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Résumé

Laurus nobilis L. est une plante médicinale et aromatique qui appartient a la famille des
Lauracées, elle est riche en métabolites secondaire. Cette espéce est trés utilisée en Algérie
dans la meédicine traditionnelle ou alternative, en raison de leurs multiples effets

thérapeutiques.

Notre travail porte sur une étude phytochimique de I’extrait foliaire de I’espeéce Laurus
nobilis L. Un screening des métabolites secondaire a révélé une richesse en poly phénols,
flavonoides, tanins, terpenes, alcaloides et saponines. Une séparation chromatographique par
CCM a confirmé cette richesse en molécules.

L’activité antioxydant de I’extrait a été estimée in-vitro par I’utilisation des méthodes
DPPH, ABTS, FRAP, Phenolthroline. Les resultats ont montré une importante inhibition des

radicaux libres avec des valeurs significative proches de celles des standards.

Mots clés : Laurus nobilis L.-Métabolite secondaire- Activité antioxydante- Screening
phytochimique- CCM.
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Abstract

Laurus nobilis L. is a medicinal plant belonging aromatic to the lauracea family, plant
rich in secondary metabolites it is widely used in Algeria in traditional or alternative
medicine, because of their multiple therapeutic effects.

Our work focuses on a photochemical study of the leaf extract of the species Laurus
nobilis L. A screening of secondary metabolites revealed richness in polyphenols , flavonoids
, tannins, terpenes , alcaloids and saponins. Chromatographic separation by TLC confirmed

this richness in molecules.

The antioxidant activity of the extract was estimated in vitro using the DPPH, ABTS,
FRAP, Phenolthroline methods. The results showed a very significant inhibition of free

radicals with significant values close to those of the standards.

Key words: Laurus nobilis L.- Secondary metabolite- Antioxidant activity-

Photochemical screening- TLC .
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Introduction générale

Introduction générale

L'utilisation des plantes médicinales remonte a un passé lointain, a plusieurs siécles et a
plusieurs civilisations. Les plantes médicinales sont utilisées comme remeédes pour les
maladies humaines car elles contiennent des composants naturels ayant un intérét
thérapeutique. Selon des études pharmacologiques plus de 1200 plantes utilisées a travers le
monde en médecine traditionnelle, pour leurs activités biologiques contre divers maladies
(Ould et al., 2016 ; Kaurinovic et djendii ,2019).

De facon générale Les plantes médicinales et aromatiques (PAM) sont reconnues
comme une ressource importante pour les soins de santé et la parfumerie depuis l'antiquité
(Kala, 2015). Repréesentent une nouvelle source de composés actifs naturels tels que les
composes phénoliques, les saponosides, et les huiles essentielles qui font l'objet de
nombreuses recherches in vitro et in vivo (Hellal, 2011). Les métabolites secondaires qui
trouvent des utilisations comme agents aromatisants, parfums, insecticides, colorants et
médicaments. La biotechnologie offre plusieurs choix grace auxquels le métabolisme
secondaire des plantes medicinales peut étre modifié de maniére innovante, pour surproduire
des composés phytochimiques d'intérét, pour réduire la teneur en composés toxigues ou méme

pour produire de nouveaux produits chimiques (Gandhi et al., 2015).

Quelles que soient les parties , les formes sous lesquelles elles sont utilisées, les plantes
sont extrémement riches, elles contiennent de structures chimigques complexes. Le
métabolisme des plantes contient de milliers de différents constituants dont [I'effet
thérapeutique n'est évidemment pas lié a tous les composés, de méme pour ce qui est d'effet
nocif ou toxique (Ahmed et al., 2004).

L’extrait de Laurus nobilis apparait comme un ingrédient important étant une source
d’une classe de composé appelés poly phénols (Ivanovié et al., 2009), qui lui conferent des
propriétés thérapeutiques (ex : antioxydant, anti-inflammatoire et antiviral) (Chaumun et al.,
2020).

L’objectif du présent travail est d’étudier la composition en métabolites secondaires de
I’espéce Laurus nobilis L. et le pouvoir antioxydant de ces molécules bioactives. Ce travail

est divisé en trois parties :



Introduction générale

Dans le premiere partie, une recherche bibliographique comprend une description de la

plante Laurus nobilis L. et sa classification botanique, ses composants et quelques effets
biologiques
La deuxiéme partie consiste en la partie des matériels et des méthodes suivies au

laboratoire. La troisiéme partie c’est les résultats et la discussion. Enfin, une conclusion

générale rassemblant 1’essentiel des résultats et leurs perspectives.
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Bibliographique







Chapitre | : Présentation générale de la plante

Chapitre I : Présentation générale de la plante
1-Généralité sur la famille des Lauracées

La famille Lauracées représente des plantes a fleurs représentées par 45 genres répartie
en 2850 espéces différents. Ce sont des plantes monocotylédones qui poussent dans les
régions tempérées chaudes et tropicales du monde ,spécialement en Amérique du Sud et en
Asie du Sud -est .La plupart des lauracées sont des arbres ou des arbustes sempervirents .Les
fleurs sont jaunes ,blanche ou vertes arrangées en grappes. Les fruits sont des drupes charnues
qui ressemblent et sont utilisées pour la fabrication de parfums ou de savons. D'autres espéces

sont exploitées pour leurs bois ou pour leurs propriétés médicales.

Lauraceae Juss : Juss est l'abréviation botanique officielle d'Antoine-Laurent de Jussieu.
Botaniste francais, né a Lyon le 12 Avril 1748 et mort a Paris le 17 septembre 1836.

Drailleurs, la famille des Lauracées contient des especes particulierement importantes
sur la plan économique .Toutefois on a encore du mal a se représenter la totalité de cette
famille a cause de la grande diversité biologique de ces végéetaux et par le manque de travaux

nécessaires a leur classement .Mais on peut dire quelque généralités sur les Lauracees.

Pour reconnaitre facilement une plante appartenant a la famille des Lauracées, il faut

s'attarder sur sa morphologie, ainsi les caractéristiques principales des Lauracées sont:

o Des arbustes jamais des plantes herbacées .1l arrive que certaines especes (Aniba rosa

odora).

o Les plantes de cette famille on la particularité d'avoir un fort pouvoir aromatique.

Beaucoup d'especes concernant de grandes quantités d'huiles essentielles.

o Ne poussent que dans des climats tropicaux ou au minimum méditerranées. Ils ne se
trouvent pas a I'état naturel en régions tempérées méme si certaines especes comme le
laurier Sauce (Laurus Nobilis) supportent de petites gelées. D’ailleurs, les autres

especes de laurier qui peuvent étre toxique, ne sont pas de véritables lauriers.

o Le fruit des Lauracées est une drupe, les drupes sont des fruits charnus ne contenant

gu'une seul graine.

Enfin, c'est une famille primitive déja présente a I'époque de Gondwana du

Mésozoique.
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1-2 Le genre Laurus

Le genre Laurus est un genre darbustes 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.
e Laurus azorica: Originaire des Acores (et apparemment du nord de I’Espagne)
e Laurus nobilis: Originaire de bassin méditerranéen et du Proche-Orient.

e Laurus novacanariensis: Originaire de Madére .des iles Canaries et du Maroc.

1-3 Laurus Nobilis L.

Laurus Nobilis L. Membre de la famille des La famille des lauracées qui renferme 32
genres et environ 2000-2500 especes (Barla et al., 2007) .Laurus nom latin, d’origine celte

qui veut dire " toujours vert " allusion au feuillage persistant de la plante (Pariente, 2001)

Le laurier -sauce (Laurus Nobilis) ,Laurier noble ou laurier d'Apollon .Tout ces noms
désignent ce petit arbre pouvant atteindre les 10 m de haut .En effet son feuillage coriace mat
,composé de feuilles de 10 cm de ce long .de couleur vert sombre ,en fait une haie a la fois
dense ,persistante et parfumée puisque les feuilles froissées dégagent un arome balsamique
Plutdt rustique puisqu'il résiste a -15C° voire -18C°, le laurier-sauce supporte aussi le climat
du bord de mer ,son tronc a une ecorce sombre et ses fleurs d'un blanc teinté de jaune
s'épanouissent de Mars a Mai formant des petits bouquets a I'axe des feuilles .Sur cet arbuste
dioique ,les fleurs femelles donnent des fruits noiratres ovotides ,de la taille d'une cerise, dont

la pulpe verte est grasse .

Le laurier -sauce sait aussi se rendre utile en cuisine et grace a ses feuilles trés
aromatique parfaites en "bouquet garni " pour parfumer les ragouts ou le court-bouillon, Mais
ce n'est pas tout, il est intéressant de noter que cette herbe qui était pendant longtemps
employée dans la nourriture comme condiment et en médecine traditionnelle a en fait, des
propriétés

Médicinales: digestives, antiseptiques, expectorantes, diurétiques, antirhumatismal.
(Ferreira et al., 2006).
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La plante est dioique .C'est -a-dire que vous allez avoir des arbres males et des arbres
femelles. Le laurier va fleurir autour du mois de Mars -Avril, avec des petites fleurs blanche
/jaunatre qui sont groupées en ombelles .Et puis ces fleurs laisseront place a des fruits qui sont

de petites boules de couleur quasiment noire.
1-4 Dénomination internationale

Le nom de latin Laurus Nobilis "toujours vert" fait allusion au feuillage persistant de la
plante et Nobilis du latin "fameux" (Pariente, 2001) .Son nom et aussi symbole du succes
dans nos jours a traverse le baccalauréat du latin " Bacca Lauri "soit baies de laurier (Zhiri et
al. 2005).

La plante posséde plusieurs noms vernaculaires, "Rand", est le nom le plus connue en

Algérie.
Pour les autres déenominations ci-dessous. (Anont, 2005; Ballabio, 2010).
= Francais : Laurier d’Apollon, Laurier commun, Laurier franc, Laurier noble.
= Allemand: Lorbeersamen, lorbeer.
= Anglais: Laurel oil, sweet bay, bay tree, roman Laurel, noble Laurel.
= |talien: Olio di alloro
= Portugais: louro
* Arabe: Rand, habb r'ar (warakat sidna moussaaad s Uas (o s)
= Nom targuiou berbére: Taselt ,rend.
1-5 Réparation géographique

Originaire d'Asie mineure d’ou il fut importé par les grecs et les romains, le Laurier s'est
ensuite répandu dans I'ensemble du bassin méditerranéen ainsi qu'en Inde .En France il pousse
a l'état naturel sur le littoral provencal et du sud-ouest ainsi qu'en Corse , En Europe centrale
il est cultivé dans des bacs car il supporte mal les hivers froids ,Les principaux pays
producteurs sont la Turquie qui produit deux tiers du commerce mondial (20M$ de recette

annuels) .L'Albanie, le Maroc ainsi que la Greéce et L'ltalie . ( Geerts et al, 2002)
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Figure 01 : Distribution des Lauracées a travers le monde (Steven, 2001).

1-6 Laurier en Algérie

En Algérie des arbustes de laurier sont présents dans les forets d'aulnes réparties dans les
zones humides d'Annaba ,El Kala et Guerbére Senhadja .Malgré que la phytothérapie est une
pratique trés ancienne ,seul le cité botanique de cette biomasse qui a été largement documenté
jusqu'a présent .Ses propriétés biologiques ne le sont que peu (Ben Djamaa et al., 2012;
Guedouari , 2012) .

Figure02 : Laurus nobilis L. dans Algérie (site 1)

1 -6-1 Réparation géographique en Algérie
Dans les forets et ravins humides. Commun dans le tell algérois et constantinois.

Fluorisation: Mars Avril (Beloud, 2001)
1-7 Caractéristique botanique et morphologique de Laurus Nobilis
1-7-1 Description générale

Laurus Nobilis L. est un grand arbuste a écorce grise pouvant atteindre de 2 a 6 m de
haut,(figure 03) voir 15 m I'état sauvage .Afin de simplifier sa récolte, il est freqguemment
taillé. En arbrisseau .D'allure pyramidale, il présent un feuillage dense vert foncé et persistant
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.Sa croissance est généralement lente, d’environ 5 86 m en vingt ans, il peut facilement

Figure 03:Arbuste de laurus Nobilis L. (Site 2)
a. Les ports
Arbrisseaux ou petit arbre aromatique glabre de 1 m a 8 m (atteignant parfois 20 m en
culture).Dressé et densément ramifié des la base .Téte conique s'arrondissant avec l'age,
supporte trés bien la taille, dioique (Quezel et Santa, 1963).

b . Les Bourgeons

Bourgeons et branches Bourgeons coniques, étroits (2-4 mm de long), verts et teintés de
rouge .Branches ascendantes, densément feuillues; jeunes pousses gréles, glabres, vert teinté
de rouge (Stursa, 2001).

Figure 04 : Bourgeons de Laurus Nobilis L (Site 3)

c. Les feuilles
Le feuillage de Laurus Nobilis L. est persistant avec une couleur vert foncé sur le dessus
et plus claire en-dessous .La forme des feuilles est allongée voir lancéolée avec des extrémités
8
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pointues et un pétiole court .Le limbe possede un bord ondulé légerement épaissi et recourbé

vers l'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, Au niveau cellulaire
le caractere lignifié des parois et I'enfoncement des stomates augmentent la résistance de la

plantes aux températures basses comme élevées.

Les feuilles présentent également une odeur aromatique caractéristique lors de leur
froissement, due & la présence de grandes cellules sécrétrices situées dans le parenchyme
palissadique. Le feuillage est persistant avec des feuilles aromatiques, simples, alternes et
coriaces dont le pétiole mesure de 2 a 5¢cm, longues de 5 a 12cmet large de 2a 6¢cm. Elles sont
lancéolées, l1égerement ondulées et entaillées au bord; de couleur vertes foncées, brillantes sur
la face supérieure et verte clair au-dessous avec des nervures latérales pennées et rougeatres
(Quezel et santa, 1963).

Figure 05: Feuilles de Laurus Nobilis L (Site 4)

d. Fleurs et Fruits
«» Les fleurs: Sont persistantes, alternes, allongées, a lancéolées et sont plantes dioiques
de 0,4 a 0,8 cm unisexuées avec une couleur jaune verdatre a périanthe simple soudé a
la base, Groupé en 4a6 ombelles .Les fleurs males possédent 8 a 12 étamines
rudimentaires et les fleurs femelles sont dotées d'un ovaire hypogyne a un

compartiment avec un stigmate en trois partie.
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Figure06:La fleur de laurus nobilis L (Site 5)

% Les fruits : Une baie ovoide, soutenue par le tube périanthaire peu dilaté de 2 cm de
longueur @ 1 cm de largeur .1l est noir vernissé et renferme une seule graine libre
(Bloued, 2005)

Lé mésocarpe charnu renferme de l'huile et des cellules a I'huile essentielle, les cotylédons

épais sont également riches en lipides .D'abord vert, devenant noire bleuté maturité. (Myose

et Paris, 1976) .

oMD WO robe. 200 W)
Figure 07:Le fruit de Laurus nobilis L. (Site 6)
E. Les Branches
Les branches: Sont remontées en oblique avec des jeunes pousse fines, glabres et brun
rougeatre dont les bourgeons sont étroits , verts rougeatres et longs de 0.2 a 0.4cm (Quezel et
Santa, 1963) .

i

Figure 08 : Branche de Laurus nobilis L. (Site 7)

10
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f. Les tiges

Les tiges des rameaux sont droite et grise dans sa partie basse, verte en haut ( Iserin,
2001 ; Demir et al., 2004) ,au début de sa croissance le tronc posséde ' une écorce vert olive a
noire qui deviendra grise au fil des années .La constitution d'une écorce véritable nécessite
plusieurs années (Geerts et al., 2002 ; Botineau et Pelt, 2015 ; Beloued ,2005).

g. Forme et hauteur
Arbuste ou arbrisseau a couronne large et compacte: atteint 15 m de haut (Geerts et
al., 2002) .

1.7.2 Position Systématique (Taxonomie)

Le laurier noble (Laurus Nobilis L. ) ,appartient a la famille des lauracées .1l est
également connue sous le nom de laurier-sauce ou laurier d'Apollon .Les Angiospermes
regroupant les plantes a fleurs dont les graines sont protégées par une enveloppe peuvent étre
ordonnées Selon différentes classifications APG |1l est essentiellement basée sur la
phylogénie moléculaire alors que la classification de Conquis est Axée sur la Morphologie
,/Anatomie et les Caractéres biochimiques, cette derniere tend dailleurs a étre

progressivement remplacée par la classification APG Il .

Tableau 1: La position systématique de Laurus Nobilis est comme suit (Quezel et
Santa, 1962).

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

Famille Lauracées

Genre Laurus

Espéce Laurus nobilis

11
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2. Composition chimique

Les analyses photochimiques de Laurus Nobilis ont montré la présence des huiles
volatiles et non volatiles .de flavonoides polaires (dérivées glycolyses de quercétine,
kaempferol et de catéchine) et apolaires (quatre dérivés acylés de kaempferol) , de tanins,
sesquiterpénes lactones ( Fiorini et al., 1998; Kivcak et Mert, 2002) .d'alcaloides on montré
la richesse, de ses feuilles en minéraux et vitamines (Abu-Dahab et al., 2014; Simic, 2003) .

a. Composition chimique des feuilles

Tableau 2: Composition chimique des feuilles de Laurier noble

Classe Composes Références

Acide phénylacrylique, (Barla et al., 2007).
carbonique : libres ou
Acide phénoliques estérifiés, acides p-coumarique, fénulique,

sinapique, gentisuque et vanilligue.

Principalement la rutine, 1’iso quercitrine, (Fiorini et al.,1998
I’hypéroside et kaempférol-3 rhamnoside : Kang et
Flavonoides et3- al.,2002)

arabinoside. Le kaempférrol-3-
rhamnoside, 2-

p-coumaroyles.

Méthoxyisolarecirénol -9-0-xylosides, -0- (Uchiyama et
Hétérosides de sécoisolariciresinol-9-0-xylosides. al.,2002).
Lignanes
Actinodaphonine, isodomesticene, (Brigittpee et
launobine,N- méthylactinodaphonine, Bruneton ,1982).
Alcaloides nandigérine , néolitsine etréticuline

12
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La déhydrocostuslactone, artémoreine, (Yoshikawa et al.,
érémanthine, désacétyllaurénobiolide, 2000).
Lactones laurénobiolide , reynosine , santamarine

Sesquiterpénique

b. Partie utilisée

Les feuilles et les baie du laurier sont utilisées en phytothérapie principalement par voie
orale .Dans le traitement symptomatique des troubles de I'appareille digestive supérieure tels
que la ballonnement épigastrique ,lenteur de la digestion, éructation (Iserin, 2001).Dans la
médecine traditionnelle iranienne .Les feuilles de cette plante ont été employées pour traiter
I'épilepsie et le parkinsonisme (Aqili Khorasano, 1992).

2-1 Propriétés pharmaceutiques et intéréts thérapeutiques

Laurus Nobilis est une plantes médicinales utiliseé en raison des ses propriétés
pharmacologique, et ses avantage potentiel pour la santé liés a plusieurs composés présents

dans la plante.

Le laurier qui est un élément essentiel du bouquet garni dans nos préparations
cellulaires, est principalement utilisé en médecine traditionnelle pour soigner les troubles de
I'appareil digestive et réduit les flatulences; Calme les infections urinaires et dentaires offre
des propriétés antiseptiques et bactéricides: apaise les douleurs liées aux angines En outre il
,Stimule l'appétit et la sécrétion des sucs gastriques .Utilisées comme condiment ,les feuilles

facilitent la digestion et I'assimilation des aliments .

4+  Utilisation externe : Le laurier calme les rhumatismes et les douleurs articulaires.

Employé en décoction et en lotion, il intervient dans les soins des cheveux et de la peau.

+  Indications thérapeutiques usuelles : Traite les flatulences ou la digestion difficile
et régule la sécrétion de bile: apaise I'état grippal, les bronchites, les affections des voies

respiratoires : calme les rhumatismes ; les douleurs articulaires et les infections dentaires.

2.2 L'usage traditionnels et meédicamenteux de Laurus Nobilis

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 gastrigues.
13
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En infusion, ses feuilles étaient consommées 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 l'eau du bain, la décoction des feuilles apaise les membres
douloureux (Larousse, 2001).

2.3 Propriétés pharmacologique et activités biologiques

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

2-3-1 Activité anti - inflammatoire

L'extrait méthanolique (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
l'oedéemeinduit. L’acétate d'éthyle et ’extraits d'hexane des feuilles, appliquée extérieurement
[(TPA)- inflammation de I'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 composeés actifs des fruits et des feuilles du Laurus Nobilis L. A été
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.
2-3-2 Activité antioxydant

L'activité anti-oxydante des extraits méthanolique (brute et dégraissés) des feuilles
d'écorce et des fruits de Laurus Nobilis ont été étudies au niveau de la peroxydation de lipide
(LP) dans les liposomes .induite par le systeme fe+2/ acrobate et mésuré spectro

phométriquement a 533nm.

Les résultats ont montré que tous les extraits de recherche possédaient une activité
antioxydant ,L'extrait dégraissé des feuilles montre une inhibition plus élevée du LP que
I'extrait brut et que tous les autres extraits et le maximum de son activité (84,4%) a été atteint

avec une plus petite quantité (0,2 mg) (Simié et al., 2003). (Ferreira et al., 2006) ont étudié

14
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I'activité antioxydant de trois (huile essentielle, extrait méthanolique et décoction) de dix
espéces de plantes médicinales dont Laurus Nobilis ; cette espece a montré des valeurs
élevées pour l'activité antioxydant pour chacun des trois extraits et elle est plus haute pour les

extraits polaires .Dans une autre étude (Demo et al., 1998)

Ont démontré la présence des tocophérols (Vitamine E), principalement la U-
tocopheérol dans les feuilles de Laurus Nobilis obtenue la fraction apolaire par extraction
hexane. Dans cette étude on rapporte que le contenu tocophérol est strictement corrélé avec
I’activité antioxydant de I’extrait hexane des feuilles. Ces résultats préliminaires ont confirmé
que l'utilisation traditionnelle des feuilles de Laurus nobilis dans I’industrie alimentaire est
reliée non seulement a I’odeur et a I'arome plaisant, mais probablement aussi a des
possibilites préservatives des substances présentes dans les feuilles; et d’autres piéces de cette

plante.

2-3-3Activité-antimicrobienne

Des huiles essentielles de plusieurs plantes ont eté évaluées pour leur potentiel dans le
control de mycete aflatoxine génique Aspergillus parasitique CFR 223 et de la production
d'aflatoxine .L'huile des feuilles de laurier a stimulée in vitro la croissance des myceliums du

mycete mais a réduit la concentration de son aflatoxine de 55,21% (Atanda et al.2007) .
2-3-4Activité antibactérienne

L'étude de Dadalioglu et Evernddilek. (2004) a montré une efficacité d'HE sur
Salmonella typhymurium, Staphylococcies aureus et E. coli .L'HE a une capacité d'inhiber les
souches buccales de Sauteuse avec une importante activité anti-bio film (Anneliste et al.

2017).Yahvé et al. (2011) montrent que les extraits d'autre espéce (Thymus vulgarisa) avec

un spectre antimicrobienne plus large et a des doses plus faibles.

2-3-5 Effet antifongique

Cette activité semble également liée & la teneur du constituant majeur de I’huile

essentielle:

Le 1,8 cinéol. De cette facon les huiles essentielles a haute teneur en 1,8-cinéol

présentant des activités antifongiques plus faibles que les huiles avec de plus petites quantités

15
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de cemonoterpene (Al-Hussaini et al, 2009).En revanche, certains auteurs ont étudié I'activité
antifongique d'extrait hydro alcoolique des feuilles de Laurier (Fukuyama et al., 2011).

2-3-6 Effet gastro-protectif

Une seul étude a été réalisées a ce sujet par (Gorbvz et al., 2002). Cing plantes
aromatiques dont Laurus Nobilis usuellement employées pour traiter le mal d'estomac .Une
décoction et un extrait méthanolique ont été préparés a partir des fruits du Laurier pour
déterminer leurs effets sur un modéle d'ulcére gastrique induit chez le rat. Les expériences
pharmacologiques et les techniques histopathologiques ont clairement montré que ces extraits

administrés oralement ont significativement protégé I'estomac contre les ulcérations.

2-3-7 Effet de rééquilibrage de la glycémie

Les feuilles de Laurus Nobilis L.ont été rapporté d'avoir un effet antidiabéetique et de
renforcer en glutathion S-transférase hépatique. L'administration de 200 et 600mg/kg de doses
de [lextrait méthanolique 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
Laurus Nobilis la une capacité d'inhiber 1'a-glygosidase intestinale (a plus de 90% a la
concentration, de 7,5 g/ml par, inhibition compétitive) peut étre mise a profil pour réguler la
glycémie (Khanetal, 2009).

2-3-8 Effet anticonvulsive

L'huile essentielle des feuilles de Laurus Nobilis a été évaluée pour lactivité
anticonvulsive contre des saisies expérimentales , I'huile a protégé des souris contre des
convulsion toniques ,induites par électrochoc maximal et particulierement par
pentylenetétrazol .Aux doses d'anticonvulsivant, I'huile essentiel a produit la sédation
relachement du cceur .Les composants responsables de cet effet peuvent étre le cinéol
,eugénol et le méthyle eugénol mais d'autres études sont exigées avant que toutes conclusions
puissent étre tirées (Sayyah et al., 2002).

2-3-9 Autres effets

L’activité fumigeéne de certains composés qui se produisent naturellement dans les
huiles essentielles des plantes aromatiques dont cinéol, eugénol et linalol composés

principaux de I'huile essentielle de Laurus Nobilis ,a été évaluer contre espece contre espéces
16
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d'insectes parasites des produits entreposés (Sitophilusoryzae , Rhyzoperthadominica et
Triboliumcastaneum) .L'activité insecticide a changé avec I'espece d'insecte. Le composé et le
temps d'exposition .Les résultats ont prouvé que ces composés peuvent convenir comme
fumigene en raison de leur volatilité élevée , efficacité et leur sureté (Rozman et al., 2007)
.L'activité .hypoglycémiante des extraits de feuille de laurier a été également rapportee
(Papachristos et Stamopoulos, 2002).L'administration des doses de 200 et 600 mg/kg de
I'extrait méthanolique des feuilles de Laurus Nobilis a produit une diminution significative
des niveaux de glucose sanguine chez les lapins diabétiques (Khan et al., 1990).

2-3-10 Utilisation en parfumerie et cosmétique

En outre ,l'huile essentielle des feuilles st employée par l'industrie cosmetique en
parfumerie et dans la fabrication des savons .Les baies sont généralement utilisées dans la
production du savons parfumé ( Pour l'acné et le traitement des pellicules )et de fabrication
des bougies a cause de leur teneur élevée en acide gras .1l est également utilisé par l'industrie
cosmétique dans les crémes.

2-4 Etude toxicologique

Les feuilles de laurier et huile essentielle qu'ils ne semblent pas avoir d'effets toxiques
significatifs .Mais ces derniers peuvent provoquer des reactions de sensibilisation (dermatite
de contact allergique ) puisqu'elles renferment des lactones sesquiterpéniques dont le

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

La présence des lactones Sesquiterpénique présentant un groupement méthyle ion exo
cyclique explique le potentiel de sensibilisation modéré exercé par la drogue .La plante ne
perd pas son caractére allergisant apres cuisson ; ils peuvent donc conduire a des
manifestations allergiques comme des inflammation buccale et /ou stomacale (Anton, 2005)
Les études de toxicité relatives a I'huile artisanale du fruit donnent un profil de réponse
similaire a Celui de I'HE des feuilles avec une probable hépato toxicité dose-dépendante
(Ballabio, 2010).

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 baie ,les
principaux composés sont le 1,8-cénole, I'eugénolet le géraniol Selon la dose ,les symptdmes

neurologique tels que des hallucination visuelles et auditives a des changements dans la
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couleur ,le temps et l'espace ,des convulsion des ,tremblements ,Iéthargie , confusion , délire

et la psychose peuvent apparaitre qui pourrait durer jusqu'a 2-3 jours (Caldas et al.,2008).

Attention : Ne jamais utiliser I'huile essentielle de laurier par voie interne .Ne pas

appliquer I'huile essentielle pure sur la peau en raison des risque d'allergie (Wagstaff, 2008).
2- 5 Huiles essentielles

Selon la commission de la pharmacopées Européenne I'huile essentielle est : «Produit
odorant , généralement de composition complexe , obtenue a partir d'une matiere Premiere
végétale botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur d'eau , soit par distillation
seche , soit par un procédé mécanique approprié sans chauffage L'huile essentielle est le plus
souvent séparé de la phase aqueuse par un procédé physique n'entrainant pas de changement

significatif de sa composition »

Huile essentielle (HE) de laurier ,également appelée huile de Laurier ou huile essentielle
de laurier doux (Caredda et al., 2002).La teneur en huile des feuilles de Laurier varie de 1 a 3
% en poids frais (Demir et al., 2004).Cette HE est utilisée comme antirhumatismal ,
antiseptique ,diaphorétique , digestive et diurétique ,ainsi que comme composant de parfum
(Simic¢ et al., 2004).0Ont signale Il'utilisation de I'HE de Laurier comme additif pour conserver
la viande , les fruits de mere et certain produits agricoles , en raison de ses activités
antioxydants et antimicrobiennes En raison de son activités biologique , de ses attributs
gustatifs et de ses constituants aromatique actifs , 'HE de Laurier a été largement utilisée

comme additif dans les industries alimentaire et cosmétique (Franco-Vega et al., 2019).
2 -5- 1 Localisation des huiles essentielles

Selon plusieurs chercheurs , les huiles essentielles en peuvent étre extraite que a partir
des végétaux supérieurs repartie sue 60 familles comme par exemple ; les Lamiacées ( thym
,menthe) ; les Myrtacées (Le myrte) : les Lauracées (cannelle) ,Les HES se trouvent dans tous
les organes de la plante : feuilles ,fleure , racines graines , écorces ,bois . La composition de

I'HE (qualitative et quantitative) peut varier selon sa localisation dans la plante.

2-5-2 Propriétés physiques et composition chimique des huiles essentielles
Liquides a température ambiante, les huiles essentielles sont volatiles, ce qui les différencie

des huiles fixe .Elles ne sont que trés rarement colorées. Leur densité est en générale
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inférieure a celle de I'eau. Elles ont un indice de réfraction élevé et la plupart dévient la

lumiére polarisée. Solubles dans les solvants organiques usuels, elles sont liposolubles. Les

HES ont une structure chimique trés complexe dotées de nombreuses propriétés

thérapeutiques et pharmacologiques.

Outre que les substances actives, les HES contiennent des hydrocarbures mono et poly

terpénique ou des composés oxygeneés solubles dans I'eau et 1’alcool. Ces composés 0Xygenes

déterminent principalement I'odeur et la saveur des HE.

Tableau 3: Composition photochimique de I'huile essentielle de Laurus Nobilis L.

Classes

Oxydes terpéniques

Composés

1,8-cinéole (48,38 %)

Monoterpénols

Linalol (3,50%), terpinén-4-ol (2.84%),
alpha-terpinéol(2.46%)

Phénols

Linalo (3,50%), terpinén-4-ol
(2.84%),alpha-terpineol (2.46%)

Esters terpéniques

Linalo(3,50%), terpinén-4-ol (2.84%),alpha-
terpineol(2.46%)

Monoterpénes

Sabinene (9,46%), béta-pinéne (4,99%),
alpha-pinéne (5,77%), limonéne (4,10%),
para-cymene (2,38%), gamme-terpinéne
(2,12%), Mycenes (0,64%), camphene
(0,32%), alpha-phellandréne (0,24%), alpha-
terpinene (0,28%)
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2-5-3 Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Le procédé d'extraction est basé sur la difference de la solubilité des composés d'un
mélange dans un solvant. Le mélange peut étre solide ou liquide et le solvant liquide ou fluide
supercritique. Selon la neuvieme édition de la pharmacopée européenne et les normes
AFNOR NF T 75-006 seul I'hydro distillation, la distillation .séche, les procédés mécaniques
sans chauffage peuvent produire des huiles essentielles.

2-5-4 Toxicité des huiles essentielles

Les études scientifiqgues montrent que les huiles essentielles peuvent présenter une
certaine toxicité. Il faut cependant remarquer que celle-ci varie selon la voie d'exposition et la
dose prise. Les huiles essentielles semblent n'étre toxiques par ingestion que si celle-ci est
faite en de grandes quantités et en dehors du cadre classique d'utilisation. Les huiles ne seront

toxiques par contact que si des concentrations importantes sont appliquées.
2-5-5 Propriétés principales et usage thérapeutique

Laurier qui est un élément essentiel du bouquet garni dans nos préparation culinaires est
principalement utilisé en médecine traditionnelle pour soigner les trouble de I'appareil digestif
ainsi que les douleurs arthrites (Bendjersi, 2017) et les maladies de la peau et la cicatrisation
de plaies (Ali-Shtayeh et al., 2000), la névralgie et le parkinsonisme (EI Malti et Amarouch,
2009)des rhumatismes , du cancer , de I'épilepsie et plusieurs maladies infectieuses (Peixoto
et al., 2017).A également des effets anesthésique, hypothermique,, relaxante musculaire
(Dallmeier et Carlini, 1981), analgésiques, diaphorétiques, antipyrétiques bien connus. Et il
est utilisée dans les industries de la parfumerie et du savon (Jeffrey et al., 2016).Ses huiles
essentielles sont dotées de pouvoirs antibactérien et antifongique avérés (Ouibrahim et al.,
2015). Tres utilisées par I’industrie agroalimentaire surtout par les conserveries des poisons.
Aussi, la plante peut étre utilisée traditionnellement en phytothérapie (Taarabt et al., 2017).
En plus de leur importance médicinale , les feuilles de ces plantes sont utilisées comme agent
aromatisant et pour augmenter la durée de conservation des aliments ; les olives (Elharas et
al., 2013), les saucisses (Da Silveira et al., 2014), les poissons (Snuossi et al.,2016)car elles
contiennent une activité antimicrobienne (Nadeem et al., 2018)et une activité anti — oxydante

(Dias et al., 2014)et d’améliorer en général la sécurité des produits (Houicher et al .,
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2016).Les métabolites les plus divers de la feuille de Laurier, ont été étudiés pour leurs divers
effets pharmacologiques tels que les effets cytotoxique (Barla et al.,2007) neuroprotecteurs
(Ham et al., 2011).
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Chapitre 02 : Métabolisme secondaire
1- Généralité

Le métabolisme secondaire c’est I’ensemble des processus biochimique permettant aux
cellules de produire des métabolites et 1’énergie qui sont nécessaires a leur vie. Par la
dégradation de matiere organique complexe (Marouf et Reynaud ,2007).

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

cellules de I’organisme d’une plante pour assurer sa suivie (Epifano et al ., 2007) .

Les métabolites secondaires ont une répartition limitée dans les différentes especes de
vegétaux. Ils ont des fonctions trés importantes pour la survie et la propagation des plantes qui
les produisent, comme signaux chimique, pour défendre leur producteur contre les herbivores
et les pathogenes. Comme ils participent a des réponses allopathique ( compétition entre les

plantes pour la germination et croissance) (Jeaun at al ., 2005).
Il existe trois grands groupes des métabolites secondaires :

v' Les Alcaloides.
v Le composé phénolique.

v’ Les Terpénes.

Metabolisme vegetal
Alétabolisme Primaire Aétabolisme secomdaire
(Vital) imom wilal)
(Croissance, Reprodaction .. b {Adaptation de la plamte 2 son cnvironnement)
Glucides  Lipides  Protiine Fhimols | Temeénes. Composis
Aralis

Figure 09: Schéma explicative de Métabolisme Secondaire (Site 8)
Chaque groupe renferme une trés grande diversité des composés qui possédent une tres

large gamme d’activité en biologie humaine.

On distingue trois classes principales :
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2 -Les poly phénols

Les poly phénols sont des phyto micronutriments synthétisés par les végétaux, qui
appartiennent a leur métabolisme secondaire. Ils participent a la défense des plantes contre les
agressions environnementales (Gee et Johnson, 2001).

Les poly phénols qui forment une immense famille de plus de 8000 composés naturels,
sont divisés en plusieurs catégories : les flavonoides qui représentent plus de la moitié des
poly phénols, les tanins qui sont des produit de la polymérisation des flavonoides, les acides
phénolique, les coumarines, les lignanes et d’autres classes existent en nombres considérables

(Dacosta, 2003).

De nombreuses études sont en faveur d’un impact positif de leur consommation sur la
santé. En effet, les poly phénols pourraient permettre de prévenir de nombreuses pathologies
comme le cancer (Brown et al, 1998), les maladies dégénératives et cardio-vasculaires
(Panganga et al, 1999). Un encouragement a la consommation d’aliments d’origine végétale
riche en poly phénols constitue désormais une des principales recommandations en santé
publique. Parmi les antioxydants végétaux les poly phénols apparaissent parmi les plus
efficaces quant a leurs effets protecteurs dans 1’organisme (Gee et Johnson, 2001).L’élément
structural fondamental qui caractérise les composés phénoliques est la présence d’au moins un
noyau benzénique, au quel est directement lié au moins un groupement hydroxyle ainsi que
des groupes fonctionnelles (ester, méthyle ester, glycoside .....ect ) (Bruneton,1999) .Les
composés phénolique sont commodément classes selon le nombre d’atomes de carbone dans
le squelette de base (Dacosta,2003). Notre intérét est essentiellement focalisé sur les
flavonoides, substances que nous avons peut identifier dans tous nos extraits bruts et qui en
particulier s’avérent des composants phénoliques sur possédant une action biologique tres

diversifiée.

OH

>

Figure 10 : Poly phénol (Site 9)
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2-1 Classification des poly phénols

Une classification des substances a été proposée par HARBORNE en 1980 .On peut
distingue les différentes classes des poly phénols en se basant d’une part, sur le nombre

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

% Les flavonoides.
% Les Tanins

Plus rares, les coumarines et lignanes.
a) Les flavonoides

Flavonoide terme latin «Flavus », signifiant « Jaune », désigné une trés large gamme de
composés naturels appartenant a la famille des polyphénols. Ils sont considérés comme des
pigments quasi universels des veégétaux. Ce groupe comprend comme son nom I’indique des
composé€s jaunes mais aussi d’autres couleurs ou incolores .Structuralement les flavonoides se
répartissent en plusieurs classes des molécules. En effet plus de 6500 structures ont été
identifiées (Bruneton,1999 ; Harborne et Williams, 2000) .

Les flavonoides peuvent étre subdivisés en plusieurs classes dont les plus importantes

sont :

Flavones, isoflavandiols , flavanols , flavondiols , aurones, chalcones , anthocyanis
(Effendi et Yajun,2008) .
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a-1) Structure chimique et classification

Figure 11 : Principale classes des flavonoides (Site 10).

CHAPITRE II: Métabolisme secondaire
Flavones = H OH |H Apigenine
e - . OH |OH |H Lutéoléine
e © OH |OC |H Diosmétine
H;
Flavonols i § e H OH |(H Kaempférol
1 Ses OH |OH |H | Quercétine
| | T8 Ore
= OH |OH | OH | Myrecétine
Flavanols ¢ 8 -
- T s
’ o OH OH H Catéchine
Flavanones "z H OH |H Naringénine
- - OH |OH |H | Eriodictyol
Anthocyanidines T - H OH |H Pelargonidine
o <L = OH |OH |H cyanidine
. - OH |OH |OH | Delphénidine
Isoflavones - - o oH R5 R7 R4
i = OH OH OH Genisteine
o e
- ~ " [H |O- |OH | Daidezine
Glu

Leur structure de base est celle d’un diphénylpropane a 15 atome de carbone (C6-C3-

C6) constitué de deux noyaux aromatique (ou anneaux), que désignent les lettres A et B,

reliés par un hétérocycle oxygéne , que désigne le lettre C (Harbone et Williams, 2000).
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L’hétérocycle C est plus attaché au noyau B par une liaison carbone-carbone .De fagon
générale, les flavonoides peuvent étre hydroxylés en position 3 ,5,7, 3, 4’ , 5’ et /ou6’. Un ou
plusieurs de ces groupes hydroxyles sont fréqguemment méthylés, acétylés , ou sulfatés
(Bruneton,1999). Ils existent soit a 1’état libre (dans ce cas ils sont dits aglycones ou génines
), soit sou forme de C- ou O- glycosides , ce qui tend a les rendre hydrosolubles (ils sont
alors liés a des sucres tels que le glucose ,le rhamnose, I’arabinose , le plus souvent aux
positions 3 et 7) . lls peuvent en outre étre des monomeres ou des oligoméres (Dacosta,
2003).

Les flavonoides se différencient par le degré d’oxydation de I’hétérocycle C ,par les
modes d’hydroxylation des anneaux A et B . Dans toutes les classes de flavonoides
mentionnées ci dessous ,la biosynthese justifies la présence fréquente d’au moins trois
hydroxyles phénoliques en C-5 ,C-7 et C-4’ de la génien cependant , I’'un d’entre eux peut
étre absent . Six grandes classes de flavonoides peuvent étre mentionnées. Les flavines et les
flavanols sont des composes flavonoidiques les plus répandus, alors que les flavanones, les
flavonols , les chalcones et les anthocyanidines sont considérés comme des flavonoides
minoritaires en raison de leur distribution naturelle restreinte (Bruneton,1999 ;Harborne et
Williams, 2000 ; Havsteen, 2002 ;Dacosta ;2003).

a-2) Biosynthése des flavonoides

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétique commune , de ce fait possedent le
méme ¢lément structural de base a savoir I’échainement phényl-2 chromane .L’étape clé de la
formation des flavonoides est la condensation , catalysée par la chalone synthase , d’une
unité phényle propano de ( 4-coumaroyl-CoA) avec trois unités malonyl-CoA la structure de
base en C-15 sous forme d’une chalone soit 4,2°,4°.6’- tetrahydroxychalone
(Bruneton,1999) .

A A 36~ ¥
/i ﬂ ] A W |
3| o + et M
] l Chalcone synthase 2‘1/ \"’
X . (CHS) ! I

4.2' 4'.6'-tétrahydroxy chalcone

CoAS

malonyiCoA °  scommaroviCoA

Figure 13:L’¢étape clé de la formation des flavonoides (Bruneton, 1999).
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Cette chalone ¢’est I’intermédiaire caractéristique de la synthese des divers flavonoides.
Elle est en équilibre aves des les flavonoides. Cet équilibre étant controle par une enzyme « la
chalone isomérase », Cette derniére induit une fermeture stéréospécifique du cycle
conduisant a une flavanone . 1l est le précurseur de toutes les classes de flavonoides comme le

montre la (Remesy et al ., 1996).
b) Tanins

Les tanins sont des substances poly phénoliques hydrosolubles de structure variée , de saveur
astringente (Hurabielle,1981) , naturellement produits par les plantes qui ont la propriété de
tannage provient de la création de laissons entre les molécules de tanines et les fibres de
collagéne de la peau , et a leur aptitude a se combiner a des macromolécule (protéines,
polysaccharides ... ) et a d’autres polyméres organiques tels que des glucides, des acides
nucléiques, des geélatines, des stéroides est des alcaloides pour former un
précipité(Bruneton,1999) . ils sont trés répondus dans le regne végétal, mais ils sont
particulierement abondants dans certaine famille comme les coniféres,, fagacée, rosacée
(Ghesterm et al.,2001). ils peuvent exister dans divers organes : I’écorce, les feuilles , les

fruits, les racines et les grains (Khanbabe et Ree,2001) .

On distingue habituellement chez les végétaux supeérieurs trois groupes de tanins

différents par leur structure aussi bien que par leur origine biogénétique :

- Les tanins hydrolysables.
- Les tanins non hydrolysables (condensés).
- Les tanins complexes (Bruneton,1999)

Tanins

!
! I !

Tanins Tanins non Tanins
hvdrolvsables hvdrolvsables complexes
Tanins Tanins
gallique ellagiques
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Figure 14 : 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 I’arbre de Tonka (Dipteryx odorata Wild.,Fabaceau) dont les féeves

contiennent 1 & 3 % de coumarine .

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 le mélilot ,
la sauge sclarée et lavande . On la trouve aussi dans le miel le thé vert ....etc . Les
coumarines sont des composés phénoliques vegétaux, portant un groupement benzopyrone

dans leur structure (Alignan, 2006).

coumarine P

Figurel5 : Structure de Coumarine (Site 12)
d) Les Lignines

Les lignines sont des molécules hydrophobes , cette propriété explique qualités
protectrices contre les bios agresseurs . Les lignines sont tres résistantes a la compression , On
les trouve dans le sclérenchyme , qui assure la protection , le soutien et la conduction de la

seve brute (xylene) et dans les tissus adultes (Pouzet, 2010) .

Les lignines biopoylmeres complexes hydrophobes trés 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).
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Role biologique des composés phénolique

Selon (Macheix et al.,2005) le r6le des composes phénolique est reconnu dans
différents aspects de la vie de la plante et dans leur utilisations par ’homme ils peuvent en

effet intervenir :

& Dans certains aspects de la physiologie de la plante (régulation de la croissance ,
interactions moléculaires avec certains parasites).
% Dans les interactions des plantes ave leur environnement biologique et physique

(relations avec les bactéries , les champignons, les insectes, resistance aux UV)

€

Organes végetaux (fruit ,légumes ) et des produits qui en dérivent par transformation.

€

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).

e) Les terpénes

Sont des hydrocarbures produits par de nombreuses plantes, volatiles ou non et
représentent une grande famille de molécules du métabolisme primaire et secondaire
(Guitton,2012) . La molécule de base de ces composés est I’isopréne de formule C5HS8 selon
le nombre de répétitions de cette derniere on distingue les hémiterpénes (C5), mono terpenes
(C10) sesquiterpenes (C15) di terpenes (C20) sesterpenes(C25). triterpéne (C30) tetraterpene
(C40) et polyterpenes .(Van de Braak et leijten ;1999)

Aujourd’hui, les terpénoides ont plusieurs usages dans différents secteurs, ils sont
largement utilisés dans le secteur de la nutrition humaine (saveur ; conservateur) et 1’industrie
du parfum .Depuis ces dernieres annees et avec la découverte des caractéristiques
anticancéreuses de certains mono terpenes leur importance dans secteur pharmaceutique a été

renforcée (Van de Braak et leijten ;1999).
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e -1) Role des terpenes

Les fonctions les plus répertoriées chez les terpénes , toutes catégories confondues sont
d’étre des insecticides naturels visant certains familles d’insectes précises et d’étre des agents

de défense contre divers agresseurs extérieure ( Phytochemical Society of Europe , 1991) .

Les terpénes jouent un rdle important dans la défense des arbres car en produisant des
quantités différentes de terpénes 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.
f) Les alcaloides

Les alcaloides sont des substances organique azotées d’origine végétale , qui présentent
une structure complexe hétérocyclique a caractére alcalin (Badiaga,2011) Typiquement
comme les amines primaires , secondaires , ou tertiaires et cela confére la basicité a
I’alcaloide , en acilitant leur isolement et purification comme sels solubles dans 1’eau formés

en présence des acides minéraux .
f-1) Roéle des alcaloides

Ils possédent 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 , antropine) souvent accompagnés des
hypnotiques , ou comme agents antipaludéens ( quinine , choroquinine) ou agents
anticancéreux ( taxol , vinblastine, vincristine ) mais certains d’entre eux sont toxique

(comme la strychnine ou I’aconitine) (Zenk et Jueng,2007).
3- Activiteés biologique

% Activité antioxydant
L’activité antioxydant d’un composé correspond a sa capacité a résister a I’oxydation .
En effet, la plupart des antioxydants de synthése ou d’origine naturelle possedent des groups
hydrox phénolique dans leurs structures et les propriétés antioxydants sont attribuées en partie
, a la capacité de ces composés naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux
hydroxyles (OH™) et super oxydes (O>) .
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% Antioxydants
Un antioxydant est une molécule qui diminue ou empéche 1’oxydation d’autres
substances chimique. Les antioxydants s’utiliser pour réduire I’oxydation du produit au quel

ils sont mélangés. L’effet des antioxydants provient de deux mécanismes :

e |lIs neutralisent les radicaux libres et empéchent les réactions en chaine initialilisées
par ces derniers.

e Les antioxydants détruisent les hydroperoxydes (composes intermédiaires forment des
radicaux libres en interrompant la liaison (O-O), diminuait ainsi la vitesse de
formation de radicaux libres .

% Radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique , molécule , morceau de molécule ou simple

atome capable d’avoir une existence indépendante en contenant ou plusieurs électrons

célibataire .Cela lui confere une grande réactivité donc une demi-vie trés courte .En effet,
ce aura toujours tendance a remplir son orbitale en captant un électron pour devenir plus

stable ( il va donc se réduire en oxydant un autre compose).

% Stress oxydant

Correspond a un déséquilibre entre la génération I‘espéce oxygénées activées (EOA) et
les défense antioxydants de I’organisme , en faveur des premieres .Notre mode de vie (
tabagisme, alcoolisme , obeésité , exercice physique intense ) , mais aussi n0s mauvaises
habitudes alimentaires , augmentent de facon anormal la production des EOA dans notre

organisme.

% Activité antidiabétique

Définition

Le terme du diabéte regroupe plusieurs maladies ayant en commun I’hyperglycémie et
les complications dégénératives mais de pathogénie et de traitement différents , le diabéte est
une affection métabolique complexe liée a des facteurs génétique et environnementaux . Selon
I’organisation mondiale de la santé¢ (OMS) , le diabete est une maladie chronique qui apparait
lorsque le pancréas ne produit pas suffisamment d’insuline ou que I’organisme n’utilise pas
correctement ’insuline qu’il produit. L’insuline est une hormone qui régule la concertation

de sucre dans le sang (W.Consultation,1999) .
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L’hyperglycémie est elle-méme définie comme la glycémie a partir de lequel
apparaissent les complications chronique du diabéte, et en particulier la rétinopathie . 11 existe
trois moyens de quantifier cette hyperglycémie pour parler de diabéte :

. La glycémie a jeun sur plasma veineux supérieure ou égale a 1 ,26 g /I soit 7mml /I a
deux reprises

. La glycémie aléatoire supérieure ou égale a 2g /I soit 11,1 mmol /I, plus les symptémes
du diabéte.

4 - Le diabéte et les plantes médicinales

Les plantes possedent plusieurs principes actifs que leurs permettent d’avoir une action
sur I’organisme. Dans le cas du diabete, elles ont une action hypoglycémie , dont le
mécanisme différe 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 aminés, les stéroides ,les
flavonoides , les phénols, les coumarines ,les ions inorganique et les guanidines (Jarald et
al.,2008).

L’activité diabétique 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 beta ou / et inhibition du
processus de dégradation de I’insuline

v' Apport de quelques éléments nécessaires comme le Calcium le Zinc le Magnésium le
Manganeése et le cuivre pour les cellules Béta

Régénération ou / et réparation des cellules béta .

Effet protecteur de la destruction des cellules béta .

Augmentation du volume et du nombre de cellules dans les Tlots de Lengerhans

Inhibition de la réabsorption rénale du glucose

RN NN

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

cellules béta remarqué dans le diabéte (Jarald et al., 2008)
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4-1 Activité anti-inflammatoire
L’inflammation ou réactions inflammatoire est la réponse des tissus vivants,
vascularisés a une agression (Bernard et Frédéris, 2003) . Cette agression peut étre d’origine

physique , chimique ou biologique dans le but de maintenir son intégrité .

Les causes ou les facteurs qui vont déclencher I’inflammation sont multiples et variees .

Elles peuvent avoir diverses origines :

o Causes exogenes : agents physiques , agents chimiques et agents biologiques.
J Causes endogenes : causes trophiques et conflits immunitaires.

&  Types de inflammation

4-1-A L’inflammation aigue

L’inflammation aigue est une étape initiale de 1’inflammation (de I’immunité innée),
qui est méditée par D’activation de systéme immunitaire (Lin et Karin,2007) . Elle est
caractérisee par sa durée limitée dans le temps (quelques minutes a quelque jour) (Dorward
et al.,, 2012) . L’inflammation aigue peut-étre divisée en trois grandes phases, une phase
vasculaire immédiate (de I’ordre de minutes) caractéerisée par la mobilisation de nombreuses
cellules immunitaires qui permettra 1’élimination des microorganismes pathogenes et des
tissus 1ésés et une phase de résolution et de cicatrisation qui en quelques jours conduira a la

restauration des tissus (Weil et al., 2003).

4-1-B 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 éliminée .
Elle est caractérisée par une durée étalée sur des moins ou des années (Rankin,2004) , et étre

’origine de nombreuses pathologies , telles que I’arthrite rhumatoide et la goute (Das, 2011) .

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

inflammatoires non stéroidiens : les anti-inflammatoires stéroidiens
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Chapitre I : Matériel et Méthode

Chapitre 1: Matériel et Méthode

1-1 Matériel Végétal
Notre étude a été réalisée sur les feuilles de Laurus Nobilis L que nous avons récolté en
mois Mars 2022 a la région de Drahhi Bouslah wilaya de Mila .La récolte de la plante a été

effectuée tres soigneusement de maniére a ne pas détériorer les éléments organiques et
minéraux présents.

1-2 Etude phytochimique de la plante

Récolte de la matiére

Séchage /broyage de M.V

Extr""{tion

Macération

Criblag..e i Filtration
flavonoides/Tani
D Activités
Evaporation Biologiques
Extraite Brut
Dosage Affrontement
CCM
Révélation des plaques Rapport
CCM sous lampe UV frontale (Rf)

Figure 16 : Protocole d'étude expérimentale

Apreés la récolte ,les feuilles ont été nettoyées lavées avec de I'eau de robinet a fin de ce
débarrasser de tout poussiere et matiére étrangére comme le sable; sol et d'autre puis en été
séchées pendant 20jours dans un endroit sec et a l'abri des rayons solaire ,pour préservé au
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maximum l'intégrité des molécules .Ensuit ont été broyées a l'aide d'un broyeur électrique
jusqu'a l'obtention d'une poudre fine qui & été servi pour la préparation des extraits afin de les
utilisés dans I'études phytochimiques et biologiques.

1-2-1 Extraction

Ce travail a été réalisé au laboratoire de recherche de Biochimie appliqué de la faculté
de science da la Nature et de la Vie Université frere Mentouri Constantine 1

e Objectif
Dans le but de cette étape compose a l'extraire de maximum de molécules chimique
contenues dans les parties aériennes de la plantes Laurus Nobilis L. Ont utilisant des solvants

organiques qui accélérent et augmenté le rendement d'extraction.

— Extraction Solide liquide

100g de la poudre végétale a été maceré dans un melange hydro-alcoolique
méthanol/eau (70%, /30%) sous agitation et resté 72 heures, le mélange est filtré sur papier
filtre Whatman (0,5 pm) , par filtration sous vide , la macération a été répété quatre fois
pendant 72 heures avec renouvellement de solvant chaque 24 heures pour permettre la
solubilisation maximum des composées .Les trois macéras filtrés sont réunis pour donner
I'extrait méthanolique (Brut) celui-ci est évaporé a sec sous pression réduit a 43 C° au
rotavapor et pesé pour déterminer son rendement ,un poids du résidu sec et conservé dans

une boite de pétri comme extrait méthanolique jusqua l'utilisation .

— Rendement dextraction
Le rendement de I'extraction correspond au pourcentage de métabolite secondaire dans
un solvant organique ou aqueux utilisé pour l'extraction (Abe et al., 2010).1l est définie
comme étant le rapport entre la masse de I'extrait sec obtenue aprés évaporation du solvant et

la masse de la poudre végétale utilisé .Ce rendement est calculé par I'équation suivant :

R (%) = [M1/MO0]* 100

R(%) : Rendement des extraits exprimé en pourcentage %. /M1 : La masse de I'extrait sec/MO : La masse de poudre la

poudre végétale
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a)- Macération

e Principe

La macération est une méthode qui a laissé la poudre de matériel végétal en contact
prolongé avec un solvant, pour en extraire les principaux actifs .Elle se déroule a
température ambiante ce qui est tres positif pour conserver l'intégrité des molécules .
e Protocol

On a utilisé 100g des partie arienne 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 72 heures .

Cette maceration est répétee 4 fois .

Figure 17 : Le macérat hydro-méthanolique
Cette étape (Macération) est répétée 03 fois, Les macérat hydro-méthanolique ont

été filtres.
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b)- Filtration
Apres la filtration nous obtenue un extrait melange il faux faire une filtration en utilisant
la feuille de Whateman pour garder un extrait pure.

Figure 18 : Filtration de macérat hydro-méthanolique

c)- Evaporation a sec
Elle réaliser a l'aide d'un évaporateur rotatif (Rotavapore) a une température comprise

entre 40 et 43C°. En fin obtenir un extrait sec

Figure 19: Evaporateur rotatif

Aprés cette étape on ajoute un goutte de Méthanol est gratté I'extrait organique brut par
une spatule pour récupérer dans une boit pétri en verre stérile puis conservé jusqu'a
I'utilisation.
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Figure 20: Extrait Méthanolique Brut Figure2l: Grattage d'extrait

100g de Matériel végétale (poudre)
+700 ml de méthanol + 300 ml eau

J

Filtration

) =S
J.

Evaporation

distillée ~
4
Macération a température ambiante
% etal'ombre24h h

-

\/
Figure22: Protocol de préparation de I'extrait méthanolique par macération.

Extraite Méthanolique brut J

1-2-2 Criblage phytochimique

% Essais de caractérisation en tube
1-Criblage de flavonoides
Se réalise a partir de 20mg d'extrait hydro-méthanolique repartit dans 3 tube, le 1*

servant de témoin, les 2 reste pour les deux tests (Wilstater et Bate-smith ) ,

+  Teste de Wilstater : HCL concentré en présence de trois tournures de magnésium
le changement de couleur est observe :

o  Virage au rouge (Flavonols)

o  Virage au rouge pourpre (Flavonoles)

o Rouge violacée (Flavanones et flavanols)
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2 -Criblage des tanins
100g dextrait hydro-méthanolique sont dissout dans 25ml d'eau distillée chaude puis

ajouté de trois a quatre de NaC110%, la solution ainsi obtenue est filtrée, Le filtrat est ensuite
réparti dans quatre tubes a essai ,le 4éme tube servant de témoin

Tube (1): Addition des gouttes de gélatine

Tube (2):Addition des gouttes de gélatine salées (Gélatine + NaCl 10%) [l'apparition
d'une précipitation par la gélatine salée signifie la présence des Tanins

Tube (3):Addition des gouttes de FeCls en solution hydro-méthanolique

La couleur vire au bleu noirs en présence de tanin gallique et au bleu verdatre en
présence de tanins catéchique (Rizk, 1982)

3- Criblage de Saponosides

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

simple agitation énergique (pendant 15 secondes) (Bruneton ,1999).
e Protocole expérimental

On introduit 1 g de poudre végetale de chaque organe des plantes dans des tubes a
essaie son 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.

Tableau 4 : Présentation des mousses

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 trés positif
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4- Criblage des alcaloides

Les réactifs :

—  Dragendorff

—  Mayer

. Essaie 01 : On prépare la solution a partir de poudre végétal on agite pendant
2min et on filtre, aprées on partage le filtrat entre 03 Tubes, et on ajoute respectivement au
tube n°2 quelque gouttes de réactif Dragendorff et au tube n°3. Quelque goutte de réactif
Mavyer et le tube n°1 reste témoin.

La coloration de Tube 2 en orange et de Tube 3 en jaune confirme la présence des
alcaloides.

o Essaie 02 : On prépare la solution a partir de 1’extrait on agite pendant 2min ,
apres on partage le soulevant entre 03 Tubes, et on ajoute respectivement au tube n°2 quelque
gouttes de reactif et au tube n°3Mayer , quelque goutte de réactif Dragendorff et le tube n°1
reste témoin.

La précipitation et la coloration de Tube 2 et de Tube 3 en orange confirme la présence
des alcaloides.

5 -Criblage des Stérols et Tri terpéne

Dépigmenter 100g d'extrait hydro-méthanolique par l'addition de 100g de cyclohexane
et agitation pendant 5min. Dissoudre le résidu déepigmenté dans 10ml 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 .

Tube N° 1: Teste de Salkowski : incliner le tube a 45°; ajouter 1 a 2 ml de H2SOa. Le
changement de coloration est noté immédiatement. Agiter le mélange légerement et noter le
changement graduel de coloration : une coloration rouge indique la présence de stérols
insatureés.

Tube N° 2 : Teste de Libermann-Burschad : additionner trois gouttes d'anhydride
acetique puis agiter légerement .ajouter une goutte de H2SOa4 concentré ;le changement de
coloration est observé pendant une heure: une coloration bleu-vert indique la présence de
stéroides tandis que rouge-violet a rose dénote la présence de tri terpene .

Tube N° 3 : Teste de Bad jet-Kedde : additionner quelques grains d'acide picrique.

L'apparition d'une coloration orange est due aux stéroides lactoniques. (Brubeton, 1993) .
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6 -Criblage des Quinones
Un gramme de matériel végetal sec et broyé est placé dans un tube avec 15 a 30 ml

d'éther de pétrole . Aprés agitation et un repos de 24heurs, les extraits sont filtrés et
concentrés au Rotavapore , la présence de quinones libres est confirmées par I'ajoute de
quelques gouttes de NaOH 1% lorsque la phase aqueuse vire au jaune, rouge, ou violet
.(Ribérreau,1968).

7 -Criblage des Anthraquinones

A l'extrait chloroformique de chacun des oranges, on ajoute du KOH aqueux 10% (v/v)

Apres agitation, la présence des anthraquinones est confirmée par un virage de la phase
aqueuse au rouge. (Ribérreau, 1968).

8- Criblage des Coumarine

2¢g d'extrait methanolique a 10ml de CHCL3 .Aprés en préparé la solution suivant S1

(Toluene /Acétate d'ethyle) (34/14);( V/V) sont soumis a une chromatographie sur couche
mince CCM.

Les chromatogrammes obtenus sont visualisés sous UV visible a 365 nm. L'Apparition
des spots en plusieurs couleurs verts rose marron ..Etc .

1-2-3 Etude de pouvoir antioxydant

Cette partie a été réalisé au niveau du laboratoire de recherche de Qualité-Analyse

du centre de recherche CRBT de Constantine

Test du Pouvoir Test du
reducteur piégeage de
FRAP ™ .y e radical DPPH
Activites

antioxydants
Test de Dactivité / \ Test du
de piégeage de
Phenolthroline radical D’ABTS
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a) Test du piégeage de radical DPPH
e Principe
L'activité anti-radicalaire libre est déterminée par le dosage du DPPH(Blois ,1958). Le
principe de cette méthode est la réduction du DPPH (2,2-diphenyle -1-picrylhydrazyl ) de
couleur violette en 2,2 diphenyl -1-picrylhydrazine de couleur jaune . Le DPPH absorbe a 517
nm, mais lors de la réduction par un antioxydant son absorption diminue (Bensouici, 2015).

Le BHT , le BHA sont utilisés comme standards antioxydants.

Figure23: Transformation du radical DPPHe en DPPH, H (Site 15)

e Procédure
Selon le protocole décrit par Blois. (1958) un volume de 40 ul de chaque extrait avec

un volume de 160 ul de DPPH (0,1 mM), ont été ajouté dans chaque puits de la microplaque.
Aprés le mélange est incubé a I’obscurité pendant 30 min a température ambiante. Trois
essais ont été effectués pour chaque concentration de produits testés, parallelement un

contrle négatif (blanc) a été préparé en remplagant ’extrait par le MeOH. La lecture des
absorbances a été mesuree a 517 nm.

e Expression des résultats
Le pourcentage d’inhibition de différents extraits a été calculé a partir de la formule suivante :

% Inhibition = [(A C — A E) /A C) *100

AC : Absorbance du controle.

AE : Absorbance de I’extrait.
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Nous avons déterminé le parametre CI50 (valeur de concentration inhibitrice) c’est la
concentration de I’extrait qui provoque une inhibition de 50% de Il’activit¢ du DPPH
(changement de la couleur). Elle est calculée graphiquement par la régression linéaire des
graphes tracés, pourcentages d’inhibition en fonction de différentes concentrations des

fractions utilisées.

Donc IC 50 de chaque extrait est calculé :

Clso= (Y- b) /a

b) Activité du piégeage du cation radical ABTSe+

NH4 + SO3~ s s SO5 + NH,*
>=—=N—N=—X
N N

CzHs CzHs
ABTS : sel d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)

CHs  Trolox
(ou antioxydant a tester donneur de H-)

CH3

NH,4 + SO3= s s SO;~ + NH.* O-
e T
NZ N
N 2

- H3C o CH3
H CzHsg C2Hs CH3
ABTSH™™

Figure 24: Formation et piégeage du radical ABTSe+ par un antioxydant donneur de He (Site
16)

e Principe
Le radical ABTSe+, (I’acide 2,2’-azinobis -3 éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) de
couleur bleu-vert est généré par ’oxydation de la molécule stable d’ABTS avec persulfate de
potassium (Re et al., 1999). Lorsque le radical est piégé par les substances . Antioxydants
présentes dans 1’extrait qui va réduire ce radical en provoquant une décoloration du mélange,
I’intensité de la décoloration dépend de I’activité antioxydant du composé testé mais souvent
aussi du temps et de la concentration. Le BHT , le BHA sont utilisés comme standards

antioxydants.
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e Procédure
Selon le protocole de Re et al. (1999) un volume 40 ul de chaque extrait a différentes

concentrations ont été mélangé avec 160 ul de ’ABTS+e. Le mélange est laissé a I’abri de la
lumiére a température ambiante pendant 10 min. Trois essais ont été effectués pour chaque
concentration de produits testés. Un blanc est parallélement préparé suivant le méme
protocole tout en remplagant 1’échantillon testé par le méthanol. La lecture est réalisée a ’aide
d’un lecteur microplaque a 734 nm. Le pourcentage de réduction du radical ABTS+ est

calculé selon I’équation suivante :

Activité ABTS (%) = [(Abs contrdle — Abs extrait) / Abs contrble] x 100

C) Activité de Phénantroline
e Principe
L’activité de phénantroline est déterminée par la méthode de Szydlowska-Czerniaka.
(2008). Elle est basée sur la réduction du Fe3+en Fe2+ion en présence d’un antioxydant. L'ion
Fe2+ formé réagi avec l'ortho-phénantroline, pour donner un complexe rouge orange.
L’absorbance est enregistrée a 510 nm. Le BHT et le BHA sont utilisés comme standards

antioxydants.

Figure 25 : Formation du complexe Fe+2-phénantroline (Site 16)

e Procédure
Selon le protocole de Szydlowska -Czerniaka et al.,(2008), un volume 10 ul extrait &

été ajouté a 50 pl Chlorure ferrique FeClI3 (0.2%) et 30 ul Phenanthroline (0.5%) puis110ul

MeOH. Le mélange est laissé a I’abri de la lumiére a température ambiante pendant 20 min a
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30°C. Un blanc est préparé de la méme maniere en remplagant ’extrait par le solvant utilisé

(Méthanol). L’absorbance a été mesurée a 510 nm.

d ) Activité pouvoir réducteur (FRAP)
e Principe

L’activité pouvoir réducteur est déterminée par la méthode de Oyez. (1986) avec une
légére modification. Le pouvoir réducteur est un indicateur significatif du potentiel
antioxydant d’une substance (Wang et al., 2008). Le principe de cette méthode consiste a
évaluer I’aptitude d’un antioxydant donné a réduire le fer ferrique (Fe3+) présent dans le
complexe ferrocyanure de potassium (K3Fe (CN) 6) en fer ferreux (Fe2+) (Philips et al.,
2010).La réaction est révélée parle virement de la couleur jaune du fer ferrique, a la couleur
bleu-vert du fer ferreux. L’intensité de cette coloration est mesurée par spectrophotometre a
700 nm (Karagozler et al., 2008). L’acide ascorbique et 1’a-tocophérol sont utilisés comme
standards antioxydant.

3 Bl ,ﬁ
% c | -.\‘-“iﬁ %- = | .-c-"e'-
“Hra, . . - — Antioxydamnt
— — Antioxydant ——— e 4R Fe- 1l ﬂx}.dﬂ!‘t} "
___f'i | ""l‘___ "_f | ‘H""_
ﬁ 1 - A c %—
Ferricyanure de potassiom Ferrocyamire de potasdmm

Figure 26:.Mécanisme réactionnel du test Pouvoir réducteur (Gulgin, 2012).

e Procédure
Selon le protocole décrit par Oyaizu. (1986), un volume de 40 pl du phosphate buffer

(pH=6,6) et 50 ul de potassium ferricyanide 1% sont ajoutés a 10 pl des différentes

concentrations des extraits.

Aprés 20 min d’incubation a température ambiante de 50°C 50 pl du tri-chloro acétique
acide (TCA) (10%) plus 40 pl d’H20 et 10 pl de ferriquechloride sont ajoutés au milieu
réactionnel. Le blanc est préparé en parallele suivant le méme protocole en remplacant

I’échantillon par le méthanol. Puis ’absorbance est déterminée & 700nm.
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1-2-4 La chromatographie sur couche mince (CCM)

Est une méthode simple et rapide permet de suivre I'évolution d'une réaction ou de tester la

pureté de composés organiques.

Aujourd'hui, elle est considérée comme une méthode puissante pour les analyses quantitatives
et qualitatives (Djamel, Aggoune, 2012).

e Objectif :

Déterminer les types de molécules présentes dans les extraits méthanolique et éthanoliques et
confirmer le type de solvant (éthanol ou méthanol) adéquat pour extraire le plus de

flavonoides.

e Principe :
Séparer les différentes molécules présentes dans les extraits parc chromatographie sur couche
mince (CCM). Puis, tirer le spectre UV-visible de chaque molécule.

— Préparation des plaques pour CCM
Le dépoOt des extraits sur les plaques a été fait linéairement de facon ponctuelle avec des
capillaires a usage unique (pipettes capillaires). Les capillaires devaient étre posés
perpendiculairement et prudemment sur la plaque afin de ne pas gratter le gel Capillaire
déposant I’extrait.
> Le choix de la phase mobile s'est fait apres essai de plusieurs mélanges de solvants.
Ceux qui ayant donné les meilleures séparations. Pour le support de silice, on a utilisé
Ethyle Ether 100% (V).
» Apres saturations des cuves de CCM en vapeur de solvant, les plaques ont été placées
Dans la cuve de sorte que les bords ou ont été effectués les dépdts fussent trempés dans
le fond du solvant; tout en prenant soin d’éviter tout contact entre les dépots des
Echantillons et le mélange de solvant.
Les différents constituants des échantillons déposés ont alors migré avec des vitesses
Différentes. Dans le cas idéal, nous obtenions autant de taches que de constituants sur le trajet
de migration du solvant (Reich et Schibli, 2007)
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Chapitre 11 Résultats et Discussion

Chapitre I1- Résultats et Discussion

2-1 Etude Phytochimique
Les criblages phytochimique sont I’ensemble des testes phytochimique réalisés sur la
plante de I’espece Laurus nobilis L , afin de caractériser les groupes de métabolites

secondaires . Ces réactions sont basées sur des phénomeénes de précipitation ou de coloration
par des réactifs spécifique .

2-2 Criblage des composés phénoliques
a) Criblage des flavonoides

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

nobilis L. a révélé que cette espéce tres riche en flavonoides.

Figure 27: Photographie des résultats de criblages des flavonoides I’espéce Laurus nobilis L.

b) Criblage des tanins

e Aprés I’addition de solution (Gélatine + MeOH), nous avons trouve une précipitation

condense, ce résultat dénote la présence des tanins.

Figure 28:Une précipitation des Tanins
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e L’apparition d’une couleur verte-noiratre dans les extraits hydro-méthanolique de la
plante étudiée avec le FeCI3 indique que les organes testés sont tres riches en tanins
Catitchique.

Figure 29: Photographie des résultats de criblages des tanins de 1’espéce Laurus nobilis L.

c) Criblage des Saponosides
Aprés calcul de I’indice de mousse, nous avons constaté la présence de Saponosides
dans I’extrait de Laurus nobilis L.

Tableau 05: Reésultats de criblage des Saponosides de 1’espece Laurus nobilis L.

Espece Laurus Nobilis L

Saponosides +++

- . Réaction négative + : Réaction faiblement positive

++ :Réaction moyennement positive +++: Réaction fortement positive

E

Figure 30: Photographie des Saponosides de 1’espéce Laurus nobilis L.

50



Chapitre Il

Résultats et Discussion

d) Criblage des alcaloides

L’espéce Laurus Nobilis L contient les alcaloides en grande quantités tandis leur présence

dans I’extrait méthanolique.

Tableau 06 : Résultat de criblage des alcaloides de I'espéce de Laurus nobilis L.

Espece Laurus Nobilis L

Essaie 01 02
Dragendorff ++ ++

Mayer ++ ++

Figure 31 : Criblage des alcaloides (Poudre Végétal ) de Laurus Nobilis L

| Dragendorffe

Figure 32: Criblage des alcaloides (extrait méthanolique) de Laurus Nobilis
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e) Criblage des stérols stéroides et triterpene
L’investigation photochimique des stérols insaturés a montré que laurier noble sont trés

riches en stérols.

Le laurier noble contient le triterpéne en grande quantité, tandis qu’ils donnent une

couleur rouge brique.

La présence des stéroides clair et coloré au jaune.

Figure 33 : Photographie des résultats de criblages des stérols stéroides et triterpénes de
I’espéce Laurus nobilis L.

Tableau07: Résultat de criblage des stérols, stéroides et triterpénes de Laurus nobilis L.

Espéece Laurus Nobilis L
Composé chimique Réactif
Stérols H2S04 +++
Stéroides Anhydride +++
acetique
Triterpenes Acide +++
picrique
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f)  Criblage des Quinones
Les quinones libres sont disponibles a 1’état de traces dans la poudre végétal I’espece

Laurus nobilis L.

Figure 34: Photographie des résultats de criblages des quinones de I’espéce Laurus nobilis L.

g) Criblage des Anthraguinones
La poudre végétale de la plante Laurus nobilis L. contiennent les anthraquinones a I’état

de trace, les phases aqueuses ayant légérement viré au rouge.

Figure 35 : Photographie des résultats de criblages des Anthraquinones de I’espéce
Laurus nobilis L.
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h)  Criblage des coumarines

L'étude de I'extrait méthanolique de la plante du Laurier par CCM visualisée avec UV
254 nm et 365 nm on ordre, a montré que l'espéce Laurus nobilis L contiennent des plusieurs
composées phénolique.

Figure 36: Photographie des résultats de criblages des Coumarines de I’espéce
Laurus nobilis L.

Tableau 08 : Résultats des plaques de CCM a la lumiére UV (254 nm et 365 nm ) de

coumarine
Espece Laurus nobilis L
Systeme CCM UV a 254 nm UV a 365 nm

S1
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Les résultats du criblage de la plante Laurus nobilis L. sont reportés dans les tableaux

précédents.

C’est principalement les poly phénols, les flavonoides, les tanins, les terpenes, 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 photochimique.

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

substances ces poly phénoliques (Tanins et Flavonoides).

Les tanins possédent une grande activité anti-oxydante, ce sont de tres bons piégeurs

des radicaux libres et inhibent la formation du radical super oxyde.

Les flavonoides possédent des activités anti-oxydantes, anti-inflammatoires, jouent un
role positif dans le traitement des maladies cardiovasculaires et euro-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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1-3 Activités antioxydantes

1-3-1 Le teste DPPH
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-
~
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Figure 37 : Résultats du DPPH sur microplaque.

Tableau 09: Résultat du test DPPH d'extrait de Laurus Nobilis

Extrac % Inhibition in DPPH assay
ts 3125pug | 6.25pg | 12.5pg 25 1g 50 pg 100 pg 200 g ICs0
pg/mL
1 1.93+1.61 | 2.50+0.68 | 3.86+2.74 | 7.56+1.02 | 21.96+1.1 | 72.46+0.2 | 86.23+1.0 | 76.40+0.4
0 7 3 4
BHA 22,21+1.2 | 31,73+1,2 | 54.89+3,6 | 67.60+1,1 | 76.77+0,5 | 78.67+1,3 | 79,01+0,8 | 6,82+0,49
4 2 0 3 4 1 9
BHT 47,77+1,2 | 56,93+1,8 | 72,83+1,2 | 78,46+1,0 | 79,48+0,3 | 80,03+1,6 | 80,10+0,6 | 22,32+0,0
2 4 3 1 1 2 6 2

Les résultats du teste DPPH sont exprimés

en ICso. La valeur 1Cso (Concentration

d'inhibition a 50 %) est définie comme étant la concentration du substrat nécessaire a

diminuer de 50% l'absorbance de la solution initiale du DPPH. Les IC sosont inversement

proportionnelles a l'effet scavenger dont les valeurs faible refletent un effet anti-radicalaire
important (Dasgupta et De, 2007;Maisuthisakul et al., 2007) L'extrait 1 a présenté une
activité anti-oxydante plus importante que celle du BHA (6,82+0,49) et BHT (22,32+0,02)

avec ICsoLa plus fort (76.40£0.44) .
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1-3-2 Le test ABTS

Les résultats obtenus de ce teste, nous ont permis de tracer le graphe de variation du

pourcentage d'inhibition en fonction de Ila concentration de chaque échantillon et

I'nistogramme des IC 5o de l'extrait 1

Figure 38 : Résultat de I'ABTS sur microplaque.

Tableau 10 : Résultat du test ABTS d'extrait de Laurus Nobilis

Extracts % Inhibition in ABTS assay
3.125ug | 6.25ug 12.5 ug 25 ug 50 ug 100 g 200 pg I1Cs0 pg/mL
1 0.18+1.51 | 1.00+1.72 | 1.14+1.61 | 5.98+0.75 | 24.37+1.23 | 33.73+1.32 | 90.46+1.20 | 117.73+1.43
BHT 49.22+0.75 | 59.22+0.59 | 78.55+3.43 | 90.36+0.00 | 92.18+1.27 | 1.59+0.03
BHA 83.42+4.09 | 93.52+0.09 | 93.58+0.09 | 93.63+0.16 | 93.63+0.95 | 1.03+0.00

L'extrait 1 a présenté une activité anti-oxydante plus importante que celle du BHA
(1.59+0.03) et BHT (1.59+0.03) avec ICsoLa plus fort (117.73+1.43).
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1-3-3 Le test Reducing power (Pouvoir réducteur)
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Figure 39: Résultats du Pouvoir réducteur sur microplaque.

Tableau 11: Résultat du test du Pouvoir réducteur d'extrait de Laurus Nobilis

Extracts % Inhibition in FRAP assay
3.125 g 6.25 ug 12.5ug 25 ug 50 ug 100 ug 200 Mg | Agso pg/mL

1 0.09+0.00 | 0.11+0.00 | 0.11+0.00 | 0.16+0.02 | 0.21+0.01 | 0.40+0.01 | 0.63+0.03 | 150.04+5.58
Acide 0,35+0,05 | 0,46+0,03 | 0,84+0,12 | 0,93+0,30 | 1,18+0,34 | 1,44+0,21 | 1,37+0,20 | 6,77+1,15
ascorbique
Acide 0,28+0,02 | 0,78+0,06 | 1,02+0,07 | 1,24+0,18 | 0,86+0,6 | 1,01+0,21 | 1,02+0,13 | 5,39+0,91
tannique
a- 0,11+0,00 | 0,16+0,00 | 0,21+0,03 | 0,35+0,03 | 0,73+0,03 | 1,37+0,08 | 1,81+0,09 | 34,93+2,38
Tocophérol

Les résultats du pouvoir réducteur sont exprimés en Ao, s0 . La valeur Ao, 5o est définie

comme étant la concentration du substrat qui donne une absorbance de 0,50. Acide tannique a

présenté | Ao, 5o la plus faible (5,39

Tocophérol
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1-3-4 Le test de I'activité de Phénonthroline
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Figure 40 : Résultat du Phénonthroline sur microplaque.

Tableaul? : Résultat du test Phénonthroline d'extrait de Laurus Nobilis

Extracts % Inhibition in Phénonthroline assay
3.125 ug 6.25 g 12.5 ug 25 ug 50 g 100 pg 200 pg Ao.s0 pg/mL
1 0.26+0.00 | 0.27+0.01 | 0.27+0.00 | 0.28+0.01 | 0.31+0.00 | 0.44+0.03 | 0.69+0.04 | 126.41+10.09
BHT 0,53+0,03 | 1,23+0,02 | 1,84+0,01 | 3,48+0,03 | 4,84+0,01 | / / 2,24+0,17
BHA 0,73+0,02 | 0,93+0,01 | 1,25+0,04 | 2,10+0,05 | 4,89+0,06 | / / 0,93+0,07

Les résultants obtenus on permit de tracer la courbe des absorbance en fonction des

concentrations des extraits et des standards et I'histogramme des concentrations réductrices

(Aos) L'extrait 1 a présenté une activité anti-oxydante plus importante que celle du BHA

(2,24+0,17) et BHT (0,93+0,07) avec A o,soLa plus fort (126.41+10.09).

2-4 Etude analytique sur chromatographie CCM

L’¢tude analytique des extraits hydro-méthanolique de la plante du Laurier par CCM, en

utilisant les systemes équants S1 [100% Dethyl ether ] ,

S2 [ Dethyl ether / Méthanol ],

visualisée avec UV 254 et 365 nm, a montré que l'espéce Laurus nobilis L. contiennent des

métabolites secondaires, tels que les flavonoides et terpénes ce qui confirme les résultats

obtenus lors des criblages photochimiques .
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Le CCM permet de séparer les composants de I'extrait dans le but de les caractériser .Le
profile chromatographique d'extrait de plante Laurus nobilis L. a la lumiere UV 254 nm,
365nm . par contre le profil chromatographie révélé par la vaniline sulfirique d'extrait de
Laurus nobilis montrent I'absence des taches de différents couleur par apport a la UV (voir le
tableau 13):

Tableaul3: Résultats des plaques de CCM prise apreés la révélation a lumiére UV (365nm)

Espece Laurus nobilis L

Systeme | Aprés révélationa | UV a 254 nm UV a 365 nm Avant

la vanilline révélation a la

vanilline

S1

S2
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Tableaul4 : Résultats des produits séparés par CCM.

Ethyl Ether (100%) ; (V) Taches bleu, vert Treés riche en CP
Rose ,Rose foncé, blanc

Diethyl Ether/méthanol (9,5:0,5) ;(V:V) Taches bleu, vert Trés riche en CP
Rose, Rose foncé, blanc

D'apres le chromatogramme, nous observons des spots de différentes couleurs qui
sont illustrés dans le tableau suivants :

Tableau 15 : Les couleurs des bandes d'extrait sous UV et leur correspondance en composés
phytochimiques (Akhanova et al., 2012):

Couleur Identification

Jaune Flavonoides, Quercétine, coumarine

Blanc Flavonols,flavonones,flavones,

Isoflavonones

Rose Hydroxyflavonol, Anthocyanidine
Rose foncé Tanin, terpénes et triterpéne
Bleu Acide phénolique, flavonoides

Finalement d'apres notre étude qui constate que les feuilles de Laurus nobilis se
caractérisent par leur richesse en composeés peut polaires tels que les terpénes , triterpénes
,acide phenoligue ,flavonoides ,coumarines , flavones , flavanones , alcaloides , saponosides
et I'absence des quinones . Tandis que I'étude de (Vardapetyan et al., 3013 ; Derwich et al .,
2009) sur les feuilles de laurus nobilis affirment la richesse en terpénes , triterpene ,cineol, en

plus des hydroxyflavonols ,anthocyanidines et des tanins.
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Conclusion

L’étude de la chimie des plantes reste toujours un sujet d’actualités. Les plantes
aromatiques sont utilisées depuis des siécles a des fins médicinales. Ces plantes ont I’aptitude
de synthétiser de nombreux métabolites secondaires en réponse aux stress biotiques et
abiotiques qu’ils peuvent subir. Ces métabolites secondaires possédent diverses propriétés

biologiques. Mais Il reste difficile de définir les molécules responsables de 1’action.

Les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux
médicaments .Elles sont considérées comme une source de matieres premiéres essentielles
pour la découvertes de nouvelles molécules d’origine naturelle nécessaires, a la mise au point
de futurs médicaments qui contribuent de maniére significative a la prévention de diverse

maladies.

L’objectif de notre travail c’est I’étude photochimique de 1’espéce Laurus nobilis L. Le

choix de cette plante médicinale était basé sur quelques données ethno pharmacologiques.

Le criblage photochimique des métabolites secondaires (Flavonoides, Tanins,
Alcaloides, Saponosides, Stérols Stéroides et Triterpene, Quinones, Anthraquinones,
Coumarines) et la chromatographie sur la couche mince CCM, suivies par 1’évaluation de
certaines activités biologiques comme I’activité antioxydant nous ont permis d’avoir des

résultats tres intéressants.

Le pouvoir antioxydant de I’extrait foliaire de la plante a été évalué in vitro par quatre
méthodes complémentaires ; DPPHe, ABTS<+, PHEN ainsi le test de FRAP, Cette évaluation
a montré que l’extrait avait un trés fort effet scavenging vis-a-vis les radicaux DPPHe ,

ABTSe+.

Ces tests montrent donc que la plante possede une activité antioxydante élevée, cette
activité est liée en grande partic a la composition de I’extrait en composés phénoliques,

particulierement les acides phénoliques et les flavonoides.

Ces résultats constituent une étape importante dans la recherche de substances naturelles
biologiqguement actives. Des tests supplémentaires seront nécessaires pour trouver des

formulations pour l'utilisation de Laurus nobilis L. dans les aliments pharmaceutiques, et les
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industries cosmétiques. Les substances actives présentes dans cette plante peuvent étre
rendues disponibles sous forme de poudre et elle jouerait un r6le non négligeable en

médecine, pharmacie alimentation et industrie.
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Résumé

Laurus nobilis L. est une plante médicinale et aromatique qui appartient a la famille des
Lauracées, elle est riche en métabolites secondaire. Cette espece est tres utilisée en Algérie dans la

médicine traditionnelle ou alternative, en raison de leurs multiples effets thérapeutiques.

Notre travail porte sur une étude phytochimique de I’extrait foliaire de I’espéce Laurus nobilis
L. Un screening des métabolites secondaire a révélé une richesse en poly phénols, flavonoides, tanins,
terpénes, alcaloides et saponines. Une séparation chromatographique par CCM a confirmé cette

richesse en molécules.

L’activité antioxydant de 1’extrait a été estimée in-vitro par I’utilisation des méthodes DPPH,
ABTS, FRAP, Phenolthroline. Les résultats ont montré une importante inhibition des radicaux libres

avec des valeurs significative proches de celles des standards.
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