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APG III : Angiosperm Phylogeny Group III (classification botanique)
CG-MS : Chromatographie Gazeuse couplée a la Spectroscopie de Masse
Cm™ : centimétre inverse (unité utilisée en spectroscopie IR)
DMSO : Diméthylsulfoxyde

DO : Densité Optique

E/H : Emulsion Eau dans Huile

E/H/E : Emulsion Eau dans Huile dans Eau (double émulsion)
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FDA : Food and Drug Administration (Etats-Unis)

FRAP : Ferric Reducing Antioxidant Power

GN : Gélose Nutritive

GRAS : Generally Recognized As Safe

H/E : Emulsion Huile dans Eau

H/E/H : Emulsion Huile dans Eau dans Huile (double émulsion)
HPLC : Chromatographie Liquide a Haute Performance

IA : Indice d'Acide

IR : Spectroscopie InfraRouge

ISO : Organisation Internationale de Normalisation

mPa-s : millipascal-seconde (unité de viscosité)

MH : Milieu Mueller Hinton

MO : Matiere Organique

Na:CO:s : Carbonate de Sodium

NFV : Norme Frangaise pour les Produits Végétaux

P. aeruginosa : Pseudomonas aeruginosa

PR : Pourcentage de Répulsion

ROS : Reactive Oxygen Species (Especes Réactives de 1'Oxygene)
S. aureus : Staphylococcus aureus

T. castaneum : Tribolium castaneum



tr/min : tour par minute
UFC : Unité Formant Colonie

UV-Visible : Ultraviolet-Visible



Glossaire
Antalgique : Soulage la douleur sans agir sur sa cause ni altérer la conscience.

Antibactérienne : est une substance possédant la capacité de tuer des bactéries.
Anticancérigene : Inhibe le développement des cellules cancéreuses.
Anticoagulant : Prévient la formation de caillots sanguins.

Anticedémateuse : Agent réduisant ou prévenant la formation d’cedémes (accumulation de
liquide dans les tissus).

Anticonvulsivant : Stabilise 1’activité ¢électrique anormale du cerveau pour prévenir les crises
convulsives.

Antifongique : Se dit d’une substance qui agit contre les infections provoquées par les
champignons ou les levures parasites.

Anti-inflammatoire : Substance réduisant 1’inflammation ou la réponse immunitaire
excessive.

Antioxydant : Molécule qui neutralise les radicaux libres, protégeant les cellules du stress
oxydatif.

Antiparasitaire : Elimine ou bloque le développement des parasites.

Antiseptique : Substance qui élimine les germes ou empéche la prolifération des bactéries et
virus sur les surfaces externes du corps.

Antispasmodique : Substance qui combat les spasmes en inhibant la contraction des muscles
lisses, notamment au niveau de 1’intestin et des voies urinaires.

Antitumoral : Inhibe la croissance des cellules tumorales.
Antiviral : perturbant le cycle de réplication d'un ou de plusieurs virus.
Cardiovasculaire : Agit sur le cceur et les vaisseaux sanguins.

Coalescence : Fusion de gouttelettes initialement regroupées, formant une seule gouttelette
plus grosse, ce qui peut entrainer la séparation de I’émulsion en deux phases distinctes.

Crémage / Sédimentation : Les particules peuvent se déplacer en fonction de leur densité vers
le haut « crémage » ou vers le bas « s€dimentation ».

Diurétique : Substance qui augmente la production d'urine et favorise 1'élimination de 1'eau et
des sels du corps.

Floculation : Agrégation d’un nombre plus ou moins grand des particules de la phase dispersée.
Hypotenseur : Diminue la pression artérielle.
Immunorégulatrice : Régule la réponse du systéeme immunitaire.

Immunostimulant : Renforce les défenses immunitaires.



Inversion de phase : Se traduit par un brusque changement du sens de I’émulsion (une
émulsion L/H devient H/L et, inversement, une émulsion H/L devient L/H).

Mirissement d’Ostwald : Les plus petites gouttelettes en solution dans la phase continue se
dissolvent et se déposent sur des gouttelettes plus grosses.

Vasoprotectrice : Protége les vaisseaux sanguins contre les altérations

Antioxydant : Substance pharmacologique capable de soulager ou d’atténuer la douleur sans
altérer la conscience. Elle agit sur les voies nociceptives périphériques ou centrales.
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Introduction

La médecine par les plantes est née avec I’homme, car c’est a son profit que celui-ci a
appris a connaitre les qualités bienfaisantes ou nocives des végétaux. L’emploi des plantes
comme remede remonte a I’antiquité. Les connaissances dans ce domaine se sont transmises de
génération en génération grace aux guérisseurs et aux féticheurs. L’étude de certaines d’entre
elles n’a pas échappé au progrées de la science [1].

Actuellement, les plantes aromatiques possédent un atout considérable grace a la
découverte progressive des applications de leurs huiles essentielles dans les soins de santé ainsi
que leurs utilisations dans d'autres domaines d'intérét économique. Leurs nombreux usages font
qu'elles connaissent une demande de plus en plus forte sur les marchés mondiaux vus leurs
propriétés médicinales en I'occurrence les propriétés anti-inflammatoires, antiseptiques,
antivirales, antifongiques, bactéricides, antitoxiques, insecticides, tonifiantes, stimulantes, et
calmantes [2].

Bien que plusieurs huiles essentielles aient été identifiées et caractérisées, seules
quelques-unes présentent une valeur commerciale significative, en raison de leur composition
chimique, de leurs activités biologiques. La compréhension de ces propriétés est essentielle
pour garantir leur qualité et optimiser leur utilisation dans les différents secteurs [3].

Dans cette é¢tude, nous avons choisi de nous intéresser au Laurus nobilis L, une plante
aromatique de la famille des Lauraceae, utilisée depuis 1I’Antiquité pour ses propriétés
médicinales et culinaires. Connue sous le nom de laurier noble, cette espece est
traditionnellement appréciée pour ses effets bénéfiques sur la digestion, ainsi que pour ses
vertus antiseptiques et anti-inflammatoires. Ses feuilles sont également prisées en cuisine,
tandis que ses composés bioactifs suscitent un intérét croissant dans le domaine de la santé et
en cosmétique.

Ce travail a pour objectif principal I’étude approfondie du Laurus nobilis L., a travers
plusieurs volets complémentaires : une caractérisation phytochimique et physico-chimique de
la plante, I’extraction et 1’analyse de son huile essentielle, 1’évaluation de ses activités
biologiques (antioxydante, antibactérienne et insecticide). Ces différentes analyses ont abouti a
la mise au point d’une créme cosmétique hydratante naturelle formulée a partir de 1’huile
essentielle extraite.

Dans cette optique, notre travail a été structuré en trois grandes parties :

e La premiere partie de ce travail est structurée en quatre chapitres : elle aborde les
généralités sur la plante Laurus nobilis, les métabolites secondaires, les huiles
essentielles, ainsi que les notions de base relatives aux émulsions, en lien avec la
formulation cosmétique.

e La deuxieme partie est consacrée aux travaux expérimentaux, elle décrit les différentes
méthodes mises en ceuvre pour atteindre les objectifs fixés : la récolte et ’identification
de la plante (Laurus nobilis), les analyses phytochimiques et physico-chimiques,
I’extraction de son huile essentielle, I’évaluation de ses activités biologiques
(antioxydante, antibactérienne, insecticide), ainsi que la formulation d’une créme
cosmétique hydratante bio a base de cette huile essentielle.

e Latroisieme partie est dédi¢ a la présentation et I’interprétation des résultats obtenus.

e (e travail s’acheve par une conclusion générale qui présente les principaux résultats
obtenus ainsi que les perspectives qui en découlent.
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Chapitre I Généralités sur la plante

1.1. Histoire et traditions

En Gréce ancienne, le laurier jouait un rdle crucial dans les rituels de divination a
Delphes, ou la Pythie machait des feuilles de laurier avant de rendre ses oracles. Le laurier était
¢galement consacré a Apollon, symbole de gloire et d'immortalité, et couronnait les vainqueurs
des Jeux Olympiques. A Rome, le laurier était utilisé a la fois comme médicament et épice.
Pendant les fétes de Saturnales, les feuilles étaient tressées en guirlandes. Le laurier était
¢galement associé a Esculape, dieu de la Médecine. Ses feuilles étaient consommeées en infusion
pour leurs effets toniques sur I'estomac et la vessie, et sous forme de cataplasme pour soulager
les piqUres d'insectes [4].

I.2. Dénomination de la plante

Le laurier noble, également appelé laurier commun, laurier-sauce ou laurier d'Apollon.
Le nom latin Laurus est d'origine celtique et signifie "toujours vert", en référence a son feuillage
persistant. Le laurier est également un symbole de succes, notamment a travers l'expression
"Bacca Lauri" qui désigne le baccalauréat en latin, signifiant "baies de laurier » [5]. Il possede
plusieurs noms vernaculaire, Rand, est « le nom le plus connue en Algérie ».

1.3. Description botanique

Le laurier noble, Laurus nobilis L., appartient a la famille des Lauracées, qui comprend
environ 32 genres et 2000 a 2500 espéces [6]. Ce grand arbuste posséde une écorce gris foncé
et lisse, avec des feuilles vert foncé brillantes sur le dessus et plus pales en dessous. Les feuilles
sont allongées ou lancées, avec des extrémités pointues et un pétiole court. Le limbe a un bord
ondulé 1égerement épaissi et recourbé vers l'intérieur, mesurant environ 5 a 12 cm de long et 2
a 6 cm de large. Lorsqu'elles sont froissées, les feuilles libérent une odeur aromatique [7]
(Figurel, 2).

Le laurier peut atteindre une hauteur de 2 a 6 métres en culture, et jusqu'a 15 métres a
I'état sauvage. Il présente un feuillage dense, vert foncé et persistant. Sa croissance est
généralement lente, atteignant environ 5 & 6 metres en vingt ans. Il peut facilement vivre cent
ans [7]

Figure 1 : Feuilles de Laurus nobilis L. Figure 2: Arbuste de Laurus nobilis L.
(Prise personnelle) (8]
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1.4. Taxonomie

Le tableau I montre un classement se référant a la classification botanique selon APG III

Tableau I : Classification botanique de Laurus nobilis L. [5]

Catégorie Description botanique
Régne Plantae (Plantes)
Sous-régne Plantes vasculaires
Embranchement Spermatophytes (Plantes a graines)
Sous-embranchement Angiospermae (Plantes a fleurs)
Classe Dicotylédones
Sous-classe Dialypétales
Ordre Laurales
Famille Lauraceae
Genre Laurus
Espéce Laurus nobilis L.

L.5. Répartition géographique

Laurus nobilis L., est originaire de la région méditerranéenne et d'Asie Mineure.
Actuellement, il est cultivé dans de nombreux pays méditerranéens, notamment la Turquie,
1'Algérie, la France, la Gréce, le Maroc, le Portugal, 'Espagne, la Belgique, les iles Canaries, le
Mexique, I'Amérique centrale et le sud des Etats-Unis [9]. La Turquie est un important
producteur et fournisseur de feuilles de laurier [10] (Figure3).

I1'y a plus de 20 millions d'années, les foréts de lauriers couvraient une grande partie du
bassin méditerranéen pendant le Tertiaire. Cependant, en raison des glaciations de la période
quaternaire, ces foréts ont été déplacées vers des zones plus tempérées, comme 1'Afrique du
Nord et les archipels Macaronésiens. Le laurier est cultivé commercialement pour ses feuilles
aromatiques, mais il est également largement cultivé en Europe et aux Etats-Unis comme plante
ornementale [11].

Figure 3: Répartition de Laurus nobilis L. dans le monde [11]
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1.6. Composition chimique de Laurus nobilis L.

De nombreuses études ont été réalisées pour la détermination de la composition
chimique des feuilles de Laurus nobilis L et elles ont prouvé qu’elles sont riches en substances
actives, avec une composition chimique diversifiée. Elles contiennent environ 1 a 3 % d'huile
essentielle [12], principalement composée de cinéol, pinénes (a et §), sabinene, linalol, eugénol,
terpinéol, ainsi que divers esters et terpénoides. Les proportions de ces composé€s varient selon
l'origine géographique de la plante. [13,14]. On peut également trouver des lactones
sesquiterpéniques dérivées du germacranolide costunolide [15].

Les feuilles contiennent également des flavonoides polaires (comme les dérivés
glycosylés de quercétine, kaempférol et catéchine) et apolaires (quatre dérivés acylés de
kaempférol). On y trouve également des lactones sesquiterpenes, des alcaloides d'isoquinoline
[16], et une quantité significative de vitamine E [17,18]. Cette richesse en composés bioactifs
contribue aux propriétés médicinales et aromatiques du laurier noble (Figure 4).

0 Oq Q .

1 8-cineole a-terpinyl acetate sabinene eugenol

@L\Mf
N /\\ N

(-plnene linalool methyl eugenol terpinen-4-ol

Figure 4 : Composés chimiques majoritaires identifiés dans I’huile essentielle des feuilles de
laurier noble [19]
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Chapitre 11 Métabolites secondaires
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Les plantes possédent la capacit¢ de synthétiser différentes molécules organiques
appelées métabolites secondaires. Ces composés se caractérisent par des structures de squelette
carboné uniques et complexes [20].

Bien qu'ils ne soient pas essentiels a la survie d'une cellule (ou d'un organisme), ces
métabolites secondaires jouent un role essentiel en favorisant la croissance et la survie des
plantes face a différents stress environnementaux. Leurs effets se manifestent a long terme,
soutenant la croissance et la résilience des plantes dans des conditions environnementales
difficiles [21].

Les métabolites secondaires peuvent étre classés en différentes catégories en fonction de
leur structure et de leurs fonctions :

I1.1. Composés phénoliques

Les composés phénoliques, issus des plantes, forment un vaste groupe de métabolites
secondaires aux propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et anticancérigenes. Ils protegent
contre le stress oxydatif et certaines maladies. Ces composés, caractérisés par des cycles
aromatiques hydroxylés, peuvent se polymériser en molécules plus grandes comme les
proanthocyanidines et les lignanes. Ils sont souvent conjugués a d'autres composés naturels sous
forme d'esters ou de glycosides [22] (Figure 5).

OH

Figure S : Structure chimique des phénols [23]

Parmi les principales classes de composés phénoliques, on distingue les coumarines,
les flavonoides et les tanins, qui se différencient par leur structure chimique et leurs fonctions
biologiques.

II.1.1. Coumarines

Les coumarines sont des métabolites secondaires naturels appartenant a la famille des
benzopyranones, présents dans de nombreuses plantes sous forme libre ou conjuguée. Bien
qu’elles ne soient pas essentielles au métabolisme primaire, elles jouent un role important dans
la défense des végétaux et I’interaction avec 1’environnement (antioxydant, antifongique,
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répulsif, etc.). De plus, elles présentent un large éventail d’activités pharmacologiques,
notamment anticoagulantes, anti-inflammatoires, immunostimulantes et antitumorales [24].

~

O O

Figure 6 : Structure chimique de base des
coumarines [24]

1I.1.2. Flavonoides

Le terme "flavonoides" désigne un groupe trés large de composés polyphénoliques
caractérisés par un faible poids moléculaire avec une structure benzo-y-pyrane. Ces composés
sont largement répandus dans le réegne végétal et se trouvent de manicre universelle chez les
plantes vasculaires, généralement sous forme de glycosides [25].

Ces composés possedent un large éventail d'activités pharmacologiques, notamment
leurs propriétés antioxydantes, qui leur conferent la capacité de protéger les cellules du stress
oxydatif 1i¢ aux pathologies associées au vieillissement, telles que les maladies d'Alzheimer et
de Parkinson [26].

Les flavonoides sont répartis en 13 sous-classes, dont les principales comprennent les
flavones, les flavonols, les flavan-3-ols, les isoflavones, les flavanones et les anthocyanidines.
Ces composés partagent tous une structure de base commune appelée squelette C6-C3-C6
(diphénylpropane), biosynthétisée a partir de deux voies métaboliques distinctes : la partie C6-
C3 est dérivée de l'acide shikimique, tandis que la partie C6 résulte de la condensation de trois

0
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O \
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/ = P \
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unités d’acétate [27] (Figure7)

Figure 7: Structures génériques des principaux flavonoides [28]
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I1.1.3. Tanins

Les tanins constituent les métabolites secondaires les plus répandus chez les plantes,
représentant souvent entre 5 % et 10 % du poids sec des feuilles d'arbres. Ils jouent un role
essentiel dans la défense des feuilles contre les insectes herbivores, agissant par dissuasion et/ou
toxicité [29].

Les tanins, qui sont des polyphénols, se divisent principalement en deux classes selon leur
structure : les tanins condensés et les tanins hydrolysables [30].

e Tanins condensés (ou proanthocyanidines) : polymeres de flavan-3-ols (catéchine,
¢épicatéchine) et flavan-3,4-diols, reliés par des liaisons C4-C8. Trés répandus dans le
régne végétal (Angiospermes, Gymnospermes, Ptéridophytes) [30].

e Tanins hydrolysables : Composés d’esters de sucres simples (comme le glucose ou le
xylose) et d’acides phénoliques (acide gallique ou ellagique), les tanins hydrolysables
se divisent en deux groupes : les gallotanins et les ellagitanins. Facilement hydrolysables
en milieu acide, ils libérent leurs acides phénoliques constitutifs, ce qui permet leur
quantification par des méthodes analytiques telles que la chromatographie ou la
colorimétrie. [31] (Figure 8).

HO OH
oS «
HO. o

Figure 8: Structure chimique des tanins hydrolysables (a) et tanins condensés (b)[32]

I1.1.1.4. Role et intérét des composés phénoliques

e Chez les végétaux

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires essentiels pour les plantes.
Ils servent de défense chimique contre les prédateurs et les pathogenes, attirent les pollinisateurs
grace a leurs pigments, et facilitent la dispersion des graines. Ils régulent également la
croissance et aident les plantes a répondre aux stress environnementaux comme les rayons UV
ou la sécheresse. En somme, ces composés sont vitaux pour la survie, la reproduction et
l'adaptation des plantes dans leur écosysteme [33].

e Chez les humains

Les composés phénoliques offrent de nombreux bienfaits pour la santé, notamment des
propriétés antimicrobiennes, antioxydantes, anti-inflammatoires et anti-cancéreuses. Ils
agissent également comme phytocestrogenes, influencant les récepteurs hormonaux, et ont des
effets bénéfiques sur le métabolisme et la neuroprotection. Bien que leur biodisponibilité soit

7



Chapitre 11 Métabolites secondaires
e

parfois limitée, leur métabolisation par le microbiote intestinal peut générer des composés
actifs, renforcant leur potentiel thérapeutique. Ces compos€s représentent une source
prometteuse pour la prévention et le traitement de diverses maladies [34]

I1.1.2. Terpénoides

Les terpénoides, ou isoprénoides, sont le plus grand groupe de métabolites spécialisés des
plantes, caractérisés par une grande diversité structurale et fonctionnelle. Constitués d'unités
d'isopréne, ils sont classés selon leur taille, allant des monoterpénoides (C10) aux
tétraterpénoides (C40), incluant les caroténoides. Les terpénoides comprennent notamment les
triterpénes, qui sont a 1’origine des stéroides et des stérols, molécules indispensables a la
structure membranaire et a la signalisation cellulaire. Sur le plan fonctionnel, ces composés
jouent un rdle fondamental dans les interactions écologiques des plantes (défense,
communication, attraction des pollinisateurs), tout en présentant un grand potentiel
d’application dans les domaines pharmaceutique, cosmétique, agroalimentaire et énergétique
[35, 36] (Figure 9).

g
S k-

|
H

H,C™

Figure 9: Structure de 1’unité isoprénique [37]

I1.1.3. Alcaloides

Les alcaloides sont des composés organiques cycliques, présents principalement dans
les plantes, mais aussi chez certains microorganismes, invertébrés marins et insectes. Certains
alcaloides retrouvés chez les animaux proviennent de leur alimentation et servent de défense
contre les prédateurs. Chimiquement, ils sont constitués d’azote, d’hydrogene et de carbone, et
la plupart contiennent aussi de I’oxygene. Ce sont des solides cristallisables, peu solubles dans
I’eau mais bien solubles dans des solvants organiques. Leur caractére basique, di a la présence
d’azote, leur confere une réaction alcaline, ce qui explique leur nom « alcaloides » [38].

Les alcaloides, comme la morphine découverte en 1804, présentent un intérét majeur en
raison de leurs diverses activités biologiques. Utilisés en médecine comme analgésiques,
anticancéreux ou antipaludéens, ils sont également exploités en agriculture comme pesticides
naturels. Leur diversité chimique en fait des outils précieux pour la recherche scientifique et le
développement de nouveaux médicaments [39] (Figure 10).



Chapitre 11 Métabolites secondaires

Figure 10: Structure chimique de la morphine [40]

I1.1.4. Quinones libres

Les quinones libres sont des composés organiques oxydés, dérivés de cycles
aromatiques comme le benzéne ou le naphtaléne, comportant des groupes cétone conjugués.
Leur réactivité chimique repose sur leur capacité a subir des réactions redox et a interagir avec
des nucléophiles biologiques, générant parfois des espéces réactives de 1’oxygene (ROS). Ces
propriétés chimiques leur conférent une large gamme d’activités biologiques, en particulier
anticancéreuse, antimicrobienne, antiparasitaire et anti-inflammatoire, faisant d’elles des
structures clés dans le développement de nouveaux agents thérapeutiques [41] (Figure 11).

O

o
Figure 11: Structure du 1,4-benzoquinone [42]

I1.1.5. Saponines

Les saponines sont des composés amphiphiles naturels, caractérisés par une structure
moléculaire composée d'une partie hydrophile (sucres, tels que des pentoses, hexoses ou acides
uroniques) et d'une partie lipophile (appelée sapogénine), qui peut étre soit un stéroide soit
un triterpene. La plupart des sapogénines identifiées sont des triterpénes [43]. Les saponines
possedent des propriétés biologiques variées, offrant une protection aux plantes contre les
insectes et les pathogenes. Elles interagissent avec le cholestérol, bénéficiant ainsi la santé
cardiovasculaire. En agriculture, elles servent a contrdler les nuisibles en affectant leur
croissance et alimentation. Leurs propriétés tensioactives sont également exploitées dans les
secteurs pharmaceutique, cosmétique et alimentaire [44] (Figure 12).

Figure 12: Structure chimique d'une saponine stéroidienne [45]
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ChaBitre 111 Huiles essentielles

II1.1. Définition de I’aromathérapie

L'aromathérapie, qui combine "aroma" (parfum) et "thérapie" (traitement), est une pratique
naturelle utilisée depuis plus de 6 000 ans par des civilisations comme 1'Egypte, la Chine et
1'Inde pour soigner le corps, I'esprit et I'ame. Elle repose sur les huiles essentielles, extraites de
plantes (fleurs, feuilles, racines, etc.), riches en composés actifs (alcools, terpénes, cétones) aux
propriétés antibactériennes, antivirales et relaxantes. Administrées par inhalation, massage ou
application cutanée, ces huiles agissent sur les nerfs olfactifs et le cerveau, influencant 1'humeur,
le stress et la vigilance [46].

En milieu clinique, l'aromathérapie peut étre bénéfique pour la gestion des symptomes tels
que la douleur, les nausées, l'anxiété, la dépression, le stress et l'insomnie. Elle est
particuliérement utile dans des contextes spécifiques comme ['anxiété préopératoire,
'oncologie, les soins palliatifs (notamment pour le confort en phase terminale) [47].

II1.2. Définition des huiles essentielles

Il existe plusieurs définitions des huiles essentielles :

Les huiles essentielles (HE) sont des liquides aromatiques composés d'un mélange de
substances volatiles et odorantes, responsables des essences et des parfums caractéristiques des
plantes [48].

La définition de la Commission de la pharmacopée européenne : « Produit odorant,
généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une matiére premicre végétale
botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation séche, soit
par un procédé mécanique approprié sans chauffage [49].

Selon la définition de I'Organisation internationale de normalisation (ISO), le terme « huile
essentielle » est réservé a un « produit obtenu a partir de matieres premiéres végétales, soit par
distillation a I'eau ou a la vapeur, soit a partir de 1'épicarpe des agrumes par un procédé
mécanique, ou par distillation séche » (ISO 9235, 1997), c'est-a-dire uniquement par des
moyens physiques [S0].

L’ Association Frangaise de Normalisation (AFNOR, Edition 2000), a défini les huiles
essentielles comme €tant : des produits obtenus soit a partir de matieres premicres naturelles
par distillation a I’eau ou a la vapeur d’eau, soit a partir des fruits de Citrus par des procédés
mécaniques et qui sont séparés de la phase aqueuse par des procédés physiques [51].

I11.3. Techniques conventionnelles d’extraction

Plusieurs méthodes sont utilisées pour I’extraction des huiles essentielles :

I11.3.1. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau

L’extraction par entralnement a la vapeur d'eau est une méthode couramment utilisée
pour obtenir des huiles essentielles (HE). Elle consiste a exposer directement le matériel végétal
a un flux de vapeur, permettant la condensation des composés volatils en une phase aqueuse
(hydrolat) et une phase organique (huile essentielle). Cette technique préserve la qualité des
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huiles en évitant I'hydrolyse et la dégradation des molécules aromatiques. Elle assure une
distillation rapide et efficace, extrayant jusqu'a 95 % des composés volatils en 30 minutes,
idéale pour l'industrie et la parfumerie [52].

I11.3.2. Extraction au moyen de solvants

L’extraction par solvants volatils est une méthode sans chauffage adaptée aux plantes
sensibles a la chaleur, comme le jasmin ou la rose. Un solvant (hexane, éthanol) dissout les
molécules odorantes, puis est évaporé pour obtenir un extrait concentré en parfums, cires et
résines. Apres purification sous pression réduite, on obtient une concrete (pour les fleurs) ou un
résinoide (pour les plantes séches). Cet extrait est ensuite traité a l'alcool pour produire
I’absolue, une essence tres fine. Cependant, la présence de traces résiduelles de solvants limite
son usage médical, le réservant a des applications spécifiques [S3].

I11.3.3. Extraction par expression a froid

L'extraction par expression a froid est une méthode mécanique spécifiquement utilisée pour
récupérer les huiles essentielles contenues dans I'épicarpe des agrumes. Apparue au 19¢ siécle
en Italie, elle s'est ensuite développée au Brésil, en Californie et en Floride.

Ce procédé repose sur un grattage mécanique des peaux imprégnées d'essence, dont I'huile est
entrainée par de l'eau avant d'étre séparée par décantation. Il permet d'obtenir des huiles
essentielles précieuses, telles que celles de citron, de pamplemousse, de bergamote et de
bigarade [54].

I11.3.4. Extraction par hydrodiffusion

L’hydrodiffusion est une méthode d'extraction des huiles essentielles utilisant de la vapeur
et de I’eau. La matiere végétale est placée sur une grille au-dessus de 1'eau, tandis que la vapeur
est injectée par le bas. Elle traverse ensuite la plante, entrainant les huiles essentielles qui se
condensent sur une surface refroidie, se séparant ensuite de 1’eau [55].

II1.4. Utilisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont employées dans divers domaines grace a leurs propriétés
bénéfiques pour la santé, la beauté et le bien-étre. Voici quelques-uns des principaux secteurs
ou elles sont utilisées :

e En Pharmacie

Les huiles essentielles sont couramment utilisées en pharmacie pour leurs propriétés
médicinales, notamment comme agents antimicrobiens, expectorants, décongestionnants ou
carminatifs. Elles servent également a aromatiser les préparations pharmaceutiques, améliorant
ainsi leur gott et leur odeur [56].

e En agroalimentaire

Reconnues comme siires (GRAS) par la FDA, les huiles essentielles sont utilisées comme
additifs antimicrobiens et antioxydants dans les aliments. Intégrées directement ou dans des
films comestibles, elles controlent les pathogenes et améliorent la sécurité alimentaire [57].
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¢ En cosmétologie

Les huiles essentielles (HE) sont largement utilisées en cosmétologie et en dermatologie
pour leurs propriétés variées. En cosmétologie, elles servent d’agents de parfumage, améliorent
I’apparence de la peau et des cheveux, et offrent des solutions adaptées aux différents types de
peaux et besoins [58].

IILS5. Activités thérapeutiques et pharmacologiques de I’huile essentielle de laurier noble

L’huile essentielle de Laurus nobilis est reconnue pour ses effets bénéfiques sur la santé : elle
soulage les troubles respiratoires (grippe, bronchite), les douleurs (dentaires, articulaires,
cutanées), réduit le stress et renforce la confiance en soi. Elle posséde également des propriétés
antiseptiques, antibactériennes, antivirales, antifongiques, digestives et favorise la
concentration [59].

1I1.5.1. Activité antibactérienne et antivirale

L’huile a une action antimicrobienne modérée mais large, due au 1,8-cinéole et a I’eugénol. Elle
est efficace contre E. coli, L. plantarum, S. typhimurium et S. aureus, notamment dans les
infections buccales grace a son activité anti-biofilm. Elle agit aussi contre certains virus comme
I’herpeés (HSV-1) [60,61].

IIL.5.2. Activité mucolytique et expectorante

Les oxydes terpéniques (comme le 1,8-cinéole) fluidifient les sécrétions bronchiques et
stimulent la clairance muco-ciliaire, ce qui aide a dégager les voies respiratoires [59].

IT1.5.3. Activité antispasmodique, antalgique et anti-inflammatoire

Grace a I’acétate de terpényle et a I’eugénol, I’huile a des effets antispasmodiques, antidouleur
et anti-inflammatoires, notamment sur les douleurs dentaires. Son effet anti-inflammatoire est
comparable a celui du piroxicam, mais plus prolongé [59].

II1.5.4. Activité insecticide et répulsive

Elle est un répulsif naturel efficace contre les moustiques (Culex pipiens), pouvant en repousser
jusqu’a 83 % a faible dose [62,63].

IIL5.5. Activité Immunorégulatrice

Le 1,8-cinéole stimule le systeme immunitaire en augmentant les y- et -globulines, renforgant
ainsi les défenses naturelles de 1’organisme [59].

IIL.5.6. Activité anticonvulsivante et rééquilibrante

Traditionnellement utilisée comme anti-épileptique, 1’huile aurait des effets régulateurs sur le
systeme nerveux autonome. Cependant, ces propriétés reposent sur des observations plus que
sur des preuves expérimentales solides [64].

I11.5.7. Autres utilisations

Elle peut étre appliquée localement (diluée) pour traiter les mycoses, I’herpes, les troubles
digestifs et les affections bucco-dentaires. Moins agressive que le clou de girofle, elle reste
néanmoins efficace grace a ses propriétés antalgiques, antiseptiques et anti-inflammatoires [19].
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ChaBitre IV Notions sur les émulsions

La Pharmacopée Européenne définit les préparations semi-solides comme des produits
homogeénes destinés a une application cutanée ou sur certaines muqueuses. Elles sont formulées
pour une action locale ou transdermique des principes actifs, ou pour exercer une fonction
émolliente ou protectrice.

IV.1. Produit cosmétique

L'article L5131-1 du Code de la Santé Publique définit réglementairement un produit
cosmétique comme toute substance ou préparation destinée a étre mise en contact avec les
parties superficielles du corps humain - épiderme, systémes pileux et capillaires, ongles, 1eévres
et organes génitaux externes - ou avec les dents et les muqueuses buccales, a des fins exclusives
ou principales de nettoyage, de parfumage, de modification de l'apparence, de protection, de
maintien en bon état ou de correction des odeurs corporelles [65].

IV.2. Les émulsions

IV.2.1. Définition

Une émulsion est un systéme dispersé hétérogéne composé de deux liquides non
miscibles, généralement une phase huileuse et une phase aqueuse, dans lequel 1’'un des liquides
est dispersé sous forme de fines gouttelettes de 1’ordre du micron dans 1’autre. Malgré son
aspect macroscopiquement homogene, sa structure microscopique reste hétérogeéne. La stabilité
de cette dispersion est assurée par la présence d’émulsifiants qui forment un film autour des
gouttelettes, empéchant leur coalescence. Les émulsions sont des systémes
thermodynamiquement instables, fréquemment utilisés en cosmétologie comme préparations
liquides ou semi-solides destinées a étre appliquées telles quelles ou a servir d’excipients [66].

IV.2.2. Différents systémes d’émulsion

Les émulsions se divisent en trois grandes familles selon la dimension des gouttelettes de la
phase dispersée, comme indiqué dans le tableau ci-dessous

Tableau II: Différents systemes d’émulsions [67]

Systéme Caractéristiques

Macros-émulsions 1l s’agit de systémes dispersés hors équilibre, formés de deux
liquides non miscibles, ou le diametre moyen des gouttelettes
est d’au moins un micrometre.

Nano/mini émulsions Ce sont des systémes biphasés dont les gouttelettes ont une
taille comprise entre 20 et 200 nm. IIs apparaissent transparents
ou translucides a I’ceil nu et présentent une grande stabilité vis-
a-vis de la sédimentation ou du crémage.

Microémulsions Ce sont des systemes monophasiques obtenus grace a un
émulsifiant, permettant la coexistence des molécules des
phases aqueuse et huileuse. Ils sont thermodynamiquement
stables.
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IV.2.3. Classification

Selon la dispersion de la phase aqueuse et la phase huileuse, il existe essentiellement deux types
d’émulsions

1V.2.3.1. Emulsions simples

Emulsions Eau dans Huile (E / H) : dans ce type d'émulsions, dont la taille des
particules est d'environ 1 ~m, 1'huile est en phase externe et I'eau en phase interne. Ces
émulsions se présentent sous forme de préparations opaques. De couleur "blanchatre a
jaunatre" en fonction de la nature des corps gras, elles sont non conductrices du courant
¢lectrique, non lavables a l'eau et laissent un film résiduel gras sur la peau apres
application. On y retrouve généralement les crémes cosmétiques dites "nourrissantes"
(crémes pour le bain, crémes pour les peaux treés seches, seches, etc.) [68].

Emulsions Huile dans Eau (H / E) : elles sont les plus nombreuses. L'eau représente
la phase externe et la taille des particules huileuses dispersées varie entre 1um et 100
um. Les préparations résultantes sont opaques, de couleur blanche, conductrices du
courant ¢€lectrique et lavables a 1'eau. D'étalement facile, elles ne laissent pas ou trés
peu, un film résiduel gras sur la peau [68].

1V.2.3.2. Emulsions multiples

Emulsions eau dans huile dans eau (E/H/E) : sont des systemes multiphasiques
complexes ou une premi¢re émulsion eau-dans-huile (E/H), constituée de
microgouttelettes aqueuses dispersées dans une phase huileuse continue, est elle-méme
émulsifiée dans une phase aqueuse externe [69].

Emulsions huile dans eau dans huile (H/E/H) : sont des systéme multiphasiques
complexes ou une premiere émulsion huile-dans-eau (H/E), constituée de
microgouttelettes huileuses dispersées dans une phase aqueuse continue, est elle-méme
dispersée dans une phase huileuse externe [69].

Emulsion simple Emulsion multiple
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—
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EHE H/EH
Figure 13: Représentation schématique des émulsions simples et multiples [70]
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V.2.4. Instabilité des émulsions

Les émulsions sont des systémes thermodynamiquement instables en raison de

I’immiscibilité naturelle de leurs phases (eau et huile). Cette instabilité se manifeste par des
phénoménes de coalescence (fusion des gouttelettes), de s€dimentation (dépot) et de crémage
(migration vers la surface), conduisant & une séparation progressive des phases. Plusieurs
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facteurs influencent cette déstabilisation, notamment la température, la taille des gouttelettes,
la concentration en émulsifiants et les conditions de cisaillement. Par exemple, une
augmentation de la température réduit la viscosité de la phase continue et affaiblit les films
interfaciaux, accélérant ainsi la rupture de I’émulsion. De méme, une agitation excessive ou une
quantité insuffisante de tensioactifs favorise la coalescence des gouttelettes.

Pour limiter cette instabilité, des agents stabilisants (tensioactifs, polymeéres) sont utilisés afin
de renforcer la barriére interfaciale et maintenir la dispersion des phases [71].
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Figure 14: Représentation schématique des divers mécanismes de déstabilisation d’une
émulsion [72]

1V.2.5. Formulation d’une émulsion

\

La formulation d’une émulsion consiste a mélanger deux phases non miscibles,
généralement une phase aqueuse et une phase huileuse, en présence d’un agent tensioactif qui
permet de stabiliser le mélange. Le choix des composants (huiles, eau, tensioactifs, additifs) et
leurs proportions sont essentiels pour obtenir la stabilité, la texture et les propriétés recherchées.

La méthode de préparation (ordre d’incorporation, agitation, température) influence
aussi la taille des gouttelettes et la stabilité finale de 1’émulsion. Plusieurs variables, comme la
fraction de phase aqueuse, la nature des huiles et le type de tensioactif, doivent étre
soigneusement ajustées pour éviter 1’inversion de phase et assurer la performance du produit
final [73].

e Phase aqueuse ou phase hydrophile : Il s’agit généralement d’une solution aqueuse
refermant  différents composants hydrosolubles essentiels. Elle comprend
principalement de I'eau comme solvant principal, ainsi que des é€lectrolytes (ions
minéraux, acides et bases), des nutriments (vitamines et glucides), et des
macromolécules biologiques (protéines notamment). Cette phase joue un rdle important
dans la formulation des émulsions, apportant a la fois stabilité et propriétés
fonctionnelles au systéme. Sa composition précise varie en fonction de l'application
souhaitée, permettant d'adapter les caractéristiques physico-chimiques de I'émulsion
finale [74].

e Phases lipophile ou phase huileuse : constitue la partie hydrophobe des émulsions,
composée dun mélange d'huiles, cires et graisses d'origine végétale, animale ou
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minérale, ainsi que de composés synthétiques. Ces ingrédients, pouvant étre liquides,
solides ou semi-solides a température ambiante, déterminent les propriétés clés de
I'émulsion : stabilité, texture et fonctionnalités (pouvoir occlusif, capacité¢ a véhiculer
des actifs). Leur sélection et combinaison sont adaptées en fonction de I'application
finale (cosmétique, pharmaceutique ou alimentaire) [74].

Les additifs : sont des ingrédients utilisés dans les produits cosmétiques pour remplir
principalement trois fonctions : la conservation, I’aromatisation et la coloration.

> Les parfums : ce sont des mélanges de substances odorantes liposolubles. Ils
procurent une expérience sensorielle agréable a I’utilisateur, conférent une
identité olfactive unique au produit et peuvent également avoir des propriétés
actives, notamment lorsqu’il s’agit d’huiles essentielles.

> Les colorants : ce sont des composés destinés a donner une couleur attrayante
au produit, améliorant ainsi son aspect visuel et son acceptabilité¢ par le
consommateur.

» Les conservateurs : ils jouent un role important dans la prévention de la
dégradation du produit.

* Les conservateurs antimicrobiens : ils empéchent la croissance des
micro-organismes. Exemples : acide sorbique, acide déhydroacétique,
acide benzoique, acide salicylique, formol, chlorure de benzalkonium,
triclosan, chlorhexidine, glutaraldéhyde.

» Les antioxydants : ils préviennent l’oxydation des composants
sensibles, notamment les corps gras. Exemples : tocophérol (vitamine
E), acide ascorbique (vitamine C), huiles essentielles (thym, romarin)
[75].

Tensioactifs : sont des molécules amphiphiles composées d’une téte hydrophile et
d’une queue hydrophobe. Ils s’orientent aux interfaces eau/huile ou eau/gaz, réduisant
ainsi la tension superficielle et stabilisant le systeme.

Les tensioactifs se répartissent en quatre grandes classes, selon la nature de la charge
portée par leur téte hydrophile : les anioniques, chargés négativement, les cationiques,
chargés positivement, les zwitterioniques, possédant a la fois des charges positives et
négatives, et les non ioniques, qui ne portent aucune charge. Chacune de ces classes
présente des propriétés spécifiques qui déterminent leur utilisation dans les formulations
pharmaceutiques, cosmétiques ou industrielles [72]
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Figure 15: structure d’un agent tensioactif [76]
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» Notion des HLB (balance hydrophile-lipophile)

Le facteur HLB est un parametre essentiel dans la conception des émulsions. Introduit par
Griffin en 1949, il permet de quantifier le caractére hydrophile ou lipophile d’un tensioactif a
travers une échelle numérique allant de 0 a 20. Les valeurs faibles correspondent a des
tensioactifs lipophiles, solubles préférentiellement dans la phase huileuse, tandis que les valeurs
¢levées désignent des tensioactifs hydrophiles, solubles dans la phase aqueuse.

Ce facteur est déterminant pour orienter la formation des émulsions selon leur type :

o Les tensioactifs a HLB ¢levé (généralement supérieur a 10) favorisent la formation
d’émulsions huile-dans-eau (H/E).

e Les tensioactifs a HLB faible (inférieur a 10) sont adaptés aux émulsions eau-dans-
huile (E/H).

La valeur du facteur HLB d’un mélange binaire de tensioactifs est calculée a partir des HLB
individuels de chaque composant et de leur proportion dans le mélange selon 1’équation
suivante :

HLBm = (HLBa x X) + ((HLBb) x(1-X))

D’ou:
e HLBy : représente la valeur du HLB du mélange,
e HLBa; : valeur du HLB du tensioactif lipophile,
e HLBy : valeur du HLB du tensioactif hydrophile,
e X : correspond a la fraction (ou pourcentage) du tensioactif lipophile dans le mélange.

Cette approche permet d’adapter la formulation aux exigences spécifiques du produit, en
optimisant la stabilité et les propriétés fonctionnelles de 1’émulsion [77]
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Chapitre V Matériel et méthodes
_______________________________________________________________________________________________________________________________________________|

V.1. Cadre d’étude

Notre travail expérimental a été réalisé¢ au sein de laboratoire pédagogique de chimie
pharmaceutique du département de Chimie, Faculté¢ des Sciences de 1’Universit¢ Mouloud
Mammeri de Tizi-Ouzou (UMMTO).

1.2. Objectif d’étude

Cette étude, visait a caractériser le laurier (Laurus mnobilis L.) sur les plans
physicochimique et phytochimique et a évaluer les activités biologiques de ses extraits et huiles
essentielles et enfin élaboration d’une formulation pharmaceutique (Figure 16).

l Matériel végétal ’

v

Extraction
Extraction au mllleu
hydrométhanolique par
aqueux « infusion »

Feuilles séches

T

Feuilles fraiches

Extraction de I’huile
essentielle par
« hydrodistillation »

maceratlon

|

' = Etude Phys1c0-
Caractérisations Activité Chimione s
Physico-chimiques antioxydante q

eau ; Teneur en
p

et organoleptiques
g puq cendres ; mesure du

Act1V1te

v
Identification de
la composition
chimique : par la

antibactérienne Etude Phytochlmlque
Tanins ; Flavonoides ;

Spectroscopie
infrarouge

\ Alcaloides... J

J

|

Activitd Coumarines ; Quinones ;
ctivité . . R
Stérols et triterpenes ;
insecticide . )
Stéroides ; Saponosides ;

[ Formulation pharmaceutique : créme hydratante bio l

Figure 16: Méthodologie expérimentale
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V.3. Matériel

V.3.1. Appareillage et réactifs

Le matériel de laboratoire utilisé dans 1’étude expérimentale (solvant, réactif chimique
et appareillages) sont cités en annexe (N°1)

V.3.2. Matériel biologique

V.3.2.1. Microorganismes testés

Les extraits de la plante ont été testés sur des microorganismes (bactéries) provenant du
laboratoire de Microbiologie du département de Biochimie-Microbiologie de l'université
Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou (Tableau III).

Tableau III: Souches bactérienne utilisées

Souche testée Type Aspect Référence
morphologique

Staphylococcus Gram positif Cocci en grappe en MU 50

aureus violet

Pseudomonas Gram négatif Bacille en rose ATCC 27853

aeruginosa

V.3.3. Matériel végétal
La plante Laurus nobilis L. utilisée au cours de cette expérimentation a été récoltée au

mois de février 2025 dans la région d’Azazga, de la wilaya de Tizi-Ouzou.

Apres la récolte, la plante est séchée a l'abri de la lumiére et de 'humidité a température
ambiante, pour préserver 1’intégralité des composés actifs pendant environ trois semaines.

Une fois le séchage terminé, les feuilles sont séparées des tiges et réduites en poudre
fine a l'aide d'un broyeur. La poudre obtenue est ensuite stockée dans des flacons en verre
hermétiquement fermés (Figure 17).
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Récolte
—_

Figure 17 : Etapes de préparation du matériel végétal.

V4. Caractérisation physico-chimique des feuilles séches de Laurus nobilis L.
V.4.1. Teneur en eau (Humidité) [78]

» Principe

L’humidité ou la teneur en eau est la quantité d’eau (pourcentage d’eau) contenue dans
I’échantillon a analyser (feuilles de laurier).

» Mode opératoire
e Cinq grammes d’échantillon en poudre ont été placés dans un verre de montre.
e [’échantillon a été mis dans I’étuve a 105°C pendant 2h30min.
e Leverre de montre a été retiré de 1’étuve, puis déposé dans un dessiccateur afin d’éviter
la réhydratation.
e [’¢chantillon a été pesé a I’aide d’une balance de précision 0,001. L’opération est refaite

pour le méme échantillon jusqu’a I’obtention d’un poids constant.

Figurel8 : Poudre de feuilles de laurier avant (a) et apres(b)
déshydratation

20



Chapitre V Matériel et méthodes

> Expression des résultats

La teneur en eau a été déterminée selon la formule suivante :

M1-M2
M

H (%)= x100

H : Humidité (%).
M1 : Masse de la capsule (tare) + la maticre fraiche avant séchage en g.

M2 : Masse de I’ensemble apres séchage en g.
e M : Masse de la prise d’essai en g.

V.4.2. Teneur en cendres [79]
» Principe

Calciner les échantillons a 550°C dans un four a moufle jusqu’a I’obtention de cendres
blanchatres.

» Mode opératoire
e Cing grammes de I’échantillon ont été pesé€s dans des capsules en porcelaine.
e Les capsules ont été placées dans un four a moufle a 550 °C pendant 5 heures.
e Apres incinération, les capsules ont été retirées du four et placées dans un dessiccateur.

e Apres refroidissement les capsules ont été pesées a 1’aide d’une balance de précision
0,0001.
> Expression des résultats

M1-M2

MO (%) = x100

e MO : Mati¢re organique en g
e M1 : Masse de la capsule + prise d’essai en g
e M2 : Masse de la capsule + cendres en g

P : Masse de prise d’essaien g

La détermination de la teneur en cendres (Tc) est calculée comme suit :

TC =100 - MO

V.4.3. Détermination du pH [80]

Le potentiel d’hydrogene (pH) est une variable qui permet la détermination de 1’acidité
d’un produit donné mesuré par un pH-métre.
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» Principe

Le pH d'une solution, mesurant son acidité ou son alcalinité, est déterminé a 1'aide d'un
pH-métre. Cet appareil se compose d'une sonde (€lectrode) plongée dans la solution et d'un
boitier ¢lectronique affichant la valeur numérique du pH.

» Mode opératoire

e Deux grammes de poudre ont été pesés a I’aide d’une balance, puis mélangés avec 15
ml d’eau distillée chaude. Le mélange a été laissé au repos jusqu’a refroidissement.

e Le pH-metre a été étalonné a I’aide de solutions tampons.

e Un volume appropri¢ de 1’échantillon a été prélevé afin de permettre I’immersion de
I’¢lectrode, puis la valeur du pH a été notée sur I’écran du pH-meétre.

e [’¢lectrode a été rincée a 1’eau distillée avant et aprés chaque mesure.

V.5. Etude Phytochimique des feuilles séches de Laurus nobilis L.

Cette technique permet d'identifier les différents métabolites secondaires présents dans
un organe végétal a travers des réactions physico-chimiques. Les tests, réalisés sur de la poudre
de Laurus nobilis ou sur son infusé, révelent la présence ou 1'absence de composés spécifiques.
Les résultats sont ensuite classés selon les critéres suivants :

- Réaction franchement positive : (+ + +), Réaction moyennement positive : (+ +), Réaction
positive : (+), Réaction négative : (-) [81].

V.5.1. Préparation de I’infusé

L’extrait aqueux est obtenu par infusion de 20 g de poudre de feuilles seches de Laurus
nobilis L dans 100ml d’eau distillée bouillante, apres 20min de contact, la phase aqueuse est
filtrée sur un papier filtre. Le filtrat est ajusté a 100ml et conservé dans un flacon stérile opaque
a labri de la lumiére.

V.5.2. Tests phytochimiques

Les tests effectués sont indiqués avec leur mode opératoire dans le tableau IV :
Tableau I'V: Tests phytochimiques

Tests Mode opératoire

Introduire dans un tube a essais 1ml d’infusé a 5% et ajouter
Tanins quelques gouttes de solution aqueuse diluée de FeCls a 1%. En
présence de tanins, il se développe une coloration verdatre ou bleu-
noiratre [82].
L’ajout deS ml d’acide sulfurique (H2S04)a5 ml de
Flavonoides I’infusé provoque une coloration rouge en milieu acide, tandis que
(Anthocyanes) 1’ajout de5 ml d’hydroxyde d’ammonium (NHs<OH) donne
une coloration bleu-violacée en milieu basique, révélant ainsi la
présence d’anthocyanes [82].
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Un mélange de 2 ml d’infusé avec 3 ml de NaOH a 10% produit
Coumarines une coloration jaune aprés agitation, confirmant la présence de
coumarines [83].
1g de poudre est placée dans un tube contenant 15 a 30 ml d’éther
de pétrole. Apres agitation et un repos de 24 heures, les extraits sont
Quinones libres  filtrés et concentrés a 1’aide d’un évaporateur rotatif. La présence de
quinones libres est mise en évidence par I’ajout de quelques gouttes
de NaOH a 10 %, entrainant une coloration jaune, rouge ou violette
de la phase aqueuse [84].
S5¢ de poudre mélangée avec 25ml de H2S04(10%), agitation et
macération puis filtration et lavage avec de I’eau distillée puis
compléter jusqu’a 25ml de H2SQOs. Introduire 1 ml du filtrat dans un
Alcaloides tube a essai et ajouter 5 gouttes de réactif de Dragendorff (solution
aqueuse d’iodobismuthite de potassium). La présence d’alcaloides a
¢été caractérisée par précipité orange [85].
1g de poudre a été introduit dans un tube a essais, puis 20 mL d’éther
ont été ajoutés. Le tube a été bouché, agité, puis laissé au repos pendant
24 heures afin d’assurer un bon contact entre 1’échantillon et le
solvant. Aprés ce temps, le mélange a été filtré, et le volume a été
Stérols et complété a nouveau a 20 mL avec de I’éther. 10 ml de I’extrait ont
triterpénes ensuite €té évaporés a sec dans une capsule. Le résidu obtenu a été
dissous dans 1 mL d’anhydride acétique et 1 mL de chloroforme,
puis la solution a été recueillie dans un tube a essais. A I’aide d’une
pipette, 1 a 2 mL d’acide sulfurique concentré ont été ajoutés
délicatement au fond du tube, sans agitation. La formation d’un anneau
rouge-brundtre ou violacé a la zone de contact des deux liquides,
accompagnée d’une coloration verte ou violette de la phase
surnageante, a indiqué la présence de stérols et de triterpenes [86].
5 ml d’anhydride acétique sont ajoutés a 5 ml d’infusé, puis reprit
Stéroides dans un tube a essai dans lequel sont ajoutés 0,5 ml de H2SO4
concentré. L’apparition d’une coloration violette qui vire au bleu puis
au vert indique une réaction positive [87].
Sml de Pinfusé sont mélangés avec 2ml d’eau distillée, puis la
solution est fortement agitée. La présence des saponosides est €évaluée
Saponosides comme suit :
- Pas de mousse = test négatif
- Mousse moins de 1cm = test faiblement positif
- Mousse de 1-2 cm= test positif
- Mousse plus de 2 cm= test trés positif [88].
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V.6. Préparation des extraits de Laurus nobilis L.

V.6.1 Extrait aqueux (EAQ)

L’EAQ a été préparé par infusion a 90°C (20min, 350 tr/min) de 20 g de poudre dans 100
ml d’eau distillée, suivi d’une double filtration sur des compresses stériles puis sur du papier
filtre. L’extrait aqueux est concentré sous vide (rotavapeur, 35°C), puis séché dans 1’étuve a
40°C et conservé a 4°C jusqu'a utilisation [81].

Figure 19 : Etapes de préparation de 1’extrait aqueux par infusion
V.6.2 Extrait hydrométhanolique
Macération de 20 g de poudre de feuilles de Laurus nobilis dans 100 ml de méthanol/eau
(80 :20) sous agitation pendant 24h a I’obscurité), ensuite une double filtration est réalisée
(compresses stériles + papier filtre). L’extrait méthanolique est concentré sous vide (rotavapeur,
35°C), puis séché dans 1’étuve a 40°C et conservé a 4°C jusqu'a utilisation [81].

Figure 20 : Etapes de préparation de 1’extrait hydrométhanolique par macération

V.6.3 Calcul du rendement en extrait sec

Le rendement de la plante en extrait sec est le rapport entre le poids de I'extrait et le poids de
la plante a traiter [89]. Le rendement qui est exprimé en pourcentage a €té calculé par la
formule suivante :

R % = (PE/PA)x 100

|
Ou:

¢ R :Rendement de l'extrait en pourcentage ;
e PE : Poids de I'extraiten g ;
e PA : Poids de la poudre de Laurus nobilis en g.
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V.7. Dosage des polyphénols et des flavonoides

V.7.1. Dosage des polyphénols
» Principe

La teneur en polyphénols totale des différents extraits de Laurus nobilis a été déterminée
par la méthode Folin-Ciocalteu [90].

Ce réactif de couleur jaune est un mélange d’acides phosphotungstique (H3PW12040) et
phosphomolybdique (H3PMo012040), est réduit en oxydes bleus de tungsténe (Wg0O23) et de
molybdéne (MogO23) lors de 1’oxydation du phénol. Cette réaction qui se produit dans des
conditions alcalines est réalisée avec du carbonate de sodium. La coloration bleue dont
I’intensité est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans 1’échantillon est
mesurée a 765 nm [91].

» Mode opératoire

Le protocole de dosage des polyphénols totaux suivit est celui décrit par (Singleton et
Rossi, 1965) [92] avec quelques modifications. 500ul du réactif Folin-Ciocalteu sont ajoutés a
100pl d’extrait (aqueux et hydrométhanolique) dilué (1 :10). Apres 4 min, 400 pl d’une solution
de carbonate de sodium NaCOs (75 mg/ml) ont été ajoutés tout en agitant les tubes au vortex.
Aprées 2 h d’incubation a température ambiante et a I’abri de la lumiére, 1’absorbance a 765 nm
a €été mesurée.

La courbe d’étalonnage est réalisée par I’acide gallique (0-500 pg/ml) dans les mémes
conditions que I’échantillon. Les concentrations des composés phénoliques sont déterminées a
partir de la courbe d’étalonnage. Les résultats sont exprimés en pg équivalent d’acide gallique
par mg d’extrait (ug EAG/ mg).

Les étapes de dosage des polyphénols totaux sont représentées dans la figure 21 :
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[ 100pul d’extrait ou d’acide 500ul du réactif de Folin-
gallique Ciocalteu

U

400pl du Na2COs (75 mg/ml)]

—
—

/

l

[ Agitation puis incubation pendant 2h a T° ]

ambiante et 4 1’abri de la lumiére

l

l

Lecture des densités optique a 765nm

Figure 21 : Protocole du dosage des polyphénols totaux [92]

V.7.2. Dosage des flavonoides
» Principe

La teneur totale en flavonoides a ét¢ déterminée par la méthode de colorimétrie du
chlorure d’aluminium en utilisant la quercétine comme étalon.

» Mode opératoire

Le protocole de dosage des flavonoides suivit est celui décrit par (Dehpour et al., 2009)
[93]. Pour cela, 500 pl de chaque extrait (aqueux et hydrométhanolique) sont mélangés avec
1500 pl de méthanol a 95 %, 100 ul de chlorure d'aluminium (AICIza 10 %) et 100 pl d'acétate
de potassium (CH3COOK 1M), puis complétés avec 2,8 ml d'eau distillée tout en agitant les
tubes au vortex. Apres agitation et incubation a I'obscurité pendant 30 minutes, I'absorbance est
mesurée a 415 nm a l'aide d'un spectrophotometre UV-Visible.

La courbe d’étalonnage est réalisée avec de la quercétine (0-250 ug/ml) dans les mémes
conditions que I’échantillon. Les concentrations en flavonoides sont déterminées a partir de la
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courbe d’étalonnage. Les résultats sont exprimés en pg équivalent de quercétine par mg
d’extrait (ug EQ/ mg).

Les étapes de dosage des flavonoides sont représentées dans la figure ci-dessous :

[ 1) 500ul d’extrait ou de 2) 1500u] de méthanol
quercétine 95%
[ 4) 100ul de CH3COOK (1M) 3) 100ul de AICI3(10%)

5) 2,8 ml d’eau

T° ambiante et a I’abri de la lumiére

l

[ Agitation puis incubation pendant 30min a ]

l

Lecture des densités optiques a 415nm

Figure 22 : Protocole du dosage des flavonoides [93]

La teneur en composés phénoliques (TCP) ou la teneur en flavonoides (TF)
d’échantillons analysés est calculée par la formule suivante :

T=C.V/M

Soit :
C : concentration de I’extrait en polyphénols ou en flavonoides ;
V : volume de solvant utilisé¢ pour I’extraction ;

M : masse en gramme de la prise d’essai.

V.8. Extraction de I’huile essentielle de Laurus nobilis par Hydrodistillation
» Mode opératoire
L’extraction de I’huile essentielle de Laurus nobilis a été réalisée a l'entreprise "SOSA

bio" située a Souk El Had (Tizi-Ouzou), avec laquelle notre université avait établi un
partenariat. La propriétaire, Sonia SAHOUI, nous a accueillis chaleureusement et nous a permis
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d'utiliser leurs installations pour eftfectuer 1'extraction a grande échelle dans des alambics de 12
litres, ce qui a considérablement réduit notre temps de travail tout en augmentant la quantité de
I’huile extraite.

1 Kg de feuilles fraiches ont été placées dans un alambic rempli aux deux tiers d’eau
distillée puis soumis a ébullition douce pendant 2 heures, Les vapeurs d’huiles essentielles
passent a travers un tube vertical, puis dans un serpentin de refroidissement ou elles se
condensent. Les gouttelettes formées s'accumulent dans un tube rempli d'eau distillée. L'huile

essentielle, étant moins dense que 1'eau, flotte a la surface et récupérées par décantation puis
conservée dans des flacons opaques bien scellés a une température de 4-5 °C (Figure 23).

Figure 23 : Etapes d’extraction de I’huile essentielle de Laurus nobilis L : (a) immersion des
feuilles dans I’eau ; (b) montage d’hydrodistillation ; (c) décantation et séparation des 2
phases ; (d) stockage de I’huile essentielle.

V.8.1. Caractérisation de I’huile essentielle

V.8.1.1 Caractérisation organoleptique

Dans cette étude, trois critéres organoleptiques clés sont examinés pour évaluer la
qualité de ’'HE : I'odeur, la couleur et l'aspect. Ces caractéristiques sensorielles sont essentielles
pour déterminer la qualité globale de 1'huile essentielle.

V.8.1.2 Caractérisation chimique

Les propriétés chimiques étudiées ont été déterminées selon les normes de 1’ Association
Francaise de Normalisation (AFNOR) et I’Organisation Internationale de Standarisation (ISO).

V.8.1.2.1. Indice d’acide
L’indice d’acide est le nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium nécessaire a la
neutralisation des acides libres contenus dans 1 g d’huile essentielle [94].

» Mode opératoire

Un gramme d’huile essentielle a été pesé, puis dissous dans 5 mL d’éthanol a 95 %.
Quelques gouttes de phénolphtaléine ont été ajoutées, et le mélange a été titré avec une solution
de KOH alcoolique a 0,1 mol/L jusqu’a I’apparition d’une coloration rose persistante. Le
volume de KOH utilisé a été noté. L’indice d’acide (IA) a ensuite été calculé selon la formule
suivante :

IA=V.C. 56,11/ M |
|

28



Chapitre V Matériel et méthodes

V : volume (ml) de KOH utilisé pour titrage ;
C : concentration en (mol/l) de KOH ;
M : masse en (g) de la prise d’essai.

V.8.1.2.2. Indice de peroxyde

L’indice de peroxyde a été déterminé par titrage iodométrique (ISO 3960 -1977 (F))
[94]. La méthode est basée sur le traitement d’une prise d’essai, en solution dans de 1’acide
acétique et du chloroforme, par une solution d’iodure de potassium. L’iode libéré a été titré a
I’aide d’une solution de thiosulfate de sodium.

» Mode opératoire

Un gramme de I’huile a analyser a été introduit dans un erlenmeyer, puis 30 mL d’un
mélange composé de deux volumes de chloroforme et trois volumes d’acide acétique ont été
ajoutés. Le mélange a été agité jusqu’a dissolution compléte de 1’échantillon. Ensuite, 1 mL
d’une solution saturée d’iodure de potassium a été incorporé. Apres une agitation de 1 minute,
30 ml d’eau ont été ajoutés. Le titrage a été effectué¢ a I’aide d’une solution de thiosulfate de
sodium 0,01 M, ajoutée lentement sous agitation vigoureuse, jusqu’a disparition presque
complete de la coloration jaune. Quelques gouttes d’empois d’amidon ont ensuite été ajoutées,
et le titrage a été poursuivi, toujours sous agitation énergique, jusqu’a disparition totale de la
coloration. Un essai a blanc a été réalisé dans les mémes conditions expérimentales. L'indice
de peroxyde est ensuite calculé selon la formule suivante :

I, = 10. (n2-n1) / m

m: Masse de la prise d’essai (g) ;
n;: Volume de thiosulfate de sodium 0,01 M (ml) ;

ny: Volume de thiosulfate de sodium 0,01 M de I’essai de blanc (ml).

V.8.1.2.3. Miscibilité a I’éthanol
La miscibilité d'une huile essentielle a 1'éthanol est évaluée en ajoutant progressivement un
mélange hydroéthanolique a 'huile essentielle a 20 °C jusqu'a obtenir un mélange limpide [95].

» Mode opératoire

Introduire 1 ml d'huile dans une éprouvette a 20 °C, puis en ajoutant progressivement un
mélange hydroéthanolique (80 % ou 90 %) par petites fractions de 0,1 ml sous agitation jusqu'a
obtenir une solution limpide. Le volume d'éthanol nécessaire pour atteindre cette limpidité
définit le degré de miscibilité, exprimé sous la forme « 1 volume d’huile dans V volumes
d’éthanol a X % »

V.8.1.2.4. Potentiel hydrogéne (pH)
Cette mesure a été effectuée a ’aide du papier pH.
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V.8.1.3 Caractérisation physique

V.8.1.3.1. Densité relative a 20 °C (d20)
C’est le rapport de la masse d’un certain volume d’une huile essentielle a 20°C, a la masse
d’un volume égal d’eau distillée a 20 °C [96].

Mode opératoire

Le pycnometre (volume : 4,88 mL) a été pesé vide avec une précision de 0,001 g. Il a
ensuite été rempli d’eau distillée, soigneusement essuyé a 1’extérieur, puis pesé de nouveau.
Apres avoir vidé, nettoyé et séché le pycnometre, I'opération a été répétée avec 1’huile
essentielle. Cette méthode a permis de déterminer la densité en comparant les masses obtenues
pour I’eau et pour I’huile essentielle. La densité relative de 1’huile essentielle a 20 °C (d2o) a
ensuite été calculée a 1’aide de la formule suivante :

d? = (mz-mo) / (ml-mo)

mo : masse de pycnométre vide (g) ;
m; : masse du pycnometre rempli d’eau (g) ;
m; : masse du pycnometre rempli d’HE (g).

V.8.1.3.2. Indice de réfraction

C’est le rapport entre le sinus de 'angle d'incidence et le sinus de 1'angle de réfraction d'un
rayon lumineux de longueur d'onde déterminée, passant de l'air dans l'huile essentielle
maintenue a une température constante [97].

Mode opératoire

Régler le réfractométre en utilisant 1'eau distillée comme référence, dont l'indice est de
1,333 a 20 °C. Ensuite, placez deux gouttes d'huile essentielle sur le prisme principal, fermez
délicatement le prisme secondaire, et effectuez la lecture a une température stable. Cette
méthode permet d'obtenir avec précision l'indice de réfraction de ’HE. L’indice de réfraction
IR, a la température de référence t, est donné par I’équation suivante :

Np'= Np"'+(t1-t) F

t1 est la température de mesure, en degrés Celsius ;
t est la température de référence, en degrés Celsius ;
F est un facteur égal a 0,000 35at=20 °C

V.8.1.4. Analyse spectrométrie infrarouge de I’huile essentielle et des extraits de Laurus
nobilis L.

Afin de mettre en évidence les groupements fonctionnels constitutifs de I’HE et des
extraits testés, nous avons eu recours a la spectrophotométrie a infrarouge qui est une méthode
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d’analyse rapide, simple et précise [98]. Ce test a été réalisé au niveau du laboratoire d’analyse
de la faculté des Sciences de I’Universit¢ Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou. L’absorption du
rayonnement infrarouge de 1’échantillon est mesurée en transmission et en fonction de nombre
d’onde, typiquement de 4000 a 500 cm-!. L’appareil utilisé est le spectrophotométre a
transformé de Fourrier du type SHIMADZU piloté par le logiciel « LabSolutions » qui fournit
un spectre. Pour cela on dépose une goutte d’HE et des extraits sur le compartiment échantillon
apres 1’avoir bien essuyé et on lance le logiciel pour avoir les spectres d’absorption.

V.9. Test des activités biologiques

V.9.1 Activité insecticide

Le test de l'activité insecticide de 1'huile essentielle de Laurus nobilis a été mené sur
l'espece d'insecte Tribolium castaneum, également connue sous le nom du petit ver de farine.
Ces insectes ont été¢ fournis aimablement par Mme BENAZZOUZ K. Un élevage en masse a
¢été réalisé selon Laviolette et Nardon (1963) [99] dans des bocaux en verre contenant 200
grammes de semoule, avec des couvercles perforés, pendant une période de 40 jours.

Mise en évidence de ’activité insecticide

L’activité insecticide d’huile et d’extrait de laurier a été mise en évidence par le test
d’inhalation et le test de répulsion sur les adultes de Tribolium castaneum.

V.9.1.1 Test d’inhalation

L’objectif de ce test est d’étudier 1’effet de I'huile essentielle de laurier sur le taux de
mortalité par inhalation en faisant recours a la méthode représentée par Papachristos et
Stampoulos (2002) [100].

e Suspendre des disques de papier wattman de 2cm imbibés avec les doses de 30 ; 40 et
60 pl de I’huile essentielle de laurier a 1’aide d’un fil.

e 20 individus de Tribolium castaneum ont été introduits dans chaque bocal, avec 3
répétitions ; tandis qu'un témoin négatif sans HE a également été préparé.

e Mettre 20g de semoule fine ou de farine dans chaque bocal.

e Le comptage des individus morts a été effectué¢ quotidiennement pendant 24 ; 48 ; 72 ;
96 ; 120 ; 144h.

Le taux de mortalité est calculé en suivant la formule d’ Abbott (1925) [101], et cela en prenant
en considération la mortalité naturelle (Mt) observé au niveau du témoin négatif.

__ Mo—Mt

Mc=——
100-Mt

Mc : Mortalité corrigée.

Mo : Mortalité de 1’échantillon testé.
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Mt : Mortalité dans le t¢émoin non traité (t€émoin négatif)

V.8.1.2 Test de répulsion

Il a été réalisé dans des boites de Pétri pour évaluer I’effet d’huiles essentielle de laurier ;
pour ce test nous avons suivi les étapes suivantes :

e Découper un disque du papier Wattman de 10 cm en deux parties.

e Un demi-disque est imprégné avec les concentrations suivantes : 10 ; 20 et 30 ul de
I’huile diluée dans du DMSO, tandis que 1’autre partie du disque est imprégné avec de
DMSO.

e Les deux parties (celle imprégnée avec I’HE et 1’autre traitée avec le DMSO) sont
rassemblées a 1’aide d’un ruban adhésif et déposées au fond d’une boite de Pétri.

e 20 individus de T. castaneum sont déposés sur le ruban adhésif. (Le test est répété 3

fois).
e Aubout de 30min, nous avons compté le nombre d’individus présents sur chaque demi-
disque.
(NS—NH)
Pr (%)=——""""%100
(NS+NH)

Le pourcentage de répulsion est déterminé en utilisant la formule suivante :
Ns : Nombre d’insectes présents sur le demi disque traité avec le solvant (DMSO) ;
Nu : Nombre d’insectes présent sur le demi-disque traité avec I’HE.

Le pourcentage de répulsion est calcul€ et attribué a I’une des différentes classes répulsives,
selon le classement de Mc Donald (1970) [102], qui sont représentés dans le tableau V

Tableau V: Pourcentage de répulsion selon le classement de Mc Donald (1970)

Classe Intervalle de répulsion Propriétés

Classe 0 PR<0.1% Tres faiblement répulsif
Classe | 0.1% <PR<20% Faiblement répulsif
Classe II 20 % <PR <40 % Modérément répulsif
Classe 111 40 % <PR <60 % Moyennement répulsif
Classe IV 60 % <PR <80 % Répulsif

Classe V 80 % <PR <100 % Tres répulsif

V.9.2. Activité antioxydante

V.9.2.1 Test du pouvoir de réduction du fer : FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

Le pouvoir réducteur d'un extrait est directement lié¢ a son activité antioxydante. Cette méthode
évalue la capacité des extraits a réduire le fer ferrique (Fe*") contenu dans le complexe
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(Ks[Fe(CN)s]) en fer ferreux (Fe?"). Initialement jaune, le fer ferrique se transforme en une
forme bleue verte lorsqu'il capte un électron. Ce changement de couleur, est proportionnel a
l'activité antioxydante de l'extrait [103]. La réaction peut étre représentée par 1'équation :

Fe’" + e — Fe*'

» Mode opératoire

Un volume de 0,125 ml de I'échantillon (aqueux ; hydrométhanolique ; HE), préparé a
différentes concentrations (0,1 ; 0,2 ; 0,4 ; 0,6 ; 0,8 ; 1 mg/ml), est mélangé avec 2,5 ml d'une
solution tampon de phosphate 0,2 M (pH 7) et 2,5 ml d'une solution a 1 % de ferricyanure de
potassium (K5 [Fe (CN)s]). Le mélange est incubé a 50 °C pendant 30 minutes, puis refroidi a
température ambiante. Ensuite, 2,5 ml d'acide trichloracétique a 10 % sont ajoutés pour arréter
la réaction, puis les tubes sont centrifugés a 1500 tours par minute pendant 10 minutes. On
préléve 2,5 ml du surnageant, auquel on ajoute 2,5 ml d'eau distillée et 0,5 ml d'une solution de
chlorure de fer (FeCls) a 0,1 %. L'absorbance est ensuite mesurée a 700 nm a l'aide d'un
spectrophotométre contre un blanc.

L’augmentation de I’absorbance indique une élévation du pouvoir réducteur. Le test a été réalisé
pour chacun des échantillons étudiés. L’acide ascorbique a été utilisé comme témoin positif.
[81].

V.9.3 Activité antibactérienne

V.9.3.1 Repiquage et vérification de la pureté des souches bactériennes

> Repiquage des souches bactériennes

Dans des boites de Pétri contenant de la gélose nutritive (GN), un repiquage a été réalisé
pour les souches Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Staphylococcus aureus MU 50 en
utilisant la méthode des stries serrées, puis les boites ont ét¢ incubées a 37°C pendant 24 heures.

» Vérification de la pureté des souches bactériennes
La pureté des souches Staphylococcus aureus MU 50 ; Pseudomonas aeruginosa ATCC
50 est vérifiée par la coloration de Gram.

v.9.3.2 Coloration de Gram

La coloration de Gram est une coloration différentielle microbiologique qui permet de
distinguer la forme des cellules bactériennes ainsi que leurs modes de regroupement et de les
classer selon la composition et la structure de leurs parois, elle est établie par Hans Christian
Gram 1884.

> Principe

Lors de la réalisation de la coloration de Gram, les bactéries réagissent de deux manicres
distinctes :

e Les bactéries a Gram négatif se décolorent rapidement. En effet, leur paroi est pauvre
en peptidoglycanes et riche en lipides. La dissociation de ces lipides rend la paroi
poreuse, ce qui entraine la décoloration du cytoplasme.
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e Les bactéries a Gram positif conservent leur coloration violette, car leur paroi est
principalement composée d’une épaisse couche de peptidoglycanes, ce qui empéche
I’alcool d’agir et de les décolorer.

e Mode opératoire
Selon la méthode décrite par Delarras (2007) [104], ce test s’effectue comme suit :

e Préparation du frottis : déposer sur une lame une goutte d’eau sur laquelle on ajoute
un prélévement provenant d’une culture jeune, bien étaler en une couche mince homogene
ensuite une fixation s’effectue par passage du frottis dans la flamme du bec bunsen 4 a 5 fois.

e Recouvrir le frottis avec le colorant primaire (violet de Gentiane) et laisser agir
pendant une minute. Le colorant est rejeté sans ringage.

e Verser le Lugol et laisser agir une minute, puis rincer avec 1’eau distillée.
e Décolorer a I’alcool entre 15 et 30 secondes et rincer a 1’eau.

e Recouvrir avec la Fushsine pendant une minute.

e Laver a I’eau courante.

e Sécher la lame et observer a I’immersion sous microscope optique au grossissement
X 100.

v.9.3.3 Evaluation de ’activité antibactérienne

> Préparation des disques
Découper le papier wattman en disques de 6 mm de diametre, les stériliser et les
conserver jusqu’a leurs utilisations.

> Préparation de ’inoculum

e Préparation de la pré-culture

Les souches bactériennes a tester ont été cultivées dans des boites de Pétri contenant la
gélose nutritive puis incubées pendant 24 heures a 37°C afin d’obtenir une culture jeune, en
phase exponentielle de croissance.

e Préparation de la suspension bactérienne

A partir d’une culture jeune de 18 heures, quelques colonies identiques et isolées sont
prélevées puis émulsionnées dans I’eau physiologique stérile a 0,9 %, bien homogénéisé la
suspension bactérienne. Pour la standardisation, 1’absorbance (DO) est mesurée a I’aide d’un
spectrophotomeétre réglé a une longueur d’onde de 620 nm, on admet uniquement une valeur
comprise entre 0,08 et 0,1 qui est I’équivalent d’une charge bactérienne de 107 - 108 UFC /ml.

¢ Ensemencement des boites

A partir de cet inoculum préalablement préparé, de nouvelles boites sont ensemencées par
¢couvillonnage en faisant tourner trois fois la boite d’environ 60°, afin de maintenir une
distribution homogene des souches bactériennes sur le milieu Mueller Hinton (MH). Trois
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_______________________________________________________________________________________________________________________________________________|
boites sont préparées pour chacune des deux souches (une pour I’extrait aqueux, une pour
I’extrait hydrométhanolique et une pour I’huile essentielle).

e Préparations des dilutions

L’huile essentielle et les extraits ont ét¢ dilués avec le DMSO, pour permettre leurs
diffusions dans la gélose.

e Méthode de I’antibiogramme

La détermination du pouvoir antibactérien d’huile essentielle et des extraits de la plante
Laurus nobilis L. vis-a-vis des deux souches a été¢ évaluée par la méthode de diffusion sur
milieux solide Muller Hinton (MH) (Perez et al., 1990) [105] et (Nair et Chanda, 2005) [106].

Des disques de papier Wattman stériles de 6 mm de diametre, sont déposés sur la surface
du milieu MH pour chaque boite. Ces disques sont ensuite imprégnés par 10 pL de chaque
¢chantillon a tester. Un témoin négatif (imbibé de DMSO) et un témoin positif d’antibiotique
(Gentamicine) sont utilisés.

Les boites ont été laissées a température ambiante pendant 15 a 20 min afin de permettre
la diffusion des extraits puis incubées a 37° pendant 24 heures.

La lecture des résultats est effectuée par le calcul du diametre de la zone d’inhibition qui
entoure chaque disque a 1’aide d’une régle.

L’évaluation de 1’effet antibactérien de D’extrait / ’huile essentielle vis-a-vis des souches

bactériennes est exprimée comme suit :

- Souche résistante ou non sensible (-) : diametre < 8 mm
- Souche sensible (+) diamétre entre 9 et 14 mm
- Souche trés sensible (++) diameétre en 15 et 19 mm

- Souche extrémement sensible (+++) diamétre > 20 mm

V.10 Formulation d’une creme hydratante

L’objectif de cette formulation est de concevoir une créme hydratante naturelle, stable
et performante, sous forme d'émulsion huile dans eau, en sélectionnant des ingrédients de haute
qualité. Cette formulation inclut notamment l'huile essentielle de laurier (Laurus nobilis),
reconnue pour ses propriétés apaisantes contre les infections cutanées, ainsi que pour sa capacité
a adoucir et purifier la peau, ce qui la rend idéale pour un nettoyage en douceur.

V.10.1 Type d’émulsion [107 , 108]
Cette formule d’émulsion sera donc de type L/H pour les raisons suivantes :
e Les émulsions L/H sont souvent plus stables que les émulsions H/L. En effet, les

gouttelettes d’huile dispersées ont un habitat plus stable dans la phase aqueuse continue.
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e Bonne tolérance.

e Facilit¢ de nettoyage : les émulsions L/H pouvant étre rapidement éliminées avec de

I’eau.

e Un fort pouvoir pénétrant (contrairement aux émulsions H/L qui est faible).

e Les émulsions L/H peuvent offrir des capacités d’hydratation, ¢’est pourquoi elles sont
fréquemment utilisées dans les produits cosmétiques et de soins personnels.

Les maticres premicres utilisées sont résumées dans le tableau VI :

Tableau VI: Maticres premiceres utilisées pour la formulation de la créme

Matiéres Propriétés Bienfaits Ilustration
premieres
Aspect : peu solide ; Hydratation profonde et
Couleur : blanc a ivoire nourrissante ; Apaise les
nacré ; Odeur : odeur irritations cutanées ;
Huile de  sucrée ; Toucher : assez Adoucit et lisse la peau;
coco sec ; Densité : 0.91, lutte contre le
Indice de saponification : vieillissement cutané
248 265 mg KOH/g Riche en vitamine E, K et
fer
Aspect : liquide huileux Améliorer la pénétration
fluide ; Couleur : dans la peau ; c’est 'une
Huile légérement jaune ; Odeur  des plus douces huiles de
d’amande  : douce et discréte ; base pour les crémes ;
douce Toucher : gras ; Densité :  agent hydratant ; diminuer

0.91-0.92, Indice de
saponification : 189-196
mg KOH/g

Huile non visqueuse, claire
a légeérement jaune, avec
une odeur discréte et une
texture non collante. Sa
densité est d'environ 0,95
g/cm®>.  Une molécule
liposoluble  appartenant,
soluble dans les corps gras
mais insoluble dans I'eau

Vitamine E

les rougeurs, apaise les
sensations d'irritation sur
la peau

Un puissant antioxydant,
Elle renforce la barriere
cutanée en formant un film
protecteur qui limite la
perte d'eau, ce qui
améliore I'hydratation et
maintient la peau douce et
souple ; stabilise les huiles
et beurres végétaux
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Beurre de
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Aspect : beurre solide
d’aspect cireux a T amb ;
huileux au-dela de 34°C
Couleur : jaune clair a
beige ; Odeur :
caractéristique de graine
aux notes d’amande,
Toucher : riche et
fondant, Densité : 0.90
a20°C. Point de fusion : a
35°C, Indice de
saponification :160-200
Produit 100% naturel,
mélange complexe d'esters
gras, d'acides gras et de
composés hydrocarbonés.
Elle permet d'épaissir et
d'augmenter
filmogene. Elle est aussi
appréciée pour stabiliser

le pouvoir

les émulsions et réaliser
des crémes trés
protectrices,

Liquide mobile, limpide a
jaune pale, huileux au
toucher avec une odeur,
fraiche, épicée, camphrée

La glycérine se présente
sous la forme d'un liquide
transparent,
incolore,

visqueux,
faiblement
toxique, au gout sucré

Nom UICPA :
octadécanoate de [(2R) -2-
[(2R,3R,AS) -3,4-
dihydroxyoxolan-2-yl] -2-
hydroxyéthyl]

Formule : C24H4606
Masse molaire : 430,618
g/mol ; Masse
volumique : 1,00g-cm™

Matériel et méthodes

Apporte une hydratation
intense et des propriétés
réparatrices ; protéger la
peau contre les agressions
environnementales et
répare les dommages
cutanés.

Action préventive contre
les vergetures

Agit comme un émulsifiant
naturel, aidant a stabiliser
la créeme et a créer une
texture crémeuse

Régénératrice cutanée et
antioxydante : favorise la
cicatrisation et protége la
peau du vieillissement

Aide également & améliorer
la texture de la créme, la
rendant plus lisse et facile a

appliquer
C’est  un tensioactif non
ionique utilis¢é en tant

qu'additif (numéro E491)

dans la fabrication de
produits alimentaires et
pharmaceutiques. 1
possede des propriétés
émulsifiantes et
dispersantes.
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1

Tous les produits utilisés ont ét¢ achetés dans le commerce local, a I’exception du Span et de
la glycérine, qui ont été fournis par le laboratoire pédagogique de chimie pharmaceutique.
V.10.2 Processus de la formulation

Le processus de la formulation est représenté dans le schéma ci-dessous :

Cire d’abeille + Huile de
coco + beurre de karité+
Span 60

Eau distillée + Glycérine

Préparation
des  deux
phases

—=
—

Les 2 béchers sont
maintenus a une T
entre 60-65°C =
jusqu’a fusion totale
des composés

@ aqueuse

—=

—_—

Incorporer sous
agitation vigoureuse
la phase huileuse
progressivement
dans la  phase
aqueuse

—=

Homogénéisation pour
réduire la taille des
gouttelettes ; lorsque la
T passe en dessous de
40°C on ajoute I’huile
d’amande douce I’'HE de
laurier (1%) et 1la
vitamine E; en
maintenant  [’agitation
jusqu’a refroidissement
du mélange —

Stockage de 1la
creme dans des
récipients stériles

\ J

Analyses : apres 24h on procede a la caractérisation
physicochimique de la créme préparée

Figure 24 : Schéma représentatif du processus de fabrication de la créme 38
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V.10.3 Controle qualité de la créme préparée

Une fois que le produit est formulé, il est impératif de procéder a des tests et analyses
de qualité pour s'assurer de sa sécurité, de son efficacit¢ et de sa conformité aux normes
réglementaires. Parmi les tests réalisés in vitro on distingue :

V.10.3.1 Caracteres organoleptiques

L’observation de la consistance, 1’aspect, I’odeur et la couleur de 1’émulsion.

V.10.3.2 Examen microscopique

Cet examen est réalisé en placant une petite quantité de la créme entre lame et lamelle
d’un microscope photonique et de faire une observation au grossissement X 4 pour controler la
dispersion des gouttelettes du liquide dans 1’émulsion.

V.10.3.3 Mesure du pH

Se fait en solubilisant 1g de la créme préparée dans 10ml d’eau distillée bien
homogénéisée. Introduire 1’électrode dans cette solution et lire le pH sur 1’écran de 1’appareil
de type (Hanna Instruments™ HI2210)

V.10.3.4 Mesure de la viscosité

La viscosité d’une créme est une mesure clé de sa consistance, exprimant son épaisseur
et sa résistance a I’écoulement. Elle influence directement la texture, la sensation a I’application
et la facilité d’étalement sur la peau.

La mesure consiste @ immerger un rotor du viscosimetre de type (NDJ series) dans la
créme, a le faire tourner a une vitesse contrdélée, et a mesurer la résistance au mouvement pour
déterminer la viscosité. Le controle de la température et le choix du rotor sont essentiels pour
obtenir des résultats précis et reproductibles.

V.10.3.5 Test de stabilité a la centrifugation

Ce test consiste a soumettre la créme pendant 15 minute a des vitesses de centrifugation
successives 3000 tours/mn et 6000tours/mn et on note chaque fois 1’apparition ou non des
phénomenes de crémage ; sédimentation ou déphasage.

V.10.3.6 Test de stabilité a la température de stockage

La température constitue un facteur clé dans 1’étude de la stabilité des produits finis.
C’est pourquoi nous avons choisi d’exposer la créme a des températures extrémes afin d’évaluer
I’impact des variations thermiques sur sa stabilité. La détermination de la température critique
du changement d’état sera tres utile pour préciser les précautions éventuelles de stockage. Les
températures testées dans cette étude sont 4 °C, 25 °C et 40 °C pendant 7 jours.

V.10.3.7 Sens de I’émulsion

V.10.3.7.1 Test de coloration / test de solubilité des colorants :

Dans ce test, une petite quantité de colorant soluble dans 1'eau, tel que le bleu de méthyléne
est ajouté a 1'émulsion, si I'eau est la phase continue (émulsion H / E), le colorant se dissoudra
uniformément dans tout le systéme. Si I'huile est la phase continue (émulsion E / H), le colorant
restera sous forme d'amas a la surface du systeéme.
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Chapitre VI Résultats et discussion

VI.1. Parameétres physico-chimiques de la poudre de laurier noble

Les données collectées sur certains parametres physico-chimiques de la poudre des feuilles du
laurier noble sont présentées dans le tableau (VII)

Tableau VII: Résultats des parametres physico-chimiques caractérisant les feuilles de laurier
noble

Tests Teneur en eau (Humidité)  Teneur en cendres pH
% (%)
Laurus nobilis L 8.8 5.036 6.08
AFNOR [109] <10 <8 5,5-6,5

La poudre de feuilles de laurier noble présente une teneur en eau de 8,8%, inférieure au
seuil de 10% fix¢é par la norme AFNOR (NF T75-300). Cette valeur optimale garantit une bonne
stabilité du produit en limitant le développement microbien et en préservant ses qualités. La
conformité a cette norme atteste de la qualité du procédé de séchage suivie de la fiabilité de la
poudre de feuilles de laurier noble.

La teneur en cendres calculée est de 5,036 %, cela indique une faible quantité de maticre
inorganique présente dans le produit, nettement inférieur a la limite de 8% prescrite par la
Pharmacopée Européenne. Cette valeur suggere que la poudre est principalement composée de
matieres organiques, ce qui est cohérent avec l'origine végétale du laurier noble. Une teneur en
cendres relativement basse est généralement considérée comme un indicateur de qualité, car
elle implique une faible contamination par des substances minérales ou des impuretés.

Concernant le pH mesuré, il est de 6,08, correspond a la plage 5,5-6,5 recommandée par
I'AFNOR. Cette valeur indique une légere acidité proche de la neutralité. Cette acidité modérée
pourrait contribuer a préserver les propriétés antioxydantes et antimicrobiennes du laurier
noble, ce qui est bénéfique pour diverses applications, notamment dans les produits de soins
personnels ou dans l'industrie agroalimentaire.

VI1.2. Screening phytochimique de la poudre de feuilles de laurier noble

Les résultats de 1'analyse phytochimique des extraits de Laurus nobilis, obtenus sont présentés
dans le tableau ci- dessous

Tableau VIII: Résultats d’analyse phytochimique de Laurus nobilis L.

Métabolites secondaires Indication Laurier noble
Tanins Bleu-vert ++
Flavonoides Rouge ++
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Quinones libres Phase aqueuse vire au jaune +++
Alcaloides Orange
++
Coumarines Jaune +++
Stéroides Violet -
Saponines Présence d’une mousse entre 1 a +++
2cm
Stérols et triterpeénes Anneau rouge +++

Légende : (-) : négatif ; (+) : faiblement positif ; (++) : Positif ; (+++) : Fortement positif

Les résultats de 1'analyse phytochimique révelent la présence de tanins, de flavonoides,
de quinones libres, d'alcaloides, de coumarines, de saponosides, et de stérols et triterpénes, mais
avec des proportions variables. Ces composés contribuent aux propriétés médicinales et
biologiques de la plante, notamment ses activités antioxydantes, antimicrobiennes et anti-
inflammatoires.

Cependant, le screening phytochimique des feuilles de Laurus nobilis n’a pas révélé la
présence de stéroides. Ce résultat contraste avec celui rapporté par Sghir et Zegrari. (2022)
[110], ou la présence de stéroides a été détectée. Cette divergence pourrait s’expliquer par
plusieurs facteurs, notamment la variation des conditions environnementales, la saison de
récolte, la méthode d’extraction employé (infusion, décoction, macération), ou encore la
sensibilité des tests utilisés. Il est également possible que les stéroides soient présents en tres
faible concentration, en dessous du seuil de détection de notre méthode.

VI1.3. Rendement en extraits

La détermination des rendements en extraits bruts a révélé des taux intéressants pour les extraits
polaires, avec 12,21 % pour I’extrait hydrométhanolique (EM) et 10,25 % pour I’extrait aqueux
(EA). Les rendements d’extraction, ainsi que 1’aspect et la couleur des extraits, sont présentés
dans le tableau (IX)

Tableau IX: Rendement en extraits

Extraits Aspect Couleur Rendement (%)
MeOH/H20 Pate collante Verdatre 12.21
AQ Pate collante Marron clair 10.25

Les rendements d'extraction obtenus dans cette étude s'averent inférieurs a ceux
rapportés dans la littérature. En effet, les travaux antérieurs de Turk et al. (2019) et Rizwana et
al. (2019) [111 , 112] indiquent des rendements plus élevés pour les extraits hydrométhanolique
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(15,49% avec du méthanol a 80% [111] et 52% [112]) et aqueux (27% [112]). Cette différence
pourrait s'expliquer par plusieurs facteurs méthodologiques, notamment les conditions
d'extraction (temps, température, ratio solvant/matiére végétale) ou les caractéristiques du
matériel végétal utilisé (origine géographique, période de récolte, méthode de séchage).

VI1.4. Résultats du dosage des Polyphénols totaux et des flavonoides

Afin de caractériser les extraits obtenus a partir des feuilles de Laurus nobilis L., un dosage des
composés phénoliques totaux [113] et des flavonoides [114] a été réalisé. Le choix de ces
familles de composés repose sur leur implication majeure dans les propriétés pharmacologiques
des plantes médicinales. Les gammes d’étalonnages sont présentées dans les figures 25 et 26 et
les résultats dans le tableau X.

Tableau X: Teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides

Extrait Teneur en polyphénols Teneur en flavonoides
(ng EAG/mg) (ng EQ/mg)

EM 384,25 +1,3 24,7 +0.3

EA 287 +0,25 15,94 +0,64

La teneur en polyphénols totaux de laurier noble a été évaluée a 287+0,25 pg EAG/mg
pour I’extrait aqueux et 384,25+1,3 pg EAG/mg pour I’extrait hydrométhanolique. Ces valeurs
sont supérieures a celles rapportées par Yakhlef et al. (2011) [115], qui a énoncé respectivement
129,09 ng EAG/mg et 166,81 ng EAG/mg. Cette différence peut étre attribuée a plusieurs
facteurs, tels que 1’origine des échantillons, les conditions d’extraction ou les méthodes
analytiques utilisées.

La teneur en flavonoides totaux a été estimée a 24,7 +£0.3ug/mg dans [’extrait
hydrométhanolique des feuilles de Laurus nobilis L., et a 15,94 £0,64 ng EAG/mg dans I’extrait
aqueux. Ces valeurs sont nettement supérieures a celles rapportées dans les travaux de Miliani
(2018) [81], ou les teneurs étaient respectivement de 9,68 pg/mg et 2,85 pg/mg pour les extraits
hydrométhanolique et aqueux. Cette différence peut étre attribuée a plusieurs facteurs,
notamment ’origine botanique du matériel végétal, les conditions de récolte, la méthode
d’extraction, ou encore les techniques de dosage utilisées.
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Figure 25 : Courbe d'étalonnage de l'acide gallique.
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Figure 26 : Courbe d’étalonnage de la quercétine

VI1.5. Caractérisation de I’huile essentielle

VI.5.1. Caractérisations organoleptiques

L'analyse organoleptique permet de vérifier et controler la qualité des HE. Les parameétres

organoleptiques de notre HE sont présentés dans le tableau XI, en accord avec les normes
AFNOR.

Tableau XI: Propriétés organoleptiques de I’'HE de Laurus nobilis L.

Caractéristiques Aspect Odeur Couleur

HE extraite de Liquide limpide Epicée et cinéolée Jaune pale
Laurus nobilis. L

AFNOR [116] Liquide mobile, limpide ~Aromatique, fraiche Incolore ajaune pale
et 1égérement épicée

VI.5.2. Caractérisations physico-chimiques

VI1.5.2.1. Caractéristiques chimiques

Les caractéristiques chimiques de I’essence extraite de laurier noble Laurus nobilis L. sont
présentées dans le tableau ci-dessous :

Tableau XII: Propriétés chimiques de I’'HE de Laurus nobilis L.

Caractéristiques IA IP Miscibilité a pH
I’éthanol a 80°

HE extraite de 1.96 12 1v/2v 6

Laurus nobilis L.

AFNOR <25 <20 1v/2v 5-6,5

L’indice d’acide (ou acidité) indique d'une part le degré de conservation d'une huile et
d'autres part la qualité d'huile alimentaire ; souvent cet indice est de valeur inférieure ou égale
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a 2. Le résultat obtenu pour I’huile essentielle de Laurus nobilis L. analysée est conforme avec
celui des normes AFNOR [116]

Le "Code of Practice" de I'lFRA (International Fragrance Association), 38°™ Amendement
recommande que l'indice de peroxyde ne doive pas dépasser 20mEqO>/ Kg d’huile. La valeur
de I’'IP obtenue avec I’HE de Laurus nobilis L. (12 mEq d’0O2/Kg) est conforme aux normes
IFRA, huile ne présente aucun état d’oxydation.

Le pH des HE est compris entre 5-6,5 (un caracteére acide), et I’huile essentielle étudiée est
conforme a cette exigence. Par conséquent, ce résultat peut amener a un bon caractére
stabilisateur contre les micro-organismes ; ce qui permettra a cette huile de jouer le réle d’un
conservateur dans les produits alimentaires.

La bonne miscibilit¢ des HEs montre la possibilit¢ de I’utiliser dans les préparations
pharmaceutiques.

VI1.5.2.2. Caractéristiques physiques

Les caractéristiques physiques de I’HE de laurier noble sont présentées dans le tableau XIII :

Tableau XIII : Propriétés physiques de I’HE de Laurus nobilis L.

Caractéristiques Densité a 20 °C (d20) Indice de réfraction
HE extraite de Laurus nobilis L. 0.919 1.482
AFNOR 0,905 — 0,929 1,465 — 1,470

VI1.6. Analyse spectroscopique (Spectre Infrarouge)

Le spectre infrarouge se présente sous forme d’une suite de bandes d’absorption, fine et
plus ou moins larges, 1’axe des abscisses représente le nombre d’onde en cm-1, il est orienté de
la droite vers la gauche (de 400 cm-1 a 4000 cm-1). L’axe des ordonnés est orienté vers le haut
et représente la transmittance en %. Dans la pratique, on ne cherche pas a identifier toutes les
bandes compte tenu de leur grand nombre ; on vérifie seulement la présence ou l'absence d'une
bande caractéristique d'un groupement fonctionnel donné.

Les résultats de 1’étude spectroscopique par IR ont révélé la présence de divers
groupements fonctionnels dans l'extrait aromatique (HE) et les deux extraits aqueux et
hydrométhanolique des feuilles du laurier noble (Laurus nobilis L.). Les résultats sont présentés
dans (le tableau XIV) et (annexe 06)
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Tableau XIV: Résultats de I'analyse IR des extraits de Laurus nobilis L.

Extraits Nombre Nature de Liaison fonctions
d’onde (cm- vibration
1)
977 Déformation CH=CH: Alcenes aromatique
hors du plan
1252 Elongation C-O0 Ethers
Esters
Acides
1366 Déformation CH3 Alcanes
dans le plan
1456 Déformation CH: Alcanes
dans le plan N-H Amines secondaires
Huile essentielle 1637 Elongation C=C Alcénes
C=0 Amides
Déformation
dans le plan N-H Amines primaires
2952 Elongation O-H Acides
3318 Elongation O-H Alcools et phenols
Acides
N-H Amines secondaires
1017 Elongation C-O0 Ether aromatique
. 1634 Elongation C=C Alcénes
Extrait C=0 Amides
hydrométhanolique Déformation
dans le plan N-H Amines primaires
3302 Elongation O-H Alcools et phenols
Acides
N-H Amines secondaires
1017 Elongation C-0 Ether aromatique
1634 Elongation C=C Alcénes
C=0 Amides
Déformation
Extrait aqueux dans le plan N-H Amines primaires
3302 Elongation O-H Alcools et phenols
Acides
N-H Amines secondaires

Les spectres IR confirment la diversité chimique de Laurus nobilis L., avec des profils
distincts selon le type d'extrait, ou I’huile essentielle est plus riche car le spectre a révélé
plusieurs bandes caractéristiques que les deux extraits qui savere les mémes.
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Les résultats indiquent la présence d'alcénes de groupes hydroxyles (alcools, phénols et
acides), de fonctions carbonylées (C=0), et de composés azotés (amines, amides N-H). Ces
signatures sont typiques des métabolites secondaires du Laurier noble, tels que :

o Terpénoides (monoterpénes, sesquiterpénes, etc.) qui sont représentés sous formes
d’alcenes.

e Tanins, flavonoides, coumarines représentées sous forme de groupements
hydroxyles

e Alcaloides (composés azotés détectés via les bandes N-H des amines et amides.
e Saponosides Représentés par les carbonylés C-O et C=0.

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus dans 1’analyse phytochimique car ils révélent
la présence des mémes composés.

VI.7. Activités biologiques de I’huile essentielle
VL.7.1. Activité insecticide

VI1.7.1.1. Test d’inhalation

L’huile essentielle de Laurus nobilis L. a montré une activité insecticide modérée contre
Tribolium castaneum lors de tests par inhalation, avec une efficacité dépendante du temps et de
la concentration. Aprés 24 heures d’exposition, aucune mortalité n’a été observée, quelle que
soit la dose testée (30, 40 ou 60 pL). A 48 heures, une mortalité a été enregistrée pour
I’ensemble des doses, traduisant un effet retardé. Apres 72 heures, la dose de 30 uL a provoqué
une légere mortalité, tandis que les doses de 40 uL et 60 uL ont entrainé respectivement la mort
de deux et trois insectes. Aucun changement supplémentaire n’a ét€¢ observé au-dela de cette
période, ce qui suggere une limite rapide de I’effet insecticide, méme avec I’augmentation des
doses. Ces résultats difféerent de ceux rapportés par Ben jemaa et al. (2012) [117], ou I’huile
essentielle de Laurus nobilis avait montré une efficacité plus rapide et marquée dés 24 heures.
Cette divergence peut s’expliquer par les différences dans les doses utilisées entre les deux
études, ainsi que par d'autres parametres expérimentaux tels que les conditions d’exposition, le
mode d’administration ou la composition chimique de 1’huile essentielle.

V1.7.1.2. Test de répulsion

Le test de répulsion mené avec 1’huile essentielle de Laurus nobilis L. sur Tribolium
castaneum, a différentes doses, révele une réaction d’évitement significative. Les insectes se
rassemblent majoritairement du c6té opposé a la zone traitée, indiquant une activité répulsive
notable, comme le montre la figure ci-dessous
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Figure 27 : Evaluation de l'activité insecticide d’huile essentielle de Laurus nobilis L.
par le test de répulsion

Le tableau XV présente les résultats de 1'évaluation de l'activité répulsive de l'huile
essentielle de Laurus nobilis L. sur Tribolium castaneum, incluant les pourcentages de répulsion
et leur classification

Tableau XV: Classement d’huile essentielle de Laurus nobilis L. selon ses propriétés de
répulsion

Huile essentielle Laurus nobilis. L
Taux de répulsion (%) 100 %

Classe de répulsion \"

Effet Trés répulsive

Les résultats obtenus avec I’huile essentielle de Laurus nobilis, présentant une
répulsion de 100 % (Classe V), sont en accord avec ceux rapportés par Teke et Mutlu. (2020)
[118], qui ont également observé une efficacité maximale, confirmant ainsi la reproductibilité
de cet effet.

VI1.7.2. Résultats de I’activité antioxydante

L’activité antioxydante vis-a-vis du fer (Fe*") a été évaluée par spectrophotométrie, en
suivant la réduction de ce dernier, qui s’accompagne d’un changement de couleur du jaune au
bleu-vert dans le milieu réactionnel, a une longueur d’onde de 700 nm.

La figure ci-dessous illustre les résultats obtenus pour le test FRAP des extraits
hydrométhanolique et aqueux, de I’huile essentielle de Laurus nobilis L., ainsi que de I’acide
ascorbique.
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Figure 28 : Evolution des absorbances de 1’activité antioxydante en fonction des
concentrations préparées

L’acide ascorbique a présenté I’activité antioxydante la plus élevée, avec une absorbance
atteignant environ 0,8 a la concentration de 1000mg/1, confirmant ainsi son efficacité en tant
que référence standard. Parmi les extraits de Laurus nobilis L. évalués, D’extrait
hydrométhanolique s’est distingué par une activité supérieure a celle de 1’extrait aqueux et de
I’huile essentielle. Cette supériorité pourrait étre attribuée a sa capacité a extraire une plus
grande diversité de composés phénoliques et flavonoidiques.

Nous pouvons alors classer les activités antioxydantes par réduction du fer des échantillons
comme suit :

Acide ascorbique > Extrait hydrométhanolique > Extrait aqueux > Huile essentielle

Les résultats de cette étude confirment ceux rapportées par Miliani (2018) [81],
montrant que 1'acide ascorbique présente l'activité antioxydante la plus élevée, suivie de I'extrait
hydrométhanolique puis de l'extrait aqueux, et enfin de l'huile essentielle. Les valeurs
d'absorbance présentent des variations mineures probablement dues aux différences de
concentrations étudiées ou aux protocoles expérimentaux.

V1.7.3. Résultats de I’activité antibactérienne

Les résultats de I’activité antibactérienne d’huile et des extraits de Laurus nobilis L.
ainsi ceux de I’antibiogramme sont présentés dans le tableau X VI et annexe 07.
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Tableau XVI: Diamétres des zones d’inhibitions (moyenne = ET) en mm

Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa

MU 50 ATCC 27853
Huiles essentielles de 8,25mm + 0,5 (+) 8,625+ 10,5625 ()

laurier noble
Extrait hydrométhanolique 13,5 mm +0,5 +) 17,25+2,875 (++)
Extrait aqueux 8,425mm + 0,4375 (+) 10,625 £ 1,8125 (+)
Témoin négatif (DMSO) 0 0

Tétracycline 10 mm () 15 mm (++)

Tous les extraits testés (huile essentielle, hydrométhanolique et aqueux) ont montré une
activité antimicrobienne contre les deux souches bactériennes, contrairement au t€émoin négatif
(DMSO0), qui n’a induit aucun effet.

L’extrait hydrométhanolique s’est révélé le plus efficace, avec des zones d’inhibition
de 13,5 £+ 0,5 mm pour Staphylococcus aureus MU 50 (sensible) et17,25 = 2,875
mm pour Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (tres sensible). Ces résultats divergent de
ceux rapportés par Yakhlef et al. (2011) [115], ou le méme extrait présentait une activité plus
¢levée contre S. aureus (21,1 £ 0,5 mm) mais aucune efficacité vis-a-vis de P. aeruginosa.

L’extrait aqueux a également inhibé les deux souches, avec des zones de 8,425 + 0,4375
mm (S. aureus MU 50) et 10,625 £+ 1,8125 mm (P. aeruginosa ATCC 27853). En revanche,
I’é¢tude de Yakhlef et al. (2011) [115] n’a rapporté aucune activité pour P. aeruginosa et des
résultats non déterminés pour S. aureus.

Les faibles zones obtenues avec l’extrait aqueux peuvent s’expliquer par le fait que les
molécules bioactives a caractére bactéricides sont mieux extraites avec un solvant organique
qui est le méthanol.

L’huile essentielle a induit une sensibilit¢ modérée chez les deux bactéries (8,625 + 0,5625
mm pour P. aeruginosa ATCC 2853 et 8,25 £ 0,5 mm pour S. aureus MU 50). Ces valeurs sont
inférieures a celles de Moghtader et al. [119] (29 mm et 24 mm, respectivement), mais
contrastent a celles rapportées dans les travaux de Miliani (2018) [81] notant une résistance
marquée de P. aeruginosa et une forte inhibition de S. aureus (33,5 = 1,3454 mm).

Les résultats obtenus démontrent une activité antimicrobienne inattendue de l'extrait
hydrométhanolique, surpassant celle de la tétracycline (13,5 mm contre 10 mm pour S. aureus
MU 50 ; 17,25 mm contre 15 mm pour P. aeruginosa ATCC 27853).

Dans nos tests, la tétracycline a démontré une efficacité réduite par rapport aux valeurs de
référence établies par le Comité de I'Antibiogramme de la SFM (2018) [120] (23-31 mm pour S.
aureus MU 50) et par Alqahtani et al. (2023) [121] (17,3-26,8 mm pour P. aeruginosa ATCC
27853).
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Les souches testées sont sensibles a la tétracycline et montrent une sensibilité plus
remarquable a l'extrait végétal. Cela est dii probablement a la présence de composés bioactifs
synergiques dans 1’extrait végétal, particulicrement efficaces contre P. aeruginosa, pourtant

réputé résistant.

L’extrait hydrométhanolique mérite une investigation plus poussée comme alternative aux

antibiotiques conventionnels.

VIL.8. Controle de la formulation pharmaceutique (créme hydratante)

Nous avons préparé une créme hydratante naturelle a base d’huile essentielle de laurier
noble, reconnue pour ses propriétés bénéfiques pour la peau. La formulation a été contrdlée par
des analyses macroscopique et microscopique, ainsi que par la mesure du pH, de la viscosité et
I’évaluation du type d’émulsion. Afin de garantir la stabilit¢ du produit, des tests de
centrifugation et une étude de conservation a différentes températures ont été réalisés.

VI1.8.1. Analyse macroscopique

Les propriétés organoleptiques de notre créme
¢laborée sont regroupées dans (le tableau XVII)

Tableau XVII: Propriétés organoleptiques de la

creme preparée

Aspect Apparence
Homogene

Lisse
Onctueuse
Brillante

légerement

Odeur
Douce et

naturelle
méle des
notes de
noisette
sucrée, une
touche
miellée et un
léger parfum
d’huile
essentielle
de laurier
noble offrant
une senteur
enveloppante

Figure 29 :

Toucher
Doux, non
collant et
laisse un
film léger et
agréable sur
la peau avec
une bonne
sensation
d’hydratation
fraiche

Creme élaborée

Etalement Texture

Trés bon  Légerement
¢talement, épaisse
trés bonne
pénétration

apres

application

a la main.
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VI1.8.2. Analyse microscopique

A Taide d’un microscope optique, 1’examen
microscopique de la créme préparée confirme la
répartition homogene des gouttelettes dispersées.

Figure 30 : Taille des gouttelettes de la
creme

VI1.8.3. Mesure de pH

Cette mesure est effectuée a 1’aide d’un pH métre a température ambiante, la valeur
obtenue pour la créme préparée est de 6,68 donc elle est neutre et présente un pH proche de
celui recommandé pour les crémes cosmétiques (4,5 — 7) par conséquent, aucun risque
d’irritation cutanée [122].

VI1.8.4. Mesure de la viscosité

La viscosité¢ de la créme a ét¢ mesurée a I’aide d’un viscosimeétre, a température
ambiante (24 °C), en utilisant le rotor n°4, adapté aux formulations relativement épaisses. Les
résultats obtenus indiquent une viscosité de 41 756 mPa-s a une vitesse de rotation de 6 rpm
(correspondant a 42 % du couple de mesure), et de 29 986 mPa-s a 12 rpm (60 % du couple).
Ces résultats montrent que la viscosité diminue lorsque la vitesse de cisaillement augmente, ce
qui caractérise un comportement pseudoplastique. Par conséquent, notre créme présente un
caractére non newtonien, typique des formulations cosmétiques ou la structure s’adapte sous
contrainte mécanique.

Il est important de noter qu’il n’existe pas de valeur de viscosité « de référence » pour
une créme cosmétique, car celle-ci dépend de nombreux facteurs, notamment la composition et
les ingrédients utilisés. Chaque formule donne une texture spécifique, ce qui rend les
comparaisons directes difficiles.

V1.8.5. Test de stabilité

VI.8.5.1. Stabilité a la centrifugation : La créme cosmétique a €ét€¢ soumise a un test de
résistance a la centrifugation a des vitesses de 3 000 tours/min et 6 000 tours/min pendant 15
minutes a température ambiante. Les résultats montrent que la créme résiste a la centrifugation
et ne présente aucun phénomene de séparation de phases (annexe 08).

VI1.8.5.2. Test de stabilité a la température de stockage : Un suivi de la stabilité a été effectué
sur une durée d’une semaine, par observation visuelle et microscopique. Les résultats obtenus
sont présentés dans le tableau XVIII.
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Tableau XVIII: Résultats de stabilité sous microscope apres 7 jours de conservation a
différentes températures

Conservation a Conservation a 4°C Conservation a 40 °C

température ambiante

Images sous

microscope
Résultats  Les particules Les particules se La majorité des
présentent des caractérisent par des tailles particules observées
dimensions comparables. présentent des
relativement uniformes. dimensions similaires.

V1.8.6. Sens de I’émulsion

La dispersion homogéne du bleu de méthyléne dans notre créme confirme qu’il s’agit
d’une émulsion huile dans eau (H/E), couramment utilisée dans les crémes hydratantes. La
répartition uniforme du colorant indique une bonne stabilité de la formulation comme le montre
la figure ci-dessous :

Figure 31 : Dispersion du bleu de
méthyléne dans la créme
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Aujourd’hui, de nombreuses plantes aromatiques et médicinales représentent une source
précieuse, bien que souvent méconnue, de molécules bioactives susceptibles de contribuer au
développement de nouvelles thérapies complémentaires aux traitements conventionnels. Mieux
connaitre et valoriser ces plantes, notamment a travers 1’étude de la composition chimique de
leurs substances actives, demeure 1’'une des principales préoccupations des chercheurs.

De nombreuses ¢tudes ont été menées sur les plantes de la famille des Lauraceae,
révélant leur richesse en composés bioactifs. En revanche, peu de travaux ont été consacrés a
I’évaluation de la composition chimique et du potentiel antimicrobien de Laurus nobilis L. Dans
ce contexte, nous nous sommes intéressées a une étude approfondie de cette plante, le screening
phytochimique, I’extraction de 1’huile essentielle, la caractérisation physicochimique, I’analyse
spectrophotométrique infrarouge, ainsi que 1’évaluation de son activité insecticide,
antioxydante et antibactérienne. Enfin, une formulation cosmétique a base de son huile
essentielle a été¢ mise au point.

Au terme de notre travail, I’étude botanique a permis de confirmer 1’identité de I’espéce.
L’étude physicochimique a révélé que les feuilles de Laurus nobilis L. posséde un pH
légérement acide, ainsi qu’une faible teneur en eau et en cendres.

Le screening phytochimique et I’analyse infrarouge ont mis en évidence la richesse des
feuilles en tanins, flavonoides, alcaloides, coumarines, saponines, stérols et triterpénes, et
I’absence de stéroides.

L’¢tude des caractéristiques physicochimiques et organoleptiques de 1’huile essentielle
est en accord avec les données de la littérature, ainsi qu’avec les normes établies par AFNOR
et la pharmacopée.

L’¢évaluation de ’activité insecticide sur I’espece Tribolium castaneum a révélé un taux
de répulsion tres élevé, tandis que I’effet observe lors du test d’inhalation s’est avére faible.

L’analyse de I’activité antioxydante par la méthode FRAP a révélé que I’acide
ascorbique posséde 1’activité la plus élevée, suivi de I’extrait hydrométhanolique, de I’extrait
aqueux, et enfin de I’huile essentielle, qui présente 1’activité la plus faible.

L’évaluation de ’activité antibactérienne a montré que tous les extraits testés (huile
essentielle, hydrométhanolique et aqueux) possédent une efficacit¢ modérée contre
Staphylococcus aureus MU 50 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Les différents tests de controle réalisés sur la formulation cosmétique, a base de 1’huile
essentielle de laurus nobilis L., incluant ’homogénéité, la stabilité, le pH, la viscosité et le test
au bleu de méthylene, ont tous donné des résultats remarquables. La créme présente un pH
conforme aux normes de la pharmacopée (entre 4,5 et 7) et une viscosité comprise entre 1 000
et 10 000 mPa-s, adaptée a un usage cosmétique. Le test au bleu de méthyléne a confirmé le
type d’émulsion obtenue.

En conclusion, cette ¢tude a permis de confirmer les propriétés prometteuses de Laurus
nobilis tant sur le plan phytochimique que biologique. Sa richesse en composés bioactifs, son
activité insecticide, antioxydante et antibactérienne, ainsi que la mise au point d’une
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formulation cosmétique stable et conforme aux normes, soulignent le potentiel de cette plante
pour des applications pharmaceutiques et cosmétiques. Ces résultats ouvrent la voie a des
investigations plus approfondies afin d’optimiser son exploitation et sa valorisation.

Toutefois, il serait intéressant d’approfondir I’étude de I’activité antibactérienne de
Laurus nobilis en étendant les tests a un plus large éventail de souches bactériennes. Par ailleurs,
I’exploration d’autres activités biologiques de la plante, telles que ses propriétés cicatrisantes,
anti-inflammatoires et anticancéreuses, mériterait une attention particulicre.

L’identification précise de la composition chimique de 1’huile essentielle pourrait étre
améliorée grace a I’utilisation de techniques analytiques avancées telles que la chromatographie
en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS), la chromatographie liquide
haute performance (HPLC) et la résonance magnétique nucléaire (RMN).

Les résultats obtenus pourront servir de base a des essais cliniques, notamment pour
¢valuer la tolérance locale et optimiser la formulation finale de produits cosmétiques ou
pharmaceutiques, en particulier pour identifier les substances responsables de 1’activité
cicatrisante.

Enfin, I’isolation des composés bioactifs issus des huiles essentielles de plantes
médicinales constitue un axe de recherche prometteur, offrant un fort potentiel de
développement pour les industries pharmaceutique et cosmétique en Algérie.
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Annexe 01 : Matériel utilisé ; appareillages, solvants, réactifs chimiques et milieux de

cultures

Appareillage

Etuve

Four a moufle

Balance analytique
Balance de précision
pH-métre
Spectrophotomeétre UV-Vis
Rotavapeur

Viscosimetre

Microscope optique
Centrifugeuse

Alambic

Agitateur magnétique
Bain-marie

Bec bunsen

Agitateur a hélice

Support élévateur
Thermometre

Spectrométre Infra-Rouge
a transformée de Fourier

(FTIR)

Verrerie et autre
matériel

Capsules en
porcelaine
Pycnometre
Tubes a essai
Béchers
Erlenmeyers
Papier filtre/Whatman
Boites de Pétri
Lames et lamelles
Dessiccateur
Ballons

Ampoule a décanter
Pipette

Pro pipette

Verre de montre
Spatule

Fiole jaugée
Burette
Micropipette
Tube a hémolyse
en verre

Passoir
Entonnoirs

Barreau magnétique

Solvants

Eau distillée
Méthanol
Ether de
pétrole
Ethanol 4 95%

Chloroforme

DMSO

Colorants et
réactifs

Bleu de méthyléne
Phénolphtaléine
Empois d'amidon
Folin-Ciocalteu
Carbonate de
sodium (Na2CO:s)
Chlorure
d’aluminium
(AICl3)

Acétate de
potassium
(CHsCOOK)
Acide gallique
Quercétine
Hydroxyde de
potassium (KOH)
Thiosulfate de
sodium (Na2S:05)
Acide sulfurique
(H2S04)
Ferricyanure de
potassium
(Ks[Fe(CN)s])
Acide
trichloracétique
Chlorure de fer

(FeCls)
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Hydroxyde
d’ammonium
(NH.OH)
Hydroxyde de
sodium
Dragendorff
Anhydride acétique
(C4Hs0Os)

Annexe 02 : Résultats de I’analyse phytochimique

Tests Observations Résultats

Tanins ++

Flavonoides ++
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Quinones libres 4+
Alcaloides
++
Coumarines
+++

Stéroides
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Saponosides +++

Stérols et triterpénes +++
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Annexe 05 : Table infrarouge
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Annexe 06 : Résultats de 1’analyse spectrométrique IR de I’huile essentielle et des extraits

|Hui|e essentielle
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|Extrait méthanolique|
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Annexe 07 : Résultats de I’activité antibactérienne vis-a-vis de Staphylococcus aureus

MU 50 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 respectivement

Extrait méthanolique Extrait aqueux Huile essentielle Témoin positif (tétracycline)




Annexes

Extrait méthanolique Extrait aqueux Huile essentielle Témoin positif (tétracycline)

Annexe 08 : Test de stabilité¢ de la créme a la centrifugation




Résumé

Laurus nobilis L., ou Laurier noble, est un arbuste méditerranéen reconnu pour ses propriétés
médicinales. Cette ¢étude a permis d’évaluer ses caractéristiques physicochimiques,
phytochimiques et biologiques, et de formuler une créme hydratante a base de son huile
essentielle. Le criblage phytochimique a révélé la présence de composés bioactifs tels que les
polyphénols, flavonoides, tanins, saponosides, stérols et alcaloides. L’extrait
hydrométhanolique s’est révélé plus riche en polyphénols totaux (384,25 +1,3 ug EAG/mg) et
en flavonoides (24,7 £0,3 ng EAG/mg) que I’extrait aqueux. L’activité antioxydante, évaluée
par la méthode FRAP, a montré une capacit¢ réductrice plus ¢élevée pour I’extrait
hydrométhanolique comparé a I’extrait aqueux et a I’huile essentielle. L’activité antibactérienne
a révélé des inhibitions modérées, I’extrait hydrométhanolique étant plus efficace contre
Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus, comparé a I’huile essentielle et a I’extrait
aqueux. Par ailleurs, I’huile essentielle a présenté une forte activité insecticide contre Tribolium
castaneum, ainsi qu’un excellent pouvoir répulsif. La créme formulée a base de cette huile
essentielle a démontré une bonne stabilité¢, confirmant le potentiel cosmétique de Laurus
nobilis.

Mots clés : Laurus nobilis, activité antimicrobienne, antioxydante, substances bioactives

Abstract

Laurus nobilis L., commonly known as bay laurel, is a Mediterranean shrub well known for its
medicinal properties. This study aimed to evaluate its physicochemical, phytochemical, and
biological characteristics, as well as to formulate a moisturizing cream based on its essential
oil. Phytochemical screening revealed the presence of bioactive compounds such as
polyphenols, flavonoids, tannins, saponins, sterols, and alkaloids. The hydro-methanolic extract
was richer in total polyphenols (384.25 £1.3 ug GAE/mg) and flavonoids (24.7 +0.3 pg QE/mg)
than the aqueous extract. Antioxidant activity, assessed by the FRAP method, showed a higher
reducing power for the hydro-methanolic extract compared to the aqueous extract and essential
oil. Antibacterial activity revealed moderate inhibition, with the hydro-methanolic extract being
more effective against Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus than the essential
oil and aqueous extract. Moreover, the essential oil exhibited strong insecticidal activity against
Tribolium castaneum, along with excellent repellent power. The formulated cream based on this
essential oil demonstrated good stability, confirming the cosmetic potential of Laurus nobilis.

Keywords: Laurus nobilis, antimicrobial activity, antioxidant activity, bioactive compounds



