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Résumé

Le présent travail vise a explorer I’activité anti-inflammatoire, antioxydante et
antibactérienne de I’extrait aqueux des feuilles de Laurus nobilis L. qui renferme des composés

phytochimiques. L’analyse de ces derniers a révélé que notre extrait présente une forte teneur en
polyphénols totaux (139.66+6.16 mg EAG/Q).

D’une part, 1’évaluation de I’activité anti-inflammatoire est effectuée par la méthode de
I’inhibition de la dénaturation thermique de la BSA et le test de protection de la membrane des
globules rouges vis-a-vis d’un stress osmotique et thermique. Cette étude a montré que ’extrait
aqueux possede un effet protecteur significatif et les résultats obtenus sont respectivement de
72.430+.010 %, 96.5+0.007% et 88.74+0.007 %. D’autre part, une évaluation de [D’activité
antioxydante donne des valeurs d’IC50 de 674.6+29.21 pug/ml pour la capacité antioxydante totale
et une IC50 de 836.16+27.68 pg/ml pour le pouvoir réducteur ferrique. De méme, ’activité
antibactérienne a été évaluée par la méthode de diffusion en milieu gélosé, 1’extrait a montré une
inhibition de croissance de Bacillus cereus et Staphylococcus aureus.

D’aprés les résultats obtenus au cours de cette étude, nous pouvons conclure que I’extrait
aqueux de feuilles de Laurus nobilis L. posséde un potentiel relativement important pour les
activités étudiées. De ce fait, les feuilles de Laurus nobilis constituent une véritable source de
molécules bioactives qui peuvent constituer une alternative dans le traitement de nombreuses
pathologies.

Mots clé : Laurus nobilis L, activité anti-inflammatoire, activité antioxydante, activité
antibactérienne, polyphénols, érythrocytes.

Abstract

The present work aims to explore the anti-inflammatory, antioxidant and antibacterial
activity of the aqueous extract of the leaves of Laurus nobilis L which contains phytochemical
compounds. The analysis of the latter revealed that our extract has a high content of total
polyphenols (139 66-6 16 mg EAG/Q)

On the one hand, the evaluation of the anti-inflammatory activity is carried out by the
method of inhibition of the thermal denaturation of BSA and the test of protection of the membrane
of the cells red against osmotic and thermal stress. This study showed that the aqueous extract has a
significant protective effect and the results obtained are respectively of the order of 72.430+0.10%,
96.5+0, 07% and 88.74+0.007%. On the other hand, the evaluation of the antioxidant activity is
made the extract recorded an IC50 of 30 for the total antioxidant capacity and an IC50 of 20 for the
ferric reducing power. Similarly antibacterial activity was assessed by diffusion method in a gel
medium, the extract showed growth inhibition of Bacillus Cereus and Staphylococcus aureus.

According to the results obtained during this study, we can conclude that the aqueous extract
of Laurus nobilis L leaves has a potential quite interesting for the activities evaluated. Therefore,
the leaves of Laurus nobilis constitute a real source of bicactive molecules which can constitute an
alternative in the treatment of many pathologies.

Key words: Laurus nobilis L, anti-inflammatory activity, antioxidant activity, antibacterial activity,
polyphenols, erythrocytes.
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Introduction

Depuis des milliers d’années, I’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses
besoins de base : nourriture, abris, vétements et également pour ses besoins médicaux.
L’utilisation thérapeutique des vertus des plantes est trés ancienne et évolue avec 1’humanité.

De nos jours, l'utilisation excessive d’agents chimiques est souvent accompagnée
d’effets secondaires indésirables. En effet, le développement de la résistance microbienne aux
antibiotiques, la toxicité des antioxydants et les dommages causés par les anti-inflammatoires
ont conduit la communauté scientifique a s’orienter vers les molécules bioactives d’origine
végétale, principalement a partir des plantes médicinale (KARTHIK et al. 2013), qui sont
considérées comme alternative thérapeutique pour le traitement de nombreuses maladies.

Aujourd’hui les plantes médicinales constituent une source inépuisable de métabolites
secondaires, essentiellement les polyphénols qui sont dotés de nombreuses activités
biologiques et pharmacologiques (HIRASA et TAKEMASA, 1998) et sont connus pour
leurs diverses utilisations dans les industries agroalimentaires, pharmaceutiques et méme
cosmeétiques.

Parmi les plantes médicinales abondantes en Algeérie et réputées pour leurs propriétés
thérapeutiques (anti-inflammatoire, antioxydant et antibactérien), nous retrouvons Laurus
nobilis L. connu sous le nom de laurier noble, appartenant a la famille des Lauracées. Le
laurier est généralement utilis€ en cuisine pour I’assaisonnement, mais également en
médecine traditionnelle contre les rhumatismes, la toux, les maladies cardiaques, les
infections virales, la diarrhée, etc., et comme stimulant général des sécrétions gastriques,
carminatif... (ALEJO-ARMIJO et al. 2017).

Dans ce contexte, notre travail a pour but 1’évaluation de ’activité anti-inflammatoire,
antioxydante et antibactérienne de I’extrait aqueux des feuilles de Laurus nobilis L. Notre
étude est subdivisée en deux parties :

. Une partie bibliographique qui rassemble les données théoriques, qui est constituée de
trois chapitres, dont le premier traite 1’é¢tude botanique de la plante médicinale étudiée, le
deuxieme consacré aux métabolites secondaires et en dernier les différentes activités
biologiques qui font ’objet de notre étude.

. Une partie expérimentale qui comporte les méthodes et techniques utilisées pour
I’évaluation des différentes activités biologiques, et la présentation des résultats obtenus et
leurs discussions.

A la fin, une conclusion générale résumant I’essentiel des résultats des travaux et leurs
perspectives.



Synthese bibliographigue
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1.1. Présentation de Laurus nobilis

Laurier noble, du latin Laurus nobilis L., signifie « toujours vert » faisant allusion au
feuillage persistant de la plante.

Le Laurier noble est un arbuste vivace de la famille des Lauriers (Lauraceae)
comprenant 32 genres et de 2400 a 2500 especes. Il est originaire d’ Asie mineure, retrouve
également dans 1’ensemble du bassin méditerranéen. (AKGUL et al., 1989)

1.2. Systématique de la plante
La classification est regroupée dans le tableau I.

Tableau I : Classification botanique de Laurus nobilis L. (BALLABIO et GOETZ, 2010)

Régne Plantae
Sous-régne Tracheophyta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Magnoliidae
Ordre Laurales
Famille Lauraceae
Genre Laurus

Espece Laurus nobilis L
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1.3. Noms vernaculaires
La dénomination internationale est représentée dans le tableau I1.

Tableau Il : Noms vernaculaires de Laurus nobilis L. (GEERTS, RAMMELOQOO, et VAN
CAUTEREN, 2002)

Nom Francais Laurier commun
Laurier noble

Nom Arabe Warakat sidna moussa
El ghar

Nom Anglais Laurel oil
Noble Laurel

Nom Berbere Thasselte
Erend

Nom Allemand Lorbeersamen
Lorbeer

1.4.Répartition géographique

Originaire de la Méditerranée, le laurier noble pousse spontanément dans le Tell
algérien, mais est aussi cultivé dans de nombreux foyers. Les principaux pays producteurs
sont la Turquie (avec deux tiers de production mondiale), I’ Albanie, le Maroc ainsi que la
Grece et I’Italie. (BELOUD, 2005)

>

Présence de

Laurus nobilis L\\. .

Figurel : Localisation naturelle de Laurus nobilis L. a travers le monde. (BELOUD, 2005)
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I.5.Description botanique

Le laurier est un grand arbre atteignant 2 a 6m de haut, voir 10m dans certains cas. Il

est doté d’un feuillage persistant, dense, vert foncé. Sa croissance est généralement lente. En
20ans, il ne peut atteindre que 5a 6m. (TEUSCHER et al., 2005)

La plante est constituée des organes suivant :

e [Ecorce et tiges
L’écorce du tronc est de couleur vert olive a noire. Au fil des années, elle finit par devenir

grise. L’écorce peut nécessiter plusieurs années pour sa constitution. Les tiges sont vertes et
poussent vers le haut. (BALFOUR, 2011)

e Feuilles
Le feuillage de Laurus nobilis est persistant. Les feuilles sont dotées d’une couleur vert foncé
sur le dessus et plus claire en-dessous. Elles sont longues, ondulées aux bords et parfumées.
Elles mesurent environs 3 & 5cm de large sur 10cm de long. Elles sont en forme de lance avec
des extrémités pointues et un pétiole court (BOTINEAU et PELT, 2015)

e Fruits
Elles sont sous forme de baies ovales longues de 2cm de couleur vertes qui ont tendance a
noircir en automne. La graine est formée de 2 cotylédons riches en lipides et parfumés. Les
baies de laurier servent a en extraire 1’huile pour fabriquer des savons. (BALLABIO et
GOETZ, 2010)

e Fleurs
Laurus nobilis est une plante dioique c'est-a-dire que les fleurs males et femelles sont sur des
pieds différents. Il est composé de 4 a 5 fleurs axillaires de couleur blanc-créeme a jaune. La
floraison a lieu de mars a mai. (GEERTS et al., 2002)
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A : Fruit

B : feuilles C : Fleurs

Figure2 : Les différentes parties de la plante Laurus nobilis L (TEUSCHER et al., 2005)
1.6. Usage traditionnel

Laurus nobilis est 1’une des plantes aromatiques les plus souvent utilisées comme
épice er aromatisant naturel dans le monde entier. En plus de ces vertus culinaires, elle
possede des propriétés médicinales d’ou son utilisation dans les remedes traditionnels.

Les feuilles sont traditionnellement utilisées par voie orale en infusion dans le
traitement symptomatique des troubles digestifs (ballonnements...), des infections virales
(toux, diarrhée...) mais aussi comme calmant pour les douleurs hémorroidales. (BARLA et
al., 2007)
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Elles sont également utilisees en décoction dans le cas de bronchites séveres,
d’insomnies et régles douloureuses. En usage externe, on utilise les feuilles de laurier pour
des bains aromatiques antirhumatismaux et en gargarismes et bains de bouches contre
I’angine et les infections bucco-pharyngées. (VASEY, 2013) En cas de sinusite, afin de
soulager la douleur il est recommandé de déposer une compresse sur le front. (BELOUED,
2003)

Tableau I11 : Quelques usages traditionnels du Laurus nobilis L.
Pays Partie Mode Usage Réferences
utilisée
Espagne Feuilles Décoction | Antirhumatismale, digestif, | (BARLA etal.,
hypoglycémiant 2007)
Palestine Feuilles Anticancéreuse, (BALLABIO et
antispasmodique GOETZ,
Phytothérapie,
2010)
Serbie Feuilles Infusion Anticonvulsif, (VASEY, 2013)

antiépileptique,
antirhumatismale,

expectorant
Turquie Feuilles Infusion Antirhumatismale, anti- (BARLA et al.,
hémorroides, diurétiques, 2007)

épigastrique

1.7. L’huile essentielle de Laurier

Les huiles essentielles sont des substances volatiles, huileuses et odorantes qui sont
secretees par les plantes aromatiques. (El KALAMOUNI et al., 2010)

L’huile essentielle obtenue a partir des feuilles de laurier présente de nombreux vertus et
bienfaits pour 1’organisme et est destinée a plusieurs usages.

Le principal composant de 1’huile de laurier est la 1,8-Cinéole, un éther de monoterpénes
cycliques. Elle est utilisée en application externe en friction comme stimulant local, sur les
foulures, les douleurs rhumatismales mais aussi comme cicatrisant contre les inflammations
cutanées. En usage interne, elle est utilisée comme un reméde stimulant de la fonction

digestive de I’estomac, contre la grippe et autres symptomes respiratoires. (BARLA et al,
2007).
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En outre, I’huile essentielle est utilisée par ’industrie cosmétique en parfumerie et dans la
fabrication des savons. Elle possede également des activités biologiques importantes
(DEMIR et al., 2004).

1.8. Différents types de laurier

Gréace a la dénomination binomiale, il est désormais possible de distinguer un genre et
une espece partout dans le monde tandis que le nom vernaculaire peut étre utilisé pour
nommer de nombreuses plantes parfois totalement différentes. (BELOUED, 2003)

Toutefois, le risque de confusion peut s’avérer dangereux car contrairement au laurier noble,
il existe d’autres lauriers qui sont toxiques pour 1’homme.

Tableau IV : Autres especes du laurier noble (Laurus nobilis L.)

Nom Nom Famille Toxicité Référence
vernaculaire | scientifique
Laurier- Prunus Rosacées Présence d’hétérosides (BOTINEAU et
cerise laurocerasus L. cyanogenes dans les PELT, 2015)
feuilles et les graines des
fruits qui ménent a
’apparition de troubles
respiratoires et
cardiaques.
Laurier rose | Nerium Apocynacees | Toutes les parties de (BOTINEAU,
oleander L. I’arbre (tiges, feuilles, 2010)
fleurs et fruits) sont
toxiques. lls renferment
I’Oléandrine une
substance qui provoque
des troubles cardiaques.
Laurier des | Daphne Thyméléacées | présence d’une résine (BOTINEAU et
bois laureola L. toxique appelée PELT, 2015)
« macerine » contenue
dans la graine.
Laurier-tin | Viburnum tinus | Caprifoliacées | Pas tres fort en termes de | (BOTINEAU et

L.

toxicité. La
consommation des fruits
entraine des troubles
digestifs (vomissements)

PELT, 2015)
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1.9. Composition chimique et molécules bioactives

De nombreuses études ont révélées I’importante richesse des feuilles de Laurus nobilis

L. en substances actives.

Les feuilles sont riches en vitamine E. Elles contiennent une huile essentielle qui renferme 30
a 70 % de 1-8 cinéol (eucalyptol), eugénol, linacol (BRUNETON, 1993). Elles renferment
aussi des flavonoides polaires (dérivées glycosylés de quercétine, kaempferol et de catéchine)
et apolaires (quatre dérivés acylés de kaempferol), des sesquiterpenes lactones, des alcaloides
isoquinoléiques. Les baies renferment 23% d’amidon, 2% de sucre, 0.85% de principes amers,
une résine, du mucilage et renferment 17 a 25% d’huile de laurier. ( DEMO et al., 1998 ;

FIORINI et al., 1998 ).

Tableau V : Les principaux composants des feuilles de Laurus nobilis L.

Classes

Composés

Acides phénoliques

Acide phénylacrylique, acides p-cumarique,
fénulique, sinapique

Flavonoides

Rutine, isoquercitine, hypéroside, kaempférol-3
rhamnoside

Heétérosides de lignanes

Méthoxisolarecirénol-9-O-xylosides,
schizandraside

Alcaloides

Actinodaphnine, launobine, nandigérine

Lactones sesquiterpéniques

Reynosine, santamarine, artémoreine

Huiles volatiles

1,8-cinéole, eugénol, acétate de linalyle,
sabinéne, géraniol

Tannins

Cathéchines, procyanidine B4, B5 et B7,
proanthocyanidines

Vitamine E

Références

(Sangun et
al., 2007)
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11.1. Les métabolites secondaires

Les plantes ont une importance capitale pour la survie de ’homme et les différents
écosystemes. Elles renferment une quantité importante de composés qui interviennent dans
I’ensemble des réactions enzymatiques ou biochimiques ayant lieu dans 1’organisme.

Les plantes sont extrémement riches en métabolites secondaires; molécules
organiques complexes synthétisées et stockées par les végétaux supérieurs autotrophes. Les
métabolites secondaires sont divisés en 3 grandes familles : Les polyphénols, les alcaloides et
les terpénes. (LUTGE et al.,2002)

Meétabolites secondaires I
[ I | | | |
mmsm mmom"| R :] ‘;snjbm:‘] nli'!’""n Saponines | Phytosterol/phytostancls

, Campesterol
Stigm asterol

Denives acide benzoique Resveratrol Matairesinol @ Glycoades
Ex: acide gallique triterpeniques
Dernives acide cinnamique

Ex : acide cafeique
o
"o
.—-
Tanin condense
Acide galique
Mcummol Campesterol

Trans-resveratrol

T e ) G (e (e (e

Apigenine » Chryane Kaempferol Geni Dihyd Naringy Cyanidi Catechine
Lutoleine Daidzeine 7 t P Epicatechine
Myricetine Genistine
- Quercetine Daidzine
- -
-
- o=
Cheyane -
Dihydroquercetine
Nanng Cyamnd: Catechine
Genisteine

Quercetine

Figure3 : Classification de quelques métabolites secondaires (HARTMANN, 2007)

11.2. Les polyphénols
11.2.1. Définition

Les polyphénols sont des éléments naturels synthétisés par les plantes. lls sont
distribués dans les tissus végétaux ou ils sont sous forme de glycosides. La concentration et la

transformation des phénols est a Iorigine de la couleur, de ’ar6me ou de I’astringence des
plantes. (SINGLA et al., 2019)

Ils possédent dans leurs squelettes un ou plusieurs cycles aromatiques portant un ou
plusieurs groupements hydroxyles ainsi que des groupements fonctionnels (ester, méthyle

11
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ester...). Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des végétaux supeérieurs :
racines, tiges, feuilles, fleurs et fruits. lls contribuent a la défense des plantes contre les

agressions de I’environnement et d’éventuelles attaques microbiennes. (BOIZOT et al.,
2006).

11.2.2. Classification des polyphénols

Il existe plus de 8000 structures phénoliques connus. Ils peuvent étre classes selon le
nombre de l’arrangement de leurs atomes de carbones. Parmi les principales classes de
composants phénoliques, nous citerons : les flavonoides (représentent plus de la moitié des
polyphénols), les tanins (produits de polymérisation des flavonoides), les coumarines, les
quinones et les lignanes(LUGASI et al., 2003).

Tableau VI : Les différentes classes des polyphénols. (DAAYF et LATTANZID, 2008)

Squelette carboné Classes de composés phénoliques

C6 Phenols simples et benzoquinones

Co-Cl Acides phenohques

C6-C2 Acétophénones et les acides phenylacétiques
C6-C3 Acides hydroxy-cinnamiques, coumarines, phénylpropenes, chromons
C6-C4 Naphthoquinones

C6-C1-Co Xanthones

Co-C2-Co Stilbénes et anthraquinones

C6-C3-Co Flavonoides et 1soflavonoides

(C6-C1)2 Tannins hydrolysables

(C6-C3)2 Lignanes et néolignanes

(C6-C3-C6)2 Biflavonoides

(C6-C3)n Lignines

(C6)n Catéchols

(C6-C3-Co)n Tannins condensés.

11.2.2.1. Les flavonoides

Ce sont des composés naturels, généralement des pigments polyphénoliques qui ont
pour réle de colorer les fleurs et fruits en jaune ou en blanc. Ils possedent également des

12
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nombreuses vertus médicinales. Ils peuvent étre trouvés sous forme de glycosides ou
d’aglycones. (SEYOUM et al., 2006).

Les flavonoides sont des dérivés benzo-y-pyranne. Leur structure est un diphényl propane a
15 atomes de carbones : le noyau flavane, composé de deux cycles benzéniques (A et B) reliés
par un hétérocycle, le cycle pyrane (C). (DI CARLO et al., 1999)

Figure4 : Structure de base des flavonoides. (DI CARLO et al., 1999)

Les flavonoides peuvent étre subdivises en plusieurs classes en fonction de la variation du
degré d’oxygénation et la différence de substitution de I’hétérocycle C, dont les plus
importantes sont les anthocyanes, les flavanols, les flavanones, les flavonols, les flavonones et
les isoflavones(ALEJO-ARMIJO et al., 2017).

e Flavones et flavonols
Ils représentent les plus grands sous-groupes des Flavonoides. Les flavones ont une double
liaison entre le C2 et le C3. Ils se distinguent des flavonols par I’absence d’un OH au niveau
du C3. Les flavones les plus importants sont la lutéoline et I’apigénine(SINGLA et al.,
2019). Les flavonols sont plus abondants que les flavones d’ou leurs plus grandes
concentrations. Les plus étudiés et connus sont le kaempférol et la quercétine. (Khalili, 2005)

flavonol

flavone

Figure 5 : Comparaison entre la structure chimique d’un flavone et d’un flavonol (Khalili,
2005)

e Flavanons
Contrairement aux flavones et aux flavonols, les flavanons ont une chaine saturée a 3
carbones au niveau de leurs cycles hétérocycliques avec absence du groupement hydroxyle en
position C3. lIs sont généralement glycosylés par un disaccharide dans le C7. Les flavanones

13
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se trouvent principalement en grandes concentrations dans les agrumes : 1’hespéridine chez
les oranges et chez les citrons on trouve I’ériodictyol. (DURAZZO et al., 2019)

(I

Figure6 : Structure chimique des flavanones. (DURAZZO et al., 2019)

e Flavanols
Les flavanols ou flavan-3-ols représentent la sous-classe de flavonoides la plus complexe,
allant des monomeres les plus simples (catéchine et épicatéchine) aux polymeres de
proanthocyanidines. Ils se distinguent des flavanones par 1’absence d’un atome d’oxygene a
la position 4. lls contiennent un cycle hétérocyclique saturé en position C3. (KHALILI,

2005)

OH

Figure7 : Structure chimique des flavanols(KHALILI, 2005)

e Isoflavones
Les isoflavones différents des autres flavonoides par la liaison du noyau phénolique B a
I’hétérocycle C a la position3. lls sont exclusivement retrouvés dans les légumineuses.

(RAMAWAT, MERILLON, 2013)

Figure8 : Structure chimique des isoflavones(RAMAWAT, MERILLON, 2013)

14
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e Chalcones
Chalcones ou 1,3-diaryl-2-propen-1-one est ’'une des classes majeures des composés naturels
des flavonoides. lls sont constitués de deux cycles aromatiques A et B (dépourvu du cycle C)
reliés par une chaine aliphatique a trois carbones. Les cycles A et B sont identiques aux cycles
A et B des flavonoides mais leurs numérotations sont inversees. lls ont un large éventail
d’activités biologiques. Les plus abondants sont : butéine et phlorétine. (TEKALE et al.,

2020)

N S

/ H

Figure9 : Structure chimique des chalcones(TEKALE et al., 2020)

e Anthocyanines et anthocyanidines

Les anthocyanines sont des composés phytochimique appartenant aux flavonoides. Ce sont les
glucosides des polyhydroxy et polymétoxy des derivés de 2-phenylbenzopyrylium. Les
différences de structures entre elles sont liées au nombre de groupement hydroxyles, a la
nature et au nombre de sucres attachés a la molécule, a la position de cette liaison et a la
nature et au nombre des acides aromatiques attachés au sucre dans la molécule. Ils se
présentent principalement sous forme de glycosides d’anthocyanidines tels que : la cyanidine,
la péonidine et la pélargonidine. (DAVIES et MAZZA, 1993)

FigurelO : Structure chimique de ’anthocyane (DAVIES et MAZZA, 1993)

11.2.2.2. Les tannins

Les tannins sont des composés polyphénoliques polaires de haut poids moléculaire
(entre 500 et 3000 Da). Leur saveur astringente est due au fait qu’ils peuvent précipiter les
protéines et les rendre résistantes aux attaques enzymatiques. 1ls sont caractérisés par leur
activités biologiques ou thérapeutiques : antioxydante, anti-inflammatoire, antifongique...etc.

15
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Selon des différences de structure, les tannins sont classés en deux grands groupes : Les
tannins hydrolysables et les tannins condensés. (DURAZZO et al., 2019)

e Les tannins hydrolysables
Il s’agit d’esters d’acides phénoliques. lls sont hydrolysés par des acides ou des enzymes et
produisent de I’acide gallique et de I’acide ellagique et des fractions glucidique ou
polyalcoolique. (DURAZZO et al., 2019)

e Les tannins condensés
Ou non-hydrolysables ou proanthocyanidines sont des tannins qui résistent a 1’hydrolyse. Ils
proviennent de la condensation des polymeres de flavones (flavanes-3-ol, flavane-4-ol,
flavane-3,4-diol), flavonols et catéchines. (DURAZZO et al., 2019)

Gallotannins Ellagitannins

l hydrolysis l hydrolysis
(@]

OH

OH HO

HO
OH HO

Gallic acid Ellagic acid

Figurell : Structure des tannins hydrolysables (gallitannins et
ellagitannins)(DURAZZO et al., 2019)

OoH

HO

Figurel?2 : Structure de base d’un tannin condensé. (DURAZZO et al., 2019)

11.2.2.3. Les non flavonoides

Parmi eux on distingue les acides phénoliques et les lignanes.

e Les acides phénoliques
Les acides phénoliques font partie de la des formes les plus simples des polyphénols. Ils
possédent au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. On distingue deux
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principales classes ; les dérivés de I’acide benzoique tel que ’acide gallique et les dérivés de
I’acide cinnamique, y compris 1’acide caf€ique et I’acide férulique. (KHALILI, 2005)

O OH

OH

Figurel3 : Structure de base de I’acide phénolique (KHALILI, 2005)

e Les lignanes
Les lignanes représentent une classe non flavonoide comportant deux unités propylbenzéne
lices entre elles entre la position béta en C8 des chaines latérales du propane. Les lignanes
sont classées en huit sous-groupes, dont: le furane, le dibenzylbutane et Daryltétraline.

(SINGLA et al., 2019)

/
S

“‘.,‘-“-“
—

Figurel4 : Structure de base des lignanes(SINGLA et al., 2019)

11.3. Biosynthese des polyphénols

Le métabolisme phénolique est un processus complexe. Les voies biosynthétiques des
polyphénols comprennent principalement la voie de shikimate. En effet, la majorité des
composés phénoliques dérivent tous de I’acide shikimique. Cette voie conduit a la formation
de T’acide cinnamique (et dérivés : acide benzoique, acétophénones, lignanes et lignines,
coumarines) synthétisé a partir de la désamination de la phénylalanine et de la tyrosine.
L’acide cinnamique est le précurseur commun de la majorité des composés phénoliques chez
les plantes supérieures. (BRUNETON, 1993)
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Voie des
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Figurel5 : Voie de shikimate (BRUNETON, 1993)

11.4. Effets biologiques des polyphénols
11.4.1. Chez les végétaux

Les composes phénoliques jouent un role important chez les végétaux supérieurs. lls
sont associés a de nombreux processus physiologiques de la plante tels que : la lignification
dont le principal composeé étant la lignine qui synthétise les parois et fait office de barriere
pour la protection contre aux agressions mécaniques. lls contribuent également a la résistance
d’une espéce végétale a I’attaque des insectes, champignons, bactéries grace a leur teneur en
isoflavonoides mais aussi aux UV par les présences des flavonoides. Ils interviennent aussi
dans les critéres de qualités dont la couleur, I’astringence, I’amertume...etc. (FLEUIRIET,
JAY-ALLEMAND, et MACHEIX, 2005). IIs sont également utilisés dans 1’alimentation
pour lutter contre la peroxydation lipidique grace aux propriétés antioxydantes de certains
polyphénols (flavan-3-ols, flavanols, tannins) et ainsi permettre une meilleure stabilisation des
denrées alimentaires. (DAAYF et LATTANZID, 2008)

11.4.2. Chez les humains

Ces composés présentent un rdle dans la protection contre les maladies en raison de
leurs diverses propriétés ; anti-inflammatoires, antioxydants, anti-carcinogénes, anti-
thrombotiques, antibactériens, antiviraux, anticancéreux. D’ailleurs, ils sont de plus en plus
utilisés en thérapeutique. Spécifiguement on attribue aux flavonoides des propriétés
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veinotoniques ; parmi eux: les veinotonique et les vacsuloprotecteurs qui empéchent
I’agglutination des plaquettes sanguines et rendent le sang plus fluide. Ils sont aussi
anxiolytiques et réduisent la thrombose grace a I’acide caféique (SINGLA et al., 2019).

Les exemples de quelques composés phénoliques et leurs activités biologiques sont
récapitulés dans le tableau (VII)

Tableau VII : Tableau V11 : Propriétes biologiques de quelques polyphénols dans
L’organisme. (BRUNETON, 1993)

Polyphénols

Activités biologiques

Acides phénols
(cinnamiques
et benzoiques)

Antibactériennes, antiulcéreuses, antiparasitaires antifongiques,
antioxydantes

Coumarines Protectrices vasculaires, anti-inflammatoires, antiparasitaires
analgésiques et anti-cedémateuses

Flavonoides Antitumorales, antiparasitaires, vasodilatoires, antibactériennes,
anti carcinogenes, anti-inflammatoires, analgésiques, hypotenseurs,
antivirales,  diurétiques,  ostéogéne, antioxydantes,  anti-
atherogéniques, antithrombotique, antiallergique

Anthocyanes Protectrices capillaro-veineux, antioxydante.

Proanthocyanidines

Effets stabilisants sur le collagene, antioxydant, antitumoral,
antifongique et anti-inflammatoire

Tannins galliques et | Antioxydantes

catéchiques

Lignanes Anti-inflammatoires, analgésiques
Saponines Antitumorale, anticancérigene, ...

Phytostérols

Agent de protection contre I’hormone dépendant du cancer de
colons
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1.5 Composés phénoliques des feuilles de Laurus nobilis L.

De nombreuses études ont prouvées que les feuilles de Laurusnobilis L sont une

source de nombreux composés phénoliques différents qui comprennent flavonoides, acides
phénoliques, tannins et lignanes. (DOBROSLAVIC et al., 2022)
Selon ALEJO-ARJINO et al (2017), les flavonoides présentent les principaux constituants
des feuilles de Laurusnobilis L. Les flavonols sont présents en plus grande quantité, pres de
46%. Les kaempferol et les glycosides étant les principaux représentants (50%), suivis de la
quercétine (16%) et de I’isorhamnetin (27%) et leurs glycosides également présents en
quantité importantes. La plupart des flavones présents dans les feuilles de Laurusnobilis L
sont l'apigénine et ses glycosides. Les tanins (proanthocyanidines), les Cinnamtannin B-1 et
les acides phénoliques tels que les acides coumariques et féruliques ont également été
détectés.

Other

co
5

Isorhamnetin and

glycosides
16%
Kaempferol
- and
glycosides
49%
Quercetin and
glycosides
27%
§ Favonols B Phenolic acids W Havones B Havan-3-ols
B Proanthocyanidins. @ Flavanones B Lgnans B Phenolic glycosdes

Figurel6 : Composés phénoliques des feuilles de Laurus nobilis L. (ALEJO-
ARMIJO et al., 2017)

20



Chapitre 111 :

Activités biologiques



Chapitre 111 : Activités biologiques

Les activités biologiques des plantes médicinales sont connues depuis des décennies.
Les chercheurs s’intéressent de plus en plus de nos jours a leurs propriétés qui sont dues aux
nombreux métabolites secondaires qu’elles contiennent.

Laurus nobilis L. est connu pour sa richesse en composés phénoliques (métabolites
secondaires des végétaux supérieurs). Ces derniers jouent un réle important dans la santé
humaine en raison de leurs diverses activités pharmacologiques : anti-inflammatoire,
anticancéreuses,  antimicrobiennes,  antioxydantes,  antivirales,  antispasmodique,
anticonvulsivants, insecticides...etc. (DJERIDAN, 2006)

I11.1. Activité anti-inflammatoire
II1.1.1. L’inflammation

L’inflammation ou la réaction inflammatoire est la réponse des tissus vivants
vasculaires vis-a-vis d’une infection dans le but de maintenir son intégrité.(ZHU et al., 2018).
Elle est définie comme un processus physiopathologique caractérisé par la rougeur, I’cedéme,
la fievre et la douleur. Quelle que soit la nature du facteur déclenchant, les manifestations de
la réaction inflammatoire sont les mémes mais avec des intensités et des durées variables.
(AIT EL CADI et al. 2012)

La réaction inflammatoire est classée en deux catégories: I’inflammation aigue et
I’inflammation chronique.(MAYOUF, 2019)

II.1.1.1. L’inflammation aigue

Il s’agit d’une réponse immédiate de 1I’organisme a un agent agresseur. Cette réaction
est de courte durée (quelques jours a quelques semaines). Elle est généralement bénéfique
pour I’organisme puisqu’elle lui permet de se défendre contre une agression, détruire tout ce
qui le met en danger mais également elle permet de réparer dans un deuxiéme temps le tissu
lésé .Les inflammations aigues guérissent soit spontanément ou avec un traitement mais dans
certains cas elles peuvent prendre des réactions démesurées c’est-a-dire si la destruction
tissulaire est importante et ainsi conduire a de graves complications et laisser des
séquelles.(DORWARD et al., 2012)

Elle se déroule en trois phases :

— La phase vasculaire immédiate qui se fait suite a un signal de danger d'origine soit
endogene ou exogene et qui met en jeu une premicre série d’acteurs avec une
dilatation et perméabilité des vaisseaux.

— Phase cellulaire consécutive marquée par I’activation des cellules du systéme au
niveau du tissu lésé. La phagocytose et la libération de différentes enzymes
hydrolytiques des polynucléaires permettent la destruction de 1’agent causal.

— Phase de résolution, régénération et cicatrisation tissulaire. Elle dépend du degrée de
Iésion au niveau du tissu et peut prendre 10 a 15 jours.(DIEGELMANN, 2004)
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II1.1.1.2. L’inflammation chronique
C’est une inflammation qui persiste dans le temps, elle peut durer plusieurs mois, voire méme
des années et peut étre se prolonger tout au long de la vie(IWALEWA et al., 2007)

Lorsque les réactions aigues n’ont pas abouti, la défense de 1’organisme doit se poursuivre
sur le mode chronique qui se développe dans le cas d’une infiltration excessive des leucocytes
au niveau du site inflammatoire et une mauvaise élimination de 1’agent causal(DORWARD
et al., 2012), mais également peut étre provoquée dans le cas de certaines maladies auto-
immunes(ANZAI et al., 2004) et ainsi provoquer I’apparition de nombreuses pathologies.

Dans ce cas la réaction inflammatoire devient défavorable et doit étre controlée a 1’aide d’un
médicament.

I 1. Dommage tissulaire ] sétectines

Mo
circulation
sanguine , 4. Margination, adhésion et

| 7. Résolution de Finflammation |
élimination compléte de logent cousal,

Vendothélium

° perte des médiotewrs chimiques,
cytokines (TNF, R-1) (. perte des cellues m“d:;t
= cnimiokines (1-8) = \
‘ médiateurs vasooctifs ey l e gramuiotion

2. Reconnaissance de pathogénes
ou de molécules endogénes et induction
de la réponse immunitaire innée

circulation 3b. Augmentation de la
sanguine perméabilité membranaire | ..ccops foctews o foctewrs de

Figure 17 : principales étapes de 1I’inflammation aigué (FUNARO et al.,2009)

II1.1.2. Les médiateurs de I’inflammation

Lors d’une réaction inflammatoire due a I’introduction d’un pathogeéne dans
I’organisme, les cellules présentes dans le tissu lésé ou infecté, telles que. Ces cellules
immunitaires via leur récepteurs cellulaires PRR, elles ont la capacité de reconnaitre des
PAMP qui sont des motifs moléculaires caractéristiques des pathogenes.

En réponse a cette activation, y’aura synthése et sécrétion de nombreuses substances
inflammatoires appelées les médiateurs de 1’'inflammation qui sont généralement divisés en
deux catégories principales : les médiateurs pro-inflammatoires comme le TNF et I’IL-1 qui
jouent un role essentiel dans I’orchestration de I’inflammation et sont a ’origine de la
production d’un grand nombre d’autres cytokines, paralléelement les médiateurs anti-
inflammatoires (IL-4, IL-10, IL-13...) qui tendent a contrdler et limiter le processus
inflammatoire.(CHARLES A. DINARELLO, 2010)
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Tableau V111 : Principaux réles des médiateurs et leurs origines cellulaires (RANKIN, 2004)

Médiateurs

Origine cellulaire

Roéles

Histamine

Mastocytes et basophiles

Augmente la perméabilité des parois
des vaisseaux sanguins.

Agit au niveau du systéeme nerveux et
provoque la sensation de douleur.

Prostaglandines

(médiateurs lipidiques)

Essentiellement par les
leucocytes

Responsables de la vasodilatation,
facilitant I’arrivée des leucocytes vers
la région agressée et participent a la
formation de 1’cedéme et favorisent
aussi la transmission des signaux de
douleur.

Tumor Mastocytes, Le recrutement des leucocytes sanguins
necrosis | macrophages et les vers le foyer inflammatoire.
factor o | cellules dendritiques. La participation au remodelage et a la
(TNF-a) réparation des tissus endommageés.
Leucocytes, cellules Stimulent I’expression de molécules
IL-1 endothéliales et d’adhésion par les cellules
Cytokines pro- fibroblastes. endothéliales  favorisant ainsi la
inflammatoires migration leucocytes vers le site
enflammé.
Induction de la fiévre et diminution de
I’appétit.
IL-6 Phagocytes ; Induit localement [P’activation des
(Macrophages et cellules phagocytes.
dendritiques) et Cellules Favorise le recrutement des monocytes
endotheliales. vers les tissus enflammés.
Induit la production de protéine de la
phase aigle.
chimiokines Cellules sentinelles Attirent les leucocytes circulants et les
dirigent leur migration vers le site de
I’inflammation.
Cytokines IL-4 Cellules NKT La capacité d’inhiber la production
anti- d’IL-1, de TNF, TI'IL-6 et d’autres
inflammatoires | 1L-10 chémokines.
IL-13 La capacité d’induire la production de

I’antagoniste du récepteur pour I’IL-1.
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111.1.3. Les anti-inflammatoires
111.1.3.1. Définition

Les anti-inflammatoires sont des traitements symptomatiques, c’est a dire qu’ils ne
suppriment pas la cause de I’inflammation mais seulement sa conséquence. Ils sont définis
comme étant des substances qui diminuent la sensation de douleur et le gonflement mais aussi
pour lutter contre 1I’inflammation qui apparait suite a une agression d’un agent pathogenes. Ils
ont pour réle de bloquer la sécrétion ou I’action de certains médiateurs chimiques de
I’inflammation comme les prostaglandines(ORLIAGUET et al., 2013).

On distingue des anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ou corticoides et des anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS) (MCGETTIGAN et HENRY, 2013)

111.1.3.2. Les anti-inflammatoires synthétiques

e Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)
Les anti-inflammatoires non stéroidiens constituent une classe pharmacothérapeutique trés
utilisée, et qui est hétérogéne du point de vue chimique. Malgré la diversité de la nature
chimique des AINS, ils possédent tous des propriétés communes : anti-inflammatoires,
antalgiques, antipyrétiques et antiagrégants plaquettaires.

Le mécanisme d’action principal des AINS repose en grande partie sur 1’inhibition des deux
isomeres (COX-1 et COX2) de la cyclo-oxygénase enzyme qui permet la production de
prostaglandine a partir de 1’acide arachidonique. Cette caractéristique commune chez tous les
AINS conduit a la diminution de production des prostaglandines (notamment PGE2 et PGI2),
importants médiateurs de I’inflammation. (PILLON, 2014)

L’inhibition de la synthése de prostaglandines s’accompagne d’effets favorables et déléteres
qui sont susceptibles de toucher les appareils de I’organisme. La majorité se montrent bénins,
mais certains peuvent avoir des conséquences graves.(PILLON, 2014)

e Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS)
Les anti-inflammatoires stéroidiens ou les glucocorticoides constituent une vaste famille des
médicaments derivés du cortisol, principal corticoide surrénalien. Ils représentent le
traitement le plus efficace contre les maladies inflammatoires chroniques telles que 1’arthrite
rhumatoide et les maladies auto-immunes (KESSEL et al., 2014).

Parlant de leur mécanisme d’action, les glucocorticoides ont, a I’'image des AINS, une action
inhibitrice de la synthése des prostaglandines qui s’exerce spécifiquement sur la
phospholipase A2, au début du métabolisme de 1’acide arachidonique. (AIT EL CADI et al.,
2012)

Comme pour les AINS, il est a noter que 'utilisation de ces corticostéroides est associée a de
nombreux effets indésirables et leurs risques s’accroissent avec le prolongement de la durée
du traitement et 1’augmentation de la posologie. Ils sont bien connus pour provoquer
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I'nypertension artérielle, les troubles digestifs mais également la dérégulation de la synthese
naturelle de glucocorticoides a la fin du traitement. (J.-M. BONNETBLANC, 2008)

Phospholipides membranaires

= corticoides
+ e
-—_— Phospholipase A2
| Acide arachidonique l
cox-2 cox-1
'/' Inductible Constitutive
Prostaglandines Prostaglandines
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la douleur et la fieévre plaguettaires Protection . = . Rénales
Phospholipase 1 Muqgueuse et |
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Figure 18 : Mécanisme d’action des AINS et des AIS (corticoides)(Lelong et al., 2013)
111.1.3.3. Les anti-inflammatoires naturels

La phytothérapie est utilisée depuis toujours dans la médecine traditionnelle pour
traiter I’inflammation. Le nombre de composés phytochimiques, trouvé dans les plantes
médicinales est tres vaste, et leurs spectre d'activité est tout aussi grand (BARNES, 1998). En
effet, de nombreuses études indiquent que les plantes sont dotées de propriétés anti-
inflammatoires par a la présence des molécules naturelles bioactives tel que les polyphénols,
les flavonoides, les saponines, les alcaloides, les saponines...etc., permettant de traiter
certaines maladies inflammatoires en bloquant les voies de cyclooxygénase et la lipoxygénase
ainsi que d’autres mécanismes(BOURKHISS et al., 2010)

II1.1.4. L’activité anti-inflammatoire de Laurus nobilis L.

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire de Laurus nobilis L. a fait 1’objectif de
plusieurs études.

KHODJA et al (2020) ont observé que la 1,8-cinéole, un composant principal de 1’extrait de
Laurus nobilis avait la capacit¢ de supprimer systématiquement 1 activation des
inflammatoires NLRP3. D’autre part I’extrait de feuilles de L nobilis est capable d’atténuer
I’expression in vivo des cytokines pro-inflammatoires chez les souris présentant des lésions
pulmonaires aigues. D’apres une autre étude réalisée chez les souris males NMRI et les rats
Wistar, il a été démontré que I’huile essentielle de Laurus nobilis posséde une action anti-
inflammatoire comparable au Piroxicam qui est un anti-inflammatoire stéroidien. (SAYYAH
et al., 2003).

L’extrait méthanolique a également présenté un effet anti-inflammatoire chez la souris
stimulée par les lipopolysaccharides (LPS) par I’inhibition de la production d’oxyde nitrique
NO. Cette propriété est attribuée par les sesquiterpénes retrouvés dans 1’extrait méthanolique.
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111.2. Activité antioxydante
I111.2.1. Le stress oxydatif

Dans les circonstances quotidiennes normales, des radicaux libres sont produits par
divers mécanismes physiologiques car ils sont utiles pour 1I’organisme a condition que la dose
est parfaitement maitrisée par le systeme de défense, la balance antioxydants/prooxydants est
équilibrée. Si tel n’est pas le cas, ¢’est-a-dire y a eu une rupture d’équilibre qui est due a une
surproduction de radicaux libres qui est appelé stress oxydatif qui peut avoir plusieurs
origines (FAVIER, 2003).

Le stress oxydatif est défini comme étant le déséquilibre entre la génération des
especes oxygénées activées (EOA) et la capacité de I’organisme a se défendre en neutralisant
et en réparant les dommages oxydatifs(HALENG et al., 2007). Il se comporte comme étant le
facteur déclenchant de plusieurs maladies provoquant des dommages sur tout 1’organisme et
la majorité de ces maladies apparaissent avec 1’age, car le vieillissement va engendrer une
diminution des défenses antioxydantes(BIDIE et al., 2011)
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Figure 19 : Balance d’équilibre entre les systémes pro et antioxydants (FAVIER,2006)

111.2.1.1. Les conséquences du stress oxydatif

Parmi les conséquences moléculaires du stress oxydatif, nous pouvons avoir des
Iésions directes des macromolécules biologiques (oxydation de I’ADN, des lipides, des
glucides et des protéines), des lésions secondaires dues aux caractéres cytotoxiques et
mutagénes des métabolites libérés lors de 1’oxydation de ces molécules (THEROND,2006 ;
MAHDJOUB et MASROUR-ROUDSARI, 2012) et déclenche plusieurs maladies telles que
les maladies cardiovasculaires, les maladies anti-inflammatoires et neurodigestives, la maladie
d’Alzheimer, le diabéte, I’hypotension, le thumatisme et certains cancer...etc.
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Figure 20 : Atteintes ciblées des radicaux libres (FAVIER, 1997)
111.2.1.2. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont définis comme une molécule ou un atome simple qui possede
un ou plusieurs électrons non appariés (célibataire) sur sa couche externe. (GOUDABLE et
FAVIER, 1997). Cette molécule est tres instable et chimiquement réactive et possédé un
temps de demi-vie extrémement long.(TESSIER et MARCONNET, 1995).

Ce radical libre aura toujours tendance a réagir rapidement avec d’autres composants
en essayant de capter un électron qui est nécessaire pour acquérir sa stabilité, une réaction en
chaine débute lorsqu’un radical libre va attaquer une molécule stable en lui arrachant son
électron et donc devient elle-méme un radical libre.(MARTINEZ-CAYUELA, 1995)... I
existe deux sources différentes de ces radicaux libres ; ils peuvent étre d’origine exogeéne
endogéne : les radiations (les rayons X et lumiéres UV), polluant de I’air, la fumée de tabac
cet de nombreux composés chimiques.(LEVERVE, 2009)
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Figure 21 : Sources des radicaux libres (LEVERVE, 2009)
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II1.2.1.3. Les espéces réactives d’oxygene

Ce sont des espéces chimiques oxygénées, tres actives par la présence d’électron de
valence non apparié. Les ERO, dans tous les systemes vivants aérobies sont produites voie
endogene durant le métabolisme cellulaire (KUMARI et KAKKAR, 2008) mais également
lors du dysfonctionnement de la mitochondrie et aussi des facteurs exogénes sont incriminés
dans leur production a savoir les polluants environnementaux, les solvants
organiques...etc.(VALKO et al.,, 2016; LUSHCHAK., 2014). On distingue deux grands
groupes de molécules réactives impliquées dans le stress oxydatif : les espéces radicalaires et
les especes non radicalaires dont la toxicité est importante. La réactivité d’un radical libre
varie d’un radical a un autre et cela dépend de 1’environnement ou il se trouve.(KUMARI et
KAKKAR, 2008)

Tableau IX : Espéces réactives d’oxygeéne (VALKO et al., 2016 ; Lushchak.,2014).

Especes radicalaires Especes non radicalaires
0, Anion radical superoxyde 0, Oxygene singulet
H,O - Radical perhydroxyle H,0, Peroxyde d’hydrogene
HO' Radical hydroxyle HOCI Acide hypochlorique
RO, Radical peroxyde ROOH | Peroxyde d’alkyle
RO Radical secondaire alkoxyle

Lumiere UV oxydases

'O, ] -— 4. [Hz(): }

Oxygeéne singulet Oxygéne *eroxyde d'hydrogénes

Superoxyde
Cycles redox
NADPH ox

my<¢loperoxidase

HOCI1
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dismutases
mitochondrie

No ] [or | S
Fe

Monoxyde d'azote Anion superoxyde

ONOO ‘ - [()H"

peroxynitrite Radical hydroxyle
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protéines des cascades des protéines lipidique I"ADN
de Kinases

Figure 22: Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactives de 1’oxygene
(FAVIER, 2003)
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111.2.2. Les antioxydants

Les antioxydants sont I’ensemble des molécules ayant la capacité¢ d’inhiber la
génération des especes réactives d’oxygene ou limiter leur propagation en inactivant ce qui
sont déja produits et ainsi bloquer la réaction en chaine de propagation produite par ces
oxydants, ils sont donc des régulateurs du taux de pro-oxydants dans I’organisme.(VALKO et
al., 2006)

Ces antioxydants peuvent agir de plusieurs facons, par exemple en piégeant ces
espéces, en les dismutants ou en les réduisant pour former un composé stable. Les cellules
utilisent de nombreuses stratégies antioxydantes pour contréler leur niveau d’especes
réactives d’oxygene.(FAVIER, 2003)

111.2.2.1. Principaux antioxydants

Les antioxydants sont divisés selon leur mode d’action, leur localisation cellulaire et
leur origine (DELATTRE et al., 2005). On distingue :

111.2.2.1.1. Les antioxydants enzymatiques endogenes

L’organisme humain possede un systeme de défense enzymatique constitué principalement de
trois enzymes antioxydantes tres efficaces, la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT)
et la glutathion peroxydase (GPx).(AVISSAR et al., 1989). Ces enzymes ont pour but
I’éradication des radicaux libres et des especes réactives d’oxygene et conduisent a la
formation d’eau et d’oxygeéne moléculaire (HALLIWELL, 2009)

e Lasuperoxyde dismutase (SOD)

La superoxyde dismutase est une métalloprotéine ayant une activité enzymatique. Son réle
est d’élimine 1’anion superoxyde par une réaction de dismutation en produisant de
I’oxygene et du peroxyde d’hydrogéne.(McCORD et FRIDOVICH, 1988)

e Lacatalase (CAT)

La catalase est une enzyme tétramérique intracellulaire, localisée principalement dans les
érythrocytes, dans le foie et dans les cellules rénales. Elle catalyse deux molécules de
peroxyde d’hydrogéne produites par la superoxyde dismutase et les transforme en eau et
en oxygene qui sont des composés stables.(HALENG et al., 2007)

e Laglutathion peroxydase (GPx)

La glutathion peroxydase est une enzyme présente dans les lipides extracellulaires, le
cytoplasme et les mitochondries, elle constitue un systeme de défense trés
important.(McCALL et FREI, 1999). Cette enzyme a la capacité de catalyser la
transformation du peroxyde d’hydrogeéne en deux molécules d’eau mais cela nécessite la
présence du glutathion réduit et le sélénium.
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Figure 23 : Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants et leurs
cofacteurs métalliques.(FAVIER, 2003)

111.2.2.1.2. Les antioxydants non enzymatiques endogenes

Cette classe regroupe des composés endogénes de faible poids moléculaire qui peuvent
étre soit des produits de synthese (glutathion) ou issus du métabolisme cellulaire (acide
urique).(KOHEN et NYSKA, 2002)

e Le glutathion : est un tripeptide, constitué¢ d’acide glutamique, de cystéine et de
glycine, il est présent dans le cytosol, le noyau et la mitochondrie sous deux formes ;
soit réduite (GSH) soit oxydée (GS-SG).

Le glutathion assure le role de protection des lipides, des protéines et des acides
nucléiques contre 1’oxydation.(STAMLER et SLIVKA, 2009) et agit également
comme Co-substrat d’enzymes antioxydantes.(RAVI et al., 2004)

e Acide urique: est le produit final du catabolisme des purines. A un pH
physiologique 1’acide urique est majoritairement ionisé sous forme d’urate possédant
des propriétés antioxydantes in vitro, il se comporte comme un piégeur puissant de
radicaux (OH', ROO ...etc.) (HALENG et al., 2007)

111.2.2.1.3. Les antioxydants non enzymatiques exogenes

— Les antioxydants synthétiques

Il existe de nombreux antioxydants synthétiques dont les squelettes sont souvent dérivés des
antioxydants naturels. Ils sont généralement des composés phénoliques d’origine
pétrochimiques comme 1’acide 6-hydroxy-2,5,7,8-tétramethylchromane-2-carboxilique qui est
un analogue de la vitamine E et il posséde un fort potentiel antioxydant et sert souvent
d’antioxydant de référence pour les tests biologiques le Butyl Hydroxy Toluéne (BHT) et le
Butyl Hydroxy Anisole (BHA) sont utilisés comme conservateurs a faible concentration dans
les industries agro-alimentaires, cosmétiques et il y a également gallate de propyle (PG), le
gallate d’octyle (OG)...(GUO et al., 2006)
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L’utilisation de ces antioXydants reste controversée, malgré leur efficacité et leur puissance ils
restent considérés comme des corps étrangers au systéme biologique et c’est par rapport aux
produits de leur dégradation qui peuvent étre toxiques.(WILLIAMS, 1994)

— Les antioxydants naturels

IIs incluent des espéces chimiques différentes qui sont d’origine végétale pour la plupart
(BERGER, 2005).1ls comprennent majoritairement la vitamine E, la vitamine C (acide
ascorbique) et les polyphénols issus des végétaux (les caroténoides, les composes
phénoliques... etc.). La plupart de ces composants se trouvent en premier lieu dans
I’alimentation (les fruits, les Iégumes...) (BENDIF, 2017)

e Lavitamine E

La vitamine E ou a- tocophérol est un antioxydant majeur liposoluble. C’est un composé
amphiphile capable de s’insérer dans les membranes cellulaires (les cellules
érythrocytaires, les cellules musculaires, les cellules endothéliales et les neurones). Dans
la

L’a- tocophérol joue un role dans ’atténuation du stress oxydatif, il est connu comme
inhibiteur de la propagation de peroxydation lipidique, cede son hydrogéne situé dans le
noyau phénolique, réduisant ainsi le radical RO,.(DENISOV et AFANAS’EY, 2005)

e Lavitamine C

La vitamine C ou I’acide ascorbique est le principal antioxydant hydrosoluble connu pour
son pouvoir réducteur important. 1l est présent dans tous les compartiments cellulaires et
joue plusieurs roles dans 1’organisme, c’est un piégeur efficace de I’ensemble des especes
réactives d’oxygene en réagissant directement sur 1’anion superoxyde et 1’oxygene
singulet.(EL-AGAMEY et al., 2004)

e Les caroténoides

Ce sont des pigments liposolubles synthétises par les plantes et les microorganismes. La
plupart des caroténoides ont une propriété antioxydante. C’est des antioxydants piégeurs
de radicaux libres, ils ont la capacité d’empécher I’initiation des réactions radicalaires en
neutralisant 1’oxygéne singulet (PASTRE, 2005)

e Lescomposés phénoliques
Ce sont des antioxydants tres abondants dans plusieurs matiéres végétales, en plus ils ont une
nature chimique trés complexe. En effet, dans le regne végétale les composés naturels les plus
répondus sont les polyphénols, ils jouent un réle crucial dans la prévention et le traitement de
certaines maladies cardiovasculaires et anti-inflammatoires méme le cancer. lls sont
également utilisés comme additifs en industrie pharmaceutique, cosmetique et agroalimentaire
(BOUGANDOURA et BENDIMERAD, 2013)
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Les plus importants sont les flavonoides qui sont des métabolites secondaires. Naturellement
ils ont la capacité de piéger 1’oxygéne singulet 'O, et le radical anion superoxyde O, en le
dismutant en H,O,. (CHEN et al., 2003)

111.2.3. Activité antioxydante de Laurus nobilis L.

Actuellement 1’utilisation des molécules antioxydantes synthétiques est remise en
cause en raison des risques toxicologiques potentiels. Beaucoup d’attention a été prétée aux
plantes médicinales et aromatiques (PAM) qui commencent a avoir beaucoup d’intérét
comme source potentielle de molécules naturelles bioactives, c’est pour cela plusieurs
recherches scientifiques ont été développées pour [’extraction, [’identification des
antioxydants naturels a partir des substances naturelles (FADILI et al., 2015)

Parmi ces PAM on a le Laurier noble qui une plante trés utilisée en médecine traditionnelle,
elle posséde de nombreuses activités biologiques, telle que 1’activité antioxydantes. Pour
démonter quels sont les composés chimiques qui conferent cette activité, des recherches faites
sur les extraits aqueux et éthanolique du Laurier ont montré qu'ils présentent une forte activité
antioxydant en émulsion d'acide linoléique(ELMASTAS et al., 2006) ,en plus des autres
composés ont été isolés comme des lactones sesquiterpenoides, des alcaloides isoquinolines et
de la vitamine E.(WETTASINGHE et SHAHIDI 2000).

Selon une autre étude, les feuilles contiennent une grande quantité de phénols ; plusieurs
flavonoides et dérivés ont été déterminés dans les extraits de laurier comme les flavonoides
O-glycosides ou C-glycoside, la catéchine, et du cinnamtannin.(DALL’ACQUA et al., 2009)

Concernant I’huile essentielle de laurier présente une grande activité antioxydante d’apres les
résultats obtenus apres avoir testé son activité par deux méthodes différentes : la technique de
décoloration des B-carotene et le test de DDPH (diphenylpicrylhydrazyle).

111.3. Activité antibactérienne

Les effets antibactériens des plantes médicinales connus depuis [’antiquité. Ces
derniéres années, les recherches convergent vers la découverte de nouveaux agents
antimicrobiens naturels qui seraient un palliatif a l'usage excessif et anarchique des
antibiotiques ce qui amenera a diminuer le risque de développer ce phénomene récurrent de la
résistance bactérienne.

111.3.1. Les antibiotiques

Ce sont des substances chimiques naturelles, synthétiques ou semi synthétiques qui ont
le pouvoir d’inhiber la croissance des microorganismes. Les antibiotiques peuvent avoir un
effet bactéricide, c¢’est-a-dire tuent les germes (SOILLEUX, 2007), ou simplement un effet
bactériostatique en inhibant la multiplication des bactéries dans un milieu donné. (GAUDY et
BUXERAUD, 2001)
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Les antibiotiques agissent en fonction des différences metaboliques et structurales qui
existent entre les cellules eucaryotes et procaryotes. Lorsqu’ils sont efficaces contre de
nombreuses espéces bactériennes (& Gram positif et Gram négatif) ils sont dits a « large

spectre » ; ceux qui sont actifs seulement sur un certain nombre d’espéces sont dits a « Spectre
étroit » (JOLY, 1989).

111.3.2. Classification des antibiotiques :

La classification des antibiotiques est basée sur le spectre d’action, nature chimique,
origine, mécanisme d’action (KEZZAL, 1993).

Tableau X : Principales familles des antibiotiques. (COHEN et JACQUOT, 2001)

Famille Antibiotiques

Bétalactamines Pénicilline, Céphalosporines
Aminosides Streptomycine, Gentamycine
Phénicolés Chloramphénicol, Thiamphénicol
Tétracyclines Tetracycline, Doxycycline
Macrolides Erythromycine

I11.3.3. Mode d’action des antibiotiques
Le mode d’action des antibiotiques est en fonction de leur cible.

Les cibles principales des antibiotiques sont : la paroi cellulaire, la membrane cytoplasmique,
les ribosomes, la réplication d’ADN et la transcription. (MADIGAN et MATINKO, 2007).

Inhibition q<3 la syr)thése @ Inhibition de la synthése
de la paroi bactérienne de la membrane cytoplasmique

(3) Inhibition de Ia - \
synthése protéique @ Inhibition de la
synthése de I'ADN

@ Autres meécanismes

Figure 24 : Cibles d’action des antibiotiques (LESSEUR, 2014)
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111.3.4. Résistance bactérienne aux antibiotiques

Au cours de ces dernicres années, il a été¢ observé que 1’efficacité des antibiotiques a
fortement diminuée. Les bactéries sont devenues plus résistantes. L’utilisation abusive et
anarchique de ces agents a entrainé une adaptabilité des souches et a la formation des souches
multi-résistantes. (GUILLOT, 1989)

111.3.5. Activité antibactérienne de Laurus nobilis L.

L’huile essentielle des feuilles de laurier est composée de molécules actives telles que
les oxydes terpéniques, monoterpénols, phénols, monoterpénes, sesquiterpenes et des esters
terpéniques. Le principal composant de I’HE de laurier est le 1,8-cinéole. Les cineoles
possedent des activités biologiques importantes surtout pour le traitement des maladies des
voies respiratoires. Elle est composée aussi de phénols (eugénol) qui sont de puissants et
polyvalents anti-infectieux, a la fois antibactériens, antiviraux et antifongiques qui ont une
trés grande efficacité et un large spectre d’activité. (LIRA et al., 2009)

L’action de I’HE sur les différentes souches bactériennes est due principalement a sa
grande affinité aux lipides membranaires grace a sa nature hydrophobe. Le 1,8-cinéole associé
aux phénols provoquent une augmentation de la perméabilité de la membrane suivie de sa
rupture ce qui va entrainer la fuite du contenu cytoplasmique et de ce fait, la perte des
constituants cellulaires. L’acidification de I’intérieur de la cellule va bloquer la production de
I’énergie cellulaire et la synthése des composants de structure. Le matériel génétique de la
bactérie sera détruit conduisant a la mort de cette derniere. (FRANCHOMMIE et al., 2001)

I11.4. Autres activités

e Activité cytotoxique
Les sesquiterpénes ; les lactones et lauroxe pines isolés a partir des feuilles de laurier
se sont avéres fortement cytotoxiques vis-a-vis d’une lignée cellulaire cancéreuse
ovarienne. (BARLA et al.,2007)

e Activité antifongique
Elle est due a la teneur en 1,8-cinéol, composé majeur de I’HE. Ce dernier présente
des activités antifongiques importantes liées a la présence de monoterpénes et
sesquiterpenes. Les résultats d’une étude montrent qu’elle pouvait étre utilisée
comme fongicide naturel contre les champignons pathogénes. (ERTURK , 2006)

e Activité toxicologique
L’effet toxique des feuilles de laurier et de I’huile essentielle est insignifiant. Mais ces
derniers peuvent provoquer des irritations de la peau ou des risques d’allergies
buccales / stomacales puisqu’elles renferment des lactones sesquiterpéniques dont le
principale : le costurnolide. (ANTON, 2005)
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e Activite fumigéne
Le cinéol, I’eugénol et linalol sont les composés majeurs de I’HE de Laurus nobilis L
ayant une action répulsive contre les insectes (ROZMAN et al., 2007).

e Activité gastro protectrice
Des études récentes ont prouvé que les feuilles et I’'HE des feuilles de Laurus nobilis
L. favorisent la sécrétion gastrique. Elles sont utilisées comme analgésique pour
traiter les crampes intestinales, les névralgies...etc. (BALLABIO et GOETZ, 2010)

e Activité anticonvulsive
L’HE des feuilles de laurier est riche en cinéol, eugénol et méthyle eugénol qui sont
les principaux composants qui protégent contre les convulsions. L’effet sédatif est lié
a la teneur en flavonoides contenues dans les feuilles de laurier qui ont une affinité
pour les récepteurs GABAA (SAYYAH et al.,2002)

Egalement de nombreuses autres activites telle que : I’activité cicatrisante, ’activité
hypoglycémiante et I’activité antibiofilms...etc.
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VI.  Matériels et méthodes

Notre étude experimentale a été realisee au niveau du Laboratoire de recherche de
Biochimie Analytique et Biotechnologie (LABAB), de la faculté des sciences biologiques et
agronomiques, Université de Mouloud MAMMERI de Tizi-Ouzou (UMMTO), durant une
période comprise entre mars 2022 et juin 2022.

Ce travail a pour but la valorisation des feuilles de Laurus nobilis L. a travers 1’évaluation
de trois activités biologiques qui sont: IP’activit¢ anti-inflammatoire, antioxydante et
antibactérienne. Cette expérimentation a été réalisée en 2 parties :

— Une partie biochimique qui consiste en premier lieu a déterminer la teneur en
polyphénols totaux pour I’¢tude phytochimique, en deuxieme lieu c’est
I’évaluation des deux propriétés biologiques. D’abord tester I’activité anti-
inflammatoire en évaluant I’effet protecteur de I’extrait aqueux des feuilles de
la plante vis-a-vis de I’hémolyse des cellules érythrocytaires induite par une
solution hypotonique et par la chaleur, mais aussi I’inhibition de la
dénaturation thermique de la BSA. Ensuite on est passé a 1’évaluation de
I’activité antioxydante de notre extrait aqueux.

— Une partie microbiologique qui consiste a évaluer ’activité antibactérienne de
I’extrait aqueux vis-a-vis de 4 souches bactériennes (Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus et Bacillus cereus).

Matériel végétal

l

Extraction aqueuse

| 1
Etude phytochimique Etude des activités biologiques
|
] [} 1} !
f Dosage des ) Activité Activité Activité anti-inflammatoire
polyphénols antioxydante antibactérienne T
\_ ) / \
l l l l *Innocuité de ’extrait vis-a-
e e N N /7 ™\ vis des érythrocytes
Méthode Test de la Test du )
S 4 i Meéthode de *Test de protection de
colorimétriqu capacite pouvoir o , SR
- - . diffusion sur P’extrait vis-a-vis d’un stress
e au Folin- antioxydan réducteur ) hypotonique
Ciocalteu te totale ferrique disque
(TAC) (FRAP) *Test de protection de
\ \_ AN J \ / extrait vis-a-vis d’un stress
thermique
*Test d’inhibition de la
dénaturation thermique de la

BSA

Figure 25 : Schéma récapitulatif des protocoles expérimentaux adoptés.
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V1.1. Matériels
VI1.1.1 Matériel végétal

La plante Laurus nobilis utilisée au cours de cette expérimentation a été récoltée au
mois de mars 2022 dans la region de Tizi-Ouzou, la wilaya de Tizi-Ouzou.

Une fois la récolte faite, la plante est mise a sécher a I’abri de la lumiére et de ’humidité a
une température ambiante pendant environ 3 semaines afin d’assurer que la plante est
complétement séche.

Apres séchage, les feuilles ont été séparées des tiges et réduites en poudre fine a ’aide d’un
broyeur. La poudre obtenue est ensuite conservée dans des flacons en verre hermétiquement
fermés.

Figure 26 : feuilles de Laurus nobilis (image Figure 27 : feuilles seches de Laurus
personnelle) nobilis (image personnelle)

Figure 28 : poudre des feuilles de Laurus nobilis (image personnelle)
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V1.1.2. Prélévements sanguins

Les prélevements de sang veineux ont été effectués sur des volontaires sains, non-
fumeurs et ne suivent aucun traitement. Le sang est récupéré dans des tubes héparines et
conservés a 4°C.

V1.1.3. Les souches bactériennes

L’activité antibactérienne de I’extrait aqueux des feuilles de Laurus nobilis a été mise
en évidence en utilisant des souches bactériennes qui ont été fournies par le Laboratoire de
recherche de la Faculté des sciences biologiques et agronomiques, Université de Tizi-Ouzou

Tableau XI : Description des souches bactériennes.

Famille L’espéce Gram Reference

Entérobacteriaceae | Escherichia coli Gram négatif ATCC 25922

Entérobacteriaceae | Klebsiella Gram négatif ATCC 7803
pneumoniae

Staphylococcaceae | Staphylococcus Gram positif ATCC 25923
aureus

Bacilliaceae Bacillus cereus Gram positif ATCC 14575

VI1.2. Méthodes
VI1.2.1. Préparation de I’extrait aqueux

La technique utilisée pour la préparation de I’extrait aqueux est la macération. On
prend 20g de poudre de feuilles de Laurus nobilis dans 200 ml d’eau distillée. Aprés une
macération de 24h a I'obscurité sous agitation a 100rpm et a une température ambiante. Le
macérat résultant est filtré successivement a 1’aide de plusieurs passoires de diamétres
différents afin d’éliminer un maximum de matiere végeétale puis avec du papier wattman n°1
jusqu’a I’obtention d’un liquide limpide et homogéne.(MOUALEK, 2018)

Le filtrat obtenu de I’extraction est réparti dans des cristallisoirs (15ml dans chaque
cristallisoir) puis déposé dans le lyophilisateur christ alphal-2. Cette méthode permet de
mieux préserver le matériel végétal.

La poudre végétale obtenue est conservée dans des flacons hermétiquement fermés a 1’abri de
la lumiere et de 'humidité a 4°C, dans le but de préserver la stabilité des principes actifs
présents jusqu’a leur utilisation ultérieure.
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Les différentes étapes de I’extraction aqueuse sont résumées dans la figure suivante :

20g de poudre de feuilles de laurier
+ 200 ml d’eau distillée

|

Macération 24h

T° ambiante+ obscurité+ agitation

l

[ Filtration du macérat ]

l

Filtrat aqueux

l

[ Lyophilisation ]

l

Lyophilisat conservé a 4°C

Figure 29 : Schéma récapitulatif des différentes étapes d’exaction aqueuse.

VI1.2.2. Méthodes d’analyse

V1.2.2.1. Le dosage des polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux contenue dans I’extrait aqueux des feuilles Laurus
nobilis L. a été détermine par la méthode au réactif de Folin-Ciocalteu (LI et al., 2008). Ce
réactif est constitué par un mélange d'acide phosphotungstique (HsPW12040) et d'acide
phosphomolybdique (H3PMo012040) de couleur jaune. (BOI1ZOT et CHARPENTIER, 2006).

En présence du réactif Folin-Ciocalteu, les polyphénols subissent une oxydation. Cette
réaction entraine D’apparition d’une couleur bleue. L’intensit¢ de cette couleur est
proportionnelle au taux de polyphénols contenu dans I’extrait aqueux des feuilles du laurier

noble.
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200ul d’échantillon végétal a doser sont mélangés a 1 ml du réactif Folin-Ciocalteu (dilué au
dixieme), ensuite on ajoute 800 ul de carbonate de sodium Na>COs (75 mg/ml). Le mélange
est agité et incubé a I’obscurité a une température ambiante pendant 45 min. Par la suite
I’absorbance est mesurée a une longueur d’onde de 760nm a I’aide d’un spectrophotomeétre
(figure 30)

Une gamme d’étalonnage d’acide gallique est réalisée a des concentrations allant de
10 a 100 pg dans les mémes conditions que I’échantillon (Wong et al., 2006). L’acide
gallique est utilisé comme référant pour le calcul de la teneur en polyphénols de I’extrait de
feuilles de Laurier en pg équivalent acide gallique ml™.

200ul de extrait 1ml du réactif
ou d’acide gallique Folin-ciocalteu au
1/10

C (=

I 8o00ulde Na,Cos

Incubation 45 min a T°
ambiante+ obscurité
—

Lecture des densités
optiques a 760nm

Figure 30 : Protocol de dosage des polyphénols totaux.

VI1.2.2.2. Evaluation de P’activité anti-inflammatoire, in vitro, de P’extrait aqueux des
feuilles de Laurus nobilis L.

Afin d’étudier I’activité anti-inflammatoire de I’extrait végétal in vitro, nous avons
utilise comme modele cellulaire universel les érythrocytes qui présentent une analogie avec
d’autres membranes cellulaires (SHOBANA et VIDHYA, 2016)
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V1.2.2.2.1. Test d’hémolyse

L’étude de la stabilisation de la membrane érythrocytaire présente un intérét crucial
dans le traitement de certaines pathologies hémolytiques.

L’objectif de ce test est I’évaluation I’effet protecteur de I’extrait aqueux des feuilles
de Laurus nobilis contre I’hémolyse des globules rouges humains induite par un stress
hypotonique et un stress thermique. Une fois que les cellules érythrocytaires sont en contact
d’une solution saline ou de la chaleur, cela engendre la lyse de leurs membranes et la
libération de I’hémoglobine. L'intensité de I'hémolyse est estimée par la mesure de
I'absorbance de I'hémoglobine libérée apres hémolyse (Moualek et al., 2016).

V1.2.2.2.2. Préparation de la suspension érythrocytaire

Le sang des donneurs sains est collecté dans tubes contenant de I’héparine. Afin de
séparer les globules rouges du plasma sanguins, le sang est centrifugé a 1500 rpm pendant 10
min a 4°C pour éliminer le sérum et récupérer le culot érythrocytaire auquel on effectue des
lavages successifs avec du tampon phosphate salin (PBS) (pH 7.5 ; NaCl a 0.9%).

Remplacé par du

Centrifugation élimination
1500 rpm/10min du surnageant
Sang frais l
E i
Globules rouges lavage (3 fois)

Figure 31 : Schéma de la préparation de la suspension érythrocytaire.

V1.2.2.2.3. Test de I’innocuité de I’extrait vis-a-vis des cellules érythrocytaires

Avant de procéder a I’étude d’une plante a usage thérapeutique afin d’évaluer son
activité anti-hémolytique, nous devons d’abord tester son innocuité vis-a-vis des cellules
érythrocytaires.

1 ml de solution érythrocytaire (2%) est additionnée a 1ml d’extrait végétal de
concentrations allant de 250 a 1500 pg/ml préalablement préparée avec du PBS (pH 7.5;
NaCl a 0.9%). Le mélange est incubé a une température ambiante pendant 10 min, puis
centrifugé a 1500 tours/min a 4°C et enfin mesurer ’absorbance du surnageant a 540 nm.
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Parallélement un test control positif est réalisé dans les mémes conditions mais en remplacant
I’extrait végétal par la saponine, étant un agent hémolytique de référence qui induit 100%
d’hémolyse, ensuite on détermine la densité optique du surnageant a 540 nm. Ainsi le
pourcentage d’hémolyse est calculé suivant la relation suivante :

Pourcentage d’hémolyse (%) = [Doe — Doc. / Doc.] X100

Dok : densité optique de Iextrait.
Doc.-: densité optique du control négatif.

Doc- : densité optique du control positif.

V1.2.2.2.4. Effet protecteur de I’extrait aqueux des feuilles de Laurus nobilis L. vis-a-vis
d’un stress hypotonique

Ce test est basé sur I’effet protecteur de I’extrait aqueux sur la stabilisation des membranes
des globules rouges apres induction d’un stress hypotonique qui est généré par une variation
de concentration de NaCl selon le Protocol de décrit par FREITAS et al ( 2008) aboutissant a
la lyse de leur membrane qui s’accompagne par le relargage de ’hémoglobine.

40 ul de la suspension érythrocytaire a 2% sont mélangés a 500 pl de tampon phosphate (pH
7.4) a des concentrations variables en NaCl (0.9%, 0.7%, 0.5% et 0.3%), chacune est
combinée a 500 ul des différentes concentrations de I’extrait végétal (250, 500, 750,1000,
1250 et 1500 pg/ml).

Le mélange est incubé 30 minutes a 37 °C sous agitation douce puis centrifuge a 1500 rpm
pendant 10 minutes a 4°C. Aprés incubation, on mesure la densité optique du surnageant a
540 nm.

Le pourcentage d’inhibition de ’hémolyse est calculé par 1’équation suivante :

% inhibition d’hémolyse = [Do; — Do, / Do;] x100

Do: : densité optique de la solution hypotonique de globules rouges sans I’extrait végétal.

Do : densité optique de la solution hypotonique de globules rouges avec I’extrait végétal.
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500 pl d’extrait de 500 pl de PBS 40 pl de la
chaque suspension
concentration (250 a + (NaCl03,05,0.7et + érythrocytaire & 2%
1500 pg/ml) 0.9%)

l

Incubation 30 min a 37°C

l

Centrifugation a 1500 rpm a
4°C pendant 10 min

l

[ Lecture des densités optiques

~

a 540 nm

Figure 32 : Protocol du test de protection de I’extrait vis-a-vis d’un stress hypotonique.

V1.2.2.2.5. Effet protecteur de I’extrait aqueux des feuilles de Laurus nobilis L. vis-a-vis
d’un stress thermique

L’évaluation de I’activité protectrice de I’extrait aqueux vis-a-vis de I’hémolyse qui est
générée par un stress thermique est réalisée in vitro par la méthode spectrophotométrique
décrite par SAKAT et al (2010)

1 ml d’extrait aqueux avec différentes concentrations (250, 500, 750,1000, 1250 et 1500
pg/ml) dissoutes dans un tampon phosphate (pH 7.4, NaCl 0.9%), qui est mélangé avec 1ml
de la suspension érythrocytaire a 2%.

Le milieu réactionnel est incubé dans un bain marie a 56°C pendant 30 minutes. Apres
incubation, les tubes sont refroidis a 1’eau du robinet puis centrifugés a 1500 rpm a 4°C
pendant 10 minutes. L’absorbance du surnageant est mesurée avec une longueur d’onde de
560 nm a I’aide d’un spectrophotometre.

Afin de déterminer le pourcentage de protection de notre extrait, on utilise I’aspirine comme
un agent anti-hémolytique de référence. Ce test est réalisé dans les mémes conditions
expérimentales que celles utilisées pour ’extrait de la plante.
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Parallelement un control positif est réalisé en remplacant I’eau physiologique par 1 ml d’eau
distillée afin de provoquer 100% d’hémolyse.

Pour calculer le pourcentage de protection de 1’extrait contre I’hémolyse induite par la chaleur
on utilise 1’équation suivante :

% de protection = (DO schantilion/ DO contror) X100

La figure (33), récapitule les différentes étapes suivies lors de la réalisation de ce test.

1 ml de la suspension 1 ml d’extrait / aspirine
érvthrocvtaire a 2% de chaque concentration
Y 4 (250 a 1500 pg/ml)

Incubation au bain
marie 56°C /30min

tubes

N
Centrifugation & 1500

rpm a 4°C/ 10min

~
[ Refroidissement des

Lecture des densités
optiques a 560 nm

Figure 33 : Protocol du test de protection de I’extrait vis-a-vis d’un stress thermique.

V1.2.2.2.6. Inhibition de la dénaturation thermique de la BSA

La dénaturation des protéines des tissus est bien connue comme étant 1'une des
conséquences des maladies inflammatoires.(Williams et al., 2008)
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Afin d’évaluer les propriétés anti-inflammatoires in vitro, de 1’extrait aqueux des
feuilles du Laurier noble, on a choisi pour cette étude I’albumine de sérum bovin come
modele pour la dénaturation. Cette évaluation d’inhibition de la dénaturation thermique de la
BSA est faite suivant la méthode de KARTHIK et al (2013)

Pour cela, une gamme de concentration de I’extrait aqueux des feuilles de Laurus
nobilis L., allant de 250 a 1500 pg/ml est réalisée. Un volume de 1 ml de la solution de BSA a
0.2%, préparée dans du PBS (pH 7.5 ; 0.9% NacCl), est ajouté a 1 ml de chaque dilution de la
gamme préalablement préparée. Les tubes sont incubés au bain marie a 72°C pendant 5
minutes. Apres incubation on les refroidis et enfin on mesure I’absorbance a 660 nm.

Pour pouvoir calculer le pourcentage de protection de notre extrait vis-a-vis de la
dénaturation thermique de la protéine, on utilise I’aspirine comme un agent anti-
inflammatoire de référence. Ce test est réalisé dans les mémes conditions expérimentales que
celles utilisées pour I’extrait de la plante.

On utilise 1’équation suivante pour calculer le pourcentage d’inhibition de la
dénaturation thermique de la BSA :

% de protection = 100 - (DO ¢chantilion/ DO contrate) x100

1 ml de la solution de BSA

a0.2% r ~
Incubation au Refroidissement
+ bain marie 72°C | des tubes
/5 min \ y
1 ml d’extrait / aspirine de l
chaque concentration ( L dks D0 & 1
(250 a 1500 pg/mil) 660 nM
"

Figure 34 : Protocol du test de ’inhibition de la dénaturation thermique de la BSA

VI1.2.2.3. Evaluation de P’activité antioxydante de I’extrait aqueux des feuilles de
Laurus nobilis L.

V1.2.2.3.1. Evaluation de la capacité antioxydante totale (TAC)
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La capacité antioxydante des extraits végétaux est déterminé par la méthode de
phosphomolybdate décrite par PRIETO et al ( 1999). Ce test est basé sur la réduction des
ions molybdate Mo (VI) en molybdéne Mo (V), ainsi la formation d’un complexe vert,
I’intensité de ce dernier est proportionnelle au pouvoir réducteur de I’extrait testé.

Une gamme de concentration de I’extrait végétal aqueux, allant de 250 a 1500 pg/ml est
réalisée. Le test consiste a mélanger 0.1ml de chaque concentration de la gamme avec 1 ml de
la solution réactionnelle qui est composée de 0.6mM de I’acide sulfurique, 28mM de
phosphate de sodium et 4mM de molybdate d’ammonium. Le mélange obtenu est incubé dans
le bain marie a 95°C pendant 90min. Aprés refroidissement a température ambiante,
I’absorbance est mesurée a 695nm.

La courbe d’étalonnage est établie en réalisant une gamme de concentration d’acide
ascorbique, allant de 250 a 1500ug/ml dans les mémes conditions qui va servir de témoin. La
capacité de réduire le molybdate de I’extrait végétal est déterminée en le comparant a la
capacité réductrice de I’acide ascorbique qui sera exprimée en milligramme équivalent acide
ascorbique par gramme d’extrait (mg EAA/g d’extrait).

0.1ml de chaque
concentration d’extrait/
acide ascorbique

Inc.ubatlo? CEIBLS Refroidissement a T°
bain marie 95°C / ambiante
90min
250ug/ml 1500ug/ml \
1ml de la solution

réactionnelle Lecture des densités
optiques a 695nm

Figure 35 : Schéma récapitulatif du Protocol du test de la TAC.
V1.2.2.3.2. Evaluation du pouvoir réducteur ferrique (FRAP)

Le pouvoir réducteur du fer par ’extrait aqueux des feuilles de Laurus nobilis L. est
évaluée selon la méthode décrite par OYAIZU (1986). Cette méthode est basée sur la
réduction des ions du fer ferrique (Fe**) en ions de fer ferreux (Fe®) par la présence d’un
composé antioxydant contenu dans 1’extrait végétal (DESMIER, 2016). Cette réduction méne
a la formation d’un complexe coloré en bleu avec le ferricyanure de potassium en présence de
trichloracétique et du chlorure de fer.(Gulgin, 2011) L’intensit¢é de la coloration est
proportionnelle a la capacité réductrice du fer de I’extrait aqueux.
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Cette méthode consiste a préparer une gamme de concentration de I’extrait végétal
aqueux, allant de 500 a 1500 pg/ml. 400 pl de chaque concentration de la gamme est mélangé
avec 400 pl de la solution tampon phosphate (0.2M, pH6.6) et 400 ul de ferricyanure de
potassium (K3Fe(CN) 6). Le mélange est incubé au bain marie a 50°C pendant 20min, puis
400 pl d’acide trichloracétique (CCI3COOH) sont ajoutés. Le mélange est ensuite centrifugé
a 3000 rpm pendant 10ml. 400 pl du surnagent sont mélangés avec 400 ul d’eau distillée et 80
pl de chlorure de fer (FeCls). Enfin, I’absorbance est mesurée a 700 nm. L’augmentation de
I’absorbance indique 1’augmentation du pouvoir réduction du fer.

L’acide ascorbique est utilis¢é comme témoin positif en réalisant une gamme de
concentration, allant de 500 a 1500ug/ml dans les mémes conditions expérimentales que la
gamme de concentration de I’extrait aqueux.

La capacité de réduire le fer de I’extrait végétal est déterminée en le comparant a la
capacité réductrice de I’acide ascorbique obtenue a partir de la courbe d’étalonnage de I’acide
ascorbique et qui sera exprimée en milligramme équivalent acide ascorbique par gramme
d’extrait (mg EAA/g d’extrait).

400 pl de chaque 400 pl de la solution 400 pl de ferricyanure
concentration de I’extrait ‘ tampon phosphate - de potassium

/acide ascorbique

Incubation au bain
marie a 50°C /20min

400 pl d’acide
trichloracétique

Centrifugation a 3000
rpm / 10 min

~ 400 ul de surnageant

l

400 ul d’eau distillée

l

80 ul de chlorure de

Lecture des densités
optiques a 700 nm

A

~

Figure 36 : Schéma récapitulatif du Protocol du test de la FRAP.

VI1.2.2.4. Evaluation de D’activité antibactérienne de I’extrait aqueux des feuilles de
Laurus nobilis L.
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Afin d’évaluer I’activité antibactérienne de I’extrait aqueux obtenu des feuilles de
Laurus nobilis, nous avons utilisé la méthode de diffusion sur disque en milieu gélosé Muller-
Hinton décrite par BARRY et al (1985). Les souches de référence utilisées sont : Escherichia
coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniaea ATCC 7803, Staphylococcus aureus ATCC
25923 et Bacillus cereus ATCC 14575. L’activité antibactérienne est déterminée en terme de
diamétre de la zone d’inhibition de croissance bactérienne produite autour des disques apres
incubation. (Bouzid et al., 2011)

VI1.2.2.4.1. Revivification des souches bactériennes

Les souches bactériennes sont préalablement revivifiées en milieu BHIB (24h a 37°C),

V1.2.2.4.2. Préparation de ’'inoculum

e Préparation de la pre-culture

Les souches bactériennes a tester sont cultivées dans des boites de Pétri contenant de la gélose
Muller-Hinton, puis incubées pendant 18 h dans 1’étuve a une température de 37°C afin
d’obtenir une culture jeune et des colonies bien isolées.

e Préparation de la suspension bactérienne

A partir de la culture jeune de 18h, 3 & 5 colonies sont prélevées pour réaliser une suspension
bactérienne dans 1’eau physiologique stérile a 0.9%. A 1’aide d’un spectrophotometre, on
réalise la standardisation de la suspension a une longueur d’onde 625 nm, la densité optique
doit étre comprise entre 0.08 et 0.1.

V1.2.2.4.3. Technique de diffusion sur milieu solide (méthode des disques)

e Ensemencement

Dans les 15 minutes suivant 1’ajustement de la turbidité de la suspension bactérienne, les
boites de Muller-Hinton sont ensemencées par écouvillonnage. On trempe 1’écouvillon stérile
dans le tube contenant la suspension pour faire I’ensemencement. On réalise des stries en
nappe sur la surface entiere du milieu, cette opération est effectuer en trois reprises en
tournant la boite de

Pétri a environ 60°C de facon a obtenir une répartition égale et homogeéne de I’inoculum puis
on passe 1’écouvillon tout autour du bord de la boite
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Figure 37 : Ensemencement en stries par écouvillonnage.

e Dépobt des disques

Des disques stériles de papier wattman n°® 1 de 6 mm de diamétre, sont déposés délicatement a
I’aide d’une pince stérile sur la surface de milieu MH ensemencé au préalable avec la
suspension bactérienne. Ces disques sont imprégnés d’un volume de 20 pl de I’extrait aqueux
a tester a une concentration de 200 pg/ml, et parfois pour certaines souches bactériennes on
augmente la concentration jusqu’a 400 pg/ml voir méme 600 pug/ml lorsque c’est nécessaire.
Un disque d’antibiotique est également déposé comme témoin positif pour la comparaison
avec les résultats de I’extrait testé et on a déposé un disque d’antibiotique auquel on a ajouté
le méme volume d’extrait afin de déterminer s’il y a une synergie ou non.

Les boites de Pétri sont fermées et laissees pré-diffuser pendant 30 min a température
ambiante, ensuite sont incubées a 37°C a I’étuve pendant 24h.(BOLOU et al., 2011)

e Les antibiotiques
Tableau XI1 : les antibiotiques utilisés.

La souche bactérienne L’antibiotique
Escherichia coli ATCC 25922

- Colistine
Klebsiella pneumonae ATTCC
7803
Staphylococcus aureus ATCC | Gentamycine
25923

Bacillus cereus ATCC 14575 Pipemidic acid

e Lecture:

L’activité antibactérienne de 1’extrait aqueux sur les bactéries est évaluée en mesurant les
diameétres des zones d’inhibitions autours de chaque disque a 1’aide d’un pied a coulisse.
(BOLOU et al., 2011). Ce diamétre montre la sensibilité de la souche vis-a-vis de I’extrait.
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V.1. Détermination de la teneur en polyphénols

L’extrait brut obtenu par macération dans de 1’eau distillée a subi une analyse
quantitative par une méthode spectrophotométrique de Folin-Ciocalteu.

L’analyse quantitative des polyphénols totaux de I’extrait aqueux des feuilles de
Laurus nobilis L. a été déterminée a partir de 1’équation de régression linéaire de la courbe
d’¢étalonnage de 1’acide gallique a différentes concentrations dans les mémes conditions que
1’échantillon.

Y =0.006x-0.027
R2=0.990

Les résultats obtenus sont exprimés en milligrammes équivalent d’acide gallique /
gramme d’extrait sec (mg EGA/g).

0,7

v =0,006x - 0,027 ¢
R?=0,990

0.6

05

04

03

Absorbance a 760 nm

o 20 40 B0 80 100 120

Concentration en acide gallique (p g/ml)

Figure 38 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique

Le résultat obtenus montre que 1’extrait aqueux des feuilles de laurier noble posséde une
teneur en polyphénols totaux de I’ordre de 139.66 + 6.16 mg équivalent d’acide gallique par
gramme d’extrait.

53



Chapitre V : Résultats et discussions

D’apres une étude réalisée par DIAS et al (2014) le taux en polyphénols totaux trouvé dans
I’extrait aqueux des feuilles de laurier noble est de 55.38 mg EAG/ g ES.

Une autre étude réalisée par YAKHLEF et al (2011)a montré que I’extrait aqueux des
feuilles de laurier noble présente une teneur en polyphenols totaux de 129.07+ 7.50 mg EAG/
g ES.

Ces résultats sont relativement proches au résultat obtenu lors de notre étude, ce qui révéle la
richesse de notre extrait aqueux en composés phénoliques.

En revanche, d’aprés DHIFI et al (2018)1’extrait méthanolique de Laurus nobilis L. est plus
riche que I’extrait aqueux. Il présente une teneur en polyphénols totaux de 174,1 mg EAG/g
ES. Ces résultats prouvent que le rendement de I’extraction méthanolique est meilleur que
celui de I’extraction aqueuse. Selon MOHSEN et AMMAR (2009), le meilleur solvant pour
I’extraction des composés phénoliques est I’éthanol suivis du méthanol et finalement par
I’eau.

La variation des résultats obtenus par ces différentes études est due aux différents paramétres
d’extraction des polyphénols et le solvant utilisé pour la réalisation de cette
derniere(DJAHRA, 2014). Cependant, la période de récolte et le stade de développement de
la plante (NASUKHOVA et al., 2017) ainsi que les facteurs climatiques et environnementaux
(la zone géographique, la sécheresse, le sol...) peuvent contribuer aussi a cette variance
(NEJAD EBRAHIMI et al., 2008)

V.2. Evaluation de I’activité anti-inflammatoire
V.2.1. Innocuité de ’extrait vis-a-vis des cellules érythrocytaires

Afin de procéder a I’étude de ’activité protectrice de I’extrait aqueux du laurier, nous
avons d’abord testé son effet hémolytique sur les globules rouges en se référant a la saponine,
composé hémolytique de référence.

La saponine est hémolytique par interaction avec les stérols de la membrane érythrocytaire
entrainant la libération des hémoglobines (BAUMANN et al., 2000). Cette propriété a
conduit a la mise en place des tests d’hémolyse dans le but de détecter les saponines dans des
extraits de plantes différentes (SPARG et al., 2004)

Le test d’hémolyse a été réalisé sur une gamme de concentration allant de 250 a 1500 pg/ml.
La figure représente les courbes d’hémolyses obtenues pour I’extrait aqueux de Laurus nobilis
L et la saponine.
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Figure 39 : Comparaison entre la densité optique de 1’extrait aqueux et de la saponine.

Les résultats indiquent que ’extrait aqueux de Laurus nobilis L. aux concentrations utilisées
ne présente pas d’activité hémolytique.

Selon LOUERRED et al (2016), les composés phénoliques de 1’extrait s’incorporent dans la
partie hydrophile externe de la membrane érythrocytaires ce qui constitue un bouclier
protecteur de la cellule vis-a-vis des substances qui peuvent I’endommager.

V.2.2. Effet protecteur de ’extrait aqueux vis-a-vis d’un stress hypotonique

L’influence de ’extrait aqueux des feuilles de Laurus nobilis L. sur la lyse osmotique des
hématies est déterminée en mesurant I’inhibition de I’hémolyse a différentes concentrations
en NaCl (0.9%, 0.7%, 0.5% et 0.3%) en commengant par un milieu isotonique jusqu’a
I’hypotonique.

Les résultats obtenus sont illustrés en figure (40) qui exprime le pourcentage de protection
vis-a-vis de I’hémolyse induite par hypotonicité en fonction des concentrations en extrait.
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Figure 40 : Pourcentage de protection des hématies vis-a-vis d’un stress osmotique en
fonction des différentes concentrations en extrait de Laurus nobilis L.
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Nous notons une croissance proportionnelle entre la concentration en extrait aqueux et le
pourcentage de protection pour toutes les concentrations salines utilisées.

L’effet protecteur maximal est enregistré a une concentration de 1500 pg/ml de I’extrait
aqueux. Le pourcentage de protection est respectivement de 91.57 £ 0.006 % ; 93.34+ 0.003
% ; 95.53 £ 0.006 % et 96.5 £ 0.007% pour les concentrations en NaCl suivantes 0.3% ; 0.5%
; 0.7% et 0.9%.

Ces résultats sont comparables a ceux obtenues par MOUALEK et al (2016) sur
I’extrait aqueux d’Arbutus unedo, avec des pourcentages de protection qui sont
respectivement de 46.15, 79.53, 70.78, 71.95 et 76.46 % aux concentrations de 0.1, 0.3, 0.5,
0.7 et 0.9 % de NaCl, mais aussi a d’autres travaux précédemment réalisés. Prenant comme
exemple 1’étude réalisée par SALEEM et al (2011)sur I’extrait aqueux et éthanolique de
Gendarussa vulgaris Nes, qui présente des pourcentages de protection qui sont
respectivement de 26.71% et 28.15% a une concentration de 400 mg/ml. Une autre étude de
RAHMAN et al (2015)sur I’extrait de Oryza sativa, présente un pourcentage de 63.77% a
une concentration de 500ug/ml alors que notre extrait a la méme concentration montre une
activité anti-hémolytique significative qui est égale a 91.02%. Egalement d’autres résultats
enregistres par CHIPPADA et al (2011)sur I’extrait éthanolique de Centella Asiatica,
montrent qu’a 2000 pg/ml cet extrait protége a 94.97% tant dit que notre extrait présente un
meilleur effet protecteur de 96.5% et a une concentration inferieur a celle-ci qui est égale a
1500pg/ml.

Ces données indiquent que I’extrait aqueux des feuilles de Laurus nobilis L. a diverses
concentrations présente un effet protecteur, qui est relativement important vis-a-vis de
I’hémolyse induite par les solutions hypotoniques.

La stabilisation de la membrane érythrocytaire implique la stabilisation de la
membrane lysosomale qui est importante pour limiter la réponse inflammatoire en empéchant
la libération des constituants lysosomiques des neutrophiles activés, qui provoquent une
inflammation et des lésions tissulaires lors de la libération extracellulaire (SALEEM et al.,
2011), et ceci grace a la présence des alcaloides, des polyphénols et des composés comme les
tanins qui entrent dans la stabilisation de la membrane lysosomale par la formation des
liaisons avec des cations divalents comme Ca+2 et Mg+2.De plus, la déformabilité et le
volume cellulaire des érythrocytes sont étroitement liés au contenu intracellulaire en calcium.
Par conséquent, nous pouvons penser que l'effet protecteur de 1’extrait serait di a la capacité
de ce dernier a modifier I'afflux de calcium dans les érythrocytes (CHOPADE et al., 2012)
ou peut étre attribué au fait que I’extrait équilibre la pression osmotique entre les deux
milieux, ou se fixe sur I’aquaporine qui empéche 1’eau d’entrer a I’hématie (LOUERRAD et
al.,2016)
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V.2.3. Effet protecteur de I’extrait aqueux vis-a-vis d’un stress thermique

Les résultats du test de stabilisation de la membrane de globule rouge via I’exposition
des érythrocytes a une température relativement élevée sont représentés dans la figure ci-
dessous.
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Figure 41 : Pourcentage de protection des hématies vis-a-vis d’un stress thermique en
fonction des différentes concentrations en extrait de Laurus nobilis.

Ces résultats sont exprimés en pourcentage de protection par rapport a la concentration
en extrait aqueux utilisé et comparés a 1’aspirine.

L’extrait a montré une activité anti-hémolytique significative et dose dépendante avec
une bonne protection des globules rouges avec des pourcentages allant de 71,7 +0,007 % a
88,74+0,007 % pour des concentrations allant de 250 a 1500 ug/ml.

D’aprés cette étude, on a enregistré un effet protecteur maximal de 97,48+0.006 %
pour ’aspirine a une concentration de 1500ug/ml. Le pourcentage de protection contre
I’hémolyse par I’aspirine est plus important a ceux obtenus avec I’extrait aqueux de Laurus
nobilis L.

Néanmoins, selon une étude réalisée par MOUALEK et al (2016) pour I’extrait
aqueux d’Arbutus unedo (79,66+1.92%) et comparé aux travaux realisés par SHARMA et al
(2013) sur I’extrait d’Operculina turpethum qui présente un pourcentage de protection de
42.86%, notre extrait montre un meilleur effet avec un pourcentage de protection maximale de
88.74+0.007 % & 1500 pg/ml.

Lorsque les érythrocytes sont exposés a de fortes températures, elles se déforment et
ceci induit & la diminution de leur capacité a résister a I’hémolyse. Cet effet protecteur contre
I’hémolyse des globules rouges induite par la chaleur peut s’expliquer par la présence de
composés phénoliques dans I’extrait testé qui interagit avec les protéines membranaires
inhibant ainsi leur dénaturation. (BAYNE et al., 1989)
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V.2.4. Inhibition de la dénaturation thermique de la BSA

La méthode de dénaturation protéique est la plus convenable pour 1’évaluation in vitro de
I’activité anti-inflammatoire des extraits de plantes (RATHISRE et al., 2013)

La figure (42) représente la variation du pourcentage de protection vis-a-vis de la dénaturation
thermique de la BSA en fonction des différentes concentrations en extrait aqueux des feuilles
de Laurus nobilis. Ces résultats sont compares a ceux enregistrés pour I’aspirine qui est utilisé
comme référant.
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Figure 42 : Pourcentage de protection de la BSA vis-a-vis d’une dénaturation thermique.

L’aspirine et 1’extrait montrent une capacité a inhiber la dénaturation de la BSA dose
dépendante. Les pourcentages de protection passent de 41.42 + 0.011% a 72.43+ 0.010 %
pour des concentrations en extrait allant de 250 pg/ml a 1500 pg/ml, comparés a 1’aspirine qui
présente une protection plus importante que 1’extrait, allant de 58.96 = 0.008 % a 93.68 =+
0.017 % pour les mémes concentrations.

La dose optimale de 1’extrait pour qu’il puisse inhiber la dénaturation de la BSA varie
de I’extrait d’une plante a une autre. D’aprés 1’étude réalisée par MOUALEK et al (2016) sur
I’extrait aqueux d’Arbutus unedo, a 500pg/ml le pourcentage de protection de la dénaturation
est de 74.28 + 0.86%. Aussi d’aprés les résultats enregistrés par RAMANI et al (2010),
montre que I’extrait aqueux deZizyphus oenoplia a la concentration de 500ug/ml protege a
57%. Nous constatons que notre extrait présente un effet protecteur moins important
comparativement aux résultats des différents extraits de plantes.

Tant dit que (BAKHOUCHE et al (2021)ont trouvés que I’extrait aqueux des feuilles
de Linonium delicatulum, a 500ug/ml présente un effet protecteur (43.32 = 0.13%)
légérement inférieur comparativement au pourcentage de protection de I’extrait aqueux du
Laurier (45.48 £ 0.013 % ) a la méme concentration.

La présente étude a montré que I’extrait aqueux des feuilles de Laurus nobilis reste
efficace c¢’est-a-dire qu’il inhibe la dénaturation de la BSA.
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Plusieurs médicaments anti-inflammatoires ont montré une capaciteé dose dépendante a
inhiber la dénaturation thermique des protéines. L’une des caractéristiques de plusieurs anti-
inflammatoires non stéroidiens est leur capacité a stabiliser la BSA soumise a une température
élevée.

L’activité inhibitrice de la dénaturation de la BSA peut étre due a la présence de différents
composés bioactifs dans ’extrait, qui vont exercer leurs effets pharmaceutiques grace a leur
capacité d’interagir avec deux sites de liaisons riches en Tyrosine, Thréonine et Lysine
(WILLIAMS et al., 2002)

V.3. Evaluation de D’activité antioxydante
V.3.1. La Capacité antioxydante totale (TAC)

Afin d’évaluer I’activité antioxydante, nous avons testé la capacité réductrice du
molybdéne de ’extrait aqueux des feuilles de Laurus nobilis L et celle de 1’acide ascorbique,
molécule de référence.

La figure ci-dessous représente les différentes absorbances pour 1’acide ascorbique et 1’extrait
aqueux de Laurus nobilis L. Selon les résultats obtenus, 1’extrait aqueux de Laurus nobilis L
présente un effet réducteur modéré avec un 1Cs0=674,6+29,21 pg/ml comparativement a celui
de I’acide ascorbique qui est relativement supérieur (IC50=478+18,53 pg/ml).
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Figure 43 : Capacité antioxydante totale de 1’acide ascorbique et de 1’extrait aqueux de
Laurus nobilis L.

Une étude menee par IRATNI (2015) sur I’extrait aqueux de Pistacia lentiscus dont
I’1C50=400122,3 pg/ml et celle faite par MOUALEK (2016) sur I’extrait aqueux des feuilles
d’Arbutus unedo avec un ICsp de 461.67 + 4.16 pug/ml, montrent que le pouvoir réducteur de
notre extrait testé est nettement plus faible.
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En paralléle, les travaux réalisés par LAHCENE (2019) sur I’extrait aqueux de 1’olivier de
Laperrine montrent que ce dernier a une activité antioxydante plus importante que celle de
notre extrait (ICso= 267,26£2,67 pg/ml).

Nous constatons que les ICso retrouvés dans les études précedentes sont plus
importantes que celle présenté dans nos travaux.

Les composes phénoliques contenus dans les extraits végétaux sont responsables de leur
activité antioxydantes. La diminution de la teneur de ces substances bioactives affecte
négativement le pouvoir antioxydant. (JAYAPRAKASHA et al., 2001)

Cependant, peu de travaux ont été réalisés sur 1’activité antioxydante de 1’extrait aqueux des
feuilles de Laurus nobilis L. ce qui rend difficile la comparaison de nos résultats.

V.3.2. Réduction du fer (FRAP)

La technique réalisée pour I’évaluation de 1’activité antioxydante de notre extrait végétal est la
réduction des ions ferriques.

Le pouvoir réducteur de I’extrait de Laurus nobilis est déterminé en se référant de 1’acide
ascorbique a des concentrations allant de 500 a 1500 pg/ml. Les valeurs des absorbances ont
permis de tracer 1’histogramme pour la plante étudiée ainsi que pour I’acide ascorbique. Elles
représentées sur la figure ci-dessous.
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Figure 44: Evaluation du pouvoir réducteur ferrique de 1’extrait végétal et 1’acide ascorbique.

Nous constatons a travers I’histogramme comparatif entre [’extrait aqueux et 1’acide
ascorbique que la capacité du pouvoir réducteur ferrique fait preuve d’une évolution dose
dépendante, elle est proportionnelle a 1’augmentation de concentrations utilisées. Plus
I’absorbance est élevée plus le pouvoir réducteur est important. (OYAIZU,1986)
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Les concentrations inhibitrices a 50% ont été calculées. Elles ont montré des valeurs d’IC50
de 836.16 + 27.68 pg/ml pour la plante et 601 £133.97 yg/ml pour 1’acide ascorbique.

Nous pouvons voir que 1’acide ascorbique montre une valeur relativement inferieure a notre
extrait. Ce qui témoigne du fort pouvoir réducteur ferrique de I’acide ascorbique
comparativement a I’extrait aqueux feuilles de laurier. En effet plus cette valeur est faible plus
le pouvoir réducteur est grand.

Des valeurs proches ont été retrouvée chez Z. Jujuba par I’emploi d’un test différent qui est le
DPPH avec une valeur de IC50= 845.6 = 6.1 pg/ml(CHAOUCHE et al., 2020)

D’apreés la bibliographie nos résultats sont supéricurs a ceux trouvés par XIE et al (2015)
dans leur étude des feuilles de Olea europaea L. qui a montré une 1C50 de 1550 pg/ml, ce qui
veut dire que notre extrait aqueux de laurier présente une activité antioxydante tres modéree
mais qui reste supérieur a celle-ci. On retrouve également des plantes qui présentent un
pouvoir réducteur nettement plus important avec des IC50 de 243.91 £ 7.69 pg/ml, 115.25 +
6.51 pg/ml et 94 +£0.02 pg/ml respectivement pour 1’extrait aqueux d’Olea laperrinei
(LAHCENE, 2020), Erica arborea L. (YAICI et al., 2021)et Lawsonia inermis(ZBADI et
al., 2018)

Le pouvoir réducteur ferrique de I’extrait aqueux de Laurus nobilis pourrait s’expliquer par la
présence de polyphénols, qui réagissent en réduisant le fer grace a leur pouvoir donneur
d’¢lectrons, ils neutralisent donc les radicaux libres pour les transformer en composés plus
stables. Les ions ferreux Fe3* sont ainsi réduits en leur forme ferrique Fe?*(GUENANE et al.,
2016). Cette activité antioxydante peut étre due également a la présence de groupements
hydroxyles dans les composés phénoliques.

C’est ainsi que les antioxydants naturels sont considérés comme des réducteurs et
inactivateurs des oxydants (BEKARA et al., 2016)

V.4. Evaluation de Pactivité antibactérienne
V.4.1. Test de diffusion sur gélose.

L’activité antibactérienne de I’extrait aqueux de Laurus nobilis L a été évaluée par la
méthode de diffusion sur gélose Mueller-Hinton vis-a-vis de quatre souches bactériennes de
référence qui peuvent étre divisé en deux groupes : les bactéries Gram négatif dont fait partie :
Escherichia coli ATCC 25923 et Klebsiella pneumoniae ATCC 7803 et les bactéries Gram
positif dont fait partie : Staphylococcus aureus ATCC 25923 et Bacillus cereus ATCC 14575.

La sensibilité des souches est manifestée par I’apparition de zones d’inhibition. La lecture des
résultats est faite par la mesure du diameétre des zones d’inhibition au tour de chaque disque
imprégner de 20l de I’échantillon.

Les résultats du test antibactérien de 1’extrait aqueux sont la moyenne de 3 répétitions. IlIs
sont déterminés dans le tableau ci-dessous.
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Tableau XIII : Diamétres des zones d’inhibition des différentes souches mesurés au mm.
Souche microbiennes Extrait aqueux | Antibiotiques
(C=200mg/ml)
E. coli ATCC 0 14
Bactéries | 25922 Colistine sulfate
Gram 10ug
négatif
K.pneumoniae 0 12
ATCC 7803
Bactéries | S. aureus 12+0 Gentamicine 30
Gram ATCC 25923 10ug
positif
Pipemidic acide
B.cereus ATCC 1440 20ug 19
14575

L’eau distillée stérile utilis¢é comme témoin négatif n’a montré aucune activité sur la
croissance bactérienne des souches utilisées.

Nous avons observé que les quatre souches testées réagissent différemment aux antibiotiques
utilisés. Les diamétres des zones d’inhibition sont les suivants : Escherichia coli 14mm,
Klebsiella pneumoniae 12mm, Staphylococcus aureus 30mm, et Bacillus cereus 19mm.

L’activit¢ de I’extrait aqueux est légérement faible par rapport a celles des témoins
(antibiotiques) pour les souches qui ont présenté une sensibilité vis-a-vis de I’extrait aqueux a
savoir : Staphylococcus aureus 12+0 mm et Bacillus cereus 14+0 mm.

Suite a ces résultats, nous pouvons déduire que ’activité antibactérienne de 1’antibiotique est
supérieure a I’extrait aqueux.

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait aqueux des feuilles de Laurus nobilis L & la
concentration de 200mg/ml présente une activité antibactérienne uniquement vis-a-vis des
souches Staphylococcus aureus et Bacillus cereus testées.

L’analyse de ces résultats montre clairement un effet plus important de cet extrait chez les
bactéries a Gram positif. Staphylococcus aureus avec un diamétre de 12+0 mm et Bacillus
cereus avec 14 +0 mm,se révelent les plus sensibles envers I’extrait aqueux de Laurus nobilis
L. L’absence de zone d’inhibition avec Klebsiella pneumoniae et Escherichia coli indique
leur résistance a notre extrait.
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Nous remarquons que 1’extrait aqueux de Laurus nobilis L agit uniqguement sur les bactéries a
Gram (+). La raison de cette différence de sensibilité peut étre liée soit a la température, au
pH du milieu, mais aussi a une différence structurelle ; I’absence de la membrane externe
(BALENTINE et al., 2006). De nombreuses études montrent que les composés phénoliques
exercent une activité plus importante sur les Gram (+) que Gram (-) (TODA et al., 1989)

Les Gram positifs sont constitués d’une seule couche de peptidoglycane qui est perméable aux
molécules qui réussissent a atteindre leur cible. A I’inverse des Gram négatif qui posseédent
une structure multicouche liée par une membrane externe qui fait office de barriéere
imperméable (SCHERRER et GERHARDT, 1971).

Comparativement a une étude réalisée par REBZANI et HANNICHE (2014) sur I’extrait
aqueux des feuilles de Laurus nobilis L, les zones d’inhibition des germes ont donnés des
diametres plus importants vis-a-vis des souches suivantes: Escherichia coli 33mm,
Staphylococcus aureus 12mm, Bacillus cereus 19mm. Les travaux de SHEILA et al (2014)
confirment ces résultats.

Cette différence des diameétres des zones d’inhibition est due d’une part a la capacité¢ de
diffusion de I’extrait dans le milieu gélos¢ ; elle dépend de multiples facteurs : concentration
de la substance diffusante, sa solubilité, 1’épaisseur de la gélose...etc. Mais aussi a la teneur
en polyphénols essentiellement en flavonoides et en tanins (FERREIRA et al., 2012).

V.4.2. Test de combinaison « extrait végétal- antibiotique »

L’usage des antibiotiques a de fortes concentrations est la principale cause de
I’émergence de bactéries multi résistantes.

Afin de minimiser 1’utilisation de ces derniers a des doses importantes et dans le but de
réduire leurs effets secondaires, nous avons testé la combinaison entre antibiotique-extrait
aqueux de Laurus nobilis L. Chaque disque d’antibiotique a été imprégner de 20ul de I’extrait
de laurier. Les résultats obtenus sont la moyenne de 3 répétitions et sont illustrés dans le
tableau ci-dessous :
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Tableau VX : Résultats du test de combinaison de 1’antibiotique avec 1’extrait aqueux de
Laurus nobilis L.

Souche bactériennes ATB ATB EAQ Différence
+EAQ
E. coli 14mm 10mm Omm -4mm
Bactéries | ATCC 25922 Colistine
Gram sulfate
négatif 10ug
K.pneumoniae 12mm 14mm Omm +2mm
ATCC 7803
S. aureus
Bactéries | ATCC 25923 Gentamicine 30mm 31mm 12mm +1mm
Gram 10pg
positif Pipemidic
B.cereus acide 19mm 18mm 14mm -1mm
ATCC 14575 20ug

D’apreés les résultats, nous constatons un élargissement de la zone d’inhibition chez
les souches K. pneumoniae ATCC7803 et S. aureus ATCC 25923 respectivement de 2mm et
Imm. L’extrait aqueux de Laurus nobilis L. a un effet synergique sur I’antibiotique ; il
augmente son activité.

En parall¢le, on remarque un rétrécissement de la zone d’inhibition chez E. coli ATCC
25922 et B. cereus ATCC 14575 respectivement de 4mm et Imm. L’extrait testé exerce un
effet antagoniste vis-a-vis de I’antibiotique ; il diminue I’effet de ce dernier.

L’interaction avec les antibiotiques survient lorsque les composés bioactifs des plantes

partagent les mémes meécanismes pharmacocinétiques d’absorption, de distribution ou
d’excrétion que les ATB. La compétition entre ces différents composés peut causer une
hausse ou une baisse de la concentration de I’antibiotique sur le site d’action. (ASHER et al.,

2017)

Cependant, peu de travaux ont été réalisés sur 1’extrait aqueux des feuilles Laurus
nobilis L. ce qui rend difficile la comparaison de nos résultats.
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Conclusion

De nos jours, la phytothérapie constitue un vrai patrimoine de I’humanité. Les plantes
médicinales représentent un réservoir de substances bioactives naturelles alternatives des
composés synthétiques tres utilisés et connus pour leurs effets délétéres sur la santé humaine.

L’objectif dans le présent travail est 1’évaluation in vitro de [Dactivité anti-
inflammatoire, antioxydante et antibactérienne de 1’extrait aqueux de Laurus nobilis L.

Dans un premier lieu, 1’évaluation quantitative des polyphénols par la méthode
colorimétrique au reactif de Folin-Ciocalteu a révélé que 1’extrait de Laurus nobilis L.
présente une quantité importante en polyphénols estimée a 139,66+6,16 mg EAG/g de matiere
séche.

Dans un second lieu, nous avons testé la sensibilité des membranes érythrocytaires a
différentes concentrations de ’extrait. Les résultats montrent que 1’extrait aqueux de Laurus
nobilis L. ne provoque pas d’hémolyse comparativement a la saponine qui est un référent
hémolytique.

L’activité anti-inflammatoire a été évaluée par de nombreux tests. Premierement, le test
d’inhibition de la dénaturation thermique de la BSA, qui présente un taux de protection qui
varie entre 41.42+0.011 % et 72.430+.010 % pour des concentrations allant de 250ug/ml a
1500pg/ml. Deuxiémement, [’activité anti-hémolytique a été appréciée par le test de
stabilisation des érythrocytes vis-a-vis d’un stress osmotique et thermique, ou I’extrait aqueux
des feuilles de Laurus nobilis L. présente un pouvoir protecteur qui est respectivement de
96,5+0.007 % et 88.74+0.007 a une concentration de 1500ug/ml. Ces résultats témoignent de
I’excellente protection que présente 1’extrait étudié.

Le potentiel antioxydant de 1’extrait aqueux de Laurus nobilis L. a été évalué in vitro
en mettant en ceuvre deux méthodes : le test de capacité antioxydante totale (TAC) au
molybdate d’ammonium et le test de pouvoir réducteur ferrique (FRAP).

Les résultats de la présente étude ont révélé que I’extrait aqueux de cette plante exerce un
pouvoir antioxydant modéré avec une IC50 de 674.6+ 29.21 pg/ml pour le test de la TAC et
de 836.16 +27.68 ug/ml pour le test de la FRAP.

L’activité antibactérienne de I’extrait aqueux de Laurus nobilis L a été testée sur
quatre souches de références Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus et
Staphylococcus aureus par la méthode de diffusion sur gélose.

Les résultats indiquent que 1’extrait présente une activité uniquement sur les souches a Gram
(+), a savoir : Staphylococcus aureus et Bacillus cereus.

Les résultats obtenus dans cette étude sur 1’effet anti-inflammatoire, antioxydant et
antibactérien sur I’extrait aqueux des feuilles de Laurus nobilis L. sont intéressants, mais des
études complémentaires et approfondies sont nécessaires pour la caractérisation des principes
actifs responsables de ces propriétés pharmacologiques. Il serait aussi souhaitable de
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compléter avec une étude in vivo pour comprendre leurs mécanismes moléculaires et
cellulaires et obtenir une vue globale sur ces activités testées.
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I. Matériels utilisés

Appareillage Verrerie et outillage Produits et réactifs
chimique
e Lyophilisateur. e Cristallisoirs. e Eau distillée

e Spectrophotometre.

e Balance de
precision.

e Broyeur électrique.

e Bain-marie.

e Etuvea37°C.

e Autoclave.

e Réfrigérateur.

e Congélateur.

e Agitateur
magnetique.

e Bec-bunsen.

e \Vortex.

e Centrifugeuse.

e Tubes a essai en plastique et en
verre.

e Tubes a vis stériles.

e Béchers.

e Erlenmeyers.

e Eprouvettes.

e Micropipettes de 1000 pl, 200 pl et

10 pl.
e Barreau magnétique.
e Pipettes pasteur.
e Anse a boucle.
e Ecouvillons.
e Boites de Pétri.
e Disques de papier wattman N°1.
e Disques d’antibiotiques.
o Papier film alimentaire.
e Papier aluminium.
e Pince stérile.

e Flacons.

Acide ascorbique
CsHgOg (vitamine C)
Ammonium molybdate
Phosphate dibasique de
sodium Na2HPO,4
Acide sulfurique H,SO4
Tampon phosphate
(NaH2PO4+NHPO,)
Chlorure ferrique F¢Cl3
Ferricyanure de
potassium K3Fe(CN)g

Réactif Folin-Ciocalteu
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I1. Composition des solutions et milieux de culture

+ Eau physiologique stérile (composition en g/l)

e Chlorure de sodium (NaCl)............... 9g.
e Faudistillée........................... 1000ml.
e PH=7

e Stérilisation & 120°C/15mn
+ Tampon phosphate (composition en g/l)

o NaCl...ooooiiiiiiii 8g

@ KCL.oiiiiioiieiiee e 0.2g

o NaHPO ..o, 1.44g.

L A P10 VI 0.24g.

+ Milieu MH

Gélose Mueller Hinton

Infusion de viande bovine 39
Hydrolat acide de caséine 17.5g
Amidon soluble 1.5¢
Agar 15.0g
Eau distillée QST

+ Milieu BHIB

Brain Heart Infusion Broth

Extrait ceeur-cervelle 17.5g
Peptone pancréatique de gélatine 10.0g
Chlorure de sodium 05.0g
Phosphate di sodique 02.5¢
Glucose 02.0g
Eau distillée QST
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I11. Caractéristiques des souches

Gram négatif

Escherichia coli ATCC 25923

Bacilles a Gram négatif en forme
de batonnet de 2a6um de long et
1,1 al1,5um, asporulé, qui peut se
déplacer au moyen de flagelles
péritriches ou étre non mobile,
aerobie facultative, constitue la
majeure partie du tube digestif de
I’homme et de nombreux animaux.

Klebsiella pneumoniae ATCC 7803

Bacilles a Gram négatif en forme
de batonnet non mobiles de 0,6 a
6um de long et 0,3 & 1um de
largeur, fermentant le lactose,
encapsulés, aérobie-anaérobie
facultatif, peuvent étre mobiles ou
immobiles, présente dans la flore
normale des intestins.

Gram positif

Staphylococcus aureus ATCC
25923

Cocci a Gram positif de 0,1 a 1 pm
de diametre, isolés en diplocoques
ou en amas en forme de grappe de
raisin, asporulés, aéro-anaérobie
facultatif, les colonies apparaissent
en 18H, a 37°, constitue la flore de
la peau de I’homme et des
animaux.

Bacillus cereus ATCC 14575

Bacilles longs a Gram négatif, de
formes régulieres, aéro-anaérobie
facultatif, peuvent étre sporulés,
pousse sur gelose ordinaire a 37°,
responsables des TIA.
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IV. Résultats du test de I’activité antioxydante (TAC)
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Figure2 : Activité antioxydante de I’extrait aqueux de Laurus nobilis L.

V. Résultats du test de réduction du fer (FRAP)
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Figure3 : Pouvoir réducteur de 1’acide ascorbique

Figure4 : Pouvoir réducteur de I’extrait aqueux de Laurus nobilis L.

VI. Résultats du test d’hémolyse

Figure5 : Erythrocytes non-hémolysé en présence de 1’extrait aqueux de Laurus nobilis L.
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VII. Résultats du test antibactérien

Figure6 : Action de I’extrait aqueux de Laurus nobilis L. sur le développement des souches
testées.



