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Résumé

RESUME

Afin de contribuer a la valorisation de la flore Algérienne, une étude a été menée dans le but
d’évaluer quelques activités biologiques des huiles essentielles et des hydrolats des feuilles du
laurier : Laurus nobilis provenant de trois régions d’Algérie : Birkhadem (sud d’Alger),
Azzefoun (proche de la mer) et Attatba. L’extraction de 1’huile essentielle et de I’hydrolat de
feuilles seches du Laurus nobilis a été accomplie par hydrodistillation. Le rendement en huile
essentielle est de 0.84+0.20% pour les plantes provenant de la région d’Attatba, et de
0.86+0.23% pour les plantes provenant de la région de Birkhadem. Le plus faible rendement
0.25 £0.07% a été noté pour les plantes provenant de la région d’Azeffoun. Le screening
phytochimque effectuées sur la poudre et I’infusé des feuilles de Laurus nobilis ont révélé la
présence des flavonoides, des tanins galliques, des tanins catéchétiques, des anthocyanes et des
glucides. Les hydrolats se caractérisent par la présence des tanins galliques et des flavonoides.
L’¢étude de ’activité antimicrobienne de I’huile essentielle a révélé une forte action inhibitrice
sur la croissance des souches pathogénes testées (Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Candida albicans, Aspergillus brasiliensis). L’hydrolat présente une
Iégere activité inhibitrice sur Aspergillus brasiliensis avec une zone d’inhibition de 12 mm. Le
pouvoir antioxydant a été évalué par le test de DPPH. Les résultats obtenus ont montré que les
hydrolats des plants prélevés dans les trois régions (Attatba, Azeffoun, BirKhadem) présentent
une activité antioxydant trés importante avec des 1C50 de 133pg/ml, 328ug/ml et 368ug/ml
respectivement. L’huile essentielle présente une activité antioxydant plus ou moins importantes
pour les échantillons prélevés dans les deux régions Attatba et Azeffoun avec des IC50 de
449.80 pg/ml et 400 pg/ml respectivement, et moins importantes pour les plantes collectées au
niveau de BirKhadem avec des IC50 de 511pug/ml. Dans cette étude nous avons pu constater
que I’hydrolat de Laurus nobilis a présenté une activité antioxydant plus élevee que celle de
I’huile essentielle. L’étude de 1’activité anti-inflammatoire de 1’huile essentielle et de I’hydrolat
du laurier noble provenant des trois régions étudiées présente une grande potentialité anti-

inflammatoire pour la dose 5%.

Mots clés : Laurus nobilis.L ; huile essentielle ; hydrolat ; screening phytochimque ; activité

antimicrobienne ; antioxydant ; antiinflammatoire.




) 3 A o gad) AL ey 2 Jal e Al o Coy el dy i ad) i) i 8 daabasadl dal e
el (e ddlia (3lalia GG (e 4adldl (Laurus nobilis) : il 4 s yall Sl 31 ) 5Y il cla Galiiiu g

Gyl A a8 bl ddasd g3 (Laurus nobilis) 4lal GlsY) e shaiall slall 5 ) a3l DAl o3
3l ) ol e gl als iy Aalale Ll 94 0.86 5 %0.84 <o Aalalas dilaial cilal )
0.25% & 538 Cua (58 5] dilaie clilall oY)

S e 255 0o (laurus nobilis) Gsls G o soal @Al (il Sl Gasdl) Caig
25 5 ebilll ele aaiy glucide s <anthocyanes s <tanin catchique s <tanin gallique s <flavonoides
.flavonoides s tanin gallique

a3 el A el CYSL sai e jaS e dae e Apnla) g 3l (e il s pSaall Balicall Al jall CdiS

s «Candida albicans _s <Staphylococcus aureus _s <Escherichia coli s sBacillus subtilis) W _lisl
Aspergillus e Lo Ll baa gl s i dalaial 250 (31, 5Y kil cla (Aspergillus brasiliensis

.l 12 <« brasiliensis

bl bl ela () Lale J sanl) &5 ) gibiil) < elal DPPH. Jbis) sk oo 30uSY) cilabias Ayllad apis o3
i s 5008V Clalias Jlae 8 4all Lage Uali el (a5 58 ) edadallan) SN (3laliall 8 33 53l
Gl sy (Il e Ja/ ol 586 328.09 5 e/ ol e 5500 368.92.5 S / ol 2 5 Sue 133,59 4iasd
400 ¢ 1C50 go 038315 Aukallan cpialaiall 853 s lal) cilisall Aaal Jil 5l ST 5008 sliae L e 5 kol
o/ p) e 508 511 (e IC50 gs p3ls s 5 sia o Lgaan o Al clilall Al Lpaal Jil 5 cda / ol 2 5 Saa
bl 3 e e T 5200 Mlias L 4l S (Jaurus nobilis) J sl sle of Uas 5 ol jall 238

il al) Carad 3lalie GO Al il e daalitonall il ele s a3 o e sliaall Ll dul 3 )
75 4l g™ saliae Adle 4ilSaly et

laliae Tl ¢ Sill  Aasl) Gasdl) ¢ julaiill ol f‘;u\.ui <w iy ¢Laurus nobilis. L :dualidal) cilalsl
LU Balicas 3ausY) Cilalias il 5 Sl




Abstract

ABSTRACT

In order to contribute to the enhancement of the Algerian flora, a study was carried out to
evaluate some biological activities of essential oils and hydrolats of laurel leaves: Laurus
nobilis from three regions of Algeria. The extraction of the essential oil and dry leaf hydrosol
of Laurus nobilis was carried out by hydrodistillation. The essential oil yield is 0.84% for plants
from the Attatba region, and 0.86% for plants from the Birkhadem region. The lowest yield was
0.25 for plants from the Azeffoun region. Phytochemical screening carried out on the powder
and infused Laurus nobilis leaves revealed the presence of flavonoids, gallic tannins,
catechetical tannins, anthocyanins and carbohydrates. Hydrolats are characterized by the
presence of gallic tannins and flavonoids. The antimicrobial study of the essential oil revealed
a strong inhibitory action on the growth of the pathogenic strains tested (Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Candida albicans, Aspergillus brasiliensis). The
hydrosol has inhibitory activity on Aspergillus brasiliensis with an inhibition zone of 12 mm.
Antioxidant potency was evaluated by the HPPD test. The results obtained showed that the
hydrolates of the plants collected in the three regions (Attatba, Azeffoun, BirKhadem) have a
very high antioxidant activity with 1C50s of 133ug/ml, 328ug/ml and 368ug/ml respectively.
The essential oil has more or less important antioxidant activity for the samples taken in the
two regions Attatba and Azeffoun with IC50s of 400 pg / ml, and less important for the plants
collected at Birkhadem with IC50s of 511 pg / ml. In this study, we found that Laurus nobilis
hydrosol had a higher antioxidant activity than essential oil. The study of the anti-inflammatory
activity of the essential oil and hydrosol of the noble laurel from three regions studied shows a

great anti-inflammatory potential for the 5% dose.

Keywords: Laurus nobilis.L; essential oil; hydrosol; phytochemical screening; antimicrobial

activity; antioxidants; anti-inflammatory.
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INTRODUCTION

Depuis des milliers d'années, I'hnumanité a utilisé diverses plantes trouvées dans son
environnement, afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies, ces plantes représentent un
réservoir immense de composés potentiels attribués aux métabolites secondaires qui ont
I'avantage d'étre d'une grande diversité de structure chimique et elles possédent un tres large
éventail d'activités biologiques. L'évaluation de ces activités demeure une tache trés

intéressante qui peut faire I'intérét de nombreuses études (Lhuillier, 2007).

La valorisation de la filiere des plantes aromatiques et médicinales (PAM) est devenue
indispensable dans un pays regorgeant d’une richesse trés importante en flore. Selon les
statistiques de 1’Organisation Mondiale de la Santé (2003). 80% de la population mondiale a
recours aux médecines traditionnelles pour satisfaire des besoins en soins de santé primaire.
D’ailleurs la pharmacopée humaine est riche d’un répertoire de pas moins de 20000 especes

dont 50% sont utilisées en industrie pharmaceutique (Lhuillier, 2007).

Les plantes renferment des composants chimiques qui se répartissent en de grands groupes : les
protides, les glucides, les lipides et les acides nucléiques d'une part, les pigments,
les tanins, les polyméres, les hormones et les essences vegeétales dites huiles essentielles
d'autre part. Les premiers sont les constituants du métabolisme primaire. Ils existent en
permanence au sein de la plante. Les autres proviennent du métabolisme secondaire et ne sont
pas toujours présents chez les végétaux (Bouamer et al., 2005). Un grand nombre de plantes,
aromatiques, médicinales, des plantes épices et autres, possedent des propriétés biologiques trés
intéressantes, qui trouvant applications dans divers domaines a savoir en médecine, pharmacie,

cosmétologie et I’agriculture (Mohamedi, 2006).

En Algérie, la phytothérapie est une pratique trés ancienne. Les connaissances empiriques se
sont transmises verbalement a travers les genérations et se sont enrichies grace a la situation
géographique stratégique bien connue de I’ Algérie (Guedouari ,2012). Les végetaux les plus
utilisées en phytothérapie sont trés variées et utiles autant que plantes médicinales et

aromatiques.

Parmi les plantes aromatiques utilises en Algérie, Laurus nobilis, est une espéce de la famille
de lauracées, particulierement riche en huile essentielle. (Sell et al., 2002).C’est 1’'une des

especes végétales médicinales et aromatiques, qui connait actuellement un regain d’intérét pour
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son utilisation dans la médecine traditionnelle, les industries pharmaceutiques, agroalimentaires

et cosmétiques. (Hay et Synge, 1971).

L’extraction des huiles essentielles a pour but de capter les biomolécules les plus subtils et les
plus fragiles élaborés par le végeétal. Les hydrolats sont considérés, la plupart du temps, comme
un déchet de I'nydrodistillation. Pourtant, certains hydrolats de plantes possédent des propriétés
thérapeutiques intéressantes et bien souvent différentes de celles de [I'huile essentielle
correspondante (Catty, 2001; Price et al., 2004)

A cet effet, et dans le cadre de la valorisation des plantes aromatiques utilisés
traditionnellement, nous nous sommes intéressees a étudier les activités de 1’huile essentielle et

de I’hydrolat des feuilles de laurier : Laurus nobilis.

Les objectifs principaux, sont répartis en deux parties :

v' La premiére partie est relative a 1’étude bibliographique des plantes ou nous
présenterons des données de connaissances botaniques des Lauracées, en particulier
I’espéce Laurus nobilis L. cette partie sera enrichise aussi par une documentation sur les
huiles essentielles et sur les hydrolats.

v La deuxieme partie représente la partie expérimentale ol nous présenterons le matériel
d’étude el les techniques utilisées qui se réalisent comme ce qui suit :

- Extraction des huiles essentielles de laurus nobilis par hydrodistillation et récupération des
hydrolats.

- Analyse des feuilles de la plante étudiée par un screening phytochimique.

- Le deuxieme axe consiste a déterminer les effets : antimicrobien, antioxydant et
antiinflammatoire des deux extraits de (Huiles essentielle et Hydrolat).

Aprés présentation et discussion des résultats ce travail se termine par une conclusion et des
perspectives.
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I.1. La phytothérapie et les plantes médicinales

1.1.1 Généralités

La phytothérapie s’intégre dans la thérapie moderne, elle fait partie de la médecine qui n’est
pas considérée comme une thérapie douce (Biauchini et Corbetta ,1975).

Etymologiquement, la phytothérapie vient du grec phytos qui veut dire plantes et thérapia qui
veut dire soins ou traitement.

La phytothérapie est donc I’art de se soigner par les plantes médicinales. Ce sont des plantes
renfermant un plusieurs principes actifs, s’occupant du terrain ainsi que du symptome,
capable de prévenir, de soulager ou de guérir des maladies. (Jean-Luc Salle, 1991). On

distingue deux sortes de phytothérapies :

1. la phytothérapie classique, De nos grands-meres : ce sont les préparations familiales

(tisanes), sous forme d’infusion, de décoction, de macération.

2. la phytothérapie moderne, De nombreux laboratoire, ont mis au point différentes

procédés d’utilisation des plantes avec un mode d’administration plus facile

1.1.2 Les plantes médicinales et aromatiques
Définition
Schawenberg et al (1997)., soulignent qu’une plante médicinale est toute plante renfermant un
ou plusieurs principes actifs capables de prévenir, soulager ou guérir des maladies. Certaines
plantes contenant toute une gamme de matiéres efficaces peuvent avoir des actions tres
différentes suivant leur préparation.
Les plantes médicinales ou pharmaceutiques interviennent dans la préparation des
médicaments. En médecine, les remedes préparés a partir des plantes sont appelés galéniques
(du nom de Galien, médecin du premier siecle). (Ramawat et Merillon, 2008).
Les plantes aromatiques sont constituées par des organes apportant une odeur et une saveur
destinées a améliorer le bien-étre. 1l peut s’agir soit d’une plante entiére ou d’un organe
(feuilles, fleurs, fruits, bourgeons, graines, rhizomes ou bulbes) (Teuscher et Lobstein, 2005).
Une plante aromatique se différencie des autres plantes par ces principes odoriférants et

parfumés appelés huiles essentielles (Willem, 2005)
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1.1.3 Les substances actives des plantes médicinales

La plante médicinale contient un certain nombre de substances dont la plupart agissent sur
I’organisme humain. C’est la phytochimie qui se charge d’étudier, ces substances actives, leur
structure, leur distribution dans la plante, leur modification et les processus de transformation
qui se produisent au cours de la vie de la plante, de la préparation du remede végétale, puis
durant son stockage (Iserin, 1996).

Ces substances sont :

- Alcaloides : sont des composés azotés complexes, présentant généralement de puissants effets
physiologiques. Ce sont pour la plupart des poisons végétaux tres actifs, dotés d’une action
spécifique (Volack et al., 1983)

- Glucosides : Un glucoside est constitué de deux composantes, une partie aglycone et une
partie de sucre. La partie aglycone comprend les métabolites secondaires tels que les
coumarines, flavonoides, hydroxy-anthracene. Les glucosides jouent un grand réle dans le
stockage des réserves nutritives et de défense de la plante. Le cyanure glycosides, (par exemple
amygdalin de l'abricot), sort le cyanure hydrogene toxique quand les cellules sont
endommagées et agissent comme un systéme de défense (Barnes et al., 2007) . Les glucosides
cardiaques comme la digitoxine, ont une action directe et puissante sur le cceur, Ils l'aident a

maintenir le rythme cardiaque en cas d’affaiblissement (Iserin et al., 2001).

- Saponines : sont tres communes dans les plantes médicinales. Elles ont une autre propriété
caractéristique : celle d’hémolyser les globules rouges, (érythrocytes) et de libérer ainsi leur
hémoglobine, ce qui explique I’effet toxique de certaines d’entre elles. En ’occurrence, elles

sont inconsommables (Iserin et al., 2001).

-Tanins : sont des mélanges complexes de polyphénols. Le principe actif est un phénol qui se
combine avec des sucres. Il existe des tanins galliques (dont le motif structural de base est
I’acide gallique) et des tanins catéchiques (oligomeres et polyméres d’aglycones poly
phénoliques) (Wichtl et Anton, 2003 ; Murphy, 1999). Les tanins étaient autrefois utilisés
pour le tannage de peaux. lls ont la propriété de coaguler certaines protéines des muqueuses et
des tissus en créant une couche isolante et protectrice qui a pour effet d’apaiser la douleur et de

réduire les saignements (Griinwald et Jéiniche, 2006)
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- Flavonoides : sont des substances généralement colorées, en particulier, jaune et orange trés
répandues chez les végétaux (Guignard., 1996). Les flavonoides exercent plusieurs fonctions,
notamment la protection contre les champignons et les insectes, ainsi que le contrble des
processus de croissance. Beaucoup de ces substances ont des propriétés proches de celles des
cestrogénes. Chez ’homme, la majorité des flavonoides inhibent le processus inflammatoire et

sont aussi des antioxydants (Griinwald et Jiniche, 2006).

-Anthocyanes : Les anthocyanes sont des pigments végétaux hydrosolubles de couleur rouge,
violette ou bleue (Iserin et al., 2001 ; Arnal-Schnebelen et al.,2007 ; Ghestem et al ., 2001).
IIs sont issus de I'nydrolyse des anthocyanidines (dérivés poly phénoliques) (Daayf et
Lattanzio., 2008). Ces pigments sont trés répandus dans le regne vegétal. Ils sont proches des
flavonoides sur le plan de I’origine, de la structure et des propriétés pharmacologiques (William
et Hopkins., 2003). lls diminuent la perméabilité des capillaires et augmentent leurs
résistances. 1ls ont aussi une action anti- cedémateuse. Ce sont aussi des colorants végétaux

autorises (Hagerman., 2002).

-Mucilages : Ce sont des polysaccharides qui forment de véritables mosaiques moléculaires.
Cette structure chimique leur confére la propriété remarquable de gonfler au contact de I'eau
avec la formation de masses plastiques ou de solutions visqueuses. lls agissent par action
mécanique d’ou l'effet laxatif. Le mucilage forme une couche protectrice sur la muqueuse
intestinale contre les substances irritantes (Fluck., 1977 ; Verdrager., 1978). Elle peut étre
utilisée pour protéger les tissus enflammeés et calmer la douleur (Nowitz et Bottet., 2000). Un
effet hypoglycémiant a été observé avec le fenugrec et le tamarin, éventuellement par

ralentissement de la résorption des sucres induit par les mucilages (Teuscher et al., 2005).

- Huiles essentielles : Ce sont des substances volatiles et odorantes obtenues par la distillation
des plantes aromatiques. L’huile essentielle est présente dans les feuilles, les fleurs et I’écorce
de certains végétaux. Dix pour cent seulement parmi les huit cent mille especes du monde
végétal sont capables de synthétiser une essence (Willem., 2009) .Les huiles essentielles ont
des propriétés pharmacologiques trés différentes les unes des autres en raison de 1’hétérogénéité

de leur composition chimique (Fabrocini et Fabrocini., 1999).
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1.2. Les huiles essentielles :

1.2.1. Définition :

Une plante aromatique se différencie des autres plantes médicinales par ces principes

odoriférants et parfumeés appelés huiles essentielles.

L’aromathérapie met en ceuvre des essences et des huiles essentielles pures extraites de
différentes plantes aromatiques appréciées pour leurs propriétés thérapeutiques (Schawenberg
et Paris., 1997).

Les huiles essentielles ce sont des substances volatiles et odorantes obtenues par la distillation
des plantes aromatiques ; Peu ou non grasse on 1’appel << huile >> car elle ne se mélange pas
avec I’eau. Comme I’essence, elle s’enflamme. On trouve ces substances dans de nombreuses
parties des plantes : les fruits, les écorces, les feuilles, les graines et les racines. Cependant, la

quantité d’huile produite est tres variable selon les especes.

11 s’agit de mélanges de composés lipophiles, volatiles et souvent liquides, extraits de la plante
grace a des procédés physiques. Les huiles essentielles sont responsables de 1’odeur

caractéristique de la plante (Bruneton, 1999). Elles sont largement utilisées en parfumerie.

1.2.2. Répartitions et lieu de synthése

Les huiles essentielles, produites par les végétaux supérieurs, sont élaborées par des sites
sécréteurs botaniques qui se retrouvent sur presque toutes les parties de la plante (tige, feuilles,
fleurs ou graine) (Bruneton, 1993). Leur biosynthese est liée a des cellules spécialisées,
rarement isolées (feuille de laurier, gingembre...) le plus souvent regroupée en poches

(Rutacées, myrtacées...) ou en canaux secreteurs (Apiacées, astéracées...) (Guignard ,2000).

Elles sont sécrétées au sein du cytoplasme de certaines cellules ou elles se rassemblent sous
forme de petites gouttelettes comme la plupart des substances lipophiles. Ensuite elles sont
stockées dans des cavités résultant de la fusion de plusieurs cellules (El Abed et Kambouche,
2003).

1.2.3. ROle des huiles essentielles chez les plantes

Les huiles essentielles protégent la plante contre les parasites, les insectes ou les herbivores.

Elles peuvent aussi favoriser la fécondation en attirant certains insectes (Milpied, 2009).
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Toutefois, la fonction des huiles essentielles au sein de la plante reste encore un phénomeéne
assez obscur. Les effets d’attraction, de répulsion et de dégagement observés sont dus a la
complexité et la variété structurale des substances présentes dans 1’essence (EI Abed et
Kambouche, 2003).

Les fonctions possibles des huiles essentielles sont multiples : protection contre les prédateurs
de la plante, attraction des insectes pollinisateurs, inhibitions de la germination et de la
croissance, inhibitions de la multiplication des bactéries et des champignons. (GERHARD,
1993).

1.2.4. Méthodes d’extraction

L’extraction des huiles essentielles est une opération capitale qui doit permettre d’obtenir des

produits volatils, particulierement fragile, sans en altérer la qualité (Roux et al., 2008).

Le choix de la technique dépend de la localisation histologique de I’essence dans le végétale

(El Abed et Kambouche., 2003).

L’extraction peut se faire selon de multiples procédés. La meilleure technique reste 1’extraction
par entrainement a la vapeur, technique qui préserve a ’huile essentielle toutes ses qualités

physico-chimiques et thérapeutique (Bernalet et al., 1985).
La méthode la plus employées est celle de :
 Hydrodistillation :
Elle représente 80% de la récupération des huiles essentielles (Salle, 1991).

La plante aromatique (entiere ou broy€) placée dans un alambic est immergée dans 1’eau. Portée
a ¢bullition, I’eau a 1’état vapeur en passant a travers le matériel végétal entraine I’huile
essentielle ; elle est refroidie et condensée dans un serpentin. L’huile essentielle est séparée de
I’eau par différence de densité dans un vase florentin. L’eau obtenue est une eau florale ou

hydrolat aromatique (Raynaud, 2006).

L’extraction peut également s’effectue par les procédes suivants :

R/

¢ Entrainement a la vapeur d’eau
7

% Extraction par solvants

% Expression a froid

10
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1.2.5. Conservation :

La conservation des huiles essentielles exige certaines précautions indispensables si 1’on veut
éviter leur oxydation et leur dépolymérisation. Aussi il convient d’utiliser des flacons de verre
colorés ou opaques, bien bouchés, pour les préserver de I’air et de la lumiére, principaux agents
de leur dégradation (Bardeau, 2009).

Les huiles essentielles se conservent entre 12 et 18 mois apres leur fabrication. Avec le temps

leurs propriétés diminuent et deviennent alors inactives (Salle, 1991).

1.2.6. Composition chimique :

La composition chimique des huiles essentielles est généralement tres complexe d’un double
point de vue, a la fois par le nombre élevé de constituants présents et surtout par la diversité
considérable de leurs structures.

En effet, elles comprennent deux classes de composeés caractérisés par des origines
biogénétiques bien distinctes : le groupe des terpénoides et le groupe des composés
aromatiques dérivés du phénylpropane.

Il existe également d’autre corps qui entrent en faible proportion dans la constitution de
certaines huiles essentielles (acides organiques, les esters et d’autres composes). (El Abed et
Kambouche ., 2003)

a) Les terpenes :

Dans le cas des huiles essentielles, seuls les terpenes les plus volatils sont rencontrés, c¢’est-a
dire ceux dont la masse moléculaire n’est pas trop élevée : mono- et sesquiterpénes. Les
carbures peuvent étre acycliques, monocycliques ou bicycliques et porteurs de groupements
fonctionnels variés a savoir : alcools (géraniol, menthol, bornéol), cétones (camphres,

thuyones), esters (acétate d’isobornyl) et les phénols (thymol) (Telephon et al ., 2008).

D’apres Judd et al ( 2002), les terpénes sont des hydrocarbures non cycliques et volatile de
formule C10H1e6, composes d’unités isoprénes, les mémes auteurs confirment que ce sont des
polyméres formes par la réunion d’unité isoprénes a 5 carbones : Cs Hs, d’ou le nom
d’isoprénoides sous lesquels les terpénoides sont parfois désignés.

Ces auteurs déclarent que I’isopréne est donc le constituant de base a partir duquel se fait la

polymérisation.

11
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Selon Gaucher et al (2001), les dérives des terpénes sont :
Les monterpénes : Cio His, les sesquiterpenes : Cis Has, les diterpénes : C2o Haz, les
triterpenes : Cso Has, les polyterpenes : Cso Hao.

b) Les composés aromatiques dérivés du phénylpropane :

Les dérivés du phénylpropane (C6-C3), ou composés phénoliques s’agissant le plus
fréquemment d’allyl ou propénylphébols, et ou aldéhydes. La biosynthése par voie
phenylpropanoides débute par des aromatiques que sont la phénylalanine et la tyrosine, 1ls sont
généralement caractérisés par la présence d’un groupement hydroxyle fixé a un cycle phényle.
Egalement, la synthése de ces constituants nécessite une série d’acides dont 1’acide shikimique
et I’acide cinnamique. Les phénylpropanoides sont moins répondu dans I’HE que les terpénes,
néanmoins elles sont caractéristiques dans certaines huiles essentielles d’Apiaceae (anis,
fenouil, persil, cannelles (eugénole, myristicine, asarones, cinnamaldéhyde)) (Bruneton,
1999).

1.2.7. Propriétés des huiles essentielles :

a) propriéetés physiques :
Les huiles essentielles sont des liquides a température ordinaire, I’odeur aromatique tres
prononceée, généralement incolores ou jaune pale. Leur densité en générale inférieure a celle de
‘eau et sont entrainable a la vapeur de I’eau. Elle possédent un indice de réfraction souvent
élevé et la plupart devient la lumiere polarisé, sont douées de pouvoir rotatoire ( Duraffourd
et al., 1990 ; Baser et Buchbauer, 2010)
Les huiles essentielles s’évaporent et se volatilisent a température ambiante. Elles sont tres peu
solubles dans 1’eau a laquelle elles communiquent leurs odeurs. Cette eau est dite eau distillée
florale. Sont soluble dans les alcools, dans les huiles fixes et dans la plupart des solvants
organique (Bruneton, 1999 ; Abou Zeid, 2000 ; Ghuestem et al ., 2001).
Sont sensibles a I’oxydation. Elles ont tendance a se polymériser en donnant lieu a la formation
des produit résineux ce qui induit a la perte de ses propriétes. (Seguin et al ., 2001)

b) Propriétés chimiques :
Les huiles essentielles peuvent contenir une centaine de composées différentes appartenant a
deux groupes caractérises par des origines biogénétique spécifiques : les terpenes et les dérivés
du phénylpropane biosynthétisé essentiellement a partir de I’acide shikimique (Bruneton,
1993).

12
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c) Propriétés pharmacologique :
Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de constituants en proportion souvent
variable, d’ou la difficulté de mener des études pharmacologique rigoureuses. Quelque
propriété principale peut cependant étre dégagée. Un grand nombre d’huiles essentielles
présentent des propriétés digestives ou des propriétés antispasmodiques, sédatives, irritantes
(Segquin et al, 2001). Les propriétés antimicrobiennes sont les plus connues et les plus citées
par les auteures, en effet les plantes n’ont pas un systéme immunitaire proprement dit qui peut
identifier une infection spécifique, leurs propriétés antimicrobienne sont généralement
efficaces contre une large gamme de microorganisme, ces propriétés sont utiles pour les
infections chez humaines (Remmal, 1993 ; Chami, 2005 ; caillet et al., 2009). Le pouvoir
antifongique des huiles essentielles des plantes médicinales a été mis en évidence par les
nombreux chercheurs contre les champignons pathogenes et opportunistes (De Bellerbeck,
2002).

13
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1.3. L’hydrolat
1.3.1. Definition

Le terme hydrolat est issu de 1’appellation latine « hydro », qui signifie « eau »et du francais
«lat » ou « lait » car cette substance présente une apparence laiteuse dans les quelques minutes
qui suivent la distillation (Bosson et Dietz ., 2005 ; Sommerad ., 2008).

L’hydrolat est une forme de thérapie particulierement douce. Elle ne présente pas de
phénomenes d’accoutumance ou d’interactions médicamenteuses. Elle est alors tres indiquée
pour les personnes sensibles, comme les enfants en bas ages, les femmes enceintes ou les
personnes agées (Bosson et Dietz ., 2005).

Lors du processus d’obtention des huiles essentielles par entrainement a la vapeur, un sous-
produit se forme a partir de 1’eau ayant servi a ’extraction des molécules odorantes. Ce produit
est I’hydrolat. Au cours de la distillation, la vapeur d’eau traverse la matiére végétale puis se
condense au contact des parois froides d’un réfrigérant (Sommerad., 2008).L’eau se dissocie
alors spontanément de 1’huile essentielle du fait de leur non miscibilité tout en conservant une
petite portion des composés volatils de 1’huile essentielle dont la teneur varie de 1 a 5% (Price
et Price ., 2004).

L’hydrolathérapie, ou thérapie par les hydrolats, est une branche de 1’aromathérapie, elle-méme
issue de I’ensemble le plus vaste de la phytothérapie. C’est une thérapie holistique, elle met en

relation entité : Corps-Esprit (Bosson et Dietz ., 2005).

1.3.2. Composition chimiques

Les hydrolats contiennent en petite quantité des composes volatils semblables a ceux présents
dans I’huile essentielle, néanmoins un certain nombre d’éléments peuvent étre absents. Ainsi,
la composition des hydrolats s’éloigne donc de celle des huiles (Price et Price., 2004). Pour
pouvoir effectuer 1’analyse de la composition chimique des hydrolats par GC-MS, il est
nécessaire de « concentrer » I’hydrolat avant I’injection, en procédant a une extraction liquide-

liquide avec un solvant organique tel que le chloroforme (Jeannot et al ., 2003).

1.3.3. Conservation

Les hydrolats sont plus sensibles que les HE aux conditions de conservation. lls se conservent

1 a2 ans et doivent étre utilisés dans les 2 mois aprés ouverture du bidon. (Heitz, 2017°

14
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1.4. Laurier noble : Laurus Nobilis
1.4.1. Généralité

Laurus nobilis L, appartient a la famille des lauracées qui renferme 32 genres et environ de
2000 a 2500 especes (Barla et al., 2007).

Laurus, nom latin, signifier toujours vert » allusion au feuillage persistant de la plante
(Pariente., 2001).

Les feuilles sont largement appliquées et connues comme herbre médicinale de puis la période
antique gréco-romaine (Demir et al., 2004). Il est intéressant de noter que cette herbe qui était
pendant longtemps employée dans la nourriture comme condiment et en médecine
traditionnelle, posséde en fait, des propriétés qui peuvent suggérer de nouvelles applications
(Ferreira et al., 2006).

1.4.2. Origine et répartition

Le laurier est la seule espéce représentant la famille lauraceés dans la région méditerranéenne

d’ou elle est originaire. Actuellement, la plante est largement cultivée comme plante
ornementale et pour la production commerciale dans beaucoup de pays tels que 1’Algérie, la
Turquie, la France, la Gréce, le Maroc, I’Amérique centrale et les Etats-Unis Méridionaux
(Demir et al., 2004; Barla et al., 2007).

1.4.3. Systématique de la plante et dénomination

La classification botanique de la plante d’apres (Delille ., 2007) est la suivante :
Tableau 1 : Systématique de Laurus nobilis

Régne Plantes
Sous régne Plantes vasculaires
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre Laurales
Famille Lauracées
Genre Laurus
Espéce Laurus nobilis

15
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Du fait qu’il soit trés répandu dans le monde, le Laurus nobilis L, présente divers appellations
selon les pays (tableau 2). On ne confondra pas ce laurier noble avec d’autre espéces ligneuses
facheusement appelées lauriers notamment : le laurier Cerise (Prunus laurocerasus), le laurier
Tin, le laurier rose(Neruimoleander), le laurier des Alpes (Rhododendron ferrugineum) et le
laurier de Saint Antoine (Depoérs et al ., 2008) ; Boullard., 2001).

Tableau 2 : Dénomination de Laurus nobilis L.

La nomination Laurus nobilis L.

Laurier d’Apollon, laurier commun, laurier noble,

Nom commun Francais laurier sauce, laurier franc, laurier a jambon (Delille.,
2007).
) ) Rend, erend, habb’ra’r (le fruit),tasselt (Beloued.,
Nom vernaculaire arabe et targui
2001).
Nom celtique Blaur signifie toujours vert (Beloued., 2001)
Nom allemand Lorbeer, lorbeerbaum, gewbrzlorbeer (Iserin., 2001).
Nom anglais Bay, sweet bay, bay laurel, true laurel (Iserin., 2001).

1.4.4. Description botanique de la plante

Le laurier noble est un arbre généralement dioique, de 2 a 10 m de hauteur .Les branches sont
dirigees dressées, de couleur verte. (Hamrouni et al., 2011 ; Kilic et Altuntas., 2006 ;
Deysson, 1979 ; Marzouki et al., 2009 ; Yahya et al ., 2008 ; Santoyo et al., 2006).

Les feuilles sont alternes, coriaces, persistantes, longues de 16 cm sur 8 cm large, atténuées en
court petiole, penninervées, entiéres et a bordures crénelées (Figure 1) (Beloued ., 2005) Elles
sont elliptiques, lancéolées, dégagent une forte odeur aromatique si on les froisse. C’est la
conséquence de I’existence de grosses cellules sécrétrices eparses dans la mésophylle des
limbes. (Boullard, 2001).

Les fleurs sont petites et dioiques (fleurs males et femelles sur des pieds sépares). Elles
apparaissent en mars avril, jaune verdatre ou vert blanchatre. Elles sont odorantes et groupées
a laisselle des feuilles en petits bouquets en forme d’ombelles axillaires pédonculées et
involucrées. (Figure 2) (Iserin et al., 2001 ; Beloued ., 2005 ; Boullard ., 2001).

Le fruit est une baie globuleuse, d’un noir profond & maturité, atteignant 2 cm de long, sa pulpe

est verte, grasse et parfumée. (Figure 1) (Iserin et al., 2001).
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Baies
immatures

Figure 1 : Feuilles et baies de Laurus nobilis L. (Miliani, 2012)

Figure 2 : Fleurs de Laurus nobilis L. (Miliani, 2012)

1.4.5. Composition chimique

De nombreuses études ont été réalisées pour la détermination de la composition chimique des
feuilles de Laurus nobilis. Elles ont montré leur richesse en substances actives. Par distillation
les feuilles fournissent environ 10 & 30 ml /kg (1- 3 %) d’huile essentielle (Brunton, 2009).
Cette huile essentielle est complexe et riche de 270 composants actuellement connus, couvrant
une grande gamme de molécules aromatiques qui sont :

- Les oxydes monoterpéniques (36%) sous la forme de cineole, puissamment actifs sur la
fonction respiratoire (Depoérs et al, 2008).

- Les monoterpénols (18%) en majorité linalol. Ceux sont des antibiotiques et
immunostimulants.

- Les monoterpénes (23%) surtout pinénes et sabinenes, ce sont des puissants toniques généraux

mais également antalgiques et légérement immunostimulants.
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- Les esters (15 a 20%) et les phenols méthyl-éthers (4%), permettent une action
antispasmodique majeure.

- Les sesquiterpenes (5%), ce sont des composés a 15 carbones, doués d’activités anti-
inflammatoire et antivirale.

- Les lactones sesquiterpéniques (costénolide et artémorine) anciennement dénommeés principes
amers, substances hautement réactives, elles sont responsables des vertus digestives des plantes
qui les synthétisent. Ces lactones sesquiterpéniques comprennent un groupe reéactif, en
I’occurrence : a-méthyléne-y butyrolactone. Ce groupe joue un réle important dans le pouvoir

allergisant (Depoérs et al, 2008).

Les feuilles de Laurus nobilis contiennent aussi des flavonoides polaires (dérivées glycosylées
de quercétine, kaempferol et de catéchine) et apolaires (quatres dérivés acylés de kaempferol)
(Fiorini et al. 1998 ; Kivcak et Mert, 2002), des alcaloides isoquinoléiques (réticuline,

aporphinoides) (Brunton, 2009)

1.4.6. Utilisation

Les feuilles de Laurus nobilis sont parmi les assaisonnements les plus connus dans tous les
pays. Elles sont généralement utilisées comme épice valable en culinaires (en potages, rago(ts
et sauce) et aromatisant en industrie alimentaire. Cette plante a aussi des applications
importantes en médecine traditionnelle et représente récemment un sujet de recherche
scientifique intéressent (Simie et al., 2003).Le laurier est principalement utilisé, par voie orale,
dans le traitement symptomatique des troubles de I’appareil digestif supérieur tels que le
ballonnement épigastrique, lenteur de la digestion, éructations et flatulence (Iserin.,2001).
L’huile essentielle est utilisée dans les bains antirhumatismaux ainsi qu’en frictions pour les
foulures, abceés, ulceres, gale, pelade, pédiculose, psoriasis et mycoses. 1l est utilisé aussi contre
la chute des cheveux (Iserin., 2001 ; Bardeau., 1976).

En outre, I’huile essentielle est utilisée par I’industrie cosmétique, et en parfumerie (Demir et
al ,2004 ; Beloued ,2005).

L’extrait aqueux est utilisé dans la médecine traditionnelle turque comme anti hémorroidal,
antirhumatismal, diurétiques et pour le traitement du mal d’estomac. Il peut étre utilisé aussi
comme antidote lors des morsures de serpent (Kivgaket., 2002).

Dans la médecine traditionnelle iranienne, les feuilles de cette plante ont été utilisées pour
traiter 1’épilepsie et la maladie de Parkinson (Agili ., 1992).En Maroc, les feuilles sont prises

oralement pour traiter le désordre du foie et pour I’hygiéne dentaire (van., 2001).
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La concréte et le beurre de laurier étaient utilisés dans la médecine vétérinaire ancienne en
frictions contre les douleurs diverses dont la fourbure, la goutte des volailles. Elles servaient
aussi a préserver I’animal des mouches et des poux. De nos jours, I’huile de Laurus nobilis
entre dans la composition du végébon vetérinaire pour les affections de la peau et de la mamelle
(Cabaret, 1967).

Bien que les feuilles de laurier noble soient principalement extraites pour produire les huiles
essentielles qui sont utilisées en pharmacie et en cosmétique, la pyrolyse des résidus
d’extraction de laurier ont une grande importance comme source d’énergie renouvelable
(Ertaset ., 2010).

La matiere végétale de laurier noble épuisée apres la distillation pourrait étre considérée comme
alimentation fibreuse ayant de bonnes valeurs énergétiques et de digestibilité pour les ruminants
(Di Leo Lira et al 2009).

L’hydrolat de laurier noble combat les germes et la douleur, pour tous les problémes de bouche
(aphtes et douleurs dentaires). On 1’utilise aussi pour purifier la peau. L hydrolat est aussi
recommandé pour aider les individus a améliorer la communication avec les autres et avec soi-
méme (Géraultet ., 2009)

1.4.7. Propriétés pharmacologiques

Laurus nobilis est une plante d'importance industrielle utilisée comme matiéres premieres dans
de nombreux domaines, y compris les parfums, cosmétiques, aromathérapie, phytothérapie et
de la nutrition (Buchbauer, 2000). 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).

« Effet antimicrobien :

L’activité antibactérienne de 1’huile essentielle des feuilles du Laurus nobilis a été étudié par
divers chercheurs contre plusieurs souches bactériennes (Staphylococcus aureus,
Staphylococcus intermedius, Klebsiella pneumoniae...).Et les résultats ont montré une activité
bactéricide tres efficace. (Santoyo et al., 2006 ; Derwich et al., 2009 ; Verdian-rizi., 2008 ;
Ahmed chaudhry et Tariq ., 2006). Dans la recherche de Lawrence et Palombo (2009)
I’huile essentielle du laurier noble a été étudiée pour identifier ’activité contre les spores
Bacillus subtilis (ATCC 6051). Les résultats ont indiqué que I’huile exposée présente un certain
niveau d'activité sporicide apreés 24 h. Toutefois, pour déterminer si l'acidité d’huiles essentielle
a été responsable de leurs activités, le pH de I’huile a été déterming, indiquant que le caractére
acide de I'huile essentielle n’était pas responsable de I’effet sporicide.
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24 extraits aqueux, d'éthanol, de butanol, d'hexane, de chloroforme et de méthanol des feuilles,
écorces, fruits et fleurs de Laurus nobilis ont été testés pour leur activités anti bactériennes .
L'activité supérieure était celle de I'extrait d'écorce aqueuse contre Staphylococcus aureus
résistant (25 mm) par rapport a la pénicilline G (33 mm). Une activité modéree anti-bactérienne
des fleurs, des fruits et des extraits de feuilles contre Klebsiella pneumoniae (Gram négatif) et
Salmonella typhimurium a été également enregistrée. Les valeurs des CMI pour les bactéries
étaient relativement élevees, ce qui est compréhensible puisque nous traitons avec des extraits
bruts. Les résultats d’une étude semblable montrent que les extraits éthanolique des feuilles de
laurier noble, par exemple, présentent un large spectre d’activité antibactérienne contre P.

aeruginosa (17 mm de zone d'inhibition) par rapport a la tétracycline (15 mm).

L’huile essentielle des feuilles de Laurus nobilis extraites par une technique du dioxyde de
carbone supercritique représente un potentiel agent antifongique qui pourrait étre employé en
tant que fongicide naturelle pour la protection des péches et des kiwis stockés contre le Botrytis
cinerea, Monilinia laxa (Caroto et al ., 2010)

0,

% Effets antioxydants

L’activité antioxydant des extraits méthanolique (bruts et dégraissés) des feuilles, d’écorces et
des fruits de Laurus nobilis ont été étudiés au niveau de la peroxydation de lipide (LP) dans les
liposomes, induite par le systéme Fe+2/ascorbate et mesuré spectrophotométriqguement a 533
nm. Les résultats ont montré que tous les extraits de recherche possédaient une activité
antioxydant .L’extrait degraissé des feuilles montre une inhibition plus élevée du LP que
I’extrait brut et le maximum de son activité (68.4%) a été atteint avec une plus
petite quantité (2.0mg) (Simié et al., 2003).

Ferreira et al. 2006 ont étudié I’activité antioxydante de trois extraits (huile essentielle, extrait
éthanolique et décoction) de dix especes de plantes médicinales dont Laurus nobilis, cette
espece a montré des valeurs €élevées pour 1’activité antioxydante pour chacun des trois extraits
et elle est plus haute pour les extraits polaires .Dans le laurier noble, I’isoquercitrin et les
glycosides flavonol peuvent expliquer ’activité exhibée.

Dans une autre étude, Demo et al (1998) ont démontré la présence des tocophérols (vitamine
E), principalement la y- tocophérol, dans les feuilles de Laurus nobilis obtenue dans la fraction
apolaire par extraction hexane. Dans cette étude on rapporte que le contenu tocophérol est

strictement corrélé avec I’activité antioxydante de I’extrait hexane des feuilles.
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Ces résultats préliminaires ont confirmé que 1’utilisation traditionnelle des feuilles du laurier
noble dans I’industrie alimentaire est reliée non seulement a 1’odeur et a I’ardme plaisant, mais
probablement aussi a des possibilités préservatives des substances présentes dans les feuilles et

d’autres organes de cette plante.

« Effet anti-inflammatoire :

L'extrait éthanolique (80%) des feuilles de laurier séchées, administré par intubation gastrique
a des rats a une dose de 100,0 mg / kg, a entrainé une inhibition de 19% de 1'cedéme induit.
L’acétate d'éthyle et I’extraits d'hexane des feuilles, appliquée extérieurement [(TPA)-
inflammation de l'oreille] sur des souris a une dose de 20,0 microlitres /animal, étaient actifs
comparativement au tétradécanoyl acétate de phorbol. (Ivan et Ross., 2001) .

L'huile essentielle des feuilles du Laurus nobilis a été évaluée pour les activités antinociceptifs
et anti-inflammatoires chez les souris et les rats par un équipe iranien .L'effet analgésique et
anti inflammatoire de I'huile essentielle a été comparable aux antalgiques de référence et auux
anti inflammatoires : la morphine et le piroxicam. Les résultats Présentés font I'huile essentielle

digne d'investigations complémentaires. (Sayyah et al., 2003).

«» Effet d’inhibiteur :

L’extrait méthanolique des feuilles de Laurus nobilis a efficacement empéché 1’élévation du
taux d’éthanol dans le sang chez un rat chargé d’éthanol. Selon Matsuda et al.,1999 ;
Yoshikawa et al.,2000) Sept sesquiterpenes actifs ont été isolés en tant qu’inhibiteur
d’absorption d’alcool. La partie active dans ces sesquiterpenes s’est avére la partie o méthylene
—y butyrolactone qui était essentielle pour montrer la suppression de 1’absorption d’éthanol.
D’aprés, Ferreiraetal (2006) La fraction éthanolique des feuilles de Laurus nobilis a montré
une valeur élevée d’inhibition de I’acétylcholinestérase(AChE) de 64% (1mg/ml), qui catalyse
I’hydrolyse de I’acétylcholine donnant la choline et I’acétyle. Donc la plante peut aider a traité
ou soulager des patients souffrant de la maladie d’ Alzheimer.

De plus, selon (Khalil et al., 2007). L’huile essentielle obtenue a partir des feuilles de Laurus
nobilis a montré une inhibition presque compléte de la formation du 3-nitrotyrosine (91% a 300
ug/ML) dont la nitration de tyrosine en 3- nitrotyrosine est genéralement considérée comme un

biomarqueur de phénomeénes inflammatoire.
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« Effet anticonvulsive

L’huile essenticlle de Laurus nobilis a été évaluée pour I’activité anticonvulsive contre des
crises expérimentales, I’huile a protégé des souris contre des convulsions toniques, induites par
électrochoc maximal et particulierement par pentylénetétrazol. Aux doses anticonvulsives,
I’huile essentielle a produit la sédation et relachement du cceur .Les composants responsables

de cet effet peuvent étre le cinéol, eugénol et le méthyle eugénol (Sayyah et al. 2002)

% Effet cytotoxique

Les extraits n-hexane, éthanol et aqueux des feuilles de Laurus nobilis ont été testés pour leurs
propriétés cytotoxiques en utilisant 1’essai biologique de crevette de saumure (Artemia salina).
Seul I’extrait n-hexane exhibe une activité cytotoxique contre la crevette de saumure méme si
on I’avérait moins active que I’umbelliferone et la colchicine. Dans le criblage phytochimique
tous les extrait sont donné des résultats positifs pour les sesquiterpenes, les extraits éthanol et
aqueux pour les alcaloides mais seulement 1’extrait n-hexane était positif pour les flavonoides
et la vitamine E. En conclusion, les glycosides flavonol pourraient étre des principes actifs

responsables de 1’activité cytotoxique observée (Kiveaket Mert, 2002).

D’autres études ont réalisé 1’isolement et 1’identification des composés des feuilles et des fruits
de Laurus nobilis supposés étre cytotoxique .lls ont isolés six lactones sesquiterpéniques
connue et un nouveau sesquiterpéne le lauroxepine, ces substances actives se sont avérées
fortement cytotoxiques contre la lignée cellulaire ovarienne cancéreuse A2780 (Barla et al.,
2007).

Une étude a montré que 1’extrait méthanolique de Laurus nobilis présente une activité
inhibitrice contre NF-KB (nuclear factor-kappa B) dont ’activation de NFKB a été impliqué
dans le cancer et dans beaucoup de maladies inflammatoires chroniques humaines, telles que

I’asthme, I’arthrite, et la maladie inflammatoire d’entrailles (Kaileh et al., 2007)

Les lactones sesquiterpéniques reynosin et santa marine isolée de feuille de laurier noble
présente une activité cytotoxique contre la lignée de cellule humaineGLC4 de carcinome de
poumon et la lignée cellulaire colorectale COLO320 de cancer (IC50 124 millimetres) (Fang
et al., 2005)
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% Effet hypoglycémiante

L’activité hypoglycémiante des extraits de feuille de laurier a été également rapporté
(Papachristos et Stamopoulos., 2002) .Les feuilles de laurier noble ont renforcé I’action de
I’insuline dans le métabolisme de glucose (Alkanova et al., 1984) L’administration des doses
de 200 et 600 mg/kg de I’extrait éthanolique des feuilles de Laurus nobilis a produit une
diminution significative des niveaux de glucose sanguin chez des lapins diabétiques (Khan et
al., 1990)

% Effet gastro protectif

Une étude a été réalisée par Giirbiiz et al. (2002) ou cinq plantes aromatiques dont Laurus
nobilis, sont employées traditionnellement en Turquie pour traiter le mal d’estomac. Ils ont été
choisis pour déterminer leur pouvoir anti-ulcérogéne. Une décoction et un extrait méthanol ont
été préparés a partir des fruits de laurier pour déterminer leurs effets sur un modéle d’ulcére
gastrique induit par 1’éthanol chez des rats. Les expériences pharmacologiques et les techniques
histopathologique sont clairement montrés que ces extraits donnés oralement ont
significativement protégé 1’estomac contre ce modéle d’ulcére. Cette étude doit étre continue
pour I’isolement des constituants actifs et pour révéler leur mode d’action. (Yanardag et Can
., 1994)
% Effet curatif de blessures :

L’effet curatif de blessures de I’huile de feuille de Laurus nobilis a été examiné par Khalil et
al (2007).Une blessure profonde a été faite dans le secteur dorsal des souris Mus musculus.. Les
blessures ont été traitées quatre fois avec la préparation d’huile avec 12 h d’intervalle pendant
deux jours successifs. Apres 16 jours, les blessures ont été visuellement observées, et le secteur
de blessure a été mesuré.

Apres le 16eme jour, les animaux ont été sacrifiés et I’histologie du secteur de blessure est
examinée. L’huile de Laurus nobilis a montré une bonne activité curative de blessures.
(Yoshikawa et al., 2000)
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CHAPITRE I . Matériel et méthodes
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Nos essais expérimentaux qui ont duré 5 mois (du mois de février au mois de juin 2019), ont

été réalisés au niveau des structures suivantes :

Centre de recherche physico-chimique CRAPC pour I’extraction des huiles essentielles.

Laboratoire de recherche des plantes médicinales et aromatiques de la Faculté SNV,
université Saad Dahleb de Blidal ; pour I’étude pytochimique (screening) et I’activité
antioxydant de I’HE et I’HY du laurier noble

» Laboratoires de microbiologie de SAIDAL GDC, pour déterminer I’activité

antimicrobienne de ’HE et I’HY du laurier noble.

> Laboratoire de pharma-toxicologie SAIDAL CRD, pour déterminer I’activité anti-

inflammatoire de ’HE et I’HY du laurier noble.

11.1. Matériels

1L.1.1. Matériel biologique
11.1.1.1 Matériel végetal

Le matériel végétal utilisé est composé des feuilles de laurier noble. Les feuilles ont été

récoltées durant le mois de janvier 2019 au niveau de trois régions d’Algérie. (Figure3).
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Figure 3 : Les régions étudiées sur la carte géographique
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e La région d’Azeffoun : ville cotiére de la mer méditerranée, située a 70 km au nord-
est de Tizi Ouzou et a 95 km a l'ouest de Béjara. (Figure4).

e Larégion de Birkhadem : commune de la wilaya d’Alger, située a environ a 12 km au
sud du centre-ville d'Alger. (Figure 4).

e Larégion d’Attatba : Le territoire de la commune d'Attatba est situé au nord-est de la

wilaya de Tipaza, a environ 25 km a I'est de Tipaza, 16 km au nord-ouest de Blida. (

Figure 4).

Figure 4 : les différentes localités des plantes étudiées

a: Azeffoun; b : BirKhadem ; c : Attatba
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Les caracteristiques de trois sites de récoltes sont montres dans le tableau 3.

Tableau 3 : situation géographique des stations de récoltes.

Région Altitude Latitude Longitude Etage bioclimatique
Azeffoune 708 m 36°53"21.09" N | 4°25'27.77"E | Humide

Birkhadem 186 m 36°42'54" N 3°02'32" E Sub-humide

Attatba 677 m 36°33"30" N 2°38'19"E Sub-humide

Les feuilles, fraichement récoltes, (2 kg pour chaque région) sont nettoyées et laissées sécher
a I’abri de la lumiére, a une température ambiante. Le séchage a duré de 10 a 15 jours.

11.1.1.2. Matériel animal

Pour I’étude de I’effet anti-inflammatoire, 4 lots de 5 souris ont été utilisés. Ces derniers ont les

caractéristiques suivantes :

Genre : Mus.

Espece : Mus musculus.

Race : albinos.

Souche : NMRI (Naval Médical Research Institue, Bethesda, Maryland, USA).
Sexe : male

Poids : 25¢

11.1.1.3. Matériel bactériologique :

Les souches utilisées sont au nombre de cing (5). Elles proviennent du laboratoire de
microbiologie du SAIDAL GDC. Ce sont des souches microbiennes référenciées ATCC. Ces
souches ont été choisies pour leurs fréequences élevées dans les contaminations humaine et

animal.
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Les germes qui ont été testés pour déceler 1’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle et de

I’hydrolat de Laurus nobilis sont les suivants :

- trois souches bactériennes : Bacillus subtilis ATCC 6633, Escherichia coli ATCC 8739,
Staphylococcus aureus ATCC 6538

- une levure de références a savoir Candida albicans ATCC 10231

- une souche fongique utilisée appartenant aux genres de moisissures : Asppergillus brasiliensis
ATCC 16404

11.1.2. Matériel non-biologique
e Milieux de cultures et produits actifs

Deux milieux de culture ont été utilisés :
e Muller —Hinton pour les bactéries ;
e Sabouraud pour les moisissures et levures
Les verreries et I’appareillage, les réactifs ainsi que le solvant utilisés au cours de la réalisation

de ce travail sont mentionnées dans 1’annexe 1

11.2. Méthodes d’étude
11.2.1. Détermination de la teneur en eau

Un échantillon frais des feuilles (20g), est pesé. Aprés séchage a 1’étuve a 60°C pendant 24h,

I’échantillon est pesé de nouveau pour déterminer la teneur en eau. (Audigie et al., 1980)

La teneur en eau est calculée selon la formule suivante :

T% = [(poids F — poids S) / poids F] x100

F —— Poids de I’échantillon « plante fraiche ».
S —— Poids de I’échantillon « plante seche ».

T% — Lateneur en eau exprime en pourcentage.
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11.2.2. Extraction des huiles essentielles
Afin d’étudier les activités biologiques, pharmacologiques et les caractéristiques physico-
chimiques, il est nécessaire de récupérer une grande quantité d’HE. En vue d’obtenir la fraction
volatile des plantes étudiées, nous avons utilisé le procédé d’hydrodistillation.

0,

% Principe

L’hydrodistillation consiste a immerger la matiere premiere dans un bain d’eau. Cette méthode
peut facilement étre reproduite en laboratoire et ne nécessite pas beaucoup de matériel. La partie
de la plante contenant la molécule a extraire est placée dans un ballon avec de I’ecau. En
chauffant, I’eau s’évapore entrainant avec elle les molécules aromatiques. En passant dans un
réfrigérant, 1’eau se condense. Elle est ensuite récupérée dans un erlenmeyer ou il est possible
de distinguer deux phases bien distinctes : I’huile essentielle et au-dessous, 1’eau aromatique
(ou hydrolat) (Rivera, 2006)

+* Mode opératoire :

L’hydrodistillation des feuilles de Laurus nobilis est réalisée a I’aide d’un dispositif de type
clevenger. Le montage utilisé est présenté dans la figure 6 :

Réfrigérant

Ballon

Chauffe
ballon

Figure 5 : Hydrodistillation de feuilles du Laurus nobilis
(Dispositif Clevenger)
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Mettre 50 g des feuilles séchées dans un ballon rond de 1000 ml, et introduire dans le méme
ballon 700 ml d’eau distillée, ’ensemble est porté & ebullition pendant 2 heures. La vapeur
d’eau traverse la maticre végétale. Cette vapeur chargée d’huile essentielle, migre vers le
réfrigérant, elle passe alors dans un alambic ou circule 1’eau froide en continu a 1’aide d’un
systeme de circuit fermer, la température se situe entre 12°C a 13°C. Ainsi, les vapeurs chargees
d’huile essentielle, se condensent en liquide. Le distilla obtenu est transféré dans une ampoule
a décanter et extraire I’huile essentielle a raison de Nacl et Diethyl éther, dans le but de chasser
toute I’huile essentielle extraite. Agiter, dégazifier et laisser décanter le temps d’obtenir deux
phases : la phase supérieur qui est la phase organique (Diethyl éther + huile essentielle) et la
phase inférieure constituée d’eau (hydrolat). Récupérer I’huile essentielle et conserver 1a a une
température de 4° C, a labri de la lumiére dans des flacons en verre teintés pour éviter sa

dégradation.

11.2.2.1. Détermination du rendement en huile essentielle

Le rendement en huiles essentielles (RHE) est définit comme étant le rapport entre la masse

d’huile essentielle (MHE) obtenue aprés I’extraction et la masse de matiere végétale traitée

(MS) (Boutekedjiret et al., 2003)

Il est exprimé en pourcentage et donne par la relation suivante :

IRHEY (seche) = MHE.100 / M3

MHE : Masse d’huile essentielle récupérée(g) ;
Ms : Masse de la matiere végétale seche (g) ;
R : Rendement en huile essentielle (%).

11.2.2.2. Caractere physique (HE et HY)

Les différentes caractéristiques physiques (aspect, couleur et odeur) de I’huile essentielle et de

I’eau aromatique ont été notées.

11.2.3. Tests du Screening phytochimique

C’est une technique qui permet de déterminer les différents groupes chimiques contenus dans
un organe végétal. Ce sont des réactions physicochimiques qui permettent d’identifier la
présence ou I’absence des substances chimiques. Ils sont réalisés soit sur la poudre de Laurus

nobilis, soit sur un infusé.
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% Préparation de I’infusé

A 10 g de poudre végétale, sont ajoutés 100 ml d’eau distillée bouillante, laissé infuser pendant

15 min avec agitation de temps en temps, apres filtrer. (Bouyer, 1996)

% ldentification de quelques métabolites secondaires

v Les anthocyanes
A 5 ml d’infusé, sont ajoutés quelques gouttes d’ammoniaque Y. L’apparition d’une couleur

rouge, indique la présence des anthocyanes.

v' Les tanins
A 5 ml d’infusé, sont ajoutés quelques gouttes d’une solution de FeCL3 a 5% La réaction donne

une coloration bleue noir en présence des tanins

e Les tanins catéchiques
15 ml d’infusé, sont additionnées a 7 ml de réactive de Stiasny (10 ml de formol a 40% et 5
ml d’HCL concentré).

La réaction donne une coloration rouge en présence des tanins catéchiques.

e Les tanins galliques
A 5 ml d’infusé, sont ajoutés 2g d’acétate de sodium et quelques gouttes de FeCL3.

La réaction donne une coloration bleue foncée en la présence des tanins galliques.

v" Les flavonoides
A 5 ml d’infusé, sont additionnées 5 ml d’HCL, un copeau de Mg et 1 ml d’alcool isoamylique.

La réaction donne une coloration rouge orangée en présence des flavonoides.

v Les alcaloides
Introduire 1 g de poudre végétale dans un tube a essai, ajouter 10 ml d’acide sulfirique (10%)
Agiter energiquement pendant 2 mn et filtrer, ajouter 2 gouttes du réactif de Dragendorff.
Resultats : apparition d’un précipité rouge orangé.

v Les glucosides
A 2 g de poudre végétale, sont ajoutées quelques gouttes d’acide sulfurique.

La formation d’une coloration rouge brique ensuite violette indique la présence des glucosides.
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v Les mucilages
On introduit 1 ml de I’infusé dans un tube et on lui ajoute 5 ml d’éthanol absolu, 1’obtention

d’une précipitation floconneux indique la présence des mucilages.

L’ensemble des résultats obtenus seront évalu¢ qualitativement selon 1’échelle suivant :
- Réaction franchement positive : + + +

- Réaction moyennement positive : + +

- Réaction positive : +

- Réaction difficile a interpréter : +

- Réaction négative : - . (Négué Diarra., 2003)

11.2.4. Etude de Pactivité antimicrobienne de Laurus nobilis :
11.2.4.1. Evaluation par la méthode de ’aromatogramme :

®,

% Principe :

La technique consiste a utiliser des disques de papier absorbants stériles (9 mm de diamétre)
imprégnés des différents produits a tester. Les disques sont déposés a la surface de la gélose
uniformément ensemencée avec une suspension de la bactérie a étudier. La diffusion des
produits testés a partir du disque placeé en surface sur la gélose détermine un gradient de
concentration. Les micro-organismes croissent sur toute la surface de la gélose sauf la ou elles
rencontrent une concentration du produit tester suffisante pour inhiber leur croissance. Apres
incubation autour des disques, nous observons une zone circulaire claire indemne de colonies,
c’est la zone d’inhibition. . Plus le diametre de cette zone est grand, plus la souche est sensible
a ’antibiotique. Plus il est petit, plus la bactérie est résistante (Davis., 1994 ; Fauchére et
Avril., 2002 ; Franchomme ., 1981). Cette méthode est tirée du principe du titrage des
antibiotiques « Pharmacopée Europeenne 2002 », et son application pour les huiles essentielles
a été validée par le département de microbiologie du C.R.D Saidal. Elle a été aussi utilisée par
plusieurs auteurs (Dean et Ritchie., 1987 ; Zaika., 1988 ; Pattnaik et al, 1995 ; Sivropoulou
et al, 1996 ; Smith-Palmeret al, 1998 ; Lis-Balchin et al, 2000 ; Burt et Reinders., 2003 ;
Okogun et al, 2003 ; Faleiro et al, 2005)
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% Protocole expérimental :

1. Préparation de I’inoculum

Les suspensions bactériennes ont été effectuées en prélevant 3 a 5 colonies bien isolées et
identiques d’une culture jeune de 18 h pour les bactéries et 48 h pour les levures, les mettre

ensuite dans 9 ml d’eau physiologique stérile, puis agiter au vortex pendant quelques secondes.

2. Preéparation des milieux de culture

Verser aseptiqguement les milieux gélosés déja liquéfiée dans un bain Marie (Muller-Hinton
pour les bactéries et Sabouraud pour les levures) sur des boites de Pétri a raison de 10 ml par

boite. Laisser solidifier sur la paillace.

3. Ensemencement

Tremper un écouvillon stérile dans la suspension microbienne, 1’essorer en le pressant
fermement sur la paroi interne du tube puis le frotter sur la totalité de la surface gélosée seche,
de haut en bas, en stries serrées. Cette derniere opération a été répétée deux fois, en tournant la

boite de 60° & chaque fois.

4. Dépot des disques

Les disques en cellulose stérile, imbibées d’une quantité de produit a tester, sont déposés sur la
surface de la gélose, puis laisser diffuser sur la paillasse pendant 30 minutes. L’incubation

s’effectue a 37°C pendant 24h pour les bactéries et 25°C pendant 48h pour les levures.
5. Lecture
La mesure du diamétre des zones claires autour des disques (zone d’inhibition) se fait a I’aide

d’un pied a coulisse

11.2.4.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
% Principe
Cette méthode a comme principe d’effectuer des dilutions de 1’huile essentielle dans le milieu
gélose solide MH pour les bactéries et SAB pour les levures, puis inoculer ce milieu avec les
souches testées. Ces différentes dilutions nous permettent de définir la plus faible

concentration qui inhibera la croissance microbienne. (Smania et al.)
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% Protocole expérimental

1. Préparation de I’inoculum :
A partir de jeunes cultures, nous réalisons des suspensions de 107 _ 108 UFC/ml Selon
I'AFNOR de la série (NF T 72_152) pour chaque souche testée. Réaliser une série de dilution
allant de 10-1 4 10-9.

2. Preparation des dilutions

Diluer les huiles essentielles par Tween80 a des concentrations de : 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 90%, et agiter a I’aide d’un vortex.

3. Réalisation de I’aromatogramme

e Verser 10ml de I’un des milieux de culture dans les boites de pétri et laisser sécher
avant I’emploi

e A I’aide d’un écouvillon, ensemencer les suspensions microbiennes étudiées dans les
milieux appropries.

e Imprégner les disques de papier par I’huile essentielle teste, a différentes concentration
(30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%), et déposer les a la surface de la gélose.

e Mettre les boites a I’étuve :

¢ Pour les bactéries, nous les mettons a 1’étuve 35C° pendant 18 a 24h.

% Pour moisissure et levure, nous les mettons a I’étuve 25C° pendant 48h

Apres la période d’incubation, mesure le diametre de la zone d’inhibition a 1’aide d’un pied a

coulisse

11.2.5. Etude de Pactivité antioxydante :
* Principe

La mise en évidence de I’activité antioxydante in vitro des extraits de Laurus nobilis testé a eté
réalisée par la méthode de piégeage du radical libre DPPH.

Le DPPH (2,2 -diphenyl -1- picrylhydrazyl) est un radical libre stable possédant un électron
non apparié sur un atome du pont d’azote. Cette délocalisation empéche la polymérisation du
composé, qui reste sous forme monomere relativement stable a température ambiante. Ainsi,
cet état induit ’apparition d’une couleur violet foncée bien caractéristique de la solution DPPH.
Cette couleur disparait en présence d’antioxydant lorsque le DPPH est réduit, passant au jaune
pale du groupe pécryl, et l'intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité
des antioxydants présents dans le milieu & donner des protons (Sanchez-Moreno ., 2002). Le
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suivi de la délocalisation est réalisé par spectrophotométrie a 517 nm (Gulcin et al., 2003 ;
Molyneux, 2004 ; Roginsky et Lissi ., 2005).

% Mode opératoire
Le test utilisant le DPPH a été réalisé en suivant la méthode décrite par Burits et Bucar (2000),
ou 50ul de chacune des solutions méthanoliques de I’huile essentielle testées a différentes
concentrations (200, 400, 600, 800 et 1000 pg/ml) sont mélangées avec 5 ml d’une solution
méthanolique de DPPH (0,004 %). Aprés une période d’incubation de 30 minutes a la
température du laboratoire, I’absorbance est lue a 517 nm. L'inhibition du radical libre DPPH
par la vitamine C a été également analysée a la méme concentration pour comparaison. On
détermine la cinétique de la réaction et les parametres de calcul de I’activité antioxydant pour

la vitamine C et pour I’huile essentielle (Pourcentage d’inhibition, I’index IC50).

% Détermination du pourcentage d’inhibition et ’'IC50 :
Selon Sharififar et al. L’inhibition du radical libre de DPPH en pourcentage (1%) est calculée

de la maniére suivante :

‘dbMch — 4,

J% = échaniillon

‘dbhrlc

Avec :

A blanc : Absorbance du blanc (metanhol)

A échantillon : Absorbance du composé d'essai.

La cinétique des réactions de I’huile essentielle et de la vitamine C avec le DPPH« a été inscrite
a chaque concentration examinée. Les concentrations en huile essentielle et en vitamine C, en
fonction des pourcentages du DPPH inhibés, ont été tracées a la fin de la réaction afin d'obtenir
I'index 1C50. Ce parametre est defini comme la concentration d'antioxydant requise pour

diminuer la concentration du DPPH?e initiale de 50 %.
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11.2.6. Etude de P’activité anti-inflammatoire

La méthode utilisée pour déterminer 1’effet anti-inflammatoire de notre huile essentielle et
I’hydrolat provenant de la région d’Attatba est celle de Winter et al (1963) et Gerhard (2008).
% Principe

Le principe de ce test consiste a évaluer 1’effet anti-inflammatoire de notre huile essentielle et
de I’hydrolat, chez les souris, en provoquent I’inflammation sur I’cedéme des pattes gauches
par une injection de carraghénine.

L’injection de la carraghénine sous 1’aponévrose plantaire des pattes gauches des souris
provoque une réaction inflammatoire qui peut étre réduite par notre 1’huile essentielle et
I’hydrolat. Cette étude permet de comparer la réduction de 1’cedéme plantaire apres
administration du produit anti-inflammatoire a tester et du produit de référence

correspondant.

% Choix de dose
Nous avons utilisé une dose de 5% pour ce test. Cette dose a été choisie car elle représente la
meilleure concentration pour le test anti-inflammatoire de 1’huile essentielle du laurier
(Rebzani et Hanniche, 2013). La préparation a été réalisée en diluant I’huile essentielle dans
I’eau physiologique. Pour une meilleure dissolution de I’huile essentielle ajouter quelque goutte

du tween 80 a 1%

% Mode opératoire
e Constituer 4 lots de 5 souris chacun :
»[1Un lot témoin, (T)
»[1Un lot essai 1, (HE)
» [1Un lot essai 2, (HY)
» [1Un lot référence (Ibuprofene), (Réf : 200 mg/kg).

e Les souris ont été mises a jeun 18h avant le test

v' Autemps To:

Administrer aux quatre lots les suspensions suivantes,

»Lot (T) : chaque souris regoit 0.5 ml d’eau distillé ;
» Lot (E1) : chaque souris regoit 0.5 ml d’HE de laurus nobilis a dose de 5%
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Po:
P1:

» Lot (E2) : chaque souris regoit 0.5 ml d’HY1 ;
»Un lot (Réf) : chaque souris regoit 0.5 ml d’Ibuproféne a 200 mg/kg

v

Au temps T = 30 minutes :
Tous les animaux regoivent une injection de 0.1 ml de carraghénine au niveau de
I’aponévrose plantaire de la patte postérieure gauche sous un volume de 0.025 ml pour

chaque souris.

Au temps = 4 heures :
Toutes les souris sont sacrifiées par dislocation cervicale. Les pattes posterieures
gauches et droites sont coupées a la hauteur de I’articulation, et sont pesées sur une

balance analytique.

Lecture de résultats

Calcul les moyennes arithmétiques des poids de la patte gauche et la patte droite pour

chaque lot.

Calcul du pourcentage d’augmentation de 1’cedéme :

Il permet de mettre en évidence la formation de 1’cedéme, il est défini par :

% cedéme = (P1- Po)/ Po. 100

poids de la patte postérieure droite ;

poids de la patte postérieure gauche.

v

Calcul du pourcentage d’inhibition

Il permet la mise en évidence de ’activité anti-inflammatoire :

% réduction = (X témoin —X essai) / X témoin .100|

X témoins : moyenne de I’cedéme pour le témoin ;

X essais : moyenne de I’cedéme pour 1’essai.
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CHAPITRE 1l : Résultats Et Discussion
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111.1. Détermination de la teneur en eau

Les résultats de la teneur en eau des feuilles de laurier noble sont illustres par les figures

suivantes :
b

L/

>

Figure 6 : Teneur en eau des feuilles de laurier prélevées dans les différentes localités

a: Bir khadem, b: Azeffoun, c: Attatba

Les résultats obtenus ont montré que les feuilles de laurier noble provenant de trois régions
contiennent 55% d’eau pour la région de Bir khadem, 46% d’eau pour la région d’ Azeffoun, et
48% d’eau pour la région d’Attatba.

La teneur en eau a été calculée dans le but d’une appréciation des rendements d’HE dans la
matiére fraiche.

Selon Hamoudi et al., 2012, la différence marquée entre les teneurs en eau peut étre expliquée
par I’age de la plante, la saison et la région de récolte. Les plantes cultivées dans les régions
tempérées comme le sud Algérien ont une teneur en eau plus faible par rapport aux plantes
cultivées dans le nord.
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111.2. Rendement en huile essentielle

Les résultats du rendement en huiles essentielles des échantillons prélevées dans les trois
régions sont montres dans la figure suivante :

1 BirKhadem;
0,86+0.23 Attatba; 0,84+0.20

0,9
X 0,8
Q@
207
C
Q
a
206
Q@
305
o
= 04
] Azeffoun; 0,25+0.07
€03
Q ]
o
C
2 o2

0,1

0

Localités

Figure 7 : Rendement en huile essentielles

D’aprés les résultats montrés dans la figure 8, nous notons que le rendement varie selon la
localité. Les feuilles de laurier noble de la région de Birkhadem donnent un rendement plus
élevé (0.86 + 0.23%), suivie de la région d’Attatba avec un rendement de (0.84+0.20%). Le
plus faible rendement a été obtenu par les plantes d’ Azeffoun (0.25+£0.07%).

Ces rendements, notamment pour les plants des deux régions Attatba et BirkKhadem sont plus
élevés par rapport a ceux obtenus par Marzouki et al (2009), Ces derniers auteurs, en travaillant
sur les huiles essentielles (obtenus par hydrodistillation) des feuilles du laurus nobilis d’ Algérie
ont obtenu un pourcentage de 0.5 + 0.2 %.

Rebzani (2014) en étudiant les activités biologiques des H.E de laurier noble récoltée a Chréa
en janvier 2013 a obtenu un rendement de 1.5%. Ce taux est supérieur par rapport au rendement
de nos échantillons. Cela peut étre explique par la différence d’altitude.

Nos résultats en rendement en HE pour les plants des deux régions : Attatba et BirkKhadem,
sont relativement comparable a ceux obtenus pour la méme plante originaire de Turquie
(0,86%) (Baghdadi et al., 1992). lls sont plus élevés que celui qui a été noté chez la plante
originaire d’Egypte (0,68%).
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Nous distinguons, d’autre part, que le rendement en huile essentielle des plants de la région
d’Azeffoun (0.2540.07%).est nettement inférieur par rapport a I’ensemble. Ce faible taux peut-
étre due a la forte humidité qui caractérise La région. Il est connu que les rendements maximaux
sont obtenus par temps sec. (Baghdadi et al., 1992)

Le rendement en HE de feuilles de Laurus nobilis peut varier d’une région a 1’autre selon les
facteurs pédoclimatiques. Une étude a rapporté des taux de 0,63 ; 0,65 et 0,79% en HE extraite
des plantes cultivées dans 3 origines différentes respectivement Tizi-Ouzou, M’sila, Larba
(Guedouari., 2012). Ainsi, certaines études confirment que les fluctuations observees dans le
rendement en HE peuvent étre attribuées non seulement a I’origine de la plante mais également
a des facteurs biotiques et abiotiques (Lis-balchin., 2002 ; Saxenaa et al., 2008 ; Rodolfo et
al., 2006).

Selon Vekiari et al (2002), cette différence en rendement peut étre due a deux facteurs majeurs :
la sécrétion des enzymes de la plante, et son environnement (le sol, les cultures pratiques,
I’altitude et le climat).

Ces différences sont justifiées selon Kelen et Tepe (2008) par la période de récolte, le climat,
la zone géographique, I’organe de la plante utilisé, la période de séchage, I’age du matériel
végétal et la technique d’extraction

Selon Biauchini et Corbetta (1975) I’espece de laurus nobilis L. s’adapte bien au climat
méditerranéen, et elle peut envahir tout le bassin méditerranéen qui se caractérise par les
précipitations concentrées pendant la période hivernale et ¢’est le cas pour le sahel algérois.

Cela peut étre da aux différents facteurs qui rentrent en jeu .Parmi eux on cite la nature du sol,
la période de la récolte, la durée de séchage, le mode d’extraction.

111.3. Caractéristiques organoleptiques

Les caractéristiques organoleptiques d’HE et d’HY des plants de trois régions sont résumees
dans les tableaux (4et5) et dans la figure 9

Tableau 4 : propriétés organoleptique d’huile essentielle de trois régions d’ Algérie

Régions
caractéristiqu Attatba Azeffoun Birkhadem
Aspect liquide mobile liquide mobile liquide mobile
limpide limpide limpide
couleur jaune pale jaune trés péle jaune
odeur Tres forte, Forte, aromatique, Tres forte,
aromatique, épicées aromatique,
épicées épicées
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Tableau 5 : propriétés organoleptique d’hydrolats de trois régions d’Algérie

Reégions Attatba Azeffoun Birkhadem

caractéristiques

Aspect Liquide limpide
Couleur incolore a jaune pale
Odeur Fraiche, aromatique

Les paramétres organoleptiques d’HE et d’HY de Laurus nobilis n’ont pas fait I’objet de
normalisation par AFNOR.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Rebzani (2014) qui a travaillé sur le laurier
noble de la région de Chrea récolté au mois de mars 2014. Selon les résultats obtenus par cet
auteur, I’HE de I’espéce présente un aspect liquide limpide mobile, une couleur jaune et une
odeur caractéristique. Il est de méme en accord avec les résultats trouvés par Ould Yerou et al
(2016) exception faite pour la couleur (incolore).

Selon Bardeau (2009), I’essence de feuilles de laurier est une liquide pale, d’une odeur agréable
semblable a celle du cajeput, mais plus douceétre et de saveur un peu acre.

a b c

Figure 8 : les huiles essentielles des plantes des différentes régions étudiées

a: Bir khadem, b: Azeffoun, c: Attatba
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I11.4. Screening phytochimique

Les résultats de la composition phytochimique de la poudre, 1’infusé et hydrolat des feuilles

de Laurus nobilis par screening chimique sont repris dans le tableau :

Tableau 6 : Le criblage phytochimique de Laurus nobilis

Résultats des réactions en tubes
Groupes chimiques I’extrait aqueux hydrolat

Tanins catéchétiques + -
Tanins galliques +++ +
Tanins +++ -
Flavonoides +++ +
Anthocyanes + -
Alcaloides - -
Mucilages + -
glucides + -

+++ : forte présence ; + : faible présence ; — : absence

D’apreés les résultats montres dans le tableau nous distinguons que les essais phytochimques
effectués sur la poudre et I’infusé des feuilles de Laurus nobilis ont révélé la présence des
flavonoides et des tanins galliques autant que composés majoritaires, nous notons cependant
I’absence des alcaloides. Les tanins catéchétiques, les anthocyanes, les glucides sont aussi
présents mais avec des teneurs plus faibles.

Les hydrolats de Laurus nobilis sont caractérisés par la présence, avec une teneur plus faible,
des tanins galliques et des flavonoides et par 1’absence des autres composés recherchés.
Les résultats obtenus a 1’issu du criblage phytochimique corroborent avec ceux de certains
auteurs (Thurzova et al., 1981 ; Conforti et al., 2006 ; Christel et Fourast., 1996)
Cette étude a révélé la richesse des feuilles de Laurus nobilis en composants actifs reconnus

pour leurs propriétés biologiques et thérapeutiques intéressantes.
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[11.5. Etude de Pactivité antimicrobienne
111.5.1. Evaluation par la méthode de I’aromatogramme

Les résultats de 1’activité antimicrobienne de I’HE et de I’HY de Laurus nobilis provenant de
trois régions sont consignés dans le tableau 7 et dans les figures (10, 11, 12,13)

Tableau 7 : Les diamétres des zones d’inhibition des souches utilisées

Extrait
testés HE HY
, Birkhadem Azeffoun Attatba Birkhadem Azeffoun | Attatba
Germes test
Staphylococcus
32+2.82mm | 56+3.29mm | 65+0mm <9 <9 <9
aureus
Bacillus | o0 6 5amm | 51410.2mm | 53+2.94mm <9 <9 <9
subtillis
Esciirl'i‘:h'a 14+1.69mm | 13+1.69mm | 17+2.94mm <9 <9 <9
Aspergillus - ) oim | 15+3.74mm <9 |12+4081mm| <9 <9
brasiliensis
Candida 27+0mm | 36+11.14mm <9 <9 <9 <9
albicans

@ : Souche sensible ou trés sensible

® : Souche peu sensible

Nous rappelons que la sensibilité aux différentes extraits a été évaluée selon le diametre des
zones d’inhibition comme suit : non sensible pour le diamétre moins de 9 mm, légérement
sensible pour un diamétre entre 9-12 mm, modérément sensible pour un diametre entre 13-18

mm et extrémement sensible pour le diamétre supérieur a18 mm (Junior et Zanil, 2000).

Selon les résultats montrés dans le tableau 7 et dans la figure (10, 11, 12,13), nous remarguons
que les huiles essentielles de Laurus nobilis des trois régions possédent une activité
antimicrobienne plus ou moins importante sur toutes les souches testées sauf sur les souches

fongique vis-a-vis HE des plants de Attatba.
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E. coli est la souche la moins sensible a I’HE des plants des trois régions avec des diamétres

d’inhibition variant entre 13+1.69mm et 17£2.94 mm.

Bacillus subtilis est la souche la plus sensible a I’'HE des plants des trois régions montrant de
diamétre d’inhibition de 38+6.54 mm pour les plantes de Birkhadem, de diamétre d’nhibition
de 51+£10.2 mm pour les plantes Azeffoun et de diamétre d’nhibition de 53£2.94 mm pour les

plantes d’Attatba.

Staphylococcus aureus montre aussi une forte sensibilité a HE des plants des trois régions, avec
des diamétres d’nhibition de 32+ 2.82mm pour les plantes Birkhadem et de diamétre d’nhibition
de 56+3.29mm pour les plantes d’Azeffoun, de diamétre d’inhibition de 65x0mm pour les
plantes d’Attatba.

L’huile essentielle de Laurus nobilis a exercé une activité antifongique modeérée vis-a-vis
d’Aspergillus brasiliensis et Candida albicans avec des diamétres d’inhibition variant entre
15+3.74 mm et 36+11.14 mm.
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Zone
d’inhibition

Zone
d’inhibition

Figure 9 : Action des huiles essentielles de laurus nobilis récolté en 2019 dans la région de
BirKhadem sur les souches microbiennes
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Figure 10 : Action des huiles essentielles de laurus nobilis récolté en 2019 dans la région
d’ Attatba sur les souches microbiennes.

Zone d’inhibition
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A. brasilig

Figure 11 : Action des huiles essentielles de laurus nobilis récolté en 2019 dans la région
d’ Azeffoun sur les souches microbiennes.

\.‘
b

Zone
d’inhibition

Figure 12 : Action de I’hydrolat de laurus nobilis récolté en 2019 dans la région de
BirKhadem sur la souche Aspergillus brasiliensis.

111.5.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Vu les résultats obtenus montrant des zones d’inhibition importantes, nous avons pensé a

I’évaluation de la CMI dans le but d’utiliser une huile essentielle diluée pour éviter sa toxicité,

si elle existe, d’une part et pour un gain économique d’autre part. Les résultats obtenus sont

montrés dans les tableaux suivants :
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« Activité antibactérienne :

Tableau 8 : résultats du test antibactérien des différentes concentrations de 1’huile essentielle
des feuilles de laurier noble.

Diameétres des zones d’inhibition en (mm)
Bactérie a gram - Bactérie a gram +
E. coli B. Subtilis Staphylococcus.A

égions | Bir Aze At Bir Aze At Bir Aze At
HE (%
100% 14 13 17 38 51 53 32 56 65
90% 9 9 10 36 34 49 19 20 37
80% <9 <9 9 10 20 33 14 <9 41
70% <9 <9 <9 11 19 <9 10 <9 34
60% <9 <9 <9 13 14 <9 9 <9 <9
50% <9 <9 <9 <9 11 <9 <9 <9 <9
40% <9 <9 <9 <9 <9 <9 <9 <9 <9
30% <9 <9 <9 <9 <9 <9 <9 <9 <9
20% <9 <9 <9 <9 <9 <9 <9 <9 <9

Non sensible <9 mm, 9 > 1égérement sensible >12 mm, 13>modérément sensible >18 mm et extrémement sensible, >18
mm). (Junior et Zanil, 2000). Bir: BirKhadem; Aze: Azeffoun; At: Attatba

@ : Souche sensible ou trés sensible
® : Souche peu sensible

D’apreés le tableau 8, L’HE de Laurus nobilis montre une activité antibactérienne sur toutes
les souches testées en présentant des diamétres d’inhibition variant de 65-6mm

L’HE des plantes prélevée a Azeffoun est extrémement actif sur les bactéries a gram(+)
(Bacillus subtilis, et Staphylococcus aureus) avec des diameétres d’inhibitions variants de 11 a
20 mm pour la concentration minimale de 40% et 80% respectivement. Au contraire, elle est
Iégérement active vis-a-vis E. coli (diametre d’inhibition < 10mm pour une concentration
minimale de 90%).

L’HE de Birkhadem est extrémement actif sur Bacillus subtilis avec un diamétre d’inhibition
de 13 mm pour la concentration minimale de 50%, suivi par Staphylococcus aureus avec un

diamétre d’inhibition < 10 mm pour la concentration minimale de 60% et Iégérement active
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vis-a-vis la souche E. coli avec un diameétre d’inhibition < 10 mm pour la concentration

minimale de 90%.

L’HE d’Attatba est extrémement actif sur Staphylococcus aureus avec un diamétre d’inhibition

de 34 mm pour la concentration minimale de 60% apres Bacillus subtilis avec un diameétre

d’inhibition 33 mm pour la concentration minimale de 70% et légérement active vis-a-vis E.

coli avec un diamétre d’inhibition < 10 mm pour la concentration minimale de 80%

% Activité antifongique

Tableau 9 : résultats du test antifongique des différentes concentrations de 1’huile essentielle
des feuilles de laurier noble

Diamétres des zones d’inhibition en mm
Candida albicans Aspergillus brasiliensis
Régions
Birkhadem | Azeffoun Attatba Birkhadem Azeffoun Attatba

HE (%)
100% 27 36 - 32 15 <9
90% 19 11 23 26 11 16
80% 9 16 27 9 <9 16
70% 9 9 32 9 <9 14
60% 9 14 24 <9 <9 18
50% <9 9 9 <9 <9 12
40% <9 <9 10 <9 <9 10
30% <9 <9 9 <9 <9 <9
20% <9 <9 <9 <9 <9 <9

Non sensible <9 mm, 9 > 1égérement sensible >12 mm, 13>modérément sensible >18 mm et extrémement sensible, >18

mm). (Junior et Zanil, 2000)

@ : Souche sensible ou trés sensible

® : Souche peu sensible

Selon les résultats obtenus. L’huile essentielle de laurier noble présente une bonne activité

inhibitrice sur la croissance des deux souches C.albicans et Aspergillus.

Candida albicans est considére comme un germe résistant a partir d’une concentration

minimale de 60% pour I’huile essentielle des plantes de la région de Birkhadem, et a partir de

la concentration minimale de 50%pour I’HE des plantes de la région d’Azeffoun, et 30% pour

I’HE des plantes de la région d’ Attatba. Avec des diamétres d’inhibition < 10 mm.

Aspergillus brasiliensis est considére comme un germe sensible a partir d’une concentration de

70% avec un diameétre d’inhibition <9mm pour 1’huile essentielle des plantes de la région de
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Birkhadem, et a partir de 30% pour I’HE d’Attatba avec un diamétre d’inhibition <10mm.
Concernant I’HE des plants récoltés a Azeffoun, nous notons une résistance de cette souche a
la concentration 80% ce qui explique que I’huile de ces échantillons ne prends pas d’activité a

I’état pure, présente une activité uniqguement a 1’état dilué.

L’étude de I’activité antibactérienne de I’huile essentielle des plants des trois régions a montré
que les trois souches bactériennes testées : E. coli, B. subtilis, Staphylococcus sont sensibles a
notre huile essentielle. Ce résultat est en concordance avec celui trouve par (Maccioni et al .,
2010) qui, en utilisant la méme technique (diffusion sur gélose), ont montré que 1’huile
essentielle de laurier noble récolté a chrea et cherchel inhibe la germination de ces trois souches
(E. coli, B. subtilis, Staphylococcus). Elharas et al (2013) ont noté un diametre d’inhibition
plus faible (2.5mm) pour Escherichia coli.

L’huile essentielle de L. nobilis d’une autre région de 1’Est algérien, plus précisément de Bejaia
a également été étudiée pour son action sur les souches bactériennes : S.aureus et E. coli,
(Kheyer et al.,2014). Les résultats obtenus ont montré une efficacité sur la totalité des micro-
organismes testés, notant des diametres d’inhibitions nettement supérieurs par rapport a nos
résultats, soit 29.5 mm pour S. aureus et inférieur a 29.5mm pour E. coli

Plusieurs travaux ont mis en évidence la grande sensibilité des bactéries Gram(+) par rapport
aux Gram(-). Ceci peut s’attribuer a la différence dans les couches externes des bactéries
Gram(-) et Gram(+) (Inouye, et al ., 2001 ; Lopez et al ., 2005 ; Bozin ., 2006 ; Billerbeck .,
2002 ; Sivropoulou ., 1995 cités par Miliani ,2012).

Selon Ali-shtayeh et al (1998). La paroi cellulaire des bactéries Gram (+) est constituée par
une seule couche alors que la paroi cellulaire des Gram(-) a une structure multicouche liée par
une membrane cellulaire externe. Les bactéries Gram (+) sont plus rapidement inhibées que les
bactéries Gram(-). Chez les bactérie gram (-) la membrane externe constitue une barriere de
perméabilité efficace ; riche en lipopolysaccharide dont les charges négatives de surface
empéchent la diffusion des molécules hydrophobes ( Nikaido et al ., 2003).

Le pouvoir antifongique d’huile essentielle du Laurus nobilis L pourrait étre attribué a la
présence de composants antifongique classé dans la liste des constituants a D’activité
antifongique de (Duke., 2009) tels que : le myristicine, le curcumeéne, le pinéne, le terpinéne a
différentes proportion.

L’activité antifongique de I’huile essentielle, peut étre expliquée par I’effet synergique entre les
différents composés d’huile essentielle. En effet, les composés mjoritaires sont souvent

responsables de I’activité antifongique de cette huile essentielle (Giordani et al., 2008).
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L’action antifongique d’huile essentielle de laurus nobilis vis-a-vis candida albican est due a
une augmentation de la perméabilité de la membrane plasmique suivie d une rupture de celle—
ci entrainant une fuite du contenue cytoplasmique et donc la mort de la levure (Cox et al., 2000)
Concernant les tests antimicrobiens menés sur 1’hydrolat, les resultats obtenus se sont révélés
négatives exception faite pour la souche Aspergillus brasiliensis qui a montré une légere
sensibilité vis-a-vis I’HE des plants de la région birkhadem avec un diamétre h’inhibition de

12mm ; de ce fait nous pouvons dire que ’hydrolat n’exerce aucun effet antimicrobien.

L’évaluation de I’effet antimicrobien de I’hydrolat de Laurus nobilis a permis d’affirmer les
résultats obtenus par Sagduc et Ozcan (2003) ,ou I’hydrolat s’est avéré inefficace vis a vis les

microorganismes suivants : B.subtillis, E.coli, Staphylococcus aureus.
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111.6. Activité antioxydant de I’huile essentielle et de I’hydrolat :

Les résultats de I’activité antioxydant de 1’huile essentielle et de I’hydrolat du Laurus nobilis

sont donnés dans les figures (14, 15, 16,17) :
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Figure 13 : Test antioxydant de I’HE, Vita C des plantes des trois régions (Attatba, Azeffoun,

Birkhadem)
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Figure 14 : Test antioxydant de I’'HE

La figure illustre ’efficacité des extraits volatils et des antioxydants de références a piéger le

radical DPPH, traduite par le taux d’inhibition en fonction des différentes concentrations.
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L’huile essentielle de laurus nobilis pouvait ramener le radical libre stable 2.2 diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) au diphenyl-picrylhydrazine jaune-coloré avec un IC50 de 400 pg/ml
(HE d’Azeffoun), un 1C50 de 449.80 ug/ml (HE d’Attatba), et un IC50 de 511.87 pg/ml (HE
de BirKhadem), montrant une activité antioxydante inférieure a celle de la vitamine C. 1l semble
d’apres ces résultats que la vitamine C est I’antioxydant le plus efficace avec un 1C50 de 386.06

ug/ml par rapport aux huiles essentielles étudiées.

200 400 600 800 1000
Concentration en ug/ml

e=@==HY d'Attatba  ==@==HY d'Azeffoun  ==@==HY de Birkhadem Vita C

Figure 15 : Test antioxydant de I'HY, Vita C des plantes de trois régions (Attatba, Azeffoun,

Birkhadem)
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Figure 16 : Test antioxydant de ’HY
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Les résultats obtenus montrent que les HY de laurus nobilis des deux régions (Azeffoun et
Attatba) présentent des activités antioxydants tres importantes, avec des 1C50de 296.32 ug/ml
et 133.59 ug/ml respectivement et moins importantes pour I’HY de plante de la région de
BirKhadem avec des IC50 de 328.09 ug/ml, ces activités sont supérieur a celles de Vita C pris
comme antioxydant de référence (IC= 368.92 pg/ml), ce qui indigue une activité antioxydant

forte.

Les résultats obtenus ont montré que les HY et HE provenant de différentes régions
présentent un pouvoir d’inhibition d’HY relativement forte par apport a HE et a celle de la

vitamine C (témoin positif).

Nous constatons que I’HY de Laurus nobilis a présenté une activité antioxydante plus élevée
que ’HE. Cette activité est tributaire de la mobilité de I’atome d’hydrogeéne du groupement
hydroxyle des composés phénoliques de I’huile essentielle. En présence d’un radical libre
DPPHe, I’atome H est transféré sur ce dernier alors transformé en une molécule stable DPPH.
Ainsi, on observe une diminution de la concentration du radical libre et également 1’absorbance
au cours du temps de réaction jusqu’a I’épuisement de la capacité de I’antioxydant donneur

d’hydrogéne (Villano et al., 2007)

Ferreira et al (2006) ont montré que I’activité antioxydante de I’huile essentielle, 1’extrait
éthanolique et la décoction de Laurus nobilis, montrent des valeurs élevées en activité

antioxydante par rapport aux extraits polaires.
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111.7. Evaluation de P’activité anti-inflammatoire

La réaction inflammatoire au niveau des pattes postérieures gauches de toutes les souris, se
manifeste par I’apparition d’un cedéme plantaire exprimé en pourcentage dans les figures :

Nos résultats sont présentés dans les figures (18, 19,20, 21) :
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Figure 17 : Pourcentage de réduction d’cedéme chez des souris NMRL
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Figure 18 : Pourcentage d’cedéme chez les souris NMRI
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Figure 19 : Pourcentage de réduction d’cedéme de la patte gauche et la patte droite coupée
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Figure 20 : Pourcentage d’cedéme de la patte gauche et la patte droite coupée chez des souris

NMRI.

D’aprés les figures, nous notons une augmentation de I’épaisseur de 1’cedéme des pattes gauches

des souris témoins en fonction du temps. Pour le lot de référence, nous remarquons nettement

qu’il existe une augmentation de 1I’cedéme a cause de 1’injection de carraghénine suivie par une

diminution et une disparition totale de 1’inflammation a partir de 90min.

Les souris traitées par les différents extraits (HE, HY) de Laurus nobilis présentent

un pourcentage d’cedémes réduit (Figure). Aprés 2 heures du début de I’application du

traitement, nous observons que la dose 5% de I’HE et I’HY originaire d’Attatba a induit une

réduction de I’cedéme de (61.91%, 86.63%) suivie par une disparition totale de I’inflammation.

Cette disparition est observée a partir de 4 heures.
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Ces taux sont comparables a ceux traités par Ibuprofene (produit de référence). Ce dernier a
induit une réduction quasi-totale de I’cedéme. Donc il semble que I’'HE et ’'HY présentent une

activité anti-inflammatoire presque identique a celui de I’'Tbuproféne.

A la lumiére de ces résultats, il apparait que I’HE est dotée d’une activité anti inflammatoire
importante. L *HY présente aussi une bonne activité mais plus inférieure par rapport a celle de

I’hydrolat.

La réaction inflammatoire au niveau des pattes postérieures gauches de toutes les souris, se

manifeste par 1’apparition d’un cedéme plantaire.

Selon Mary Kaileh et al (2007) , I’injection par voie intrapéritonéale de 0.5 microlite de ’'HE
des feuilles de laurier noble provoque une réduction de 1’cedéme des pattes gauches des souris.

Ce pouvoir est di principalement a ces composes majoritaires (1,8- cineol, eugenol).

59




CONCLUSION

CONCLUSION

60




CONCLUSION

Dans le présent travail, nous nous sommes intéressees a 1’étude des activités antimicrobiennes,
antioxydants et antiinflammatoires des huiles essentielles et des hydrolats des feuilles de laurier
noble, a partir des plants provenant de trois régions différents d’Algérie : Birkhadem, Attatba,

Azeffoun.

L’extraction de I’'HE de feuilles de Laurus nobilis, a été effectuée par hydrodistillation. La
détermination du rendement en huile essentielle a donné une valeur plus éleve (0.86+0.23%)
pour les plantes provenant de la région de BirKhadem, suivie des plantes de la région d’Attatba
avec un rendement de 0.84+0.20%. Le plus faible rendement a été obtenu par les plantes
d’Azeffoun (0.25+0.07%). Les caractéres organoleptiques des huiles essentielles et des

hydrolats étudiés ont montré qu’il existe des différences pour la couleur et pour I’odeur.

Les essais phytochimques effectuées sur la poudre et I’infusé des feuilles de Laurus nobilis ont
révélé la présence des flavonoides, des tanins galliques, des tanins catéchétiques, des
anthocyanes et des glucides. Les hydrolats sont caractérisés par la présence, des tanins galliques
et des flavonoides.

Les deux extraits (HE et HY) de Laurus nobilis ont été testés in vitro, par la méthode
d’aromatogramme pour leur pouvoir inhibiteur contre un ensemble de souches pathogenes. Les
tests antimicrobiens menés sur I’hydrolat se sont révélés négatifs. Ces composés n’ont donc
aucun effet antimicrobien. Une exception faite pour I’hydrolat des plants provenant de la région
de Bir Khadem qui a signalé une légére sensibilité pour la souche Aspergillus brasiliensis.
Nos huiles essentielles sont efficaces contre le développement des trois souches bactériennes
testés : E.coli, B.subtilis, S. aureus, et contre les deux souches fongiques C.albicans et
A.brasiliensis.

L'estimation de l'activité antioxydante des deux extraits de Laurus nobilis a été évaluée par
I'étude de leur pouvoir a piéger 50 % du radical DPPH (IC50), Les résultats indiquent que
I'nydrolat des feuilles de Laurus nobilis présente la meilleure activité antioxydante pour les
plantes des trois régions (Attatba, Azeffoun, Bir Khadem), elle est plus importante par rapport
a celle de I’antioxydants de référence ( Vita C)

L’étude de I’activité anti-inflammatoire de 1’huile essentielle et de 1’hydrolat testé a montré que
cette activité est aussi appréciable que celle du produit de référence (Ibuprofene). Il apparait
que I’HE est doté d’une activité anti inflammatoire plus importante. Elle est suivie de celle de
I’HY pour la dose 5%, administrés aux souris contre les inflammations causées par la

carraghénine.
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Il serait intéressant de compléter cette étude par une caractérisation des huiles essentielles par

CG/MS et HPLC dans le but de connaitre les molécules responsables des différentes activité.
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ANNEXE

ANNEXE 1
Tableau 10 : Matériel non biologique et produit de laboratoire
Appareillage Verrerie Solution et réactifs
-Dispositif d’extraction -Bécher - Muller Hinton
- Balance analytique -Erlen Meyer -Sabouraud
- Bec benzene -Ampoules a décanter - Tween80

- Bain marie

- Evaporateur rotatif
- Etuve

- Plaque chauffante
- Chauffe ballon
-support

-hotte

-Tubes & essai

-Boites de pétri stériles
-Disques d’antibiogramme
stériles de 9 mm de diametre
-Seringues 5ml

-Micro pipette

-Entonnoir en verre

-Pipette graduée

-Ependorff

-Ecouvillon

- carraghénine
-Eau physiologique
-Ammoniaque

- Méthanol
-Ethanol

- Paraffine

- Formol

-Eau de javel

- solution de FeCI3
-Hcl

-Acetate de sodium
-Ethanol absolu
-Mg

-Dpph

-Vitamine C
-Alcool isoamylique
-Acide sulfirique

-Reactif de dragendorff
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ANNEXE 2

Balance Pied-colis

Broyeur électrique Spectrophotometre

Figure 21 : I’appareillage
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ANNEXE 3

Les tests biologiques

Feuilles séchées de laurus nobilis

Hydrodistillateur La décantation

Récupération de I'hydrolat Séparation liquide-liquide

Figure 22 : Etapes de I’extraction
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ANNEXE 3

Filtration

V- AR AN N

A\ e

Résultats de screening pour HE Résultats de screening pour HY

Figure 23 : test de screening phytochimique
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ANNEXE 3

Ensemencement Imbiber les disques avec I’HE

Dépdt des disques stérilisé Incubation des boites pétries

Figure 24 : les étapes de 1’activité antimicrobiennes
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Aromatogramme de I’HY sur Bacillus subtilis
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Aromatogramme de I’ HY sur Candida albicans

A

Aromatogramme de I’ HY sur Aspergillus brasiliensis

Figure 25 : Action de I’hydrolat de laurus nobilis récolté en 2019 dans trois régions
différentes d’ Algérie sur les souches microbiennes

La CMI de I’HE de Laurus nobilis sur C.Albican  La CMI de I’HE de Laurus nobilis sur B.subtilus

Figure 26 : La CMI de I’HE de Laurus nobilis sur les souches microbiennes
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La pesée de vitamine C la pesée de DDPH

Figure 27 : test de I’activité anti-oxydante
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Contention de la souris

n ‘\\

Administration des suspensions (HE, HY) Injection de la carraghénine par voie sous-cutanée

Aprés I’injection de la carraghénine Sacrifice de souris

Coupure des pattes postérieures Les pattes coupées

Figure 28 : les étapes de 1’activité anti-inflammatoire
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Les diameétres des zones d'inhibitions

10

La région de Birkhadem La région d'Azeffoune La région d'Attatba

Les souches testées

HEc mBs mSa mCa HADb

Figure 29 : Les diamétres des zones d’inhibition des souches testées pour 1’huile essentielle pour les
trois régions (Birkhadem, Azeffoun, Attatba)

14
12

10

Les diameétres des zones d'inhibitions
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Les souches testées

HEc HBs HSa mCa HAD

Figure 30 : Les diameétres des zones d’inhibition des souches testées pour 1’hydrolat pour les trois
régions (Birkhadem, Azeffoun, Attatba)
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Tableau 11 : Activité antioxydante (DPPH) pour I’huile essentielle, I’hydrolat, vitamine C

Activiteé antioxydante
Concentration Huiles essentielles Hydrolats Vita C | Témoin -
En ug/ml Attatba | Azeffoun [ Bir Attatba | Azeffoun | Bir
khadem khadem
200 0.491 | 0.459 |0.735 |0.457 |0.522 |0.561 |0.637 0.797
400 0.444 10.407 |0.674 |0.307 |0.482 |0.488 |0.465 ’
600 0.420 | 0.405 |0.514 |0.282 | 0.396 |0.488 |0.438
800 0.408 | 0.404 |0.433 |0.258 | 0.307 |0.282 |0.426
1000 0.397 | 0.389 |0.326 |0.249 |0.279 |0.281 |0.319
Activité antioxydante en %
Concentration Huiles essentielles Hydrolats Vita C
En ug/ml Attatba | Azeffoun | Bir Attatba | Azeffoun | Bir
khadem khadem
200 38.39 |42.40 1.77 40.40 | 34.50 29.61 | 20.07
400 44.29 |48.93 1543 |61.48 | 39.52 38.77 |42.15
600 47.30 |49.18 35,50 |64.61 |50.31 38.77 |45.04
800 48.80 [49.30 |45.67 |67.68 |61.48 64.61 | 46.54
1000 50.18 |51.19 59.09 |69.63 | 65.74 64.74 | 59.97
Tableau 12 : Lot (E1) : souris ayant regu I’HE de la région d’ Attataba a dose 5%
N° des souris 1 2 3 4 5 M % de % de
I'cedeme | réduction
Avant injection 1.24 1.22 1.24 1.27 1.30 1.25
de
g carraghénine
_g T=1h 1.32 1.46 1.48 1.35 1.46 1.41 12.8 68.41
3 T=2h 1.39 1.32 1.40 1.30 1.57 1.39 11.2 61.91
. T=3h 1.33 1.23 1.39 1.32 1.45 1.34 7.2 74.95
T=4h 1.23 1.16 1.14 1.22 1.36 1.22 24 100
Tableau 13 : Lot (E2) : souris ayant recu 0.5 ml d’HY de la région d’Attataba
N° des souris 1 2 3 4 5 M % de % de
I'cedeme | réduction
Avant injection 1.25 1.28 1.30 1.26 1.29 1.27
de
g carraghénine
2 T=1h 142 | 149 | 143 | 133 | 146 | 142 | 11.81 70.85
3 T=2h 1.39 1.39 1.21 1.33 1.32 1.32 3.93 86.63
. T=3h 1.24 1.35 1.24 1.30 1.34 1.29 1.57 94.53
T=4h 1.25 1.24 1.11 1.30 1.11 1.20 -5.59 100
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Tableau 14 : Lot (T) : souris ayant regu 0.5 ml d’eau distillé.

N° des souris 1 2 3 4 5 M % de
I'cedeme
Avant injection 1.15 1.97 1.27 1.67 1.59 1.53 -
v | de carraghénine
§ T=1h 1.82 2.21 2 2.78 1.97 2.15 40.52
5 T=2h 1.74 2.14 1.71 2.64 1.69 1.98 29.41
& T=3h 1.66 2.05 2.06 2.48 1.62 1.97 28.75
T=4h 1.59 1.65 1.75 191 1.52 1.68 9.80
Tableau 15 : Lot (Réf) souris ayant regu 0.5 ml d’Ibuproféne a 200 mg/kg.
N° des souris 1 3 4 5 M % de % de
I'cedeme | réduction
Avant injection 1.61 1.81 1.09 1.95 1.43 1.57 - -
" de
:3, carraghénine
a T=1h 1.83 2.52 1.75 2.03 1.08 1.98 26.11 35.56
|§' T=2h 1.26 2.01 1.61 1.73 1.58 1.65 5.09 82.69
T=3h 1.24 2.00 1.51 1.52 1.44 1.54 -1.91 100
T=4h 1.17 1.74 1.43 1.41 1.32 1.41 -10.19 100
Tableau 16 : Patte postérieures des souris
HE Hydrolat
Patte postérieures | Patte droite Patte gauche Patte droite Patte gauche
des souris
S1 0.160 0.186 0.134 0.171
S2 0.159 0.192 0.128 0.167
S3 0.189 0.149 0.125 0.145
S4 0.107 0.134 0.128 0.156
S5 0.173 0.189 0.161 0.148
moyenne 0.157 0.17 0.132 0.16
% d’cedeme 8,28 21,21
% de réduction 81,32 52,15
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Tableau 17 : Patte postérieures des souris

Témoin Référence
Patte postérieures | Patte droite Patte gauche Patte droite Patte gauche
des souris
S1 0.076 0.715 0.130 0.160
S2 0.062 0.109 0.120 0.160
S3 0.080 0.103 0.125 0.170
S4 0.084 0.125 0.150 0.20
S5 0.068 0.095 0.170 0.155
moyenne 0.0758 0.109 0.139 0.169
% d’cedéme 44,33 21,58
% de réduction 0 51.31
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