REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE
UNIVERSITE MOHAMED BOUDIAF - M’SILA

FACULTE DES SCIENCES B DOMAINE : SCIENCES DE LA

DEPARTEMENT DES SCIENCES DE LA NATURE ET DE LA VIE
NATURE ET DE LA VIE ' FILIERE : BIOLOGIE

OPTION : BIODIVERSIT ET
PHYSIOLOGIE VEGETALE

Mémoire présenté pour 1’obtention
Du diplome de Master Académique

Par:
Tahari soraya

Tahmi khalissa

Intitulé

Contribution a la connaissance du métabolisme

secondaire et I’activité biologique de la plante

Laurus nobilis L.

Soutenu devant le jury composé de:

BISKRI Mohammed MAA Université de M’Sila Président.

BELKASSAM Abdelouahab Université de M’Sila Rapporteur.
HADIJI Abasse Université de M’Sila Examinateur.

Année universitaire : 2018 /2019







REMERCIEMENTS

En premier lieu et avant tout on tient a remercier DIEU le tout puissant qui
nous donnée le courage, la patience et la force de terminer ce travail.

Les plus vifs remerciements s’adressent d’abord a notre directeur de mémoire,
le Professeur Belkassam abedelouahab pour avoir encadré et dirigé ce travail
avec une grande rigueur scientifique, sa disponibilité, ses conseils et la confiance
qui nous permet de réaliser ce travail.

Nous tenons tout particulierement a remercier vivement Monsieur Biskri
Mohamed d’avoir accepte de présider le jury.

Nos vifs remerciements s’ adressent a Monsieur Hadji abasse, pour [’honneur
qu il nous fait en acceptant d’examiner notre travail

De méme nous remercie infiniment Mr Seghiri Kamel (chef des laboratoires
De BPV) aussi tous les ingénieurs, de nous avoir ouvert les portes du laboratoire
Avec ses qualités humaines et sont expériences

Nous souhaitons démontrer nos plus sincere gratitude a toutes les personnes
ayant participé de pres ou de loin a la réalisation de cette mémoire.

Soraya et Khalissa



Dédicace
e dédie ce travail & .
e chers parents pour lour amour inestimeable, leur confiance, leur soutien, lours sacrifices
durant loules mes années detude
CMes soeurs. Aicha, Ghania, Gherifa;, OBabring ~Sfatima.
Ches freres.Atheman, G Qbaid
A mes chéres neveur. CMohamed ELAming sfarouk, Aissam, Kaowthar,
Kais Obendess, HNiha] Amdjad, Ahmad yassine
at Coutes ma familles

A mon trés cher CMarié fa‘ras' lﬁyburf He Cesse pas mon soulenir pour lerminer mon travdil.

A tor QBoraya ma chére bindme, merci pour tous les moments qu on apassé ensembl,

amst qu i lout s famz]k

Khalisa




Dédicace

S adresse, ma plus profonde gratitude el tout mon amour d la lumicre de mes peuw ; mes parents qui

m onl soulenu en loules Circonslances au cours de loules mes années d dudes

A mes 1res chers fréves . MNouari, Qbalim ot Mesaoud
A mes 1rés chéres sueurs . Eeahira, Nadiet, HNavima, Qbwmira; meraaka ot basma:
A mes chéres et adorables nicees . Khadidis, Shram at Mohamed

A tout ma famille

A Hon chére binome khalisa qui partage avec moi ‘Cous les moments 4 daboration de ce travail

A mes tres dheres amis . OBamiz, Qbamira, Obikam OPamra Mesaouds CMarwa,
ChMeriem Eolikha:
A toutes lr promotion de S8 RN 2079 »

Soraya




Liste des figures

Figure 1 :.Aspect morphologique de Laurus nobilis L.............cccoocueiiiniiiiiiinniiiiiiiiiieeeeeen 5
Figure 2 :Feuilles de Laurus nobilis L. ..........ccccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeceeeeee e 5
Figure 3: Fleurs de Laurus nobilis L. ..........cccoooiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 6
Figure 4 : Fruits de Laurus nobilis L. ..........cccooviiiiiiiiiiiniiiane, Erreur ! Signet non défini.
Figure 5 : Structure d'une molécule de coumarine............coccuveeeiiiiiiiiiniiiieeinieceeeeee e, 9
Figure 6 : Structure de base d’un flavonoide ...........ocoociiiiiiiiiiiiiiii 10
Figure 7 : Structures chimiques des sous-groupes des flavonoides. . .........ccccceveeeviiciiniieennnnn. 11
Figure 8 : L’Espéece bactérienne EScherichia COli..............ooooviiiiiiiiiiiniiiiiiiniiiiiieiieeeeee 18
Figure 9 : Staphylococcus aureus au microscope €lectronique...........coevvuveeeeeniiieeerniieeeeennnee. 19
Figure 10 : L’Espece bactérienne Pseudomonas aeruginosa ...............cucceeeeeneeueeeeennueeeeennanne. 19
Figure 11 : L'Espece bactérienne Bacillus SUDIILLS .............cccceeeiiiiiiiiiiniiiiiiiiiiiieeeeieeeee 20
Figure 12: Carte Géographique de la station de récolte ..........cevvvieieviiiiiiiiiiieeeeeeeeee, 21
Figure 13:: La fIlEration .....coooouiiiiiiiiiiiee e e e 22
Figure 14 : Un rotavapeur rotatif type (BUCHI R-210) ........oouiuiueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereene 22
Figure 15: Protocole d’eXtraction.........ccouiuueiiiiiiiiiieiiiiiice et 23
Figure 16 : Extraction liquide-liquide par I'acétate d'éthyle de la fruit .........cccceeeeviinninennnnn. 24
Figure 17 : Extraction liquide-liquide par I'acétate d'éthyle de la feuille.............ccccuvvveeeeeenn. 24
Figure 18 :: Extraction liquide-liquide Par n-butanol du feuille................cccoiiiiii 25
Figure 19 : Extraction liquide-liquide par n-butanol du fruit .............cccoooiiiiiiieinniieee, 25
Figure 20 : Méthode d'extraction des flavonoides ...........ccoocueieiiiiiiiiiiiiiiiiinieeecee 26
Figure 21 : Extraction des alcaloides de la fruit.............ccooiiiiiiiiiiiiiice 27
Figure 22: Extraction des alcaloides de la feuille ...........cccoooiiiiiiiiiiii 27
Figure 23 : Protocole d'extraction des alcaliodes ............cooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeecee 28
Figure 24 : Appareil de CIEVENZET .......ccooiiiiiiiiiiiiie e 30
Figure 25 : Lampe Ultra-violet 254- 365nmDe solvant ............ccoooiiiiiniiiiiiniiiieeee 32
Figure 26 : Les plaques dans l€ SYStEIME. .......ccooiuuiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 32
Figure 27 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH ... 33
Figure 28 : l'appareil de spectrophotometre UV mini— 1240.........ccceeiiiiiiiiiniiiiiiniiiieee, 34
Figure 29 : Rendement des diftérents extraits de I’espece Laurus nobilisL............................. 36
Figure 30 : Rendement des alcaloides de la plante Laurus nobilisL.. ...........cccccccccovinieiinnnnn. 38
Figure 31 : Rendement en huile essentielle de Laurus nobilisL.. ............c.ccccooviiiiiniiiiennnnnn. 39
Figure 32 : Rendement des huiles essentielles de Laurus nobilisL..............cccocoeeeeniieiiannnnn. 39
Figure 33 : Révélation de plaque CCM de gel de silice de Ebrt et EacOEt du feuille et du fruit

de Laurus nobilisL. sous lampe UV365nM .........ccoovcuiiiiiieeieiiiiiiiiieeee e, 41



Figure 34 : Révélation de plaque CCM de gel de silice de EnBuOH du feuille et du fruit de
Laurus nobilisL., sous lampe UV 365nm de S1, S2. ....ooovviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee, 42
Figure 35 : Révélation de plaque CCM de gel de silice de alcaloide de feuille et de fruit de la
plante Laurus nobilisL. sous lampe UV365 nm S1, S2, S3 ...ccccvviviiiiiiiiiieeeeen. 47
Figure 36 : Représentation de I’inhibition du radical DPPH par I’estimation des valeurs d’des
[Csodéférents extraits de Laurus nobilisL. ...........cooecevvviiieiieieiiiiiiieeee e 50
Figure 37 : L'effet des extraits de la feuille et de la fruit de la plante Laurus nobilisL. sur les

SOUCKHES DACTETIENNES TESTEE. .. evneeiee ettt e e et e e e e eaeeenaaees 59



Liste des tableaux

Tableau 1 : Les différents systeme des solvants pour [a CCM .........cccccciiiiiieeieeniiiiiiiiieeeenn. 31
Tableau 2 : Les souches bactérienne UtiliSEs ..........ccooiuiiiiiiiiiiiiiiiiiieieiiee e 34
Tableau 3: Résultats de chromatographie sur couche mince d'extrait brut de Laurus nobilisL. 43
Tableau 4 : résultats de chromatographie sur couche mince de l'extrait d'Acetate d'éthyle de
Laurus NODILISL. .......ooooeeieiiiiiiiie ettt e e e e e e e e e e oo s 44
Tableau 5 : Résultats de chromatographie sur couche mince de I'extrait n-Butanol de Laurus
FLODILISLL. ...ttt e e e e e e e et e e e e e e e e ntbbaraeaaeeeeann e 45
Tableau 6 : Résultats de chromatographie sur couche mince des alcaloides de la plante Laurus
FLODILISLL. ....vvvveeeeeeeeeeeee ettt e e e e e e et e e e e e e e e s nsabaaeaeeeeeeennnnes 48
Tableau 7 : diamétre de zone d’inhibition de déférents extraits de la plante Laurus nobilisL.sur
la croissance d’EScherichia COli...............coouiuiiiiniiiiiiiniiiiiiiiiiice e 52
Tableau 8 : diametre de zone d’inhibition de déférents extraits de la plante Laurus nobilisL. sur
la croissance de Salmonella enterica.................ccocoueeiiniiiiiiniiiiiiiniiiieeeieeeee 53
Tableau 9 : diametre de zone d’inhibition de déférents extraits de la plante Laurus nobilisL. sur
la croissance de Bacillus SUBDLILLS .............ccoovouiiiiiiiiiiiiniiiiieeeieee e 54
Tableau 10 : diametre de zone d’inhibition de déférents extraits de la plante Laurus nobilisL.
sur la croissance de Staphylococcus aureus SUDSP ..............cceeeeeeccveieeieeeeeeeeeiennen, 55
Tableau 11 : Diameétre de zone d’inhibition de déférents extraits de la plante Laurus nobilisL.
sur la croissance de StaphylocoCcus QUIEUS ............cccuueeeeeeieeeeeeciiiiieeeeeeeeeeieeee 56
Tableau 12 : Diamétre de zone d’inhibition de déférents extraits de la plante Laurus

nobilisL.sur la croissance de Pseudomonas aeruginos ...............ccceeeeevuveveeeeeeennnnns 57



Liste des abréviations

AcOEt : Acétate d’éthyle.

ATCC : American type culture collection.
ATCC :American type culture collection.
BHT : Butyl-Hydroxy-Toluéne.

BuOH :Butanol.

CCM : Chromatographie sur couche mince.
CHCl;: Chloroforme.

CMI : Concentration minimale inhibitrice.
DPPH : 2.2-diphenyl-1-picrylhydrazyl.
DMSO : Diméthylsulfoxyde.

EAcOELt.F: Extrait d’acétate d’éthyle de feuille.
EAcOEt.Fr: Extrait d’acétate d’éthyle de fruit.
E. Coli :Escherichia coli.

En-BuOH.F: Extrait n-butanol de feuille.
En-BuOH.Fr: Extrait n-butanol de fruit.

F : Feuille.

Fr : Fruit.

GMH : gélosé Mueller Hinton.

HEs : huile essentielle.

I (%) : Pourcentage d'inhibition.

IC50 : concentration inhibitrice médiane.

L : Laurus.

MeOH : Méthanol

Mg : Milligramme

mg/ml : Milligramme par millilitre.



mm : Millimetre.

P : Poids.

Rf : Rapport frontal.
T™: Antibiotique.

UV : Ultra-violet.



Table des matiéres
IIEEOAUCTION ¢ eueernereerneeoneessccsscesecsccssccssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasosse 1

Chapitre I : Etude bibliographique

1.  Présentation de 1a PIANLE......uueeeriieriiicrrnniiiccssicssssssnnssriesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssassssssses 3
1.1 La famille JaUTACEAE. .. . .. coeeeerceiieire ettt st ettt ettt s e seb e bt et ebe e ean et es e 3
1.1.1  Généralité sur la famille Lauracees ..........c.occeeiiieriiiiiiiiieiiie et 3
1.1.2  Description botanique de la famille Lauracees :.........ccccceeveuviieiiiiiieeseeriiee e 3
1.1.3  Intérét économique de la famille Lauraceae...........cccvveeevvuvieeiviiiriee e 3
O I (<3 1 (SRR 4
1.1.5  L'espece Laurus RODILIS L .......ccovveiivriiiieiiiee e cciiee sttt eeirte e evtee e e e ertvee e sivae e e eenae e enens 4

2 MétaboliSmes SECONAAITES .....ccccueeiirrneeiissniicssissneieissseecsssseeecssssesessssssssessssassessssssssessassasssossones 8
2.1 GONETAIIEES....cueiieiee et ettt e sttt ettt s et eae ket et b bt ek bbbt bt s e eb e b bt eeas 8

2.2 Classification deS MELADOIILES. .......ccvievivreieieiteeieee ettt et et ettt saesreeresarsstsssersesrennees s O

2.2.1  Les huiles eSSENtICllES ........ooioiiieiiiiiiiieiie ettt 12
2.2.2 LeS AlCALOTARS ...eeeiueieeeieeeiiie ettt ettt ettt et et e ettt et e e tee e e eteeeneeeens 13

3. ACHIVILE DIOIOZGIQUE ..ovveerneerriieniiicrrnnrriicssiecssssssnnssriesssssssssssrsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnasssss 15
3.1 L'activite antiOXYAANT ....ocecerieireeieriirssereretesreireses e eeeeseesssess ses s essssseesessesssesesasssersseesessssss sessssesssnns 15
3,101 Les aNtIOXYAANTS ...uvvviiiiiiiieeiiiieeiiiieseeeriteeeesirreeesereeeesstsesaeeasseseeeassssesesssssessssssesseeennes 15
3.1.2  Définition du Stress OXYAANt ........ccccveeeeiiiireiiiiiiee e eiireeeesireeeeirreeesrreeseeesareeeesenreeeeenns 15
3.1.3  Les 1adicaux lIDTES .....eieiiieiiieeiie ettt ettt e e e 16
3.1.4 Mode d'action des antioOXYAANES ..........eeeveurieeiriireereiirieeeiereeeesireeessirreeeseserreeesereeeessnns 16

3.2 ACtIVItE ANtIMICTODIEIINE ... covvieeieeeitieie ettt teteette e et st stestesreese st essesssessessensesssenseseessessesseeres 1O

0 B € 1<) 1< ¢ 1 17 PSSR 16
3.2.2  DEfinition des DACIETIES ......ccueieiuiieeiieeiie et ettt et ettt ee et eee e eee e snaeeeneeeeneeenneeas 17
3.2.3 La culture bactérienne « milieu et CONAItION » .....oevuereiiieriiiiiie e 17
3.2.4  Les antIDIOtIQUES ..cuvvveeeiiiieeeiiiieeiitieeteeestreeeesiraeeeeereeeesstsesaeessssseeessssseessssssesssssssseeeanes 17
3.2.5 Description des bacteries EtUAIEES ..........ccviieriiiieiriiieeeeeiirieeerireeeerreeeesireeaeeesereeeenens 17

Chapitre II : Matériel et Méthodes

1. MAtEriel VEGELAL :..uueeeiiieriiivrneriiecisssssnsennseniiisssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssas 21
1.1 RECOILE dE 1 PIANLE ...veveieirieiiet ettt sttt se s s sttt ses e ses et essssseressssssssens 21
1.2 Localisation de 1@ PIANtE ..........cocevveriiririrerireniirine et ersts s steseseeses s sessessesesess sessssssssssesesesseses 21

2. Caractérisation quantitative des eXtraits : ......cccccceericvrsneriecssssessssssnsssnsessssssssssessssssssssssssnnssses 21
2.1 PrinCipe de MACETATION ....ovivereeierieeerie st sieieseee st stsssste s e sessssesssssess sessesssssssesesssssessesssanssensresses 21
2.2 Rendement de I’ eXITait DIUL.......ccocerueriurineeeirinet ettt ses e ses et ettt et s e es b et es et eene 29

3. Extraction des huiles eSsentielles ...........ccceevveiiiiiveiiiiiissniicisneeccssnneicssssneeeeecssssesesssnseecsssseees 29

3.1 ProCEAE A’ EXITACTION uouvuvvirerireeeerereetesieeeesestetessesesesesssssessssessssssessssesssssssasssersssssesessas sessesesssssaneenss 29



3.2 CalCul AU RENAEIMENT ...cvviiviie ettt ettt st st sre st eae st et es et et st saesaesntsabenssssaensennes 30

4. Caractérisations qualitatives des eXtraits .....ccccceeeeeesscrrsnnrriecssscsssssssnsssnsssssssssssssssssssssssssssnssses 31
5. Evaluation du pouvoir antioXydant ...........eeeeeecersccrsneiiieiiiecsssssssessecssssssssssssssssssssssssssssssssssssse 32
6. Evaluation de I’activité antibactérienne ..........ccooevvvveeeriicessssessscsnnnniiesssssssnsensscsssssssssnnsssssssss 34

Chapitre III : Résultats et Discussion

1. Evaluation des techniques d’eXtraction :.......c.ccoeveereecessscrnnernnneriecsssssssssssscssssssssssssssssssssssssses 36
1.1  Rendement des extraits flavonoide de la plante Laurus nobilis L..........ccvnevvineveceenesrnenns 36
1.2 Rendement des extraits alcaloides de la plante Laurus nobilisL.........coeeevveeesvcvveneervevernnnn. 37
1.3 Rendement en huiles essentielles de Laurus nobiliSL. ........cooeveeeveeeeovceveniveniieseeeeisenene 38

2.  Analyse qualitative des eXtraits ......ccccceeerecrrsneriiccssssesssssnsnriisssssssssssssssssssssssssnssssssssssssssssssssses 40
2.1  Chromatographie sur couche minCe CCM......ccuviririrnirinniinesnineeeesee st srsssessesesssssessesesssssenes 40
2.2 Révélation (visualisation des tACHES) .......ccvvreirreirreirieineineeere e e eie e seae s sreessreesreee s 40

2.3 Analyse sur couche mince des alcaloides. ......cocvvieevierireriineennrie s sersreeseessesesesesssenessssneenes 47

3.  Résultats des activités DIOIOZIQUES .......ccerrrrrrnerriecessssrsnsennanniiiosssssssnsessscsssssssssssssssssssssssssassssscs 49

3.1 ACtIVItE ANTIOXYAANT. . . ocvevee vt etecere sttt et st st ses et sae s e ses e stesesess sereressessessssesas senes 49
3.2 ACtiVIte antiDACIETIENIE .......vevieeiieeeeeire et ettt et e st es e ses et et een e sanea seseneneseaeenennne D |
3.2.1 Activité anti bactérienne de ’huile essentielle .............c..cooooeeieiie i e v e .58

CONCIUSION ¢ «eeeeeireeeeiieeeenneeereeneseerecseerersesesesssssscssassesessesssssssssssssssssssssasssssessssssssssssscssssssssesansessssasses 60

Références bibLioZraphiqUes : ......ccccovvvveerriccrssscsnnrnnneriiessssssssessscssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 61



Introduction



Introduction

Introduction

L'homme et les plantes viventcote a cote depuis des dizaines de milliers d'années.Il est
habitué a consommer et a digérer différentesespeces de plantes, qui sont bien souvent
appréci€espour leurs qualités aussi bien médicinales que nutritives (Iserin, 2001). En effet il y
a environ 500 000plantes sur terre ; 10 000 d’entre elles, environ, possedent des propriétés
médicinales (Iserin, 2001). L'utilisation thérapeutique des vertus des plantes pour le traitement
des maladies de I'homme est trés ancienne et évolue avec l'histoire de 'humanité. De nos jours,
la médecine traditionnelle occupe une place importante malgré les progres de la médecine
moderne (Jacob et al., 2016).

On appelle plante médicinale toute plante renfermant un ou plusieurs principes actifs capables
de prévenir, soulager ou guérir des maladies. Certain plantes contenant toute une gamme de
matieres efficaces peuvent avoir des actions tres différentes suivant leur préparation

(Schauenberg et Paris, 2006).

La plupart ont des effets spécifiques sur certaines parties de I'organisme et sont reconnues pour
pouvoir traiter divers cas (Iserin et al., 2001). En effet, ils ont employées pendant des siecles
comme remedes pour lesmaladies humaines parce qu'elles contiennent des composants de
valeur thérapeutique Récemment, l'intégration de la médecine traditionnelle comme forme
alternative de santé et ledéveloppement de la résistance microbienne aux antibiotiques
disponibles ou I’apparitiondes effets secondaires ont mené les chercheurs a étudié et mettre en
¢vidence les effetsthérapeutiques des plantes médicinales (Bercisse,2015).

L’Algérie posséde une richesse floristique considérable. En compte environ 3000 especes de
plantes dont 15% sont endémiques, ce potentiel de plantes médicinales comportent des milliers
d’especes présentant divers intéréts et constituent un axe de recherche scientifique, plus
particuliérement dans le domaine des substances naturelles (Rahmounu et Seghiri, 2016).
Actuellement, le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques et la toxicité
des antioxydants synthétiques ont conduit les chercheurs a puiser dans le monde végétal
etparticulicrement les plantes médicinales et culinaires en quéte de molécules
naturellesefficaces et dénuées de tout effet adverse.De nombreuses études ont mis en évidence

la présence de métabolites secondaires douésd’activités biologiques telles que les polyphénols,

alcaloides, terpénes (Boudjouref, 2011).

Ce travail visedans le cadre de la valorisation de la flore Algérienne, par I’étude d’activité
antimicrobienne et antioxydant des extraits, et de 1’huile essentielle de la plante aromatique

Laurus nobilisL. qui appartient a la famille des lauracées. Qui parmi les familles de plantes les
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plus utilisées comme source mondiale d’épices, et d’extraits a qualité médicale intéressante, et
en raison du bénéfice des propriétés thérapeutiques que lui attribuées la médecine
traditionnelle, a savoir : les industries de 1’aromatisation, de la parfumerie, de la conservation,
des cosmétiques et de la pharmacologie grace a ses divers effets antimicrobiens et antioxydants.
Ce manuscrit comporte deux parties :

e Le premier partiec aborde une étude bibliographique préalable réalisée sur décrit la
plante étudi€ Laurus nobilisL.Les métabolites secondaires, et leurs activités
biologiques ; ’activité antioxydants et antibactérienne ;

e Le deuxiéme partie présente les matériels et les méthodes d’extraction et I’évaluation
de leurs activités antioxydants et antibactériennes, et laprésentation des résultats
obtenus avec leurs discussion.

Au terme de ce mémoire, nous présenterons une conclusion générale dans laquelle nous

rappellerons les principaux résultats obtenus.
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ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Présentation de la plante
1.1 La famille Lauraceae

1.1.1 Généralité sur la famille Lauraceae

La famille de laurier, du cannellier et de I’avocatier, comprenant 30 genres qui rassemblent
2500 especes toutes ligneuses, desrégions tropicales, bien que peuprésentes en Afrique. Seul
LaurusnobilisL., est indigene en région méditerranéen (philippe, 2014).Ce sont des arbres ou

arbustes a feuilles quasi persistantes (FedericoetVictoire, 2013).

1.1.2 Description botanique de la famille Lauraceae

Arbre ou buissons, ou plante grimpante parasite (cassytha) (Judd et al.,2002),Branches parfois
verticillées, jeunes rameaux anguleux (Daniel et al.,2004). Feuille alterne et spiralées, rarement
opposées, entiere, a nervation généralement pennée, ou parfois a paire inférieure de nervures
secondaire plus importante(Judd et al.,2002), inflorescence paniculée ou cymeuse, rarement
fleur solitaire(Daniel et al.,2004), Fleurs hermaphrodites ou unisexué, actinomorphe, a
réceptacle concave caractéristique, habituellement petites, vert pale, blanches ou jaune, tépales
généralement 6, libres ou légerement soudés, imbriqués, étamine généralement 3-12(Judd et
al.,2002)Antheres a deux ou quatre clapets (valves). Ovaire supere formé d'un seul carpelle,
uniloculaire ; un style ; un stigmateparfoissessile ; placentation marginale, ovuleanatrope,
bitégumenté (Daniel et al.,2004). Fruit une drupe ou rarement une baie 1-sperme(Judd et
al.,2002). Grain avec un grand embryon, droit, a cotylédons riches en matiére grasse, pas

d'albumen.(Daniel et al.,2004).

1.1.3 Intérét économique de la famille Lauraceae

Certaines especes ont une grande importance ¢conomique : Laurus nobilis L., laurier, utilisé
comme ¢épice et dont la connotation mythologique et symbolique est importante (philippe,
2014). Le Cannellier, le Camphre, le Sassa-fras. L’avocatier fournit un fruit tropical important.
Certaines especes de Beilschmiedia, Octea, Litsea et quelques autres genres fournissant du bois
d’ceuvre (Judd etal., 2002).Cinnamomum verum, dont I’écorce fournit lacannelle. Onnotera
aussi dans cette famille Sassafra Salbidum, arbre d’ Amérique du nord, dont I’huile essentielle
contient du safrole, cancérigéne avéré, et qui peut étre utilisé comme précurseur pour la

production d’ecstasy (Philippe, 2014).
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1.1.4 Le genre

Le genre Laurus est originaire des iles Canaries et du bassin méditerranéen comprend trois
espeéces d'arbres ou d'arbustes persistants :Laurus nobilis, laurus azorica et Laurus
novocanariensis (Ouibrahim, 2015). Ces végétaux sont caractérisés par des fleurs dépourvues
de corolle, a calice en adhérent, plus ou moins profondément fendu en 4, 6 ou 8 segments
disposés en deux séries alternes et imbriqués en préfloraison ; par des étamines ou nombre
déterminé. Les fruits est une baie charnue, remplie par une graine ovale ou globu-leuse,
dépourvue de périsperme, a tégument souvent osseux ou coriace; l'embryon est gros,huileux,

rectiligne dicotylédoné, a radicule courte, supére(S.M.Ch,1818).

1.1.5 L'espece Laurus nobilisL.

Laurus nobilisL.est un arbuste de la famille des lauracées. Originaire du bassin méditerranéen,
on le trouve au Maroc, en France, au Portugal, en Turquie et en Serbie (Federico et Victoire,
2013).Rivieres méditerranéennes. Forét galerie méditerranéenne (Gérad,2008). Ou on le

cultive comme condiment. Les feuilles sont récoltées toute I’année (Iserin,2002).

1.1.5.1 Description botanique de I’espéce Laurus nobilisL.

LaurusnobilisL.est un arbuste ou un petit arbre de 5-20 m, aromatique toujours vert, trés

rameux et a rameux dressés

Figurel : Aspect morphologique de Laurus nobilis L. (Beloued, 2005).
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Les feuilles alternes sont persistantes, coriaces, elliptiques lancéolées, atténuées en court

pétiole,pennénervées, a bord entiers et ondulés (Gérad, 2008).

Figure2 : Feuilles de Laurus nobilis (Guedouari, 2012).

Fleurs dioiques, blanchatres, 4-6 en ombelles courtes, a l'aisselle de feuilles supérieures
involucre 2-4, divisions obovales ovales glabres. Calice tétramére, caduc. Fleurs males a 8-12
¢tamines, a anthéres s'ouvrant par des valvules. Fleurs femelles a 2-4 staminodes et a ovaire

uniloculaire (Quezel et Santa, 1962).

Figure 3: Fleurs de Laurus nobilis L.(Guedouari, 2012).
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Fruits drupacés, noir a maturité, ovoide de 2cm de long sur 1cm de large (Beloued, 2001).

Figure4 :Fruits de Laurus nobilis L(Guedouari, 2012).

1.1.5.1 Position systématique de la plante Laurus nobilis L. (Quezel et Santa, 1963)

RégnePlantes

Sous régne Plantesvasculaires
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Dialypétales
Ordre Laurales

Famille Lauracées

Genre Laurus

Espéce Laurus nobilisL.

1.1.5.2  Utilisation de la plante Laurus nobilisL.

Les feuilles sont trés aromatiques et largement employées dans la cuisine.(Gérad,
2008).11s sont traditionnellement utilisés par voie orale, dans le traitement symptomatique de
troubles digestifs tels que ballonnement épigastrique lenteur a la digestion, éructations,
flatulence (Bruneton, 1999), les feuilles et les fruits sont stimulants, stomachiques, carminatifs

et antiseptiques, rhumatismes, digestions difficiles, anti-infectieuse, expectorante,




ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Antispasmodique puissante, antalgique. L'écorce de laurier "brise les pierres dans les reins et
soulage les affections du foie (Iserin, 2001). On utilisera les huiles essentielles pour arréter des
douleurs aigues physique ou psychiques, grippes, hépatites virales, acnés et furoncles (Gérad,
2008). L'huile de laurier s'emploie en liquoristerie, en parfumerie dans la fabrication des
savons. Elle compte parmi les meilleurs moyens d'¢loigner les insectes génants.En médecine

vétérinaire, on I’emploie beaucoup comme parasiticide (Paul, 1999).
1.1.5.3 Composition chimique de la plante Laurus nobilis L.

Le laurier commun est un arbre dioique, ses feuilles sont alterne, coriace. Par
hydrodistillation elles fournissent environs 10-20ml’kg d’une huile essentielle (Bruneton,
1999). Les feuilles contiennent du tanin ,un principe amer du mucilage, des maticres
résineuses et pectiques, et une essence aromatique incolore ou jaune pale, a saveur chaud,
constituée par un meélange de 45% de cinéol, de méthylchavicol,de pinéne, d'eugénol,de
géraniol,de linacol,d'éthers des acides acétique isobutyrique et valérianique. Les renferment
17a25% d’huile de laurier,23% d'amidon,2%de sucre,0,85% de principes amers,une résine, du

mucilage, de la bassorine, et 1a 3% d'essence (Belouede, 2011).
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2. Métabolismes secondaires

2.1 Généralités
L’ensemble des processus biochimiques permettant aux cellules de produire des
métabolites et 1’énergie qui sont nécessaires a leur vie, par la dégradation de matieres organique
complexes. Le métabolisme est soumis a une régulation équilibrée €évitant toute accumulation

de produits finaux ou intermédiaires (Marouf et Raynaud, 2007).
% Métabolites primaires

Les métabolites primaires sont des molécules présentes dans toutes les cellules végétales
et nécessaires a la vie de la plante. Les sucres simples, les acides aminés, les protéines et les
acides nucléiques sont des exemples de métabolites primaires (Raven et al., 2014). Sont des
substances produites par des micro-organismes en période de croissance active. Lorsque des
micro-organismes sont mis en culture, ils entrent rapidement en phase de croissance. Pendant
cette phase, des substances nécessaires a leur développement sont produites par des réactions

enzymatiques (Marouf et Joel, 2004).
% Métabolites secondaires

L'ensemble des voies métaboliques produisant des composés, généralement de faible
poidsmoléculaire, qui n’ont pas de fonction apparente et vitale pour I’organisme qui les produit
mais qui ont un réle écologique (Marouf et Reynaud, 2007). Ilsexistent chez tous les
végétaux, mais leur nature chimique differe selon les taxons. On estime que chaque végétal

produit au moins une certaine de ces molécules (Mayer et al., 2008).

2.2 C(lassification des métabolites :

On les classe en trois catégories principales selon leur structure :

% Les poly phénols, ou composé phénoliques
% Les terpenoides

+ Les alcaloides(Mayer, 2008).
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a. Les composés phénoliques
Les composés phénoliques ou polyphénols forment une grande famille de composés
chimiques tres divers depuis les simples acides phénoliques jusqu'aux grands polymeéres

complexes que sont par exemple, les tanins et la lignine (Hopkins, 2003).
a.1 Les tanins

Tanin est un terme provientd'une pratique ancienne qui utilisait des extraits de Plante pour
tanner les peaux d'animaux. On distingue deux catégories : les tanins condensés,
polymeéresd'unités flavonoides reliées par des liaisons fortes de carbone, non hydrolysable mais
peuvent étre oxydées par les acides forts libérant des anthocyanidines, Les tanins
hydrolysables, polymeéres a base de glucose dont un radical hydroxyle forme une liaison d'ester
avec l'acide gallique (Hopkins, 2003). Les plantes riches en tanins sont utilisées pour retendre
les tissus souples et pour réparer les tissus endommagés par un eczéma ou une brilure, elles

rendent les selles plus liquides, facilitant ainsi le transit intestinal (Isrin et al., 2001).
a.2 LesCoumarines

Historiquement le nom de coumarinevient de « cumaru » qui est le nom dans une langue
amazonienne, de l'arbre de Tonka (Dipteryxodoratawilld.,Fabaceae) dont les féves contiennent
1 a 3 % de coumarine. Les coumarines ont ¢té isolées pour la premicre fois en 1820, ils sont
des 2H-1-benzopyran-2-ones quel on peut considérer, en premiere approximation, comme étant
les lactones des acides 2-hydroxy-Zcinnamiques (Bruneton, 1999). Elles sont présentes
enquantités plus faibles dans plusieurs plantes comme le mélilot, les saugesclarée et lavande.
On la trouve aussi dans le miel, le thévert, etc. Les coumarines sont des composés phénoliques

végétaux, portant un groupement benzopyrone dans leur structure (Alignan, 2006).

Figure 1 : Structure d'une molécule de coumarine (Cowan, 1999).
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a.3Les lignines

La lignine est unpolymere fortement ramifiée, formé par troisalcoolsphénoliques simples. La
lignine est localisée dans les parois cellulaires et plus spécialement dans les parois secondaires
des ¢léments conducteurs, contribuant a la résistance mécanique et a la rigidité des tiges

lignifiées (Hopkins, 2003).
a.4 Les flavonoides

Lesflavonoidessont des pigments incolores ou colorés. Ce sont des composés
polyphénoliques, largement répondus dans le régne végétal, avec plus de 4000 structures
décrites et dont la liste s'allonge constamment avec le développement de nouvelles techniques
analytique. Certains d'entre eux ont des propriétés (Reynaud, 2007). Les flavonoides ont des
sous-groupes caractérisés a contenant deux ouplusieurs cycle aromatiques existent sous forme
libre dite aglyconeou sous forme d’hétérosides, chacun d’hétérosides, portant une ou plusieurs

groupes hydroxyles phénoliques et reliées par un pont carboné (Heller et Forkmann, 1993).

Les flavonoidesreprésentent la classe la plus répandue des composés phénoliques dans le
régne végétal. La structure de base d'un flavonoide est formée de deux cycles en C6 (Aet B)
reliés par unechaine en C3 qui peut évoluer en un cycle C (hétérocycle par une chaine en C3

qui peut évoluer en un cycle C (hétérocycle).

OH 0 o
—_

Figure 2 : Structure de base d’un flavonoide (Missaoui, 2018).

Les principaux sous-groupes des flavonoides sont : les flavones, les flavonols, les
anthocyanes, par une chaine en C3 qui peut évoluer en un cycle C (hétérocycle).

Les isoflavones les flavan-3-ols, et les flavanones. Il y a d’autres flavonoides qui se
trouvent afaible concentrations dans les aliments tels que les flavane-3,4-diols, les

dihydroflavonols, les coumarines, les dihydrochalcones, les chalcones, et les aurones.

10
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Figure 3 :Structures chimiques des sous-groupes des flavonoides (Missaoui, 2018).

v Répartition et localisation

Les flavonoides sont surtout abondants et diversifiés chez les plantes supérieures,
présents dans tous les organes aériens, ils ont une teneur maximale dans les organes jeunes
(feuilles et boutons floraux). Les deux principaux groupes de flavonoides, les flavones et les
flavonols (le plus souvent sous forme 0-hétérosides), se rencontrent dans les fleurs et les
feuilles des plantes vertes. Les catéchines et les proanthocyanidines, sont plus abondants dans
les tissus lignifiés que dans les autres tissus. Les anthocyanes, dont les coleurs vont du rose au

bleu violacé, sont sont souvent responsables de la couleur des fleurs et des fruits.

Les flavonoides, sous forme d'hétérosides hydrosulubles, s'accumulent dans les vacuoles,
préférentiellement dans les cellules des tissus superficiels (épiderme des feuilles ou entre
I'épiderme et le mésophylle). Chez les fleurs, ils sont concentrés dans les cellules épidermiques.
Cette localisation superficielle leur permet de jouer un role de protection contre les rayons
ultraviolets, et de défence contre les pathogenes des plantes (phytoalexines). Les isoflavonoides
jouent également un rdle dans la nodulation par les Rhyzobium. Par les couleurs qu'ils
conferent aux pétales des fleurs, ils interviennent dans la production, dans l'attraction des

pollinisateurs (Marouf et Reynaud, 2007).

11
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b. Les terpenoides

Les terpenes sont des substances généralement lipophiles qui dériventd’une entité simple a
cinq atomes de carbone. Leur grande diversité trouve son origine dans le nombre d’unités de
base qui composent la chaine ainsique dans les divers modes d’assemblage.lL.a formation de
structures cyclique, I’addition de fonctions comprenant de ’oxygene et la conjugaison avec des

sucres ou d’autres molécules peuvent rendre leurs structures complexes (Hopkins, 2003).

2.2.1 Les huiles essentielles
a. Définition

Les huilesessentielles (=essences=huiles volatiles) sont: des produits de composition
généralement assez complexe renfermant les principes volatils contenus dans les végétauxet

plus aux moinsmodifi€s au cours de la préparation (Bruneton, 1999).

b. Origine et localisation des HEs

Les huiles volatiles peuvent étre considérées comme des résidus du métabolisme végétal. Suite
a la photosynthése au niveau des chloroplastes, I’énergie produite (sous forme de glucides,
NADPH et d’ATP) contribue au développement de la plante et indirectement a la biosynthése
de multiples composés secondaires parmi elles les huiles essentielles (Narishetty et
Panchagnula, 2004). Les essences sont synthétisées par les végétaux supérieurs, il y aurait
environ 17 500 espeéces aromatiques réparties dans une cinquantaine de familles dont les
Lamiaceae, lesAsteraceae, les Rutaceae et les Lauraceae. Ces especes sont caractérisées par la
présence d’organes spécifiques responsables de la synthése et de stockage des huiles
essentielles : les poches (Myrtacées, Rutacées) ou les canaux sécréteurs, les poils sécréteurs

(Lamiaceae) et les cellules sécrétrices (Zingiberaceae, Lauraceae) (Bruneton, 1993).
C. Propriété physiques

Liquides a température ambiante.
Les huiles essentielles sont volatiles
Elles ne sont que tres rarement colorées

Solubles dans les solvants organiques usuels

Leur densité est en général inférieure a celle de ’eau

vV WV V V V V

Elles sont liposoluble(Bruneton, 1999).

12
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d. Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes et éminemment variables de
constituants qui appartiennent, de fagon quasi exclusive, a deux groupes caractérisés par des
origines biogénétiques distinctes : le groupe des terpénoides d’une part et le groupe des
composés aromatiques dérivés du phénylpropane beaucoup moins fréquents, d’autre part. Elles
peuvent également renfermer divers produits issus de processus dégradatifs mettant en jeu des

constituants non volatils (Bruneton, 1999).

2.2.2 Les alcaloides
a. Définition

Les alcaloides sont exceptionnels chez les bactéries et assez rares chez les champignons.
Les ptérydophytes sont rarement alcaloidiféeres la méme remarques’applique aux
Gymnospermes. Les alcaloides sont donc des composés essentiellement présents chez les
Angiospermes. Certaines familles ont une tendances marquée a €laborer des alcaloides : c’est
vraisaussibien Chez les monocotylédones (amaryllidaceae,liliaceae) que chez les Dicotylédones
(Annonaceae, Apocynaceae, Fumariaceae, Lauraceae, Rutaceae, Solanaceae,etc). Certains
alcaloides existent dansplusieurs genres appartenant a des familles différentes, parfois tres
¢loignées taxonomiquement (caféine), le plus souvent assez proches (réticuline,yohimbine).
D’autres sont caractéristiques d’un nombre limité de genres a I’intérieur d’une familleou d’un
groupe d’especes a l'intérieur d’un genre ; certain sont étroitement spécifique (morphine).

(Bruneton, 1999).

b. Localisation

Chez le végétal, les alcaloides existent sous la forme, soluble, de sels, ou sous celle d’une
combinaison avec les tanins.La microchimie permet de montrerque les alcaloides sont les plus
souvent localisés dans les tissus périphériques : assises externes des écorces de tige et de racine,
tégument des graines etc (Bruneton, 1999). Chez nombreuses plantes, les alcaloides se

localisent dans les picces florales, dans les fruits ou les graines(Guignard J-L, 2000).
C. Répartition

La répartition des alcaloides est variable : par exemple, tous les organes végétatifs et le
péricarpe du fruit du pavot contiennent des alcaloides tandis que chez les colatiers et les

caféiers, seules les graines en renferment (Guignard J-L, 2000).
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d. Propriétés physico-chimiques

Les alcaloidessont des moléculaires variant de 100 a 900. Si la plupart des bases non
oxygénées sont liquides a température ordinaire (nicotine, spartéine, coniine), celles qui
comportent dans leur formule de I'oxygene, et c’est le cas de la quasi-totalité¢ des structures
connues, sontnormalement des solides cristallisables rarement colorés.Presque toujours
capables de dévier la lumiere polarisée. Les bases cristallisées donnent des points de fusion
nets, sans décomposition surtout au-dessous de 200 c. les alcaloides bases sont insolubles ou
tres peu solubles dans 1’eau solubles dans les solvants organiques apolaires ou

peupolaires(Bruneton, 1999).

e. Classification des alcaloides

Les alcaloides vrais : leur atome d’azote est inclus dans un systeéme hétérocyclique et ils
possedent une activité pharmacologiques significative, ils sont issus du seul régne végétal, ils

sont bio synthétiquement formés a partir d’un acide aminé.

Les pseudo-alcaloides : présentent le plus souvent toutes les caractéristiques des

alcaloides vrais, mais ne sont pas des dérivés des acidesaminés.

Les proto-alcaloides : sont des amines simples dontl’azoten’est pas inclus dans un

systeme hétérocyclique(Bruneton et al/,2002).
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3. Activité biologique
3.1 L'activité antioxydant

3.1.1 Les antioxydants
a. Définition

Les antioxydants sont lI'ensemble des molécules susceptibles d'inhiber directement la
production, de limiter la propagation ou de détruire les especes réactives de 1'oxygene. Ils
peuvent agir en réduisant ou en dismutant ces especes, en les pi€geant pour former un composé
stable, en séquestrant le fer libre ou en générant du glutathion (Favier, 2003). On distingue au

niveau des cellules deux lignes de défense inégalement puissantes pour détoxifier la cellule.

b. Les antioxydants endogénes

L’organisme humain possede un systéme enzymatique, constitué¢ principalement de trois
enzymes :lesuperoxydedismutase, la catalase et la glutathion peroxydase, Ces enzymes ont une
action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du superoxyde et du peroxyde

d’hydrogeéne, conduisant  finalement a la  formation d’eau et d’oxygene

moléculaire(Boudjouref, 2011).

C. Les antioxydants exogenes

De nombreuses molécules issues de notre alimentation : vitamines, nutriments,

composésnaturels, etc. sont considérés comme des antioxydants (Boudjouref, 2011).

3.1.2 Définition du stress oxydant

Dans les circonstances quotidiennes normales, des radicaux libres sont produits en
permanence et en faible quantité et cette production physiologique est parfaitement maitrisée
par des systemes de défense, d'ailleurs adaptatifs par rapport au niveau de radicaux présents.
Dans ces circonstances normales, on dit que la balance antioxydants/pro-oxydants est en
équilibre. Si tel n'est pas le cas, que ce soit par déficit en antioxydants ou par suite d'une
surproduction énorme de radicaux, l'exces de ces radicaux est appelé stress oxydant (Favier,

2003).
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3.1.3 Les radicaux libres

Un radical libre est définies comme toute molécule possédant un ou plusieurs électrons
non appariés , cette molécule est trés instable et réagie rapidement avec d’autres composants,
essayant de capturer I’électron nécessaire pour acquérir la stabilité, une réaction en chaine
débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche en lui arrachant son

¢lectron, et la molécule attaquée devient elle-méme un radical libre (Boudjouref, 2011)

a. Roles des radicaux libres

Les radicaux libres sont indispensables a la vie car ils participent a de nombreuses
fonctions physiologiques lors de la croissance ou de la défense de ’organisme. En effet, ils
participent au fonctionnement de certaines enzymes, a la transduction de signaux cellulaires, a
la défense immunitaire contre les agents pathogenes, a I’apoptose des cellules tumorales, au
cycle cellulaire, au fonctionnement de certains neurones et notamment ceux de la mémoire, a la
fécondation de l'ovule, a la régulation des génes. L’organisme en produit en continu

(Amandine, 2016).

3.1.4 Mode d'action des antioxydants

Selon leur mode d’action, les antioxydants sont classés en deux catégories :

e Systetme de défense primaire : ex : la catalase (CAT), le glutathion (GSH). Ces
antioxydants préviennent la production de ROS en limitant la phase d’initiation des
réactions d’oxydation. IIs agissent donc en prévention.

e Systtme de défense secondaire : ex : les tocophérols. Ces molécules sont dites
«chainbreakingy. Elles réagissent avec les ROO°® et/ou les R°, bloquant ainsi les réactions

de propagation (Pastre, 2005).
3.2 Activité antimicrobienne

3.2.1 Généralité

Les microbes sont indispensables a la vie. Parmi leurs nombreux rdles, ils sont
nécessaires au cycle géochimique et a la fertilité¢ des sols. Ils sont utilisés pour produire des
aliments ainsi que des composants pharmaceutiques et industriels. D’un autre coté, ils peuvent
étre la cause de nombreuses maladies végétales et animales et de contaminations alimentaires.
Enfin les microbes sont largement utilisés dans les laboratoires de recherche pour étudier les

processus cellulaires. (Nicklin et al., 2000).
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3.2.2 Définition des bactéries

Les bactéries sont des microorganismespetitset unicellulaires qui appartiennent a un
groupe appelé procaryote (Nicklin et al, 2000). Dont leur chromosome unique n’est pas
entouré d’une membrane nucléaire. Il y manque de nombreux organites et de structures internes
que l’on trouve dans les cellules eucaryotes. Les procaryotes peuvent étre divisés en deux
groupes, les archaebactérieset les eubactéries (Nicklin et al, 2000). Il existe une grande
variation dans la forme des cellules. Deux formes cellulaires prédominent, lacocci
« sphérique » et le bacillemais il existe d’autres formes (Nicklin et al., 2000). S’incurvent «
vibrions », et il existe aussi deux cellules spiralées : certaine plutdt rigides (spirilles), d’autres
flexibles (spirochetes).il y a encore ce 1’on appelle les bactéries carrées et les bactéries en

formes de boite « cellules anguleuses, de forme variée » (Paul, 2005).

3.2.3 La culture bactérienne « milieu et condition »

Chaque espece de bactérie présente une température, une concentration en oxygene un
PH et une activité hydrique optimum pour sa culture et ne survit que sous certaines conditions
autour de ces données optimales (Nicklin et al., 2000). En laboratoire les bactéries sont
normalement cultivées dans un milieu liquide, dans des flacons, bouteilles, ou dans un milieu
solide, comme les boites pétri.(Nicklin et al., 2000). Le milieu de culture continent toutes les
substances requises pour la croissance, le milieu utilisé¢ peut étre défini ou tous les ingrédients
sont connus ou complexe contenant un mélange de nutriment non définis. L’agar est utilisé
pour solidifier un milieu liquide .des milieux sélectifs ou différentiels sont utilisés pour détecter

la présence de groupes particuliers de microbes (Nicklin et al., 2000).

3.2.4 Les antibiotiques

L’¢limination des microorganismes pathogeénes fait appel a des substances dites :
antibiotiques. Ces derniers sont synthétisés par des microorganismes (le plus souvent des

champignons). Ils ont la capacité soit de détruire les bactéries (effet bactéricide), ou d’inhiber

leur croissance (effet bactériostatique) (Boudjouref, 2011).

3.2.5 Description des bactéries étudiées
a. Escherichia coli

Escherichia coli est un bacille a gram négatif (Patrick et al .,1988), de forme non

sporulée, de type anaérobie facultative, généralement mobile grace aux flagelles, sa longueur
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varie de 2 a 6 um, alors que sa largeur est de 1,1 a 1,5 um. Les bactéries appartenant a I’espéce
E. coli constituent la majeure partic de la flore microbienne aérobie du tube digestif de
I’homme et de nombreux animaux. Certaines souches sont virulentes, capables de déclencher
spécifiquement chez I’homme ou chez certaines especes animales des infections spontanées des
voies digestives ou urinaires ou bien encore des méningites néo-natales. D’autres souches
appartiennent a la flore commensale peuvent étre responsablesd’infections opportunistes

variées, surtout chez les sujets aux défenses immunitaires affaiblies) (Boudjouref, 2011).

Figure 4 : L’Espece bactérienne Escherichia coli

b. Staphylococcus aureus

Les especes Staphylococcus aureus sont des cocci a Gram positif, de forme sphérique,
avec un diametre de 0.8 a 1 um. Elles sont regroupées en diplocoques ou en petits amas (grappe
de raisin). Ce type de bactéries sont immobiles, sporulés, habituellement sans capsule.
Denombreuses souches de Staphylococcus aureus produisent un pigment jaune doréS. aureus

représente est la cause de méningite, ostéomyélite et la diarrhée) (Boudjouref, 2011).
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Figure 5 : Staphylococcus aureus au microscope électronique
¢. Pseudomonas aeruginosa

Les especes Pseudomonas aeruginosasont des bacilles a Gram négatif, ces bactéries fines
sont de 1.5 a 3 um de long et 0.5 a 0.8 um de large. Elles sont mobiles grace a une ciliature de
type polaire monotriche, ce type de bactéries posséde un aspect de « vol moucheron ». P.
aeruginosane forme ni spores ni sphéroplastes. Elle est responsable de 10 % de 1’ensemble des
infections nosocomiales, occupant le 3¢me rangapres E. coli et S. aureus, mais le 1 e rang pour
les infections pulmonaires basses et le 3éme rang pour les infections urinaires (Boudjouref,

2011).

Figure 6 : L’Espéce bactérienne Pseudomonas aeruginosa
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d. Bacillus subtilis

Bacillus subtilis est une espece de bactéries du genre Bacillus de la famille des
Bacillaceae. C'est un bacille a Gram-positifgroupé en chainette, mobile, aérobie strict. Il se
développe a des températures allant de 10a 55°C, avec des taux de croissance plus rapide
d'environ 42°C.Elle n'est pas considérée comme pathogeéne pour I’homme, mais il peut
contaminer des aliments et peut exceptionnellement provoquer des intoxications alimentaires. 11
est impliqué dans diverses infections cliniques comme la méningite, 'otite, l'infection urinaire,

la pneumonie, I'endocardite, 1'abces de 1'orbite(Chenni, 2016).

Figure 7 : L'Espece bactérienne Bacillus subtilis
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1. Matériel végétal

1.1 Récolte de la plante
Cette ¢tude a ¢té réalisée sur deux parties de la plante Laurus nobilisL. Qui ont été
récoltées pendant le mois de Mars 2019 de la wilaya de Batna. Aprés récolte, les Feuilles et les
Fruits sont séparées minutieusement du reste de la plante elles sont nettoyées puis laissées
sécher a une température ambiante et a ’abri de la lumiere. Apres séchage, les deux parties ont

¢té broyé€es pour obtenir une poudre fine pour qu’elle soit préte a I’utilisation.

1.2 Localisation de la plante :

Figure 8: Carte Géographique de la station de récolte

©Station de récolte de matériel végétal

2.Caractérisation quantitative des extraits

Les flavonoides ont été extraits a partir des feuilles et des fruits de Laurus nobilisL.par

extraction par macération dans 1’éthanol aqueux.

1.3 Principe de macération
L’extraction des principes actifs est effectuée par la macération, qui est une opération
consiste a laisser la poudre du matériel végétal en contact prolongé avec un solvant pour en

extraire les principes actifs, est une extraction qui se fait a température ambiante.
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A. Extraction des flavonoides de la planteLaurus nobilis L. (feuille et fruit)

A.1Extraction type solide/liquide « Extraction par macération dans I’éthanol

aqueux »
Préparation de ’extrait

Apres séchage, les feuilles et les fruits sont broyées puis nous avons prendre 100g du
feuilles et 50 g du Fruit séparément, chaque partie est macéré dans un mélange éthanol/eau
(70/30 : v/v). Cette opération et répété trois fois successive pendant 48h avec renouvellement
du solvant. Les macéras sont réunis et filtrés sur papier filtre. Le solvant est éliminé du filtrat
sous vide a 40°C a I’aide d’un Rotavapor de type BUCHI R-210 avec une vitesse de rotation 3
L’abaissement de la pression permet d’évaporer le solvant a température réduite, évitant ainsi la
dégradation thermique éventuelle des composés.On obtient donc 1’extrait hydro-alcoolique brut

des feuilles et des fruits qui est ensuite préte a utilisé.

Figure 9: La filtration

Figure 10 : Un rotavapeur rotatif type BUCHI R-210 (photo
original)
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Figure 11: Protocole d’extraction (ciulel, 1983).
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A. 2. Extraction type liquide / liquide

L’extrait éthanoique sec de feuille et de fruit subi a un autre type d’extraction ¢’est 1’extraction
liquide/ liquide par I’utilisation des solvants de polarité croissante ; 1’acétate d’éthyle et n-
butanol qui sont spécifiques des composés phénoliques et des flavonoides. Premiérement les
deux extraits sont mélangées séparément avec 30ml d’acétate d’éthyle dans une ampoule a
décanté, agiter et laisser un certain temps jusqu’a I’obtention de deux phases, une supérieure
c’est la phase organique, et autre inferieur c’est la phase aqueuse, récupéré la phase organique,
répété I’opération trois fois et chaque fois faits les mémes étapes précédant. Puis ajouté I'autre
solvant ; n-butanol avec un volume de 60ml répartie en trois fois et chaque fois séparé les deux
phases avec récupération de la phase organique a chaque fois.la résultat de cette extraction c’est

I’obtention de quatre extraits organiques :

e Extrait d’acétate d’éthyle de feuille (EAcOEL.F) ;
e Extrait d’acétate d’éthyle de fruit (EAcOEt.Fr) ;
e Extrait n-butanol de feuille (En-BuOH.F) ;

e Extrait n-butanol de fruit (En-BuOH.Fr).

Phase acétate

Phase acétate d'ethyle d’éthyle

Phase aqueuse

Phase aqueuse

Fisure 1:Fxtraction linuide

Figure 13 : Extraction liquide-liquide par l'acétate Figure 12 : Extraction liquide-liquide par l'acétate
d'éthyle de la feuille (photo originale) d'éthyle du fruit (photo originale)
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Phase n-butanol

Phase aqueuse

Figure 14 : Extraction liquide-liquide Par n-butanol de la feuille (photo
originale)

Phase n-butanol

Phase aqueuse

Figure 15 : Extraction liquide-liquide par n-butanol du fruit (photo originale)
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Matériels végétales seche (feuilles, fruit) ]
Extrait brut g
Extraction liquide-liquide z

Extraction avec l'acétate d'éthyle (3

fois)+Décantation, concentration a

Tambiambiante
Phase aqueuse Phase acétate
— d'éthyle (phase
u organique )

Extraction avec n-butanol
(3 Fois )+Décantation,

concentration a T

ambianteambiante

Phase Phase

aqueuse butanolique

Figure 16 : Méthode d'extraction des flavonoides
(ciulel,1983).
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B. Extraction des alcaloides de la plante Laurus nobilis L. (feuille et fruit)
B 1. Extraction type solide/liquide

Apres séchage et broyage du matériel végétal, prendre 60g du feuille et 50 g de fruit et
ajouter le solvant éthanol /eau (80/20 : v/v) avec I’agitation, puis faire la filtration apres 24h et
répété cette macération trois fois avec renouvellement de solvant a chaque fois. Apres collecte
du filtrat il y a élimination du solvant sous vide a 40°C a I’aide d’un Rotavapeur de type
BUCHI R-210 avec une vitesse de rotation 03. On obtient donc I’extrait hydro-alcoolique brut

des feuilles et des fruits qui est gardées pour des utilisations suivantes.
B 2. Extraction type liquide/ liquide

L’extrait éthanoique sec de feuille et de fruit subi a une autre extraction ; premierement prendre
chaque extrait et ajusté leurpHen 2% par 'utilisation de solution Hcl puis met chacun dans une
ampoule a décanté et ajouté le solvant chloroforme20ml et laissé jusqu’a I’apparition de deux
phase de couleur déférent ; puis séparé et gardé la phase organique (1) «inferieur » et récupéré
I’autre phase aqueuse « supérieur » répété I’opération trois fois. Apres nous avons réglé lepH
de la phase aqueuse en 9% par I’'ajout de quelque goutte de solution NH,0H puis le met dans
I’ampoule a décanté avec 60ml répartie en trois fois avec la séparation des deux phases et gardé

la phase organique qui est NH,0H riche en alcaloide.

. Phase aqueuse

~ Phase aqueuse | Phase organique

= Phase organique

Figure 18: Extraction des alcaloides de la feuille ~ Figure 17 : Extraction des alcaloides du fruit (photo
originale)
(Photo originale)
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Poudre végétale (feuille, fruit) E

U

Extrait alcoolique (EtOH)

N\
Hel(PH = 2) !

CHCL,
(60ml)

répartie 3fois

AN

Phase Phase
aqueuse organique( 1
)
NH,oH
(P" =9)
CHCl,
(60ml)
répartié 3fois
Phase Phase organique
aqueuse les alcaloides

Figure 19 : Protocole d'extraction des alcaloides (ciulel, 1983).
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1.4 Rendement de ’extrait brut

Le rendement de I’extrait brut est définit comme étant le rapport entre la masse de
I’extrait sec obtenue et la masse du matériel végétal traité. Ce rendement est calculé via
I’équation :

R(%)= (Me / My) x 100
R(%) : Rendement en % ;
Me :Masse de I’extrait apres 1’évaporation du solvanten g ;

Myv : Masse de la matiére végétale utilisée pour ’extraction en g.

2. Extraction des huiles essentielles

Les huiles essentielles de plante étudiée ont €té extraites par hydro distillation grace a
un appareil du type Clevenger. Cette technique est basée sur I’immersion d’un échantillon
solide dans I’eau portée a ébullition. La vapeur saturée d’huiles essentielles traverse un

Serpentin ou elle se condense pour donner deux produits : I’eau florale et I’huile essentielle.

2.1 Procédé d’extraction
Apres récolte, les feuilles sont séparées minutieusement du reste de la plante. Elles sont
nettoyées puis laissées sécher a 'ombre. Suite a cela, 200g des feuilles séchées sont introduites
dans un hydro distillateur (type Clevenger) avec 2L d’eau distillé et laissées distiller pendant 3
heures, Les vapeurs chargées d'huile et qui traversent le réfrigérant, se condensent et chutent
dans une ampoule a décanter. L’eau et 1'huile se séparent par différence de densité et I'huile
essentielle de Laurus nobilisL.sera par la suite récupérée et stockée a 4° C a l'obscurité dans un
flacon en verre appropri¢, fermé et couvert d'une feuille d'aluminium pour la préserver de l'air

et de la lumiere. La quantité d'essence obtenue est pesée pour le calcul du rendement.
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dusts e p. ssure
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PRINCETION INSTRUMENTS

Figure 20 : Appareil de clevenger (photo originale).

2.2 Calcul du Rendement

Le rendement de I’huile essentielle est le rapport entre le poids de I’huile extraite et le
Poids de la maticre séche de la plante. Le rendement, exprimé en pourcentage est calculé par la

formule suivante :

RHE(%)= (MHE / MS) x100

RHE : rendement en huile essentielle de la partie aérienne du plante ;
MHE : le poids de I’huile extraite en g ;

MS : le poids de la matiére végétale seche en g.
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3. Caractérisations qualitatives des extraits

Chromatographie sur couche mince

La CCM est une technique analytique simple, rapide et peu colteuse, utilisée au cours de la
séparation et de I’identification des métabolites. Elle repose principalement sur les phénomenes
d’adsorption et de partage, ou les molécules a séparer s’adsorbent a la surface d’un support
(phase stationnaire) et seront entrainées a travers ce dernier par un éluant (phase mobile), donc
la séparation est fonction des différences d’adsorption des composants de I’échantillon sur la

phase stationnaire et des différences de leur solubilité dans la phase mobile (Yakhlef, 2010).

Mise on ouvre la pratique

Les analyses sont effectuées en phase normale, avec des plaques CCM en gel de silice ce
qui constitue la phase stationnaire.
Sur elles, on a déposé quelque goutte de chaque extrait a I’aide d’une pipette pasteur sur 1 Cm
du bord inferieur, le diamétre de la tache environ 2mm.
- Effectuer plusieurs dépdts au méme point¢ en séchant rapidement aprés chaque dépot;
- les plaques sont ensuite introduites dans des cuves conventionnelles en verre préalablement
saturée par la phase mobile, qui peut étre généralement un mélange des solvants, selon le type
de séparation recherchée.
-Recouvrir la cuve et suivre le développement du chromatogramme ;
- Arréter la chromatographie, lorsque le front du solvant se trouve a environ de 1 cm de
I’extrémité supérieur ;
- Sécher le chromatogramme a I’air libre ;

Dans notre cas, les systémes des solvants utilisés sont :

Tableau 1 : Les différents systémes des solvants pour la CCM
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Une fois le développement du chromatogramme est effectué, les plaques CCM sont séchées,
puis observées sous lampe UV a 254 nm et 365 nm a fin de révéler les spots issus de la
séparation. Chaque substance a été identifiée par sa fluorescence sous UV, par son rapport
frontal( Rf) dans un systéme de solvant précis et par sa couleur. LeRfcalculé par la formule

suivante :

d : la distance parcourue par la molécule ;

D : distance parcourue par la phase mobile (front des solvants)

136212 n

Figure 22 : Les plaques dans le systéme Figure 21:Lampe Ultra-violet 254- 365nm (photo originale)
solvant (photo originale).

4. Evaluation du pouvoir antioxydant

Les antioxydants présentent une grande diversité moléculaire agissant contre les
processus d’oxydation de différentes manicéres. Ainsi, afin de mesurer I’activité antioxydant

d’une molécule, on peut coupler plusieurs tests. Par exemple, on retrouve le test au radical libre

DPPH.
Test DPPH

Le DPPH (2,2-Diphényl-2-picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur violacée
qui absorbe a 517nm. En présence de composés anti-radicalaires, le radical DPPH est réduit et

change de couleur en virant au jaune. Les absorbances mesurées a 517 nm servent a calculer le
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pourcentage d’inhibition du radical DPPH, qui est proportionnel au pouvoir antiradicalaire de

I’échantillon (Parejo et al., 2002).
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Figure 23 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH (Parejo et al., 2002).
Mise en ceuvre pratique :

Pour tester I’activité anti radicalaire des extrait et des huiles de notre plante nous avons utilisé
le teste DPPH, premic¢rement une solution de DPPH a été préparé¢ par solubilisation de 4mg de
DPPH dans 100ml d’éthanol, I’échantillon des extraits ont été¢ préparés par dissolution dans
I’éthanol pour préparer la solution mere S1 qui est ensuite dilué pour donner une autre solution
S2 qui est pour avoir les concentrations suivant: 10, 25, 50, 100pg/ml.Pour chaque
concentration nous avons prend un mélange desvolumes précise de I’extrait / éthanol / DPPH.
Ensuite faire la mesure de 1’absorbance a 517 nm a l’aide du spectrophotomeétre apres
incubation 30 min a température ambiante et a I’obscurité. Cette lecture de ce controle positif
est couplée par la lecture du contréle négatif qui est préparé par le mélange de DPPHet
I’éthanol, qui est aussi incubée a I’obscurité pendant 30 minutes. Ily a un autre contrdle positif
qui est représenté par une solution d’un antioxydant standard le BHT(Butyle-Hydroxy-
Toluéne)dont ’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons. Pour

chaque concentration, les résultats ont été exprimés par la moyenne de trois mesures.
Expression du résultat :

L’activité antioxydant, qui exprime la capacité de piéger le radical libre est estimée par le
pourcentage de décoloration du DPPHen solution. Celui-ci est calculé en utilisant la formule

suivante :

% d'inhibition = (Abs CN— Abs ech/ Abs CN)x100

Abs CN : I’absorbance de la solution de DPPH en absence de I’extrait ;

Abs ech:1’absorbance de la solution de DPPH en présence d’extrait.
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Figure 24 : l'appareil de spectrophotométre UV mini — 1240 (original).

5. Evaluation de P’activité antibactérienne

e Préparation des dilutions des extraits et d'huileessentielle
On prépare plusieurs dilutions a 1/2 ,1/4, 1/8, 1/16, par mélange d’extrait avec le
DMSO
e Préparation des disques
Les disques sont préparés a partir du papier wattman, aun diamétre égal 6mm qui sont ensuite

stérilisé dans un autoclave.

e Souches bactériennes utilisées
Les souches bactériennes utilisées pour l'activité antibactériennes sont des souches
référencées un Gram positif, et des souches gram négatives.

Tableau 2 : Les souches bactériennes utilisées

Nom de souche bactérienne Gram Code
Escherichia coli Gram négatif ATTC 8739
Pseudomonas aeruginosa Gram négatif ATTC 27853
Salmonella enterica Gram négatif ATTC 14028
Staphylococcusaureus subsp Gram positif ATTC 25923
Bacillus Subtilis Gram positif ATTC 6633
Staphylococcus aureus Gram positif ATTC6538
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e Préparation du préculture

L’activité antibactérienne doit étre réalisée sur des souches bactériennes jeunes en
phasede croissance exponentielle. La réactivation des cultures est effectuée par repiquage a la
surface de la gélose nutritive pré coulée en boite de Pétri ensuite incubée a 37C° pendant 18 a

24h.

e Préparation de la suspension bactérienne
Dans de I’eau physiologique stérile, 3 a 5 colonies similaires bien isolées sont déchargées.
Aprés homogénéisation de la suspension bactérienne, une lecture a été réalisée par
spectrophotometre réglé sur une longueur d’onde de 620nm. La Do obtenu doit étre

comprise entre 0,08 et 0,1.

e Ensemencement

Dans des boites de Pétri, le milieu de culture gélos¢ Mueller Hinton en surfusion a été coulé
apres la solidification, un écouvillon stérile a été imbibé dans la suspension bactérienne et étalé
a la surface de la gélose a trois reprises, en tournant la boite a environ 60° apres chaque
application dans le but d’avoir une distribution égale de I’inoculum, cette culture ce fait dans un
milieu stérile en présence de bec benzene. Chaque boite contient un type de bactérie.

e Application des disques et incubation

Dans chaque boitepétrie nous avons disposé des disques autour la Boite et ’antibiotique dans le
centre puis prend 10ul de I’extrait et trompé sur le disque jusqu'a saturation, chaque disque

contient un extrait déférent deméme concentration. Les boites ont été incubées 24 h a 37 °C.

e La lecture

Pendant I’incubation, les germes se développe sous forme de colonies visibles autour de disque
indique I’inhibition du développement bactérienne. Le diamétre de la zone d’inhibition est
mesuré en millimetre, ce diametredétermine 1’efficacité de la matiere active. Ce diametre peut
étre exprimé par des signes selon la sensibilité des souches bactériennes vis-a-vis les déférents

extraits ;

Non sensible(-) ou résistante :diameétre inférieur a 8mm
Sensible(+) :diametre compris entre 9 2 14mm
Tres sensible (++) : diamétre compris entre 15a19mm

Extrémement sensible(+++) : diamétre supérieur a 20mm.
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RESULTATS ET DISCUSSION

1. Evaluation des techniques d’extraction

Pour l'obtention des différents extraits de la poudre de feuilles et des fruits de la plante
Laurus nobilisL. nous avons réalisé des extractions avec des solvants a polarité croissante :
EtOH, n-butanol, acétate d’éthyle et le chloroforme.

La détection de ces composée chimique par étude qualitative et quantitative (alcaloide et

flavonoide totaux, CCM) et en utilisant le spectrophotometre et UV ainsi que différentes

techniques d’analyse.

1.1 Rendement des extraits flavonoide de la plante Laurus nobilisL.
L’utilisation des solvants a polarités différentes permet de séparer les composés de la

poudre de feuilles et fruit selon leur degré de solubilité dans le solvant d’extraction et donc

permet de séparer ses flavonoides.

Cette extraction a permis d’obtenir ces extraits : extrait d’acétate d’éthyle de feuille
(EACOEL.F) ; extrait d’acétate d’éthyle de fruit (EAcOEt.Fr) ; extrait n-butanol de feuille
(En-BuOH.F) ; extrait n-butanol de fruit (En-BuOH.FT) ; les extraits bruts de chaque partie.
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Figure 25 : Rendement des différents extraits de I’espece Laurus nobilisL.
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Selon les résultats obtenus, on constate que chaque extrait obtenu a une couleur et un

aspect déférent.

Le calcul des rendements par rapport au poids total de la poudre végétale montrent que
les deux parties ont donné des masses en extraits variables selon le type d’extrait. Du point de
vue rentabilité en poids, les extraits brut donné les proportions les plus élevées ;1’extrait brut du
fruit par (29,6%) suivi par les extrait brut du feuille par (6,7%), en seconde lieu I’extrait
d’acétate d’éthyle qui représente (3,6%) dans les fruits et (2,1%) dans les feuilles, finalement il
y a les extraits butanolique avec les faibles proportions (2,9%) chez les feuilles et (2,2%) chez
les fruits.

Les résultats obtenus montrent que les rendements en extraits des deux parties, feuille et
fruit de la plante Laurus nobilisL.sont plus ou moins variable et sont plus importante de la
partie fruit par rapport ou feuille. Le plus grand rendement déterminé est raisonnablement celui
de I’extrait brut éthanolique.

D’apres ces résultats, nous remarquons que les taux d’extraction de l'extrait éthanoique
concernant les deux parties sont remarquable, ce qui nous permet de conclure la richesse des
deux parties en composés phytochimiques. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par
deux études. En effet, (Khorsi,2015) a trouvé un pourcentage de 15% concernant un extrait
¢thanolique des feuilles de Laurus nobilisL., de la méme maniere, ont obtenu un taux de
11,18% pour un extrait des feuilles de Laurus nobilisL.par (Abdelfettah et Lettat, 2013).

D’apres les résultats obtenus, on constate que la méthode d’extraction et le type des
solvants utilisés jouent un role tres important dans les rendements des extraits.

Qui est le rapport de la quantité de substances naturelles extraites par I’action extractive
d’un solvant a la quantité¢ de ces substances contenues dans la matiere végétale. 11 dépend de
plusieurs parametres tels que : le solvant, le pH, la température, le temps d'extraction et la

composition de I'échantillon.

1.2 Rendement des extraits alcaloides de la plante Laurus nobilisL. :

A partir Pextraction de type liquide-liquide qui appliqué sur notre plante et par
I’utilisation de solvant chloroforme CHCL; nous détermine I’existence des alcaloides totaux
quel que soit dans les feuilles ou les fruits avec un couleur caractéristique (rougeatre) avec un

rendement d’extraction suivants :
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Figure 26 : Rendement des alcaloides de la plante Laurus nobilisL..

Pour les deux parties feuilles et fruits de la plante Laurus nobilisL., le rendement de (0,32%)
est marqué chez les feuilles qui représentent une valeur supérieure par rapport ou fruit qui
représente (0,15%).

Les résultats obtenus confirment que les feuilles de Laurus nobilisL sont plus riches en
alcaloides.

Ces résultats varient considérablement entre les différents essais, notre résultats est inférieur a
celle trouvée par (Guedouari, 2012), les résultats est de ’ordre (1,54%) pour les feuilles et
(1,03%) pour les fruits.
Tous ces résultats montrent que, La technique d’extraction est une étape trés importante dans
I’isolement et la récupération des composés phytochimiques existants dans le matériel végétale.
Elle est influencée par sa nature chimique, la méthode utilisée, la taille d’échantillon étudié,

ainsi que la présence de substances interférentes (Stalikas, 2005).

1.3 Rendement en huiles essentielles de Laurus nobilis L.

Pour I’extraction des huiles essentielles de Laurus nobilis 200g de feuilles séchées, puis ont

subi une hydrodistillation a I’aide d’un hydrodistillateur de type Clevenger.

Apres Iextraction, les huiles essentielles ont été récupérées dans de petits flacons opaques et

conservées a I’abri de la lumiere, et a la température de 4C°. Le rendement fut exprimé en

pourcentage.
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Figure 27 : Rendement en huile essentielle de Laurus nobilisL.

Nous avons obtenu un rendement d’extraction de I’ordre de 0,95%. Ce qui est supérieur
aux pourcentages rapportés dans d’autres travaux tels que (Ouibrahim et al., 2015) El Kala
avec un rendement de (0,71%) qui est presque égale du rendement trouvée par (Guedouari,
2012) Alger qui est (0,79%), cesvaleurs sont plus supérieur par rapport a celle décrit par
(Jacob et al., 2016) Bénin qui trouve (0,34%), tous ces résultats est inférieur du celle trouvée

par (Derwich, 2009) au Maroc qui trouvé un rendement de (1,86%) .
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Figure 28: Rendement des huiles essentielles de Laurus nobilisL.
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HE1
HE2
HE3
HE4
HES

: huile essentielle extraite dans Bénin (0,34%) ;

: huile essentielle extraite dans El kala (0,71%) ;

: huile essentielle extraite en Algérie (0,79%) ;

: huile essentielle extraite dans notre étude (0,95%) ;

: huile essentielle extraite dans Maroc (1 ,86%).

Ce variable taux peut-étre due aux conditions climatiques et pédologiques, taux d’humidité

qui caractérise les sites de collecte du matériel végétal. Il est connu que les rendements

maximaux sont obtenus par temps sec.

2. Analyse qualitative des extraits

2.1 Chromatographie sur couche mince CCM

Afin d’avoir une appréciation qualitative des composés présents dans les extraits des

feuilles et des fruits de Laurus nobilisL. des chromatographies sur couche mince (CCM)

comparatives par rapport a quelques standards, ont été réalisées. L’observation des

chromatogrammes a la lumicre du jour, sous lampe UV a 254 nm et apres révélation a la

vanilline sulfurique a permis de visualiser différentes fractions (spots).

2.2 Révélation (visualisation des taches)

Dans cette ¢tude, nous avons réalisé la séparation des extraits en utilisant Cinque systémes

solvants moyennement polaires, lavisualisation sous UV a 254 nm et 365nm, a permis de

mettre en évidence de nombreuses taches (spots) colorées. Les couleurs des potes est ensuite

analysée avec les calculs de leur Rf. Les résultats sont représentés dans les figures et les

tableaux.
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Figure 29 : Révélation de plaque CCM de gel de silice de Ebrt et EacOEt du feuille et du
fruit de Laurus nobilisL. sous lampe UV365nm
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Figure 30: Révélation de plaque CCM de gel de silice de EnBuOH du feuille et du fruit de Laurus
nobilisL., sous lampe UV 365nm de S1, S2.

La CCM permet de séparer les composants des extraits dans le but de les caractériser. Le
profile chromatographique révélé par la vanilline sulfurique des extraits des feuilles et des
fruits de Laurus nobilisL.montre la présence de plusieurs taches de différentes couleurs qui
correspondraient a des composés phytochimiques bien définis.

Donc les résultats de la CCM confirment la présence des composés phénolique et des
flavonoides dans les différents extraits de la plante étudiée et renforce également ce que nous

avons obtenus précédemment.
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Tableau 3: Résultats de chromatographie sur couche mince de l'extrait Brut de Laurus nobilis

Extrait Brut
N° des systémes de Partie Feuille Partie fruit
solvants
N° de Couleur N° de Couleur
RF (cm) RF (cm)
spot des spots spot des spots
01 1 Vert 0,037 1 Bleu 1 0,05
Chloroforme/MecOH 2 Violet 0,25 2 Marron | 0,26
&8l 3 |Bleu2 [091
02:n-Hexane/ 1 Rouge 1 | 0,23 1 Vert 0,024
CHcl; / MeOH
“a e 2 | Rouge2 | 0,77 2 |Blew |o,11
(7 :4:0,5)
1 Violet 0,042
2 Rouge 1 | 0,56
05 : Heptane /
Acétate 3 Rouge 2 | 0,67
d’éthyle (1 :4
90 4 |[Blew |0,77
5 Rouge 3 | 0,94
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Tableau 4 : résultats de chromatographie sur couche mince de 1'extrait d'Acetate d'éthyle de

Laurus nobilisL.

N° des

systémes de

Extrait Acetate d'Ethile

Partie Feuille

Partie fruit

solvants N° de Couleur N° de Couleur
RF (cm) RF (cm)
spot des spots spot des spots
1 Marron 1 | 0,025 1 Marron 0,012
2 Rouge 1 | 0,087 2 Vert 0,037
02:n-Hexane/ 3 Marron 2 | 0,25 3 Rouge1 [0,1
CHcl; /
4 Rouge 2 | 0,37 4 Bleu 1 0,16
MeOH
(7 :4:0,5) 5 Bleu 0,91 5 Rouge 2 | 0,37
6 Bleu 2 0,47
7 Bleu 3 0,83
1 Marron 0,8 1 Vert 0,13
2 Violet 0,91 2 Bleu 0,26
03:CH,cl,/
3 Violet 0,45
MeOH(1: 3)
4 Rouge 0,76
1 Marron 1 | 0,04 1 Marron 0,014
2 Rouge 1 | 0,15 2 Vert 0,071
3 Marron 2 | 0,27 3 Rouge 1 [ 0,12
04 : CH,cl,
4 Rouge 2 | 0,44 4 Bleu 1 0,18
/Heptane(4 :1)
5 Bleu 1 0,51 5 Rouge 2 | 0,35
6 Bleu 2 0,64 6 Bleu 2 0,42
7 Bleu 3 0,78 7 Bleu 3 0,95
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Tableau 5 : Résultats de chromatographie sur couche mince de 'extrait n-Butanol de Laurus

nobilisL.

N° des systemes de

Extrait n-Butanol

Partie Feuille

Partie fruit

solvants
N° de Couleur N° de Couleur
RF (cm) RF (cm)
spot des spots spot des spots
01 1 Marron [ 0,12 1 Marron | 0,14
Chloroforme/MeOH 2 Bleu 0,89 2 Bleu 1 0,87
(3:1) 3 |Bleu2 0,30
4 Rouge 0,56
1 Rouge 1 | 0,06 1 Rouge 1 | 0,09
02 :n-Hexane/ 2 Bleu 0,13 2 Bleu 0,15
CHcl; / MeOH
e 3 |Rouge2 |04 3 [Rouge 20,36
(7:4:0,5)
4 Rouge 3 | 0,58
1 Marron [ 0,06 1 Vert 0,066
05 : Heptane / 2 ! 0,37 2 Bleu 1 0,25
Acttate 3 Bl lose 3 |Bleu2 [043
d’éthyle (1 :4) M
4 ot 10,76
2
Bleu 2

45




RESULTATS ET DISCUSSION

A partir les résultats obtenus nous avons remarque
Cas d’extrait brut :On observe que il y a une séparation des composé phénolique,

enregistrée dans les deux partie de la plante, avec les fluorescences, et nombre du tache variée
et différenci¢ d’un systeme solvant a autre. Comme par exemple le systeme S5 : Heptane /
Acétate d’éthyle (1 :4) enregistre la meilleure séparation par un nombre du tache élevé, et
coloration variée dans la partie des feuilles par rapport aux fruits, qui ne donne aucun
séparation. En second lieu il y a le systéme S1 : Chloroforme/MeOH (3 : 1) avec un nombre du
tache remarquable qui été enregistrée dans la partie des fruits par rapport au feuille, Ce systéme
est suivie par le systéme S2 : n-Hexane/ CHcl; / MeOH (7 :4 :0,5) qui enregistre un nombre du
tache réduit et coloration moins variée. On les cite respectivement :

S5 : 5 spots chez les feuilles avec les couleurs suivantes : violet, rouge, rouge, bleu,

rouge.

S1 :3 spots chez les fruits avec les couleurs : bleu, marron, bleu, et dans les feuilles il y

a 2 spots de coloration ; vert et violet.

S2 : dans chaque partie nous avons enregistré 2 spots avec coloration déférent, dans les

feuilles il y a : rouge, rouge et dans les fruits il y a : violet et le bleu.

Donc I’extrait brut de notre plante contient des flavonoides qui apparaissent colorée en

bleu aussi il y a des terpenes qui apparaissent en violet et vert.

Cas d’extrait acétate d’éthyle:on observe que la meilleure séparation des composé
phénolique a été enregistrée dans le systeme S4avec un nombre du tache et coloration
caractéristique dans les deux parties.

Apres ce systeme, il y a le systeme S2avec une séparation supérieur et élevé surtout dans la
partie fruits en comparaison au celle des feuilles et en fin il y a le systeme S3qui est moins
riche en spots, on les cite respectivement :

S4 :7 spots dans la partie des feuilles avec les couleurs : marron, rouge, marron, rouge, bleu,
bleu, bleu ; et 7 spots dans la partie des fruits avec les couleurs : marron, rouge, marron, rouge,
bleu, bleu, bleu.

S2 :7 spots dans la partie fruit avec les couleurs suivants : marron, vert, rouge, bleu, rouge,
bleu, bleu et 5 spots est enregistré dans les feuilles avec les couleurs : marron, rouge, marron,

rouge, bleu.

S 3 : 4 spots dans les fruits avec les couleurs suivants ; vert, bleu, violet et rouge.et 2 spots dans

la partie des feuilles qui apparaissent en marron et en violet.
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Cas d’extrait n-butanol : on observe que les extraits de deux partie enregistre la
meilleure séparation des composé phénolique dans les déférents systemes solvant par les
fluorescences et nombre du tache supérieur, on autre cette séparation est différencié¢ un peu
entre les deux partie.

Selon (Akhanovna et al., 2012)la couleur Bleu indique la présence des Acide phénolique,
flavonoides. la couleur marron indique la présence de Cineole, et la couleur Violet a des
Terpenes et Triterpenes, et le Vert a des Terpéne (Akhanovna et al., 2012; Jork et al., 1994).

D’apres les tableaux, on constate que les feuilles et les fruits de Laurus nobilis seraient
riches en composés phénolique tel que les flavonoides, les terpénes, triterpenes, cineole.

Une autre étude phytochimique réalisé par (Yakhlef, 2010) montre que Aprés révélation
par le Godin, la majorité des spots apparaissent en bleu sombre, signalons la présence des spots
franches de couleur violet foncé, rose et vert bleu. Tout ce nombre de spots élevé et de couleurs
variés constitue une indication sur la présence de plusieurs types de substances chimiques. Selon
(Bruneton, 1993), la fluorescence a 366 nm pourrait indiquer la présence des coumarines, des

stérols ou des triterpénes et jaune intense au Godin pourraient étre des flavonoides.

2.3 Analyse sur couche mince des alcaloides

Nous avons ¢€tudi¢e la chromatographie sur couche mince des alcaloides des feuilles et
des fruits de la plante Laurus nobilisL on utilisant les 5 systémes solvants précédents. Les

résultats obtenus présent dans les figures et le tableau suivant :

Figure 31 : Révélation de plaque CCM de gel de silice de alcaloide de feuille et de fruit de la

Plante Laurus nobilisL sous lampe UV365 nm S1, S2, S3.
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Tableau 6 : Résultats de chromatographie sur couche mince des alcaloides de la plante Laurus

nobilisL.
Partie Systéme 01 Systéme 02- Systéme 03
(Chloroforme/ MeOH) (Hexane / CHcl; + | (Heptane /
/MeOH) Acétate
d’éthyle)
1. Tache orange 1. Tache orange
Feuille RF=0,1 RF=0,08
/ 2. Tache orange
RF=0,26
3. Tache orange
RF=0,66
1. Tache orange 1. Tache orange 1. Tache orange
Fruit RF=0,125 RF=0,27 RF=0,08
2. Tache orange 2. Tache orange
RF=0,75 RF=0,33
3. Tache orange 3. Tache orange
RF=0,82 RF=0,65

Ces résultats montrent que les deux parties donnent une séparation remarquable, la
meilleure séparation présente dans I’extrait des fruits dans les 3 systémes solvants par rapport
aux fruits qui donne une bonne séparation dans le systéme S3, faible dans le systemeS1, et

I’absence des taches dans le systéme S2.
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3. Résultats des activités biologiques

3.1 Activité antioxydant
Détermination de Dactivité anti-radicalaire des extraits de Laurus nobilisL.par la
méthode DPPH :
L’activité anti-oxydante des extraits de Laurus nobilisL.a été évaluée en utilisant le radical

libre DPPH.

Les résultats obtenus sont représentés sous forme de droits dont les équations sont les

suivants :

Extrait n-butanolique:
Feuille : y=0,448x + 37,36
Fruit : y=0,522x + 19,75
Extrait d’acétate d’éthyle :
Feuille : y=0,513x + 9,973
Fruit : y=0,058x + 29,13
Extrait alcaloides :
Feuille: y=0,133x+ 9,19
Fruit : y=0,30x +46,94
L’huile essentielle : y=0,116x + 18,36

BHT :=0,377x + 2,934
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Figure 32 : Représentation de I’inhibition du radical DPPH par I’estimation des valeurs d’
IC5odéférents extraits de Laurus nobilisL .

L’activité antioxydant des extraits a été évaluée a 1’aide d’un spectrophotometre, la lecture
faite a longueur d’onde 517nm. Le radical libre DPPH de couleur violacée ; en présence de
composés anti-radicalaires, est réduit et change de couleur en virant au jaune .Par conséquent,
une bande active se manifeste par une bande jaune signifiant le virage de la couleur violette du

DPPH.

Les propriétés antioxydants sont mesurées et mises en €évidence par la concentration
efficace IC5y. Cela correspond a la réduction de 50% de la concentration du DPPH dans le
milieu réactionnel. La capacité antioxydant d’un composé est d’autant plus élevée que son

IC5gest petit (Guillouty, 2016).

Nos résultats permettent de mettre en évidence par le test du DPPH quels extraits de deux
parties étudi€ées possedent une activité antioxydant. On a vu précédemment qu’en présence
d’un antioxydant, le radical DPPH est réduit : on observe une décoloration de la solution. Les

résultats obtenus sont représentés dans les figures.

L’analyse des résultats d’IC5, de déférents extraits montre que ; L’extrait des alcaloides
des feuille donne I’excellent activité antioxydant par unlCsq =10,2ug/ml par rapport au fruit
qui donne une valeur de IC5, =306,8pug/ml qui reflétent une activité plus faible. En second lieu
il y a ’extrait n-butanol des feuilles qui donne une meilleur activité par un IC5y, =28,21 pg/ml

avec celle des fruits qui est 57,95 pg/ml. Alors que I’extrait acétate d’éthyle des feuilles et des
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fruits de Laurus nobilisL.donne une 1C5y =78,02ug/ml, et 359,82 pg/ml respectivement, Ces
résultats prouve a une faible activité antioxydant cette résultat proche du celle de 1’huile avec

un [C5y =272,75png/ml. Le BHT donne une valeur de IC5, =124,84ug/ml.

Plusieurs études ont eu pour objet la détermination du pouvoir antioxydant de certaines
extraits de Laurus nobilisL, on cite celles de (Vardapetyan et al, 2013) quitrouve un ICs,
=25.3pug/ml de I’extrait des feuilles qui est plus proche de nos résultats de I’extrait n-butanol.
Une autre ¢étude réalisé par (Abdelfettah et Lettat, 2013) pour caractérisation de l'activité anti
oxydante des extraits des feuilles de Camellia sinensis et Laurus nobilis par Chromatographie
sur couche mincemontre que 1’'ICs, des extraits éthanoliques de Laurus nobilis est 9ug/ml qui
refléte une activité importante.

D’une autre coté (Khorsi, 2015) indiquent que I’extrait brut éthanolique des feuilles
de Laurus nobilisL. présente une activité remarquable vis-a-vis du piégeage du DPPH avec
unlCsy= 0,198pg/ml.

L’extrait ethanolique a enregistré une valeur d’ICsy = 6.46ug/ml, suivi de D’extrait
aqueux avec unlCs(=7.89ug/ml, Cette résultat s'expliquerait non seulement par la richesse de
I’extrait organique en phénols totaux, mais aussi par la nature de ces composés phénoliques
hydrosolubles. Ces composés sont caractérisé€s par la présence des groupements hydroxyles qui

jouent un rdle primordial dans l'activité anti-radicalaire (Robards , 1999).

(Ouibrahim et al., 2015)ont montré que I’HE de L.nobilis présente une bonne efficacité

de piéger le radical libre DPPH avec un IC5y qui estimé a 1,55ug/ml.

3.2 Activité antibactérienne :

Dans le présent travail, nous avons proposé¢ d’étudier I’influence des extraits et d’HE de
Laurus nobilisL. vis-a-vis de quelques souches bactérienne, par méthode de diffusion des
disques (Aromatogramme) sur un milieu GMH.

Le pouvoir antibactérienne traduit par I’apparition d’une zone d’inhibition autour du
disque de papier imprégné d’extrait étudie. Le diametre de la zone d’inhibition différe d’une

bactérie a une autre et d’un extrait a un autre.
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Tableau7 : diamétre de zone d’inhibition de déférents extraits de la plante Laurus nobilisL. sur
la croissance d’Escherichia coli.

Concentration
Souches Extrait 16mg/ml 8mg/ml 4mg/ml Sensibilité
bactérienne
Diameétre de zone d'inhibition en mm
Escherichia EACOEF 8 8 7 +
coli .
Feuille 11 9 8 +
Alcaloide
Huile 13 9 / +
EAcOEFr 10 11 6 +
Fruit Alcaloide 6 6 6 -
27 24 22 +++
T+

Les résultats obtenu, et qui est représentée dans le tableau et les figures montre que : les
différents extraits de feuille et de fruit de Laurus nobilis présente différent activité
antibactérienne contre la souche bactérienne Escherichia coli. Dont la partie feuille I’'HE
présente la meilleure activité avec un diametre de 13mm dans la concentration C=16mg/ml par
rapport a I’extrait acétate d’éthyle et alcaloides qui ont une activité moyenne et plus proche
entre eux qui sont 11mm et 8 mm respectivement dans C=16mg/ml. Dans la partie des fruits
I’extrait d’acétate d’éthyle provoque une sensibilité¢ de 11mm dans C=8mg/ml par rapport aux
alcaloides qui présentent une faible activité (6mm), tandis que [’antibiotique présente

I’excellente activité par un diametre (27 mm) dans C=16mg/ml.
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Tableau 8 : diametre de zone d’inhibition de déférents extraits de la plante Laurus nobilisL. sur

la croissance de Salmonella enterica

Concentration
Souches Extrait  16mg/ml 8mg/ml 4mg/ml Sensibilité
bactérienne
Diametre de zone d'inhibition en mm
Salmonella EACOEF 10 12 6 +
enterica Feuille | Alcaloides 8 10 12 +
Huile 15 10 / ++
EACOEFr 6 11 6 +
Fruit Alcaloides 8 12 14 T
18 16 23 +++

T+

Les résultats obtenus montrent que les différents extraits de notre plante a une activité
antibactérienne ; dans la partie feuille I'huile a une forte activité contre la souche bactérienne
Salmonella enterica avec un diametre 15mm dans C=16mg/ml,qui est supérieur aux 1’autre
I’extrait d’acétate d’éthyle.Avec D’extrait d’alcaloides sont sensibles. L’extrait d’acétate
d’éthyle et d’alcaloide des fruits présentent une activité remarquable, dans les alcaloides est
supérieur que 1’acétate d’éthyle par un diamétre 14mm dans C=16mg/ml. Avec I’antibiotique,

les souches sont extrémement sensibles avec un diametre (23mm).
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Tableau 9 : diametre de zone d’inhibition de déférents extraits de la plante Laurus nobilisL. sur

la croissance de Bacillus Subtilis.

Concentrations
Souches Extrait  16mg/ml 8mg/ml 4mg/ml Sensibilité
bactérienne
Diametre de zone d'inhibition en mm
Bacillus EACOEF 8 8 18 ++
Subtilis :
Feuille | ajcaloide 9 7 13 +
Huile 15 9 ++
EACOEFr 8 11 15 ++
Fruit — "Alcaloide 8 12 8 +
27 18 26 +++
T+

Dans le cas de bactérie Bacillus subtilis, on observe que dans la partie des feuilles ’extrait
acétate d’éthyle présent la plus forte activité par un diametre de 18mm dans C=4mg/ml, qui est
proche de diametre de ’huile qui est 15mm. Dans le cas des alcaloides la souche est sensible
avec un diamétre 13mm. L’extrait acétate d’éthyle des fruits provoque une forte activité¢ par
rapport a I’extrait des alcaloides par une zone d’inhibition de 15mm. Dans le cas d’antibiotique

les souches sont extrémement sensibles avec un diamétre (27mm).
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Tableau 10 : diamétre de zone d’inhibition de déférents extraits de la plante Laurus nobilis sur

la croissance de Staphylococcus aureus subsp.

Concentrations
Souches Extrait | 16mg/ml 8mg/ml 4mg/ml Sensibilité
bactérienne
Diameétre de zone d'inhibition en mm
Staphylococcus EACOEF 11 10 10 +
aureus subsp :
Feuille [ raicaloide 8 10 11 +
Huile 13 15 13 ++
EACOEFr 6 11 9 +
Fruit alcaloide 8 8 11 +
25 16 18 +++
T+

Les résultats présents dans le tableau montrent que les extraits des deux parties de la plante
Laurus nobilisL. présent différente activité anti bactérienne vis a la souche bactérienne
Staphylococcus aureus. Dans la partie des feuilles ’'HE présente une forte activité avec
diamétre d’inhibition 15mm dans C=8mg/ml, et qui est supérieur par rapport a I’extrait
d’acétate d’¢thyle et des alcaloides qui sont moyennement active .I’extrait d’acétate d’éthyle et
I’extrait d’alcaloide des fruits présente aussi une activit¢ remarquable avec une zone
d’inhibition de 11mm. Dans le cas d’antibiotique la souche présente une sensibilité

extrémement forte avec un diametre (25mm).

55




RESULTATS ET DISCUSSION

Tableau 11 : Diameétre de zone d’inhibition de déférents extraits de la plante Laurus nobilisL.

sur la croissance de Staphylococcus aureus.

Concentrations

Souches Extraits | 16mg/ml 8mg/ml 4mg/ml Sensibilité
bactérienne

Diameétre de zone d'inhibition en mm

EACOEF 9 12 6 +
Staphylococcus | Feuille [S1caloide 3 10 r ¥
aureus

Huile 11 20 11 ++

EACOEFr 6 8 6 +

Fruit — alcaloide 6 20 10 +
22 19 11 +++

T+

A partir les résultats représentés dans le tableau en trouve que tous les extrait de la plante
donne une activité lors le contact aux souches bactérienne Staphylococcus aureus.L’huile
essentielle extraite des feuilles donne une activité extrémement forte par un diamétre 20mm
dans C=8mg/ml, suivi par I’extrait d’acétate d’éthyle qui est aussi donne une sensibilité avec un
diametre 12mm, ’extrait d’alcaloide qui provoque une sensibilité. Dans la partie des fruits ; la
souche présente est sensible avec I’extrait acétate d’éthyle alors qu’avec les alcaloides sont
extrémement sensibles. Avec L’antibiotique la bactérie présente une sensibilité extrémement

forte avec un diamétre de 22mm.
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Tableau 12: Diametre de zone d’inhibition de déférents extraits de la plante Laurus

nobilisL.sur la croissance de Pseudomonas aeruginos.

Concentrations
Souches Extraits | 16mg/ml 8mg/ml  4mg/ml Sensibilité
bactérienne
Diameétre de zone d'inhibition en mm
EACOEF 10 10 8 +
Pseudomonas | Feuille | alcaloide 8 12 8 +
aeruginosa
Huile 21 8 ++
EACOEFr 10 10 16 ++
Fruit alcaloide 10 17 13 ++
T+ 22 19 20 +++

Les résultats obtenus dans le tableau montrent que les extraits de Laurus nobilisL.a une
activité antibactérienne vis-a-vis de souche bactérienne Pseudomonas aeruginosa. Dans la
partie des feuille I’HE présent I’excellent activité avec un diametre 21 mm par rapport au celles
d’alcaloide et d’acétate d’éthyle qui donne des zone d’inhibition avec les diametrel2mm et
10mm respectivement. Dans la partie des fruits les deux extraits ; acétate d’éthyle et alcaloide
sont trés active et provoque une sensibilité bactérienne aves diametre 16mmet 17mm.

L’antibiotique a une activité antibactérienne extrémement forte avec un diameétre 20mm.

A la fin de cette étude et a partir les résultats présentée dans les figures et les tableaux on
constate que le Laurus nobilisL. a une activité antibactérienne. Cette pouvoir est différencice

d’un extrait a autre.

Les souches bactériennes testées et la méthode utilisée pour évaluer I’activité
Antibactérienne peuvent également €tre la cause de divergences dans les résultats (Ouibrahim,

2015).
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L’organisation architecturale de la paroi cellulaire des bactéries Gram positives est moins
complexe que celle des bactéries Gram négatives. Cette différence structurale rend ainsi les
bactéries Gram positif plus sensibles a 1’action des huiles essentielles (Kalemba et Kunicka,
2003). Qui est d’accord avec nos résultat, a partir laquelle les bactéries de Gram positif':
Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus subsp, Bacillus subtilisdou¢ une forte
sensibilité¢ avec les déférent extrait quel que soit ’acétate d’éthyle ou alcaloide, des feuilles ou
des fruits avec des diametre large par rapport aux bactéries Gram négatif qui sont sensible avec

des zone d’inhibition moyenne.

3.2.1 Activité anti bactérienne de I’huile essentielle

D’apres les résultats de ’aromatogramme, ’HE ont présenté un pouvoir inhibiteur
Modéré contre la majorité des souches bactériennes testées. La meilleur est contre la souche
Pseudomonas aeruginosaavec un diaméetre de 21mm, suivi par Staphylococcus aureus
avec20mm, puis Staphylococcus aureus subsp, Salmonella enterica et Bacillus subtilis avec
15mm, et la souche Escherichia coli par un diametre 13mm.

L’huile essentielle du L. nobilis de région de Bejaia a également été étudiée pour son
action sur cinq souches bactériennes parmi les quelle : Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli. L’HE a été efficace sur la totalité des micro-organismes testés,
donnant des diamétres d’inhibitions nettement supérieurs aux ndtres soient 29,5 mm pour
Escherichia coli et 29,5 mm pour Staphylococcus aureus (Ouibrahim, 2015). L’étude menée
par (Derwichetal., 2009) sur I’activité antibactérienne de L. nobilis provenant du Maroc a été
¢tudiée in vitro sur trois souches bactériennes :Staphylococcus aureus, Staphylococcus
intermedius et Klebsiella pneumoniae. L’ huile essentielle testée a montré une meilleure action
sur les souches de Staphylococcus aureus avec une zone d’inhibition de 13 mm qui est inférieur
de notre qui est 20mm. Selon (Elharas et al., 2013). Les huiles essentielles extraites a partir
les feuilles de Laurus nobilisL.inhibent la croissance de Staphylococus aureus (Goumni et
Salhi, 2013) constatons que I’huile essentielle du LaurusnobilisL.est présenté une certaine

activité vis a la souche Escherichia coli avec un diamétre 9,2mm.
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Salmonella enterica Staphylococcus aureus sub

Staphylococcus aureus

.
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Escherichia coli

Figure 33 : L'effet des extraits des feuilles et des fruits de la plante Laurus nobilisL.sur les
souches bactériennes testée.
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Conclusion

La flore de la région de Batna jouie d’une biodiversité considérable, elle possede de
nombreuses plantes aromatiques et médicinales riches en métabolites secondaires avec des
Caractéristiques thérapeutiques et pharmacologiques.

Dans le cadre d’une valorisation de ces ressources, la plantes aromatiques Laurus nobilisL., fait
I’objet d’une étude phytochimique de leurs extraits et leur huiles essentielles et d’uneévaluation
de leur potentiel antioxydant et antibactérienne.

Dans un premier temps, notre travail a été consacré a la détermination du rendement en extraits,
qui montré que les rendements varient en fonction des solvants utilisé lors I’extraction de
I’extrait des feuilles et des fruits de la plante étudié.

Le meilleur rendement est enregistrés chez 1’extrait éthanoique brut fruit par un pourcentage de
29,6%,les rendements les plus faible enregistrés chez I’extrait d’acétate d’éthyle des feuilles qui
représente 2,1% et I’extrait butanolique des feuilles par 2,2%.tandis que lors I’extraction des
alcaloides le rendement de 0,32% est marqué chez les feuilles qui représentent une valeur
supérieure par rapport ou fruit qui enregistre une pourcentage de 0,15%.1" huile essentielle

extraite des feuilles donne un rendement important qui est 0,95%.

Par la suite une analyse qualitative chromatographique CCM a été réalisée, dans le but

d’identifier les constituants chimiques des extraits. Cette analyse indique la présence des
composés phénoliques dans les divers extraits de la plante étudi¢e par la présence de plusieurs
spots de différentes couleurs dans les 5 systémes solvant utilisée.
En troisieme temps, une étude de I’activité antioxydant a été réalisée en employant la
méthodedu test du piégeage du radical libre DPPH. Les résultats obtenus montrent que les
extraits possedent une activité antioxydant moyenne et variable entre les deux parties, la plus
important enregistré chez ’extraits des alcaloides des feuilles avec un 1C5,=10,2 suivie de
I’extrait n-butanol des feuilles avec un IC5yde 28,21et la faible activité enregistrée chez 1’extrait
acétate d’¢thyle des fruits par un ICsyde 359,82 et I'huile essentielle avec un I1Cs, de 272,75.

L’activité antibactérienne des extraits et d’huile essentielle a été évaluée par méthode
de diffusion. Les souches bactériennestestées sont : Escherichia coli, Salmonella enterica,
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus subsp, Staphylococcus aureus, pseudomonas
aeruginos. Les résultats montrent que les extraits ont révélé des activités antimicrobiennes
important et variables contre les différentes souches microbiennes testées surtout avec la

souche ; pseudomonas aeruginos avec un diametre 21mm.
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Résumé

Au cours de ce mémoire, nous avons réalis¢ une étude phytochimique de Laurus nobilis L (rand), plante
médicinale appartenant a la famille des lauracées, une plante trés utilisé en pharmacopée traditionnelle
algérienne pour ces vertus thérapeutiques et sa richesse en métabolites secondaires a activités biologiques
potentielles.L’étude comparative des extraits a montré que le rendement d’extraction le plus élevé a été obtenu
dans DP’extrait brut du fruit par29,6%, L’huile essentielle extraite du feuilles par hydrodistillation a fourni un
rendement de 0,95%.L’analyse des profils chromatographiques des extraits aprés séparation par CCM, a
confirmé que Laurus nobilis serait riche en composés phénoliques.Par la suite, 1’activité antioxydant a été
évaluée a travers la méthode du piégeage du radical libre DPPH par I’huileet des extraits des feuilles et des
fruits, a confirmé encore une fois leur richesse en divers composés doués d’une activité anti-radicalaire variable.
La forte activité antioxydant dans 1’extrait des alcaloides des feuilles par un IC5, =10,2 pg/ml Tandis que I’huile
essentielle a une faible activité antioxydant. La capacité des extraits et d’huile essentielle a inhiber les micro-
organismes a été testée sur une gamme des souches bactériennes. L’activité antibactérienne s’est révélée variable
selon la nature de la souche et de I’extrait, la meilleur résultat est marqué dans 1’huile via la souche
Pseudomonas aeruginosa avec un diameétre de 21mm.

Mots clés : Laurus nobilisL.,Huile essentielle, polyphénols, plante médicinale, activité antimicrobienne, activité
antioxydant, CCM.

Abstract

During this thesis, we carried out a phytochemical study of Laurus nobilis L (rand), a medicinal plant belonging
to the Lauraceae family, a plant widely used in Algerian traditional pharmacopoeia for these therapeutic virtues
and its richness in secondary metabolites with potential biological activities The comparative study of the
extracts showed that the highest extraction yield was obtained in the crude fruit extract by 29.6%. The essential
oil extracted from the leaves by hydrodistillation provided a yield of 0.95. %. Analysis of the chromatographic
profiles of the extracts after separation by thin-layer chromatography confirmed that Laurus nobilis would be
rich in phenolic compounds. Subsequently, the antioxidant activity was evaluated through the method of the
trapping of the free radical DPPH by the oil and extracts of the leaves and fruits, once again confirmed their
richness in various compounds endowed with an anti-activity.antiradical variable. The strong antioxidant activity
in leaf alkaloid extract by an IC 50 = 10.2 ug / ml While the essential oil has low antioxidant activity. The
ability of extracts and essential oil to inhibit microorganisms has been tested on a range of bacterial strains. The
antibacterial activity was variable according to the nature of the strain and the extract, the best result is marked in
the oil via the strain Pseudomonas aeruginosa with a diameter of 21mm

Keywords: Laurus nobilisL., essential oil, polyphenols, medicinal plant, antimicrobial activity, antioxidant
activity, TLC.
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