices
(Botineau M ; 2010).

d. Inflorescence :
Le laurier noble est une plante dioique c’est-a-dire que les fleurs males et femelles sont

sur des pieds distincts.
L’inflorescence est composée de petites ombelles de quatre ou cinq fleurs axillaires. Elle

est de couleur blanc-créme a blanc verdatre (Figure 06).

Figure 06: Fleurs de Laurus nobilis L. (tela-botanica.org).
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e. Fruits:
Une baie ovoide, soutenue par le tube périanthaire peu dilaté de 2cm de longueur a 1cm de
largeur, il est noir vernissé et renferme une seule graine libre (Beloued, 2005). Le mésocarpe
charnu renferme de I’huile et des cellules a huile essentielle. Les cotylédons épais sont

¢galement riches en lipides. D’abord vert, devenant noir bleuté a maturité (Myose et Paris,

1976), (Figure Q7).

Figure 07: Baies entieres et coupées de laurier (Botineau M, Pelt J. 2015).

1.4.2. Position systématique (taxonomie):
Le tableau 02 illustre la classification botanique de Laurus nobilis L.

Tableau 02. Classification botanique de Laurus nobilis L. (Quezel et Santa ,1962).

Sous regne Plantes vasculaires
Embranchement Spermaphytes
Sous —embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales

Ordre Laurales

Famille Lauracées

Genre Laurus

Espece Laurus nobilis L.

1.4.3. Composition chimique de Laurus nobilis L :

Plusieurs extractions dans différents solvants ont été utilisées, pour dévoiler la
composition chimique de cette plante, 1’analyse des extraits a montré que cette espece
contient plusieurs constituants, ces derniers sont tres variables, a la fois qualitativement et
quantitativement selon les provenances, et la période de récolte (Fiorini et al.,1998 ; Simic et
al., 2003 ; Fang et al.,2005).
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a. Composition chimique des feuilles :

Tableau 03 : Composition chimique des feuilles de laurier noble.

Classes

Acides phénoliques

Flavonoides

Hétérosides
lignanes

Alcaloides

Lactones
sesquiterpéniques

de

Composés
Acide phenylacrylique, carbonique : libres ou

estérifiés, acides p-coumarique, fénulique,
sinapique, gentisuque et vanillique.
Principalement la rutine, 1’isoquercitrine,

I’hypéroside et kaempférol-3 rhamnoside et3-
arabinoside. Le kaempférrol-3-rhamnoside, 2-
p-coumaroyles.

Méthoxyisolarecirénol  -9-0-xylosides,
sécoisolariciresinol-9-0-xylosides.

-0-

Actinodaphonine, isodomesticene,
launobine,N- méthylactinodaphonine,
nandigérine , néolitsine etréticuline

La déhydrocostuslactone, artémoreine,
érémanthine, désacétyllaurénobiolide,
laurénobiolide, reynosine, santamarine.

b. Partie plus utilisée :

Références

(Barla et al.,2007).

(Fiorini et al.,1998

; Kang et
al.,2002).
(Uchiyama et
al.,2002).
(Brigittpee et

Bruneton ,1982).

(Yoshikawa et al.,
2000).

Les feuilles fraiches, les parties les plus utilisees de cette espéce (Messaoudi, 2008). Les

feuilles de Laurus nobilis L. sont principalement utilisées, par voie orale, dans le traitement

symptomatique des troubles de [’appareil digestif supérieur tels que le ballonnement

épigastrique, lenteur de la digestion, éructations (Iserin, 2001). Dans la médecine

traditionnelle iranienne, les feuilles de cette plante ont été employées pour traiter 1’épilepsie et

le parkinsonisme (Aqili Khorasani, 1992).

9,
M\

g

OH

Costunolide Reynosine Santamarine 10-épigazaniolide gazanichide Spirafolide

Figure 08 : Structures chimiques de quelques composés identifiés dans les feuilles de

Laurus nobilis L. (Fang et al., 2005).
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I.5. Propriétés pharmaceutiques et intérét thérapeutiques :
1.5.1. Usages traditionnelles et médicamenteux de Laurus nobilis L :

Le laurier est principalement utilisé pour soigner les troubles de I'appareil digestif
supérieur et les douleurs arthritiques. En outre, il stimule I'appétit et la sécrétion des sucs
gastriques. En infusion, ses feuilles étaient consommeées pour leurs effets révulsifs et toniques
sur I’estomac et la vessie. Sous forme de cataplasme, elles passaient pour soulager les piqures
de guépe ou d’abeille. En plus 1’écorce de laurier « brise les calculs (dans les reins) et soulage
les affections du foie ». Ajoutée a I'eau du bain, la décoction des feuilles apaise les membres

douloureux (Larousse, 2001).

L’extrait aqueux est utilis¢ dans la médecine traditionnelle turque en tant qu’anti
hémorroidal, antirhumatismal, diurétique et comme un antidote dans des morsures de serpent

et pour le traitement du mal d’estomac (Kivcak et Mert, 2002).

Dans la médecine traditionnelle iranienne, les feuilles de cette plante ont été employées

pour traiter 1’épilepsie et le parkinsonisme ( Agili Khorasani, 1992).

En argentine la décoction des feuilles séchées est prise par voie orale pour traiter les
infections des voies respiratoires et urinaires (Ilvan A. Ross, 2001).

1.5.2. Propriétés pharmacologiques et activités biologiques :

Laurus nobilis L. est une plante médicinale aromatique abondante, bénéficiant de
propriétés thérapeutiques qui attribuent a la médecine traditionnelle et la pharmacologie,
diverses propriétés anti-inflammatoire et antiseptique grace a ses composants (Bouchaale et
al., 2015).

En raison d’utilisation large des feuilles, des baies et leurs huiles essentielles, ils ont été

largement étudiés (Caredda et al., 2002, Kilic et al,. 2004).

< L'activité anti-inflammatoire :
L'extrait éthanolique (80%) des feuilles de laurier séchées, administré par intubation
gastrique a des rats a une dose de 100 mg / kg, a entrainé une inhibition de 19% de I'cedéme

induit. L’acétate d'éthyle et I’extraits d'hexane des feuilles, appliquée extérieurement [(TPA)-

0
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inflammation de l'oreille] sur des souris a une dose de 20,0 microlitres /animal, étaient actifs

comparativement au tétradécanoyl acétate de phorbol (Olivier et Imael ,2017).

L'isolement des composés actifs des fruits et des feuilles du Laurus nobilis L. a éte réalisé
par Fang et al.(2005), six composés ont été identifiés; ils sont tous des lactones
sesquiterpénes .Ces composés possedent différentes propriétés pharmacologiques y compris

I’effet anti-inflammatoire.

s Activité antioxydant :

Activité antioxydante des extraits méthanoliques (bruts et dégraissé) des feuilles, d’écorce
et de fruit de Laurus nobilis L. ont été étudiés au niveau de la peroxydation lipidique dans les
liposomes, (Simi¢, 2003). Ozcan et al.,(2010) déterminé Il'antioxydant potentiel activité de
I'nuile essentielle et extrait méthanolique d'huile de graines de L.nobilis en employant le
piégeage des radicaux libres DPPH (diphenyl-picryl-hydrazyle) et les systemes de test a
l'acide B-carotene / acide linoléique. Dans les deux systemes de test I'huile essentielle et
I'extrait méthanolique d'huile de graine de L.nobilis a montré des propriétés antioxydantes.

% Activité antifongique :

Une étude de I’activité antifongique d’huile essentielle de la plante Laurus nobilis L. sur les
souches de Fusarium sporotrichoide. A été réalisé par la méthode d’hydrodistillation. Le test
est réaliser par méthode de contact direct sur le Fusarium sporotrichoide dans des différentes
concentrations d’huile (0.05, 0.25 et 0.5% de HE). Les résultats de cette étude montrent que
HE de Laurus noblis L. posséde une importante activité antifongique sur cette souche ; un
indice d’inhibition de 100% avec la concentration de 0.5% (Salhi. N et al., 2015).

s [Effet gastro-protectif :

Les feuilles de laurier sont traditionnellement utilisées comme analgésique pour traiter une
variété de plaintes, les névralgies et les crampes intestinales et encore parfois d'étre apprécie
pour son effet bénefique sur le systéeme digestif (Ahmed chaudhry N, Tariq P,2006). Des
études récentes ont montré que les feuilles et I'huile essentielle obtenue a partir des feuilles
favorise 1’augmentation de la sécrétion gastrique . Une seule étude a été réalisée a ce sujet par
(Gorbiz et al.,, 2002) ou cing plantes aromatiques dont Laurier noble , sont employées
traditionnellement en Turquie pour traiter le mal d’estomac. Ils ont été choisis pour

déterminer leur pouvoir anti-ulcérogene. Une décoction et un extrait méthanolique ont été
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préparés a partir des fruits de Laurier pour déterminer leurs effets sur un modéle d’ulcere
gastrique induit par D’éthanol chez des rats. Les expériences pharmacologiques et les
techniques histopathologiques ont clairement montré que ces extraits donnés oralement ont
significativement protégé 1’estomac contre ce modéle d’ulcére (Botineau M, Pelt J,2015 ; Kilic
A, Altuntas, 2006 ; Ballabio R, Goetz P, 2010 ).

<+ Effet rééquilibrage de la glycémie :

Les feuilles du Laurus nobilis L. ont été rapporté d'avoir un effet antidiabétique et de
renforcer en glutathion S-transférase hépatique. L'administration de 200 et 600mg/kg de doses
de I'extrait éthanolique des feuilles de Laurus nobilis L. produit une diminution significative
de la glycémie (bechkri et meslem ,2018). Une autre étude prouve que I’HE de L.nobilis a
une capacité d’inhiber 1’a-glycosidase intestinale (a plus de 90% a la concentration, de 7.5
g/ml, par inhibition competitive), peut étre mise a profit pour réguler la glycémie
(Khanetal.,2009).

¢+ Utilisation en parfumerie et cosmétique :

En outre, I’huile essentielle des feuilles est employée par I’industrie cosmétique en
parfumerie et dans la fabrication des savons. Les baies sont généralement utilisées dans la
production du savon parfumé (pour I'acné et le traitement des pellicules) et de la fabrication
des bougies a cause de leur teneur élevée en acide gras. Il est également utilisé par I'industrie
cosmétique dans les cremes.

1.5.3. Etude toxicologique :

Toxicité :

L’utilisation des doses ¢€levées provoque des effets narcotiques. Une irritation cutanée
legére peut apparaitre lors d'une application locale (Aouadhi, 2010).

Les feuilles de laurier et I'huile essentielle qui, a priori, ne semblent pas avoir d'effets
toxiques significatifs. Cependant ces derniers peuvent provoquer des réactions de
sensibilisation (dermatite de contact allergique) puisqu’elles renferment des lactones
sesquiterpéniques dont le principal est le costunolide. La présence des lactones
sesquiterpéniques présentant un groupement méthyle exo cyclique explique le potentiel de
sensibilisation modéré exercé par la drogue. La plante ne perd pas son caractére allergisant
aprés cuisson, ils peuvent donc conduire a des manifestations allergiqgues comme des

inflammations buccale et/ou stomacale. Les études de toxicité relatives a 1’huile artisanale du
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fruit donnent un profil de réponse similaire a celui de I’HE des feuilles, avec une probable
hépatotoxicité dose-dépendante. Il a été depuis les temps anciens utilisés a des fins rituelles et
médicinales dont les principes actifs sont distribués dans les feuilles, les fleurs, les racines et
les baies. Les principaux composés sont le 1,8-cinéole, I'eugénol et le géraniol. Selon la dose,
les symptdmes neurologiques tels que des hallucinations visuelles et auditives a des
changements dans la couleur, le temps et I'espace, des convulsions, des tremblements,
Iéthargie, confusion, délire et la psychose peuvent apparaitre qui pourrait durer jusqu'a 2-3

jours.
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1. Généralités :

Le métabolisme est 1’ensemble des processus biochimique permettant aux cellules de
produire des métabolites et 1’énergie qui sont nécessaires a leur vie. Par la dégradation de

matieres organique complexes (Marouf et Reynaud, 2007).

Plusieurs centaines de réaction interviennent dans une cellule. Les processus de
dégradation des grosses molécules en molécules plus petites, comme ceux relevant de la

digestion et la respiration, correspondent au catabolisme (Indge, 2004).

I1.1. Les métabolites primaires :

Les métabolites primaires sont des molécules organiques qui se trouvent dans toutes les

cellules de I’organisme d’une plante pour y assurer sa survie (Epifano et al., 2007).
11.2. Les métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires ont une répartition limitée dans les différentes especes de
vegétaux. lls ont des fonctions tres importantes pour la survie et la propagation des plantes qui
les produisent, comme signaux chimiques, pour défendre leur producteur contre les herbivores
et les pathogenes. Comme ils participent a des réponses allopathiques (compétition entre les
plantes pour la germination et croissance) (Jeaun et al., 2005).

Il existe trois grands groupes des métabolites secondaires :

e Lesalcaloides.
e Les composés phénoliques.

e Les terpenes.

Chaque groupe renferme une trés grande diversité des composés qui possedent une trés

large gamme d’activité en biologie humaine.
11.3. Classification des métabolites secondaires :

Les métabolites secondaires sont produits en tres faible quantité, il existe plus de 200 000
métabolites secondaires classés selon leur appartenance chimique en 1’occurrence, les
terpénes, les alcaloides, les composes acétyléniques, les cires, et les composes phénoliques

(Cuendet, 1999 et Vermerris, 2006). On distingue trois classes principales :
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11.3.1 Les polyphénols :

Les composés phénoliques rassemblent un grand nombre de substances qui peuvent étre
classés différemment selon leur structure, leur fonction et leurs relations. Sa structure de base

est un cycle carbonique hydroxyle.

Les composés phénoliques des végétaux proviennent de deux grandes voies : celle de

I’acide shikimique et celle de I’acétate.
11.3.1.1. Classification des polyphénols :

Une classification de ces substances a été proposee par HARBORNE en 1980. On peut
distinguer les différentes classes des polyphénols en se basant d’une part, sur le nombre

d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette de base.
Deux principales classes sont largement répandues :

e Les flavonoides.

° Les tanins.

Plus rares, les coumarines et lignanes.

a. Les flavonoides :

Les flavonoides sont désignés sous le nom de vitamine P (P étant la premiére lettre de
mot perméabilité), en raison de leur efficacité a normaliser la perméabilité des vaisseaux
sanguins (Nijveldt et al., 2001).

Ces premiers renferment une tres large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols (Seyoum et al., 2006), ils sont considérés comme des pigments
quasiment universels des végétaux qui sont en partie responsables de la coloration des fleurs,
des fruits et parfois des feuilles (Guignard,1996 ; Medic et al., 2003).

A Détat naturel les flavonoides se trouvent le plus souvent sous forme d’hétérosides

(Ghestem et al., 2001 et Bruneton, 1999),(Figure 09).
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Figure 09 : Structure de base des flavonoides (Cowan, 1999).

Les flavonoides peuvent étre subdivisés en plusieurs classes dont les plus importantes sont :
flavones, isoflavandiols, flavanols, flavondiols, aurones, chalcones, anthocyanins (Effendi et
Yajun, 2008).

Tableau 04: Principales classes des flavonoides (in zeghad, 2009).
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e Lesflavones:

Caractérisés par une structure C6-C3-C6 avec une liaison C2-C3 est insaturé et une

fonction cétone tels que 1’apigenine et la vitexine .

e Lesflavanes:
Ce sont des composés dont 1’hétérocycle central C est saturé et qui n’ont pas de fonction

cétone. Les flavanes sont répondus dans les écorces des végétaux (Jakupovic et al., 1988).

Ces composés sont connus sous forme de monomeres ou polymeéres exemple la catéchine.

e Les flavanones :

Ce sont des flavones dont 1’hétérocycle central C est saturé tels que I’hespertine et la fustine .

e Lesflavonols:
Ce sont des flavones qui se caractérisent par la présence d’un groupement hydroxyle (OH)

en position 3 de I’hétérocycle central C tels que le kaempférol, la quercetine et la rutine.

e Les isoflavonoides :

Les i1soflavonoides se différencient des flavonoides par la position C3 sur I’hétérocycle
pyranique central C du noyau aromatique B. Ce sont des composés a 15 atomes de carbones
comme les flavonoides. Ils dérivent d’une structure 1,2- diphénylpropane (Schwarz et al.,
2007). Les isoflavonoides sont connus essentiellement chez les fabales et surtout la famille
des fabacées (Dewick, 1993).

e Les anthocyanines:

Les anthocyanines sont les pigments qui donnent la couleur rouge, bleue et violette aux

plantes, fruits et Iégumes (Wu, Beecher et al., 2006). lls existent sous forme glycosides dans
les fruits et les [égumes.
La forme non-glycosylée des anthocyanines s’appelle les anthocyanidines. Les six
anthocyanidines les plus connues sont : la cyanidine, la delphinidine, I’élargonidine, la
malvidine, la pétunidine, et la péonidine. Parmi ces six anthocyanidines, seule I’élargonidine
n’a pas été identifiée dans le bleuet sauvage (Nicoue, Savard et al., 2007). Il a été démontré
que les anthocyanines contenues dans le bleuet nain sauvage, V. angustifolium, ont un effet
anti-diabétique important dans un modeéle de souris diabétiques (Grace, Ribnicky et al.,
2009).

<
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b. Les tanins :

Les tannins (ou tanins) sont des substances polyphénoliques hydrosolubles de structure
variée, de saveur astringente (Hurabielle, 1981), naturellement produits par les plantes qui
ont la propriété de transformer la peau fraiche en un matériau imputrescible : le cuir. Cette
propriété de tannage provient de la création de liaisons entre les molécules de tannins et les
fibres de collagéne de la peau, et a leur aptitude a se combiner a des macromolécules
(protéines, polysaccharides...) et a d’autres polymeres organiques tels que des glucides, des
acides nucléiques, des gélatines, des stéroides et des alcaloides pour former un précipité
(Bruneton, 1999). lIs sont trés répondus dans le regne végétal, mais ils sont particulierement
abondants dans certaine famille comme les Coniferes, les Fagacée, les Rosacée (Ghesterm et
al., 2001). Ils peuvent exister dans divers organes : 1’écorce, les feuilles, les fruits, les racines

et les grains (Khanbabe et Ree, 2001).

On distingue habituellement chez les végétaux supérieurs trois groupes de tanins différents

par leur structure aussi bien que par leur origine biogénetique :

- Les tanins hydrolysables.
- Les tanins non hydrolysables (condensés).

- Les tanins complexes (Bruneton, 1999) comme nous montre la Figure 10.

Tanins
Tanins Tanins non Tanins complexes
hydrolysables hydrolysables
Tanins galliques Tanins ellagiques

Figure 10: Classification des tanins selon leur structure chimique (Wilfred et Ralph, 2006).

c. Les coumarines :
Historiquement le nom de coumarine vient de « cumaru » qui est le nom dans une langue
amazonienne, de l'arbre de Tonka (Dipteryx odorata willd., Fabaceae) dont les féeves

contiennent 1 a 3 % de coumarine.
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Les coumarines ont été isolées pour la premiere fois en 1820, ils sont des 2H-1-
benzopyran-2-ones que 1’on peut considérer, en premiére approximation, comme étant les
lactones des acides 2-hydroxy-Zcinnamiques (Bruneton., 1999).

Elles sont présentes en quantités plus faibles dans plusieurs plantes comme le mélilot, la
sauge sclaréee et lavande. On la trouve aussi dans le miel, le thé vert, etc. Les coumarines sont
des composés phénoliques végétaux, portant un groupement benzopyrone dans leur structure
(Alignan , 2006).

X

O O

Figure 11 : Structure d’une molécule de coumarine (Cowan, 1999).

d. Les lignines :

Les lignines sont des molécules hydrophobes. Cette propriété explique leurs qualités
protectrices contre les bio agresseurs . Les lignines sont trés résistantes a la compression. On
les retrouve dans le sclérenchyme, qui assure la protection, le soutien et la conduction de la
séve brute (xylene) et dans les tissus adultes (Pouzet., 2010).

Les lignines, biopolyméres complexes, hydrophobes, tres souvent associés a la cellulose,
peuvent étre considérées au niveau technologique tout d’abord comme des coproduits
résultants d’un prétraitement ou d’une transformation des lignocelluloses pour I’utilisation

principale de la cellulose (Morot-Gaudry., 2016).

Figure 12 : Structure de la lignine.
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11.3.1.2. Réle biologique des composés phénoliques :

Selon (Macheix et al., 2005), le réle des composés phénoliques est reconnu dans

différents aspects de la vie de la plante et dans leurs utilisations par ’homme. Ils peuvent en

effet intervenir :

e Dans certains aspects de la physiologie de la plante (régulation de la croissance,

interactions moléculaires avec certains parasites).

e Dans les interactions des plantes avec leur environnement biologique et physique

(relations avec les bactéries, les champignons, les insectes, résistance aux UV).

e Organes végetaux (fruit, légumes) et des produits qui en dérivent par transformation.
e Dans la protection de I’homme vis-a-vis de certaines maladies en raison de leur

interaction possible avec de nombreuses enzymes et de leur propriétés antioxydants

(Fleuriet et al., 2005).

Certains composeés sont dotés de certaines activités résumées dans le tableau 04.

Tableau 05 : Certaines classes des polyphénols et leurs activités.

Certaines classes Activités Références

des polyphénols

Flavonoides Anti tumorales (Stavric et Matula, 1992).
Anti carcinogenes (Das et al., 1994).
Anti-inflammatoires (Bidet et al., 1987).
Hypotenseurs et diurétiques (Bruneton, 1993).
Antioxydants (Aruoma et al., 1995).

Tannins Antioxydant (Okuda et al., 1983).

Antibactérienne et anti-
inflammatoire

Anti tumoral

Anti diarrhéique

Digestibilités des protéines

(Mota et al., 1985).

(Paolini et al., 2003).

Tannins galliques

Antioxydants

(Okuda et al., 1983).

Anthocyanes Protectrices capillaro-veineux, | (Bruneton J, 1993).
anti oxydant
Coumarines Protectrices vasculaires, | (Ito C., Itoigawa et al., 2005).

antiinflammatoires, anti
parasitaires analgésiques et anti
cedémateuses.

(Smyth T et al., ; 2009).
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11.3.2 Les terpénes :

Les terpénes forment une classe d’hydrocarbures, produits par de nombreuses plantes, en
particulier les coniferes. Ce sont des composants majeurs de la résine et de I'essence de
térébenthine produite a partir de résine.

Les terpenes sont des dérivés de l'isopréne CsHg et ont pour formule de base des
multiples de celle-ci (CsHg) n. On peut considérer l'isopréne comme l'un des éléments de

construction preférés de la nature.
11.3.2.1. Réle des terpenes :

Les fonctions les plus répertoriées chez les terpénes, toutes catégories confondues, sont
d’étre des phytoalexines efficaces (joue un role dans Allélopathie entre les plantes), d'étre des
insecticides naturels visant certaines familles d'insectes précises et d'étre des agents de
défense contre divers agresseurs extérieurs (Phytochemical Society of Europe, 1991).

Les terpenes jouent un réle important dans la défense des arbres, car en produisant des
quantités différentes de terpenes en période de stress, cela démontre que les arbres sont aptes

a répondre a d'autres stimulus et qu'ils ne répondent pas seulement aux variations des saisons.
11.3.3. Les alcaloides :

Un alcaloide est une substance organique azotée relativement stable d’origine végétale
(Mauro, 2006), et de distribution restreinte a caractere alcalin et présentant une structure
moléculaire hétérocyclique complexe. lls existent a 1’état de sels et ils sont bio

synthétiquement formés a partir d’un acide aminé (Reynier, 2007).

Les alcaloides existent rarement a 1’état libre dans la plante, le plus souvent ils sont

combinés a des acides organiques ou a des tanins (Roux et Catier, 2007).
11.3.3.1. Réles des alcaloides :

IIs possedent une activité pharmacologique significative. Bien que beaucoup d’entre eux
sont employés pour leurs propriétés analgésiques (comme la morphine, la codéine), dans la
cadre de protocoles de sédation (anesthésie, atropine) souvent accompagnés des hypnotiques,
ou comme agents antipaludéens (quinine, chloroquinine) ou agents anticancéreux (taxol,
vinblastine, vincristine), mais certains d’entre eux sont toxiques (comme la strychnine ou

I’aconitine) (Zenk et Jueng, 2007).
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I11.1 Activité anti-inflammatoire :

111.1.1 Définition de I'inflammation :

L’inflammation ou réaction inflammatoire est la réponse des tissus vivants, vascularisés a
une agression (Bernard et Frédéric, 2003). Cette agression peut étre d’origine physique,

chimique ou biologique dans le but de maintenir son intégrité.

111.1.2 Causes de I’inflammation :
Les causes ou les facteurs qui vont déclencher I’inflammation sont multiples et variées.
Elles peuvent avoir diverses origines :
%+ Causes exogenes : agents physiques, agents chimiques et agents biologiques.

% Causes endogenes : causes trophiques et conflits immunitaires.

111.1.3 Types de I’inflammation :

111.1.3.1 L'inflammation aigué :

L'inflammation aigué est une étape initiale de I'inflammation (de I'immunité innée), qui est
méditée par l'activation du systéme immunitaire (Lin et Karin, 2007). Elle est caractérisée
par sa durée limitée dans le temps (quelques minutes a quelques jours) (Dorward et al.,
2012). L’inflammation aigue peut-étre divisee en trois grandes phases ; une phase vasculaire
immédiate (de 1’ordre de minutes) caractérisée par des modifications de la microcirculation
locale, une phase cellulaire consécutive caractérisée par la mobilisation de nombreuses
cellules immunitaires qui permettra 1’élimination des microorganismes pathogénes et des
tissus lésés, et une phase de résolution et de cicatrisation qui en quelques jours conduira a la
restauration des tissus (Weill et al., 2003).

L’inflammation aigué se caractérise par quatre principaux symptomes :

a. Ladouleur

La douleur est un des principaux symptomes de lI'inflammation. Elle est liée a la libération
de bradykinine et d’histamine a I’endroit ou des signaux de danger sont détectés. Celles-Ci
stimulent les voies nociceptives du systeme nerveux, ce qui entraine la douleur.

b. Larougeur et I’cedéme

Le phénomene de rougeur est li¢ a 1’apparition d’une congestion active. Il s’agit d’une

vasodilatation artériolaire et capillaire qui a lieu de maniére locale. Cette vasodilatation va
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entrainer une augmentation de la pression hydrostatique, et des médiateurs chimiques vont
entrainer une augmentation de la perméabilité des petits vaisseaux, ce qui aboutit au passage
dans le tissu conjonctif interstitiel d’un exsudat constitué d’eau et de protéines plasmatiques.
Ces phénoménes entrainent la formation d’un cedéme inflammatoire. On a alors un
gonflement des tissus, ce qui comprime les terminaisons nerveuses et est responsable de la

sensation de douleur.

e Cet ®®déme a quatre fonctions principales :

- Il entraine un apport local de médiateurs chimiques et de moyens de défense.
- Il dilue les toxines accumulées dans la lésion.

- Il limite le foyer inflammatoire en formant une barriére de fibrine, ce qui évite la diffusion.

des micro-organismes infectieux.

- Il ralentit le courant circulatoire par hémoconcentration, ce qui favorise la diapédese

leucocytaire.

c. LaFievre:

La fievre est une augmentation de la température corporelle a 38°C et plus. Elle est induite
par des médiateurs lipidiques notamment les prostaglandines 2 (PGE2) et les cytokines, qui
vont envoyer un message a I'hypothalamus, lui-méme responsable de la thermorégulation.
Cette fievre peut avoir un effet bénéfique lors d’infections invasives séveres, d’ailleurs il a été
observé que des infections graves non fébriles étaient associées a une augmentation de la

mortalité.
111.1.3.2 L'inflammation chronique :

L’inflammation chronique se développe dans les conditions ou persiste une agression ou
dans les tissus soumis a des réactions auto-immunes, ou I’antigéne ne peut étre éliminé. Elle
est caractérisée par une durée étalée sur des mois ou des années (Rankin, 2004), et étre a

I’origine de nombreuses pathologies, telles que 1’arthrite rhumatoide, et la gotite (Das, 2011).
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111.1.4. Méthodes d’étude de I’activité anti-inflammatoire (Cohen, 1986) :
A. Perméabilité capillaire chez le lapin :

On met en évidence une exsudation plasmatique par I’injection intraveineuse de bleu de
Trypan ou de bleue Evans qui se lie aux protéines plasmatiques. L’étendue de la diffusion du

bleu dans la substance fondamentale est réduite en présence d’anti-inflammatoires.
B. (Edeme de la patte du rat :

L’exsudation est évaluée par le gonflement de la patte postérieure du rat aprés injection
intra articulaire d’un agent phlogogéne comme la carraghénine (Cohen, 1986). On mesure le
diametre de D’articulation tibiotarsienne a 1’aide d’un pied a coulisse, on estime le volume
dans un pléthysmometre imaginé par Chevillard et Giono, ou I’on pése la patte sélectionnée a

I’articulation. La deuxiéme phase de I’inflammation est explorée par cet essai.
C. Granulome a la carraghénine chez le rat :

Elle consiste a insérer dans le tissu cellulaire sous-cutané contre la cage thoracique une
petite boule de coton imprégnée de carraghénine et a peser le tissu de prolifération au bout de
sept jours. Les corticoides sont tres actifs sur ce test (Cohen, 1986).

D. Inflammation locale de ’oreille du rat :

L’inflammation de 1’oreille du rat, provoquée par I’application locale d’huile de croton

peut étre réduite par I’application de substances anti-inflammatoires (Cohen, 1986).
I11.1.5. Les anti-inflammatoire :

Les anti-inflammatoires sont des médicaments capables d’atténuer ou de supprimer le
processus inflammatoire. On distingue deux grands groupes d'anti-inflammatoires : les anti-

inflammatoires non stéroidiens et les anti-inflammatoires stéroidiens.
a. Les anti-inflammatoires non stéroidiens :

Ils forment un groupe hétérogéne de médicaments destinés a traiter la réaction
inflammatoire quelle que soit son origine (Yvan, 1997).
Dans le processus de la réaction inflammatoire, au cours de la phagocytose et de la synthese
des différents dérivés de I’acide arachidonique, il y a une libération de superoxydes a action

pro-inflammatoire d’ou I’inflammation. Les AINS inhibent par action sur la cyclooxygénase
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la synthése des prostaglandines ; et par action sur la lipoxygénase inhibent la formation de
superoxydes. lls ont également la capacité de stabiliser la membrane lysosomiale empéchant

ainsi la libération des composés pro inflammatoires et d’inhiber 1’élaboration des kinines.
b. Les anti-inflammatoires stéroidiens :

Les anti-inflammatoires stéroidiens ou corticoides ont de tres nombreuses indications
médicales. Pour ne retenir que les principales citant I'action anti-inflammatoire utilisée en cas
d'inflammation importante, en particulier en cas de maladies chroniques telles qu'une
polyarthrite rhumatoide ou certaines allergies graves et l'action immunosuppressive, qui
diminue I'efficacité du systeme de défense de I'organisme contre une agression, action utile en
cas de maladies dites de systemes ou dans les suites d'une greffe d'organe pour limiter le rejet
par l'organisme. Ils peuvent étre utilisés en complément de certains traitements de

chimiothérapie.
c. Lesanti-inflammatoires d’origine végétale (Naturel) :

Le nombre de composés phytochimiques trouvé dans le regne végétal est trés vaste, et leur
spectre d'activité est tout aussi grand. Certains de ces composés phytochimiques ont des
propriétés anti-inflammatoires. Sont présumés agir en bloguant les voies de la cyclooxygénase
et la lipoxygénase ainsi que par d'autres mécanismes. Quelques exemples de plantes douées

d’activités anti-inflammatoires sont cités dans le tableau 06.

Tableau 06 : Exemples de plantes médicinales douées d’activités anti-inflammatoires
(Barnes, 1998).

Nom Famille Partie Nom commun | Utilisation
scientifique utilisée
Zingiber Zingiberaceae Rhizome | Gingembre arthrose, migraine,
officinale douleurs
rhumatismales
Helleborus Ranunculaceae | Racines Lenten-rose | (Edémes, douleurs
Orientalis rhumatismales.
Urtica dioica Urticaceae Feuille, Ortie Rhinite allergique,
Racines eczéma goutte,
douleurs
rhumatismales.
Laurocerasus Rosaceae Feuilles Laurier Fievre, pharyngite,
officinalis R. douleurs d’estomac
Rhododendron Ericaceae Feuilles | Rhododendron | (Edémes, états
ponticum L. Pontique grippaux, mal de dents.

.
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111.2 Activité antidiabétique :

111.2.1 Définition :
Le terme du diabéte regroupe plusieurs maladies ayant en commun ’hyperglycémie et les
complications dégénératives, mais de pathogeénie et de traitement différents.
Le diabéte est une affection métabolique complexe liée a des facteurs génétiques et
environnementaux. Selon 1’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS), Le diabéte est une
maladie chronique qui apparait lorsque le pancréas ne produit pas suffisamment d’insuline ou

que I’organisme n’utilise pas correctement 1’insuline qu’il produit.

L’insuline est une hormone qui régule la concentration de sucre dans le sang (W.

Consultation, 1999).

L’hyperglycémie est elle-méme définie comme la glycémie a partir de laquelle
apparaissent les complications chroniques du diabéte, et en particulier la rétinopathie. Il existe
trois moyens de quantifier cette hyperglycémie pour parler de diabéte :

- La glycémie a jeun sur plasma veineux supérieure ou égale a 1,26¢/l soit 7mmol/l a

deux reprises.

- La glycémie aléatoire supérieure ou égale a 2g/l soit 11, 1 mmol/l, plus les symptdmes

du diabete.

- La glycémie a la 2¢éme heure de I'THGPO supérieure & 29/l soit 11, Immao/I.

111.2.2 Types et classification :
a. Diabete de type1:

Le Diabete type 1 est une maladie auto-immune se caractérisant par 1’apparition d’auto-
anticorps qui prennent pour cible le pancréas endocrine, entrainant une destruction massive
des cellules béta des ilots de Langerhans, productrices d’insuline. La carence profonde en
insuline ne peut alors étre traitée que par I’insuline (F.Mark , 2011). Ce type de diabete

apparait brutalement et bruyamment, plus souvent chez I’enfant, I’adolescent et 1’adulte jeune.

b. Diabéte de type 2 :
Le Diabéte type 2 représente la forme la plus commune de diabéte. Cette maladie
probablement hétérogéne a une pathogénie complexe associant une susceptibilité familiale

multigénique et des facteurs d’environnement trés dépendants du mode de vie.
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C’est est une maladie liée a une résistance a I’action de I’insuline au niveau des tissus
Périphériques (A.Grimaldi ; 2009). Son installation est progressive et silencieuse. Les sujets
a risque sont les personnes obeses, présentant une anomalie du métabolisme glucidique, ayant

des antécédents familiaux de Diabete type 2 (F. Pillon, K. Tan et al., ; 2014).

111.2.3. Le Diabéte et les plantes médicinales :

Les plantes posseédent plusieurs principes actifs qui leurs permettent d’avoir une action sur
I’organisme. Dans le cas du diabéte, elles ont une action hypoglycémiante, dont le mécanisme
differe ainsi que le principe actif responsable. Parmi les constituants des plantes ayant une
activité hypoglycémiante, on trouve les polysaccharides, les peptides, les alcaloides, les
glycopeptides, les triterpenoides, les acides amines, les stéroides, les flavonoides, les phenols,
les coumarines, les ions inorganiques et les guanidines (Jarald et al., 2008).

L’activité antidiabétique des plantes peut dépendre de plusieurs mécanismes :

v" Réduction de la résistance a I’insuline,

v’ Stimulation de la sécrétion d’insuline a partir des cellules béta ou/et inhibition du
processus de dégradation de ’insuline,

v' Apport de quelques éléments nécessaires comme le Calcium, le Zinc, le Magnésium,

le Manganeése et le Cuivre pour les cellules béta,

Régeénération ou/et réparation des cellules pancréatiques béta,

Effet protecteur de la destruction des cellules béta,

Augmentation du volume et du nombre de cellules dans les Tlots de Langerhans,

Inhibition de la réabsorption rénale du glucose,

AN N NN

prévention du stress oxydatif, qui peut étre impliqué dans le dysfonctionnement des

cellules béta remarqué dans le diabéte (Jarald et al., 2008).
111.3 Activité anti-oxydante :
111.3.1 Radicaux libres :

Un radical libre est une espece chimique (atome ou molécule) contenant un électron non
apparié dit célibataire. Ce déséquilibre n’est que transitoire et est comblé par ’acceptation
d’un autre électron ou par le transfert de cet ¢électron libre sur une autre molécule (Afonso et

al., 2006).
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111.3.2 Les antioxydants :
Les antioxydants sont des substances qui inhibent ou ralentissent 1’oxydation d’un substrat.
IIs sont présents sous de nombreuses formes et peuvent intervenir en prévention de la

formation des radicaux libres.
I1 existe deux classes d’antioxydants : les endogenes et les exogenes.

Les antioxydants endogénes sont principalement les enzymes superoxyde dismutase,
catalase et glutathion peroxydase dont les mécanismes sont développés plus haut. La
deuxieme partie permet d’appréhender les antioxydants exogénes qui sont, par définition,

apportés de I’extérieur par exemple par 1I’alimentation.
e Antioxydants naturels :

Les antioxydants naturels apportés de I'alimentation comprennent, généralement, de
I'ascorbate, des tocophérols, des caroténoides et des phénols végétaux bioactifs. Les bénéfices
santé des fruits et légumes sont largement dus aux vitamines antioxydantes presentées par un

grand nombre de composés phytochimiques.

e Présentation du test au DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) :

La molécule de DPPH (2,2-diphinol-1-picrylhydrazyl) est définie comme un radical libre
stable par la vertu de la délocalisation de 1’électron disponible, qui provoque la couleur
violette profonde, caractérisée par une absorption. Il réagit avec des groupements amine, les
phénols et les acides. Quand la solution de DPPH est mélangée a celle d’une substance qui
peut donner un atome d’hydrogéne ou un électron, alors ceci provoque la forme réduite
(DPPH2) avec la perte de la couleur violette et 1’apparition d’une couleur jaune pale due a la

présence de groupement picryl et I’absorbance est lue a 517 nm (Gulcin et al., 2003).
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Figure 13: Reéaction du DPPH avec un antioxydant.
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I. Matériel et méthodes :
e Protocole d’étude phytochimique :
Une étude phytochimique d’une espece végétale passe impérativement par ces étapes :

- Récolte de la plante.

- Séchage.

- Broyage.

- Extraction.

- Séparation et identification des produits isoleés.

Ce travail a été effectué au sein du laboratoire de Biochimie Appliquée, Faculté des Sciences
de la Nature et de la Vie Université des Freres Mentouri, Constantine 1 et I’animalerie de
I’Université des Fréres Mentouri. Les différentes étapes de 1’é¢tude sont abrégées dans la
Figure 14.

Eécole dela matiére wegétale

Conservation de la matidre végétale
Brovage des parties séches
Extraction
I
Macération Filtration Ewvaporation
J -
Sereening Activités
phytochimique biologiques
Extrait brut
Dosages des polyphénols Séparation par CCM

[

Béveélation des plaques CCM sous
lampe TV

Figure 14 : Protocole d’étude expérimentale.
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I.1.1 Matériel végétal :

Notre étude porte sur une espéce de la famille des Lauraceae qui est Laurus nobilis L.
La partie aérienne de Laurus nobilis L. a été récoltee au mois de novembre 2020 dans la

région d’el chekkfa wilaya de Jijel, loin de tout impact de pollution.

Aprés la récolte, la partie aérienne (tiges et feuilles) de la plante a été lavée a 1’eau
courante afin de les débarrasser des poussieres et autres particules. La plante a été ensuite

séchée a 1I’ombre dans un endroit sec et aéré pendant 7 jours.

1.1.2 Broyage des parties sec :

Les organes des plantes sélectionnées ont été broyés a 1’aide d’un mortier, pour obtenir

une poudre fine pour qu’elle soit préte a 1’utilisation.

a/ Poudres des feuilles. b/ Morceaux de rameaux.

Figure 15: Parties aériennes de Laurus nobilis L.
1.1.3 Préparation des extraits :

Deux grammes (2g) de poudre végétale de chaque organe sont macérer avec des solvants
de polarité croissante éther de pétrole, chloroforme et méthanol (70 %) dans des flacons,
pendant 24 heures. Aprés filtration nous obtenons Les extraits éthériques, chloroformiques et

hydro-méthanoliques.

Figure 16 : Extraits ethériques, chloroformiques et hydro-méthanoliques préparés.
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1.1.4 Extraction de métabolites secondaires :
e Objectif :

Cette étape consiste a extraire le maximum de molécules chimiques contenues dans les
parties aériennes de la plante Laurus nobilis L. en utilisant des solvants organiques qui

accélerent et augmentent le rendement d’extraction.

a. Macération :

e Principe :

La macération est une méthode qui consiste a laisser la poudre du matériel végétal en
contact prolongé avec un solvant, pour en extraire les principaux actifs. Elle se déroule a

température ambiante ce qui est trés positif pour conserver I’intégrité des molécules.
e Protocole :

On a utilisé 2509 des parties aériennes de la plante Laurus nobilis L. sous forme de poudre
dans un flacon, contenant un mélange solvant: (Méthanol : Eau) (70 :30) ; (v/v) et puis laisser

macérer pendant 72h.

Figure 17 : Le macérat hydro-méthnolique.

Cette maceération est répétée 03 fois. Les macérat hydro-methanoliques ont été filtrés.

—

Figure 18 : Filtration du macérat hydro-méthanolique.
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Le filtrat hydro-alcoolique est concentré a sec, sous pression réduite au moyen d’un

évaporateur rotatif.
b. Evaporation :

Elle est réalisée a 1’aide d’un évaporateur rotatif (Rotavapor) a une température comprise

entre 37 et 40° C, afin d’obtenir un extrait sec.

Figure 19 : Evaporateur rotatif.

Cette étape a permis d’obtenir un extrait organique brut, qui sera récupéré dans des boites de

pétris stériles puis conservés jusqu’a I’utilisation.

Figure 20: L’extrait brut des feuilles de laurier noble .

1.1.5 Screening phytochimique :

Le criblage phytochimique est un ensemble des méthodes et techniques de préparation et
d’analyses des substances organiques naturelles de la plante. Ces techniques permettent de
détecter la présence des produits appartenant a des classes de composés ordinairement

physiologiquement actifs qui sont les composés phénoliques.

E
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1.1.5.1 Criblage des Quinones :

Pour cette étape on a utilisé ’extrait éthérique. La présence des quinones libres est
confirmée par 1’ajout de quelques gouttes de NaOH a 10%, Lorsque la phase aqueuse vire au

jaune, rouge ou violet indique la présence des quinones (Dohou, 2003).
1.1.5.2 Criblage des Anthraquinones :

Aux extraits chloroformiques des organes de Laurus nobilis L. (tiges, feuilles) on ajoute 2
ml de KOH 10%, apres agitation, la présence des anthraquinones est confirmée par un virage

de la phase aqueuse au rouge (Ribérreau, 1968).
1.1.5.3 Criblage des Flavonoides :

Le criblage des flavonoides se réalise a partir de 12 ml de I’extrait hydro-méthanolique de
chaque organe. L’extrait est réparti dans 3 tubes, le premier tube servant de témoin, le
deuxiéme et le troisieme tube pour réaliser les deux tests (test de Wilstater et test de Bate-
Smith) :

e Test de Wilstater : 3 a 4 gouttes d’HCI concentré + 3 a 4 tournures de Mg puis laissé
agir, apres quelques minutes le changement de coloration est observé (la présence des
flavones est confirmée par 1’apparition d’une couleur qui vire au rouge pourprée «
flavonols », rouge violacées « flavonones et flavanols »).

e Test de Bate-Smith : additionner dans le troisieme tube quelques gouttes de HCI

concentré porté au bain marie pendant 30 minutes a une température de 70 C°.

L’apparition d’une coloration rouge ou brun dénote la présence des anthocyanes.

1.1.5.4 Criblage des Tanins :

La solution hydro-méthanolique est repartie dans trois tubes, le troisiéme tube servant de

témoin :

e Tube n°l : Addition de quatre a cinq gouttes de gélatine a 1% 1’apparition d’une
précipitation signifie la présence de tanins.

e Tube n°2 : Addition de quatre a cing gouttes de FeCl; en solution hydro-
méthanolique. La couleur vire au bleu noir en présence de tanins galliques et au brun

verdatre en présence de tanins catéchique (Rizk, 1982).

-
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1.1.5.5. Criblage des Coumarines :

e Protocole :

2 g de matériel végétal en poudre mélangé a 10 ml de CHCls, apreés filtration les extraits
chloroformiques sont soumis & une chromatographie sur couche mince (CCM) avec un éluant:
Mélange Toluéne : AcOEt (34 :14) ; (vIv).

Les chromatogrammes obtenus sont visualises sous UV visible a 366 nm. L’apparition des

spots en couleur bleu indique la présence des coumarines.
1.1.5.6. Criblage des stérols, stéroides et triterpénes :

Dépigmenter 100 mg d’extrait hydro-méthanolique par addition de 10ml de cyclohexane et
agitation pendant 5 minutes et dissoudre le résidu dépigmenté dans 12 ml de chloroforme.

Sécher la solution obtenue sur Na. SO4 anhydre, puis filtrer. Répartir le filtrat dans quatre

tubes a essai, le 4éme tube servira de témoin.

e Tube n° 1 (test de Salkowski) : Incliner le tube a 45°C, ajouter 4 a 5 gouttes de Ha

SO4. Le changement de coloration est noté immédiatement. Agiter le mélange

Iégerement et noter le changement graduel de coloration : une coloration rouge
indique la présence de stérols insatureés.

e Tube n°2 (test de Libermann-Burschard) : Additionner quatre gouttes d’anhydride
acétique puis agiter légerement. Ajouter une goutte de H: SOas concentré. Le
changement de coloration est observé pendant une heure : une coloration bleu-vert
indique la présence de steroides tandis que rouge-violet a rose dénote la présence de

triterpenes.

e Tube n°3 (test de Badjet-Kedde) : Additionner quelques grains d’acide picrique.

L’apparition d’une coloration orange est due aux stéroides lactoniques.

-
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1.1.5.7. Criblage des Alcaloides :

Dans un tube a essai de 16 ml, on introduit 0,5 mg de poudre végétale d’un organe définie
de I’espece étudiée avec 10 ml d’acide sulfurique (1%), on agite pendant 2 minutes, Aprés

filtration on partage le filtrat entre trois (3) tubes et on ajoute respectivement au :

e Tube n°1: quelques gouttes de réactif Dragendorff.
e Tube n° 2 : quelques gouttes de réactif Mayer.

e Tube n® 3: reste comme un témoin.

L’apparition d’une précipitation et une coloration de tube 1 en orange et le tube 2 en jaune

confirme la présence des Alcaloides.
1.1.5.8. Criblage des saponosides :

Les saponosides sont caractérisés par un indice de mousse, il suffit de mettre en évidence
leur pouvoir aphrogéne en observant la mousse trés fine qui se forme aprés une simple

agitation énergique (pendant 15 secondes) (Bruneton ,1999).

e Protocole expérimental :

On introduit 1 g de poudre végétale de chaque organe des plantes dans des tubes a essaies
on ajoute 10 ml d’eau distillée, puis on chauffe I’extrait au bain marie a 85°C pendant 20 min,
apres refroidissement on agite manuellement de facon que le tube soit en position horizontale
pendant 15 secondes. Apres 10 minutes de repos une mousse se développe indiquant la

présence des saponosides :

- Pas de mousse = test négatif.
- Mousse moins de 1 cm = test faiblement positif.
- Mousse de 1 a 2 cm = test positif.

- Mousse plus de 2 cm = test tres positif.

1.1.6. Chromatographie analytique sur couche mince (CCM) :

La chromatographie sur couche mince est une méthode de séparation des composés qui
permet d’analyser la complexité d’un mélange. Cette technique a été utilisee pour visualiser la

séparation des molécules des deux extraits (Abedini, 2013).

-
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e Principe :

La chromatographie sur couche mince repose sur les phénoménes d’adsorption,
d’interactions et de polarité. Un mélange de composés est placé sur un support solide (phase
stationnaire) plongé dans un solvant (phase mobile) qui se déplace par capillarité le long de la
phase stationnaire. La phase mobile va entrainer les composes qui migreront & une hauteur
variante en fonction de leur affinité pour la phase stationnaire et la phase mobile. On peut

ainsi caractériser les composés selon leur Rf (Abedini, 2013).

8
= L Fo-O-08
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limitant échantillon sur la plague Elution des taches

Figure 21 : Principe de chromatographie.
e Mode opératoire :

A- Préparation de la phase mobile : La cuve de migration est partiellement remplie du
mélange de solvant (phase mobile) afin qu’elle soit saturée en vapeur d’¢luant ce qui facilite
et améliore la migration. La phase mobile est constituée d’un mélange de solvants. Différents

systemes solvants ont été essayés pour définir celui qui donne une meilleure séparation.

Tableau 7 : Les différents systemes solvants utilisés pour la CCM.

Les systéemes Systémes solvants Proportions
solvants utilises Hexane/acétate d’éthyle. (2 :8) ; (viv).

Acétate d’éthyle/ Méthanol (10/1/0,5) ; (viviv).

/Eau distillée.

Ether de pétrole/ acétate (8/2) ; (viv).
d’éthyle.

Chloroforme/méthanol. (9/2) ; (viv).

- la phase stationnaire : La chromatographie sur couche mince a été réalisée sur des

plaques pré-étalées de gel de silice sur des plaques en aluminium.

<
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Figure 22 : Plaque de CCM.

C- Le dépdt des échantillons : Le dépot se fait a I’aide d’une pipette pasteur sur les points
marqués au long de la ligne de la plaqgue CCM. Le diametre de la tche ne doit pas dépasser 4
mm pour réussir la séparation des échantillons. Pour chaque extrait on fera 2 a 3 dépots
successifs. Le dépot de produit doit étre effectué¢ de fagon homogene a I’aide d’un capillaire

sans creuser le support solide (Erika et al., 2008).

Figure 23 : Dépdt des échantillons.

D- Développement des plaques : Chaque plaque est déposée en position verticale ou
Iégerement inclinée dans la cuve préalablement saturée par les vapeurs du systeme solvant
approprié, I’échantillon a étudier sera plus ou moins entrainé par capillarité de la phase mobile
vers le haut de la plague (chromatographie ascendante) (Sine, 2003). Lorsque le front de
séparation arrive a 2 cm de I’extrémité supérieure de la plaque, on retire cette derniére de la

cuve. La plaque est séchée a I’aire libre. (Figure24).

E
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Cuve Plaque
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Ligne de dépét '
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Figure 24 : Développement de la plaque.

1.1.7 Dosage des composés phénoliques totaux :

A partir de la solution mére (1 mg/ml) des extraits hydro-méthanoliques des feuilles, de
plante Laurus nobilis L. nous avons préparé deux répétitions pour le méme extrait (125
uL).Une prise de 125 pL de I’extrait dilué (SM) est mélangée avec 500 pL d’eau distillée et
125uL de réactif de Folin-Ciocalteu. Aprés une agitation vigoureuse du mélange suivie d’un
repos de 3 minutes, une prise de 1250 puL de Na,CO3 de 2 a 7% est additionnée. Enfin le

mélange obtenu est ajusté par de 1’eau distillée a 3 ml.

Figure 25: Solutions préparés.

Aprées un repos de 90 minutes a 1’obscurité, la lecture de 1’absorbance est effectuée a une

longueur d’onde de 360 nm (Heilerova et al., 2003).

E
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La gamme ¢étalon est préparée avec de 1’acide gallique a des concentrations variables de
50, 100, 200, 300, 400, 500 mg.l-1. Les teneurs en polyphénols sont exprimées en mg
d’équivalent acide gallique par gramme de matiere séche (Mg/EAG.g TMS). (Singleton et al.,
1999).

1.2 Evaluation des activités biologiques :

1.2.1 Etude de pouvoir antioxydant :

Les extraits méthanoliques sont testés pour leur pouvoir antioxydant par la méthode
piégeage du radical libre DPPH et pour évaluer I’ Activité antioxydante, nous avons utilisé la
méthode du DPPH (2.2-diphényl-1-picrylhydrazyl) selon le protocole décrit par (Lopes-Lutz
et al., 2008).

Dans ce test les antioxydants réduisent le 2.2-diphényl-1-picrylhydrazyl ayant une
couleur violette en un composé jaune, le diphénylpicrylhydrazine ; dont I’intensité de la

couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présent dans le milieu.

1-Nous avons dissous 0.05g de poudre d’extrait de Laurus nobilis L. dans 10ml de MeOH

(solution mére).

Figure 26 : Solution mére de concentration 0.05g/ml.

Apres nous avons préparé 4 concentrations différentes :

e 3mg/ml:3mldeS.M +2mlde MeOH.
e 2mg/ml:2mldeS.M + 3 mlde MeOH.
e 1mg/ml:1mldeS.M +4mlde MeOH.
e 0.5mg/ml:0.5mldeS.M+ 4.5 de MeOH.
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Figure 27: Les quatres différentes concentrations préparés.

2-Préparer dans un erlen la solution du DPPH (0.5 mg du DPPH dissoudre dans 100 ml de
MeOH).

Figure 28 : Solution DPPH 0.5mg/100ml.

Prendre 30 puL de chaque solution préparé puis ajouter 3 ml de DPPH.

Figure 29 : Les solutions préparés (30 uL des 4 concentrations avec 3ml de DPPH).

3- Les différentes concentrations préparées sont mises dans le vortex quelques minutes pour
bien mélanger. Les tubes sont mis a I’incubation en obscurité et a température ambiante

durant 30 minutes.

E
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4- La lecture de I’absorbance est faite contre un blanc préparé pour chaque concentration a

517 nm.

Figure 30 : Un spectrophotométre.

Les résultats peuvent étre exprimés en tant qu’activité anti-radicalaire ou I’inhibition des

radicaux libres en pourcentage (%) en utilisant la formule suivante :

1% = (A blanc — A échantillons) x 100 / A blanc.

- 1% = (A blanc — A échantillons) x 100 / A blanc.
- Ablanc : Absorbance du blanc (DPPH dans le MeOH).

- A échantillon : Absorbance du composé d’essai.
1.2.2 Evaluation de I'activité anti-inflammatoire :

a. Matériel végétal :

Le matériel végétal est constitué de 1I’extrait hydro-méthanoliques des feuilles de la plante

Laurus nobilis L.
b. Matériel animal -

Des rats adultes males de souches Wistar dont le poids est compris entre 304g et 392g ont
¢té utilisés pour cette étude. Ces rats ont été élevés a l'animalerie de 1’université des freres

Mentouri.

Les rats ont été places dans des cages éetiquetées transparentes en polypropyléne ou
chaque cage regroupait 3 lots homogenes de 4 rats ,une semaine avant 1’étude pour leur
permettre une adaptation aux nouvelles conditions du milieu. (Epa et al., 2015), et vivait a

une température ambiante de 20 a 24°C, avec un cycle de 10/14 h (lumiere/obscurité), et
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disposais d’un libre acces a la nourriture et a I'eau de robinet, La litiére utilisée est de la sciure

renouvelée 3 fois par semaine pour garder le bon conditionnement hygiénique des rats.

Figue 31 : Rats adultes de souche wistar.
c. Réactifs :

Solution de formol 1% dans I’eau physiologique, extraits EMLN feuilles, acide 2-[2-(2,6-
dichlorophenyl)amnophényl] éthanoique (diclofenac) comme anti-inflammatoire de référence.

e Protocole expérimentale :

L'eedéme est provoqué par l'injection dans 1'aponévrose de la plante du pied d’une solution

de formol a 1%.

Selon laquelle I’inflammation est induite par injection de formol au niveau de la volte
plantaire de la patte droite du rat. L’cedéme causé par cet agent phlogogene sera traduit en
volume et mesuré par le Pléthysmometre ce qui permet de suivre I’évolution du processus
inflammatoire. Pour chaque essai de I’activité anti-inflammatoire, trois lots de quatre souris

ont été utilisés. Ces souris ont été mises a jeun, 17 heures avant 1’essai (Epa et al., 2015).

Lot témoin : Les rats de ce lot recoivent 4 ml/kg de la solution véhicule (eau
physiologique) par voie intra-péritonéale (ip), 30 mn avant I’injection de 0.04 ml de
formaldéhyde 1% dans la vodte plantaire de la patte droite du rat.

Lot référence : Les rats de ce lot ont été traités par voie (ip) avec un anti-inflammatoire
utilisé en thérapeutique, 30 mn avant I’injection du formol, I’administration de I’anti

inflammatoire se fait a raison de 25mg/kg.

E
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Figure 32 : Injection des rats par voie intra-péritonéale.

Le suivi de I’évolution de 1I’cedéme se fait par mesure des deux pattes : une patte traitée

P(t) et une patte non traitée P(nt), et ceci a 0. 30, 60, 120 et 180 mn apres injection du formol.

L’activité anti-inflammatoire des produits testés et son évolution ont été estimés par la

détermination des pourcentages moyens d’inhibition de I’cedéme, calculés suivant la formule.

[ % d'inhibition = 100 x (VVo) témoin - (V-Vo) traité/ (Vi-Vo) témoin J

- Vo représente le volume de la patte a t=0 (avant injection du formol).

- Vtreprésente le volume de la patte a un temps (t) quelconque.

Figure 33 : Mesure d’évolution d’cedéme de la patte traitée du rat.

E
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1.2.3 Evaluation de Pactivité antidiabétique :

1. Test de tolérance au glucose (OGTT = oral glucose tolérance test) :

Test de tolérance au glucose par voie orale est I’index dérivés L’OGTT (ou Hyperglycémie

Provoquée par voie Orale, HGPO), est un test simple, utilisé en routine clinique.

Apres une nuit de jelne, des échantillons de sang, pour détermination des concentrations de
glucose et de I’insuline, sont prélevés a 0, 30, 60 et 120 minutes apres une charge orale de
glucose (75 g) chez I’humain). La tolérance au glucose est reflétée par 1’efficacité¢ de
I’organisme a faire diminuer la glycémie apres une charge en glucose. (Choukem et Gautier,
2008).

a. Matériel vegeétal :

Extraits hydro-méthanoliques des feuilles de Laurus nobilis L. préalablement préparés par

macération.
b. Matériel animal :

Des rats adultes males de souches Wistar dont le poids est compris entre 220g et 3449 ont
été utilisés pour cette étude, ces rats ont été élevés a l'animalerie de I'université des fréres

Mentouri.

Les rats ont été placés dans des cages transparentes en polypropylene ou chaque cage
regroupait 4 lots homogénes de 4 individus chacun, et vivait a une température ambiante de
20 a 24°C, avec un cycle de 10/14 h (lumiere/obscurité), et disposent d’un libre accés a la
nourriture et a I'eau de robinet, La litiére utilisée est de la sciure de bois, renouvelée 3 fois par

semaine pour garder, le bon conditionnement hygiénique des rats.
c. Réactifs :

e Solution de glucose 29/1000g dans du sérum physiologique.
e Extraits méthanoliques des feuilles de Laurus nobilis L. : 300mg/kg.
e Du bionorm comme antidiabétique oral de référence a raison de 0.5mg/1000g.

e [’eau physiologique 250mg/kg comme substance témoins.

-
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2. Induction du glucose :

Pour évaluer I’activité antidiabétique de I’extrait de Laurus nobilis L. un diabete sucré
similaire au diabete de type II a été induit par gavage d’une dose unique de glucose a raison

de 2g/1000g de poids corporel aux rats mis a jeun pendant environ 16 heures.

Figure 34 : Gavage d’une dose imique de glu-cose a raison de 2g/1000g de poids corporel.
e Protocole expérimentale :
Avant le test, les rats ont été mis a jeun pendant 16 heures.

Dans ce model expérimental, 4 lots homogénes de 4 rats males Wistar Albinos par gavage

au glucose.

e Le groupe 1 (control normal) recoit un gavage avec de 1’eau physiologique NaCl 0,9%
a raison de 250mg/kg, avant 30 min de I’administration de glucose.

e Le groupe 2 (control diabétique) recoit un gavage de bionorm a raison de 0.5mg/kg
avant 30 min de I’administration de glucose.

e Le groupe 3 recoit un gavage unique de I’extrait EMLN feuilles. & raison de
300mg/kg.

e [’cau physiologique, le bionorm et I’extrait de feuilles ont étaient administré aux 3

groupes de rats a t-30min.

Les rats ont ensuite recu le glucose de 2g/kg de poids corporel d'une solution de glucose a
100 mg/ml administré par gavage lui aussi a tp soit apres le prétraitement en eau

physiologique, bionorm et extrait EMLN feuilles respectivement.
Le glucose sanguin a été mesuré a t : -30min, t: 0, 30min, 60min, 120min, et 180min.

L’¢évaluation du taux glucose sanguin est faite a 1’aide d’un glucometre et des bandelettes
adaptées (accu-chek active, Roche) le sang est prélevé au niveau de la veine principale de la

gueue (obtenu par une coupe de 2mm).
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I1. Résultats et discussion

11.1. Screening phytochimiques :
Les tests phytochimiques réalisés sur différents organes de 1’espéce étudiée Laurus nobilis L.
afin de caractériser les groupes de métabolites secondaires.
Ces réactions sont basées sur des phénomenes de précipitation ou de coloration par des

réactifs spécifiques.

11.1.1. Criblage des composés phénoliques:

a. Criblage des Quinones :

Les quinones libres sont disponibles a 1’état de traces dans les feuilles, et ne sont pas

détectés dans les tiges de 1’espéce Laurus nobilis L.

1/ EELN tiges et feuilles témoin (-). 2/ EELN tiges et feuilles test.
Figure35: Photographie des résultats de criblages des quinones de I’espeéce Laurus nobilis L.
b. Criblage des Anthraquinones :

Les extraits des organes de la plante Laurus nobilis L. contiennent les anthraquinones a

1’état de trace, les phases aqueuses ayant Iégerement viré au rouge.

Figure 36 : Photographie des résultats de criblages des Anthraquinones de 1’espéce

Laurus nobilis L.
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c. Criblage des anthocyanes :

Le criblage phytochimique des anthocyanes a révélé que les feuilles et tiges de 1’espéce

Laurus nobilis L. sont dépourvues de ces molécules.

d. Criblage des flavonoides :

La mise en évidence des flavonoides dans les extraits méthanoliques de la plante Laurus

nobilis L. a révélé que les feuilles sont plus riches en flavonoides que les tiges.

Figure37: Photographie des résultats de criblages des flavonoides 1’espéce Laurus nobilis L.

e. Criblage des tanins :

L’apparition d’une couleur verte-noiratre dans les extraits hydro-méthanoliques des feuilles
et tiges de la plante étudiée avec le FeCl; indigue que les organes testés sont tres riches en

tanins galliques.

1/ EMLN tiges. 2/ EMLN feuilles.

Figure 38: Photographie des résultats de criblages des tanins de 1’espéce Laurus nobilis L.
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Tableau 08 : Résultats de criblage des composés phénoliques de I’espéce Laurus nobilis L.

Espéce Laurus nobilis L.

Organes Tiges Feuilles
Quinones - +
Anthraquinones + +
Anthocyanes - -
Flavonoides ++ +++
Tanins +++ +++

- . Réaction négative.

+ : Réaction faiblement positive.
++ : Réaction moyennement positive.

+++ : Réaction fortement positive.

f. Criblage des coumarines :

La visualisation des chromatogrammes, sous UV-Vis a onde 366 a révelé la présence

des spots bleus indiquant que les tiges et feuilles de 1’espéce Laurus nobilis L. contiennent

des coumarines.

Tableau 09 : Chromatogrammes des coumarines des extraits EMLN (a 336 nm).

Systéme | A I’eeil nu
Espéce
Laurus
nobilis L.
- =%
¢
i

UV 254

UV 366
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11.1.2. Criblage des sterols stéroides et triterpénes :

L’investigation phytochimique des stérols insaturés a montré que les feuilles et tiges de

laurier noble sont trés riches en stérols.

Les triterpenes, existent uniquement dans les feuilles de Laurus nobilis L. a des quantités

minimes. Par contre les tests n’ont pas révélé la présence de stéroides dans la plante.

EMLN tiges. EMLN feuilles.

Figure39 : Photographie des résultats de criblages des stérols stéroides et triterpénes de

I’espéce Laurus nobilis L.

Tableau 10: Résultat de criblage des stérols, stéroides et triterpenes de Laurus nobilis L.

Espece Laurus nobilis L.

Composé chimique Réactifs Tiges Feuilles
Sterols H,SO, +++ +++
Stéroides Anhydride acétique +++ S
Stéroides lactoniques Acide picrique ++ -

- . Réaction négative.
+ : Réaction faiblement positive.
++ : Réaction moyennement positive.

+++ : Réaction fortement positive.

E
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11.1.3. Criblage des alcaloides :

Les feuilles de laurier noble contiennent les alcaloides en grandes quantités tandis que leurs

présences dans les tiges sont moindres.

Tableau 11 : Résultat de criblage des alcaloides de I’espece Laurus nobilis L.

Espece Laurus nobilis L.

Organes Tiges Feuilles
Dragendorff + ++
Mayer + ++

- . Réaction négative.
+ : Réaction faiblement positive.
++ : Réaction moyennement positive.

+++ : Réaction fortement positive.
11.1.4. Criblage des Saponosides :

Apres calcul de I’indice de mousse, nous avons constaté la présence de saponosides dans

P’extrait de Laurus nobilis L.

Tableau 12 : Résultats de criblage des saponosides de 1’espéce Laurus nobilis L.

Espece Laurus nobilis L.
Organes Feuilles
Saponosides +++

- : Réaction négative.
+ : Réaction faiblement positive.
++ : Réaction moyennement positive.

+++ : Réaction fortement positive.

Figure 40 : Photographie des saponosides de 1’espéce Laurus nobilis L.
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11.1.5. Etude analytique sur chromatographie CCM :

L’étude analytique des extraits hydro-méthanoliques des tiges et feuilles du Laurier par
CCM, en utilisant les systemes éluants S1[Hexane/acétate d’éthyle], S2[Acétate
d’éthyle/méthanol/eau ], S3 [Ether de pétrole / Acétate d’éthyle] et S4 [Chloroforme
/Méthanol], visualisée avec UV 336 nm, a montré que les tiges et feuilles de Laurus nobilis
L. contiennent des métabolites secondaires, tels que les flavonoides et terpénes ce qui

confirme les résultats obtenus lors des criblages phytochimiques.

Tableau 13: Résultats des plaques de CCM prise aprés la révélation a lumiere UV (336nm)
de I’extrait EMLN feuilles.

Espece Laurus nobilis L.

Systeme | Apres révélation au vanilline UV a 254 nm UV a 336 nm

S1

S2

S3

S4
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Tableau 14 : Résultats des produits separés par CCM.

Systemes solvants Dosage Observations Type de composés
Rexane / acétate d’ethyle | (2:8); (v/V) Taches bleu-vert Terpenes
Acétate d’éthyle/ méthanol / | (10:1:0,5); Taches bleu-vert Terpénes

eau (VIviv)
Ether de pétrole / Acetate (8:2); (viv) Taches jaunes Flavonoides
d’¢thyle Taches bleu-vert Terpenes
Chloroforme /Méthanol (9:1); (viv) Taches jaunes Flavonoides

11.2. Dosage des composés phénoliques :
Le dosage des phénols totaux a été effectué par la méthode spectrophotométrique adapté de

(singleton et rose ;1965), avec le réactif de Folin-Ciocalteu.

Les quantités des polyphénols totaux correspondantes a chaque extrait ont été rapportées en
équivalent gramme d’acide gallique et déterminé par 1’équation de type : y= 0.002x+0,022

Sachant que R2=0.988.

Courbe d' etalonnage

v =0,002x + 0,022
R? = 0,938

Absorbance

T T T
(o] 100 200 300 400 500 600

concentration

Figure 41 : Courbe d'étalonnage d’acide gallique.

Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par un gramme de

I’extrait. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant.

Figure 42 : Photographie du dosage des composés phénoliques des feuilles du Laurier noble.
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Tableau 15 : Résultats de quantification des composés phénoliques totaux chez Laurus

nobilis L.
Laurus nobilis L. Teneur en poly phénols totaux (mg EAG/gMS)
EMLN feuilles 145 mg EAG/g MS.

Nos resultats révélent que la plante Laurus nobilis L. est riche en polyphénols avec une teneur
de (145 mg EAG/g MS).

e Interprétation relatif aux criblages :
Les résultats du screening phytochimique de la plante Laurus nobilis L. sont reportés dans

les tableaux précédents.

C’est principalement les polyphénols, les flavonoides, les tanins, les terpénes, les
alcaloides et les saponines qui sont détectés dans laurier. Les anthocyanes et les dérives

anthracéniques n’étaient pas mis en évidence par le screening phytochimique.

L’¢étude compléte du screening phytochimique met en évidence la présence des composés
chimiques possédants des activités biologiques intéressantes, notamment les substances

polyphénoliques (Tanins et Flavonoides).

Les tanins surtout galliques possédent une grande activité anti-oxydante, ce sont de tres
bons piégeurs des radicaux libres et inhibent la formation du radical super oxyde.

Par ailleurs, les saponosides sont connus par leur effet anti-inflammatoire anti-cedémateux

et anti-cancéreux.

Les flavonoides possédent des activités anti-oxydantes, anti-inflammatoires et jouent un
réle positif dans le traitement des maladies cardiovasculaires et neuro-dégénératives. Dans
certains cas ils sont connus pour leur activité antivirale, antimicrobienne et anti-tumorale.
L’extrait de Laurus nobilis L. par la présence de ses familles chimiques, révele des activités
pharmacologiques potentielles, cette plante donc constitue une cible de choix pour enrichir la

production des médicaments.

*
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11.3. Activités biologiques :
11.3.1. Activité antioxydante :

L’étude du pouvoir antioxydant en utilisant, le radical libre DPPH a montré que ’EMLN

feuilles, a une activité significative, avec un meilleur taux d’inhibition.

Tableau 16 : les pourcentages d’inhibition d’EMLN feuilles.

pg/ml Extraits 50 100 200 300
% d’inhibition EMLN (feuilles) | 49,12% | 64,25% | 76,55% | 83,66%

Droite de l'activité anti oxydante

100 y=0,131x + 47,1
R?=0,9201
80
®
5 60
2
= G
2 4
£
20
0
0 50 100 150 200 250 300 350

concentration Jg\ml

Figure 43 : Pourcentage d’inhibition du radical libre en fonction des concentrations

d’extrait EMLN feuilles.

Nos résultats montrent un meilleur effet antioxydant des extraits des feuilles de Laurus

nobilis L. car environ 83,66% du DPPH sont inhibés a une concentration de 3mg/ml.

Ces résultats permettent de conclure que ’EMLN feuilles possédent une assez bonne

activité antioxydante, ce qui confirme les résultats du dosage polyphénols.

L’étude de I’activité antioxydante d'extraits méthanoliques des feuilles de Laurus nobilis L.
a réveélé que cette espéce a un pouvoir antioxydant puissant avec Clsp=22.13 .Ce pouvoir
antioxydant de I’extrait aqueux s’explique par la présence des composés phénoliques
notamment les flavonoides présents dans la plante étudiée, et qui est connu comme substance

antioxydante ayant la capacité de piéger les espéces radicalaires et les formes réactives de

I’oxygene.
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11.3.2. Activité anti-inflammatoire :

L’¢tude a été congue in vivo pour évaluer l'activité anti-inflammatoire d’extrait des
feuilles de la plante Laurus nobilis L. & la dose de 240 mg/kg en administration par voie intra-
péritonéale. Les expériences sont réalisées sur le modele de 1'eedéme de la patte des rats induit
par le formol 1%, les résultats obtenus ont été comparés a ceux d’un médicament le
diclofenac qui est un anti-inflammatoire non stéroidien et a ceux du contrle négatif (eau

physiologique).

Tableau 17: Evolution de I’cedéme traité par 1’eau physiologique, Diclofinac et EMLN.

(ml) TO T30 T60 T120 T180

min

Eau physiologique | 0 3,25 4,5 4,25 4,25
+0,15 |+£0,21 |+0,18 |%0,12

Diclofinac 0 2 2 2 2,75
+0,07 |£0,09 |£05 +0,11

EMLN 0 1,2 2 2,2 3
+0,21 |05 +0,2 +0,15

Apres I’injection de I'eau physiologique, le formol entraine une augmentation
significative du volume de la patte des rats de : 3,25 4,5 4,25 et 4,25 simultanée a un temps de
30 mn, 60 mn, 120 mn et 180mn.

L’injection du diclofenac a la dose de 10 mg/kg par voie i-p anticipe de fagon significative
l'augmentation du volume de la patte du rat. Elle est de: 2 , 2 , 2 , et 2,75 apres
respectivement 30, 60, 120, 180 mn.

L’extrait EMLN feuilles a fortement inhibé 1’évolution du volume de 1’cedéme de la patte
du rat, de ce fait cet extrait a montré une efficacité anti-inflammatoire presque similaire a

celle du médicament préconisé (le diclofenac).

Les valeurs d’inhibitions enregistrées sont de : 1,2 , 2, 2,2 et 3 correspondants aux temps

respectifs de 30, 60, 120 et 180 mn, et ce aprés 30 mn de I'injection du formol.
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Figure 44: Evolution du % du volume de l'cedéme sous ’effet de 1’extrait EMLN et du

diclofénac.

Tout comme le Médicament le diclofénac (substance de référence), la plante L.nobilis
induit une action sensiblement similaire et méme meilleure durant les 60 premiéres minutes ,

sur les phases d’inflammation provoquées par le formol 1%.

Ceci montre que I’extrait aqueux de Laurus nobilis L. aux doses efficaces, présentent une

activité anti-inflammatoire sur les différentes étapes du processus inflammatoire.

Les effets observés avec notre extrait justifient I'utilisation traditionnelle de la plante dans

le traitement d'inflammation et de la douleur.

11.3.3. Résultats et évolution de la glycémie :

Pour I’évaluation de I'activité antidiabétique de 1’extrait EMLN feuilles de la plante Laurus
nobilis L. 1I’étude a été réalisée in vivo, sur rats males, a la dose de 300 mg/kg et en
administration par voie intra-péritonéale. Les expériences sont réalisées sur la base du test de
tolérance au glucose, administré par voie orale, Les résultats obtenus ont été comparés a ceux
d’un médicament le bionorm (Glibenclamide a 0.5mg/ kg) qui est un antidiabétique oral de la
famille des sulfamides hypoglycémiants, utilisé dans le traitement du diabéte de type 2.

Les témoins sont des rats administrés par 1’eau physiologique (NaCl 0.9 %, 10 ml/kg).
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Tableau 17: Evolution de taux glycémie traité par 1’eau physiologique, bionorm et EMLN.

Min T-30 TO T+30 | T+60 | T+120 T +180
Mg/dl
Eau physiologique 975 |1175| 1725 140,5 117,5 94
Bionorm 8255 |61,25| 935 74,75 79,25 61,25
EMLN 69 94,5 | 142,75 | 1285 95,75 86

La glycémie des rats témoins (n’ayant recu que de I’eau physiologique) est en
augmentation significative, pendant la durée de [ 0 & 60 min]. Elle est de 97,5 & 140,5 g/I.
Apres 30 mn du gavage de glucose. de t= 60 - 120 min, le taux de glycémie a enregistré des
valeurs de 140.5-117,25g/I.

Le glibenclamide (substance de référence), administré a la dose de 30 mg/kg, entraine
également une diminution de la glycémie des rats traités. Cette hypoglycémie est
significative.

Apres I’administration du glucose, le taux de glycémie augmente, progressivement atteignant
la valeur maximale de 93.5 mg/dl. A partir de t= 60 -120 : c’est I’hypoglycémie (74,75- 79,25
mg/dl), respectivement.

La glycémie des rats ayant regus de 1’extrait EMLN, un pic hyper glycémique a été observé
a 30 min, aprés I’administration de glucose de 94,5 a 142,75mg/dl, suivi d’'une diminution
significative de t=60 - 120 min (128,5 & 95,75 mg/dl).
Les résultats obtenus ont montré que les feuilles de laurier ont un effet hypoglycémiant.

Evaluation de la glycémie en fonction du temps chez les rats a jeuns

\ = | 'eau physiologique
Ty .
80 P Bionorm
a——————
o ‘\/ \ EMLN

mg/dl
)
o

taux de glycémie sanguin

T-30 min TO T+30 min T+60 min T +120 minT +180 min

Figure 45 : Variation du taux de glycémie sous 1’effet de I’extrait EMLN et le bionorm en

fonction du temps.




Chapitre 02 : Résultats et discussion.

L’examen du graphique ci-dessus montre que les rats ayant subis I’injection de I’extrait de
la plante Laurus nobilis L. EMLN ont répondues positivement a I’extrait en enregistrant une
baisse significative du taux de glycémie a T+60 min aprés I’inoculation du glucose, et ce, par
rapport aux rats administrés par 1’eau physiologique, par conséquent les résultats sont
considérés comme probants et pratiguement presque similaires aux taux obtenus sur les rats

pour lesquels a été injecté le médicament de référence (Bionorm).
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CONCLUSION :

Etant donné la toxicité et/ou les effets secondaires indésirables des molécules de synthése
ainsi gque la résistance de certains pathogénes face aux méedicaments existants, 1’utilisation des
plantes qui contiennent des composés bioactifs est en progression constante. En effet, compte
tenu de leur meilleure biocompatibilité, on observe une demande croissante des produits

d’origine naturelle.

L’objet de notre travail a porté sur 1’étude phytochimique de Laurus nobilis L. Le choix
de cette plante médicinale est basé sur quelques données ethno pharmacologiques

Une ¢étude bibliographique réalisée sur cette espece a montré que 1’on ne disposait que de
peu d’informations de nature chimique et biologique. Pour pallier ce manque d’informations,
notre étude s’est focalisée sur les analyses qualitative et quantitative, les évaluations du
potentiel antioxydant et d’activité biologique des extraits de la plante traitée.

Nos résultats du dosage polyphénols et chromatographie sur couche mince, montrent que
la plante étudiée contient des composés phénoliques isolés dans 1’extrait de feuilles de Laurus
nobilis L.

Le criblage phytochimiques des extraits hydro alcooliques a mis en évidence les composés
suivants : les polyphénols, les flavonoides, les tannins et les saponines.

Concernant les activités biologiques effectuées sur les extraits EMLN feuilles.
L'évaluation de I’activité anti-inflammatoire, testé in vivo sur la patte des rats, en mesurant le
volume de l'cedéme induit par le formol 1%, a montré que l'extrait des feuilles de laurier a des
doses appropriés (240 mg/kg) a fortement inhibé le développement de I’cedéme de la patte
chez les rats males, de ce fait, nous considérons que les feuilles de Laurus nobilis L. ont un
fort effet anti-inflammatoire.

L'évaluation de l'activité antidiabétique, in vivo sur des rats males, de souche Wistar
albinos, élevés dans des conditions favorables (habitat, température, humidité, lumiére,
nourriture...... ). Les mesures du taux de glycémie, par glucomeétre, obtenues, ont montré que
I'extrait EMLN feuilles a un effet hypoglycémiant.

L’évaluation des propriétés anti-oxydantes révele que la plante étudiée manifeste une forte
activité. En outre il existe une corrélation positive entre 1’activité anti-oxydante et la teneur en
composés polyphénoliques.

L’effet pharmacologique de notre plante a été mis en évidence par une évaluation de leurs
propriétés biologiques. Il apparait que la plante laurier noble, et plus particulierement les

.
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feuilles de Laurus nobilis L. présentent des propriétés antidiabétiques, anti-inflammatoires et
anti-oxydantes intéressantes.

Les travaux présentés dans cette thése représentent notre humble contribution a I'étude
phytochimique et pharmacologique de cette plante medicinale. Les résultats obtenus
constituent une base scientifique qui justifie 1’utilisation traditionnelle de Laurus nobilis L.
dans la prise en charge de diverses pathologies.

Le theme élaboré par nos soins qui a mis en évidence les propriétés pharmaceutiques de la
plante Laurus nobilis L. mérite une étude plus approfondie des principes actifs de la plante
relatifs aux activités déja étudiées et celles non encore abordées.
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Résumeé :

Ces derniéres décennies, les plantes médicinales et leur utilisation en thérapie ont vu leur essor se
développer de facon notable, et ce, pour différentes raisons : économiques, sociales et culturelles.
Cependant, 1’automédication par ces plantes n’est pas tout a fait sans risque d’ou la nécessité de
soumettre ces plantes a une étude scientifique rigoureuse pour s’assurer de leurs efficacités

médicinales.

Nos travaux de recherche ont visés 1’étude phytochimique et 1’évaluation in vivo, de 1’activité anti-
inflammatoire, antidiabétique et antioxydante sur des extraits bruts de 1’espéce Laurus nobilis L.
Le screening phytochimique, des parties aériennes, (tiges et feuilles) de la plante, a mis en évidence la
présence des anthraquinones, flavonoides, tanins, alcaloides, stérols et stéroides.

Le dosage des composés phénoliques, par la méthode colorimétrique adopté de « Singleton et
ross » a révélé que la plante Laurus Nobilis L. est riche en composés phénoliques.

L’évaluation de ’activité anti-inflammatoire in vivo, des extraits méthanoliques des feuilles de
laurier qui est réalisée par la méthode, de mesure du volume de I’cedéme induit par le formol (1%)
chez des rats males de souche wistar albinos en présence d’un traitement au diclofenac et 1’eau
physiologique. Les résultats obtenus, ont révélé que I’extrait a une dose de 240 mg/kg, a inhibé le
développement du volume de I’cedéme, presque de méme fagon que le médicament, (substance de

référence). Les feuilles de la plante de Laurus nobilis L. posséde un fort pouvoir anti-inflammatoire.

La mesure de ’activité antidiabétique « tolérance au glucose » a permis de mettre en évidence, que
I’extrait EMLN feuilles de laurier, a une dose de 300 mg/kg sur des rats femelles, de souche Wistar

Albinos administrées, par gavage avec du glucose dilué , ont montrés un effet anti-hyperglycémique.

L’étude de I’activité antioxydante d'extraits méthanoliques des feuilles de Laurus nobilis L. a révélé

que cette espece a un pouvoir antioxydant puissant avec Cls,=22,13

Du fait du potentiel thérapeutique de la plante médicinale laurier noble, des études complémentaires
seront nécessaires pour rendre ce travail plus fiable et exploitable dans le cadre de la mise au point

d’un phytomédicament en Algérie.

Mots Clés : Laurus nobilis L. anti-inflammatoire , antidiabétique , anti-oxydante ,
polyphénols , flavonoides.



Abstract:

In recent decades, the use of medicinal plants in therapy has significantly increased for
many reasons including economic, social and cultural ones. However, self-medication by
these plants is not entirely risk-free, for this reason the need to subject these plants to rigorous
scientific study to ensure their medicinal efficacy and safety.

Our research focused on the phytochemical study and in vivo evaluation, anti-
inflammatory, anti-diabetic and antioxidant activity on crude extracts of the species Laurus
nobilis L.

The phytochemical screening of the aerial parts (stems and leaves) of the plant revealed the
presence of anthraquinones, flavonoids, tannins, alkaloids, sterols and steroids.

The determination of the phenolic compounds, by the colorimetric method adopted by
“Singleton and Ross”, revealed that the plant Laurus Nobilis L. is rich in phenolic compounds

The evaluation of the anti-inflammatory activity in vivo, of the methanolic extracts of the
leaves and steams of this plant is carried out by the method of measuring the volume of the
edema induced by formalin (1%) in male rats of albino wistar strain in the presence of
treatment with diclofenac and physiological water. The results obtained, revealed that the
extract at a dose of 240 mg / kg, inhibited the development of edema volume, as did the drug
(reference substance). The leaves of the Laurus nobilis L. plant have an anti-inflammatory
power almost similar to that of diclofenac.

The measurement of the antidiabetic activity "glucose tolerance” made it possible to
demonstrate that the EMLN leaf extract, at a dose of 300 mg / kg on female rats, of albino
wistar strain administered, by gavage with diluted glucose. have shown an anti-hyperglycemic
effect.

The study of the antioxidant activity of methanolic extracts from the leaves of Laurus
nobilis L. found that this species has powerful antioxidant power with an 1C5,=22,13

Based on this therapeutic potential of the medicinal plant noble laurel, additional studies
will be necessary to make this work more reliable and usable in the context of the
development of a phytomedicine in Algeria.

Keywords: Laurus nobilis L. anti-inflammatory, anti-diabetic, anti-oxidant, polyphenols,
flavonoids.
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Résumé :

Ces dernieres décennies, les plantes médicinales et leur utilisation en thérapie ont vu leur
essor se développer de facon notable, et ce, pour différentes raisons : économiques, sociales
et culturelles. Cependant, 1’automédication par ces plantes n’est pas tout a fait sans risque
d’ou la nécessité de soumettre ces plantes a une étude scientifique rigoureuse pour s’assurer
de leurs efficacités médicinales.

Nos travaux de recherche ont visés 1’étude phytochimique et 1’évaluation in vivo, de
’activité anti-inflammatoire, antidiabétique et antioxydante sur des extraits bruts de I’espéce
Laurus nobilis L.

Le screening phytochimique, des parties aériennes, (tiges et feuilles) de la plante, a mis en
évidence la présence des anthraquinones, flavonoides, tanins, alcaloides, stérols et stéroides.
Le dosage des composés phénoliques, par la méthode colorimétrique adopté de « Singleton et
ross » a révelé que la plante Laurus Nobilis L. est riche en composés phénoliques.

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire in vivo, des extraits méthanoliques des
feuilles de laurier qui est réalisée par la méthode, de mesure du volume de I’cedéme induit
par le formol (1%) chez des rats males de souche wistar albinos en présence d’un traitement
au diclofenac et 1’eau physiologique. Les résultats obtenus, ont révélé que 1’extrait a une dose
de 240 mg/kg, a inhibé le développement du volume de 1’cedéme, presque de méme fagon
que le médicament, (substance de référence). Les feuilles de la plante de Laurus nobilis L.
posseéde un fort pouvoir anti-inflammatoire.

La mesure de I’activité antidiabétique « tolérance au glucose » a permis de mettre en
évidence, que I’extrait EMLN feuilles de laurier, a une dose de 300 mg/kg sur des rats males,
de souche Wistar Albinos administrées, par gavage avec du glucose dilué , ont montrés un
effet anti-hyperglycémique.

L’étude de I’activité antioxydante d'extraits méthanoliques des feuilles de Laurus nobilis L.
a réveélé que cette espéce a un pouvoir antioxydant puissant avec Clsp=22,13.

Du fait du potentiel thérapeutique de la plante médicinale laurier noble, des études
complémentaires seront nécessaires pour rendre ce travail plus fiable et exploitable dans le
cadre de la mise au point d’un phytomédicament en Algeérie.
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