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Résumé

RESUME

La présente étude visait a explorer les activités biologiques de I’extrait des feuilles de
Laurus nobilis. L’analyse de cet extrait a révélé la présence de quelques groupes chimiques
(polyphénolstotaux et flavonoides) susceptibles d’exprimer les activités recherchées et leurs
teneurs ont été déterminées par des méthodes spectrophotométriques. L’extrait a été
également soumis a un criblage pour son activité antimicrobienne possible in vitro, contre huit
souches de bactéries pathogénes et deux especes de levure, I’extrait a réagi positivement sur
six souches microbiennes parmi les souches testées et les CMI ont été déterminées.

L’exploration de I’activité anti inflammatoire in vitro a montré que I’extrait possede
une forte capacité d’inhiber la dénaturation protéique a raison de 94.64%. Comme il a prouvé
significativement son efficacité in vivo dans la réduction de 98,68% de I’cedeme plantaire
induit par la carragéninechez la souris.

En outre, I’extrait a prouvé significativement son activité analgésique en réduisant les
contorsions induites par I’acide acétique de 40% chez la souris. De méme, I’administration de
I’extrait a exercé une inhibition de 85.9 % de la perméabilité vasculaire induite par I’acide
acetique chez la souris.

Mots clé: Laurus nobilisextrait éthanolique, effet antibactérien, activité anti-

inflammatoire, effet analgésique, perméabilité vasculaire.
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Abstract

ABSTRACT

The present study aimed to highlight the biological activities of Laurusnobilis extract. The
analysis of this extract revealed the presence of some chemical groups (total polyphenols and
flavonoids) capable of expressing the desired activities and their contents were determined by
spectrophotometric methods. The extract was been also screened for its possible antimicrobial
activity in vitro, against eight pathogenic bacteria strains and two yeast species, using the
diffusion method from a solid disc. The extract reacted positively on the microbial strains
tested. Then, theMICs were determined.

The investigation of the anti-inflammatory activity in vitro has shown that the extract has a
strong ability to inhibit 94.64%of protein denaturation. As it proved significantly itsin vivo
efficacy in reducing 98.68% of carrageenin-induced plantar edema in mice.

In addition, the extract significantly demonstrated its analgesic activity by reducing acetic
acid-induced contortions by 40% in mice. Similarly, administration of the extract exerted
a85.9 % inhibition of acetic acid-induced vascular permeability in mice.

Key words:Lepidiumsativum seeds, antibacterial effect, antioxidant activity, anti-

inflammatory activity, analgesic effect, vascular permeability.
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Introduction

INTRODUCTION

La valorisation de la filiere des Plantes aromatiques et médicinales (PAM) est devenue

indispensable dans un pays regorgeant d’une richesse trés importante en flore.

La phytothérapie a été utilisée depuis des siecles pour traiter les affections. Tisanes,
décoctions, emplatres ont été utilisés avec succés. En Algérie, les plantes sont utilisées depuis
longtemps et leur utilisation s’inspire d’expériences des populations ainsi que de la médecine arabe
classique. Cependant, cette utilisation ne suit pas des regles précises et ne tient pas compte des
nouvelles nécessitées de la thérapeutique actuelle. Beaucoup d’études se sont intéressées a I’étude des

plantes utilisées en médecine traditionnelle.

Les plantes renferment des composants chimiques qui se répartissent en des grands groupes:
les protides, les glucides, les lipides et les acides nucléiques d'une part, les pigments, les tanins, les
polymeres, les hormones et les essences végétales dites huiles essentielles d'autre part. Les premiers
sont les constituants du métabolisme primaire. Il existe en permanence au sein de la plante. Les autres
proviennent du métabolisme secondaire et ne sont pas toujours présents chez les végétaux
(BOUAMER et al., 2005).

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

Le choix de notre plante s’est basé sur leur utilisation fréquente dans nos traditions

locales culinaires et médicinales, afin de revaloriser et redécouvrir notre patrimoine national.

L’objectif de ce travail est de mettre en évidence les activités biologiques de I’extrait
des feuilles de la plante Laurus nobilisL. Etant un épice utilisé surtout dans la cuisson des
aliments ou pour I’assaisonnement et elle possede différentes caractéristiques aromatique

culinaire et médicales.

Laboratoire des microorganismes bénéfiques, des aliments fonctionnels et de la santé (LMBAFS)









Chapitre | : Partie théorique

CHAPITRE | : PARTIE THEORIQUE
I.1.GENERALITES

Laurus nobilis., membre de la famille des lauracées qui renferme 32 genres et environ
2000-2500 espéces (Barla et al., 2007). Laurus, nom latin, d’origine celte qui veut dire «
toujours vert » allusion au feuillage persistant de la plante (Pariente, 2001).

Les feuilles sont largement appliquées et connues comme assaisonnement et herbe
médicinale depuis les périodes antique grec et romain (Demir et al., 2004). Il est intéressant
de noter que cette herbe qui était pendant longtemps employée dans la nourriture comme
condiment et en médecine traditionnelle a, en fait, des propriétés qui peuvent suggérer de
nouvelle application (Ferreira et al., 2006).
1.1.10RIGINE ET DISTRIBUTION DE LA PLANTE

Originaire du bassin mediterranéen, Lauru snobilis pousse dans les lieux humides
etombragés, mais également dans les jardins, ou elle est cultivée comme condiment (lserin,
2001). Actuellement, la plante est largement cultivée dans beaucoup de pays comme plante
ornementale et pour la production commerciale tels que la Turquie, I’Algérie, la France, la
Grece, le Maroc, I’Amérique centrale et les Etats-Unis Méridionaux (Demir et al., 2004; Barla
et al., 2007).

1.1.2. PLACE DANS LA SYSTEMATIQUE
Ce classement se réfere a la classification botanique antérieure (Quezel et santa, 1962)

Synthétisée dans le tableau 1.

Tableau 1 : Classification botanique de Laurus nobilis.

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

Laboratoire des micro-organismes bénéfiques, des aliments fonctionnels et de la santé (LMBAFS)
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1.1.3. DESCRIPTION BOTANIQUE DE LA PLANTE

Laurusnobilis, Arbuste ou arbre aromatique de 2 a 10m de haut a tige droite grise dans
sa partie basse et verte en haut. Ses feuilles sont alternés, coriaces, légérement ondulées sur
les bords, longues de 16 cm sur 8 cm de large, persistantes vert foncé et glacés sur leur face
supérieure et plus pale en dessous. Les fleurs sont dioiques (petites fleurs méales et femelles
sur des pieds sépares), jaunes, groupées par 4 a 5 en petites ombelles. Le fruit est une petite
baieovoide de 2cm de longueur sur 1cm de largeur, noir vernissé a maturité (Iserin, 2001 ;
Demir et al., 2004 ; Beloued 2005).

Figure 1: Aspect morphologique de Laurus nobilis
Beloued (2005).

1.1.4.COMPOSITION CHIMIQUE

De nombreuses études ont été réalisées pour la détermination de la composition
chimique des feuilles de Laurus nobilis et plusieurs ont prouvé la richesse de ses feuilles en
substancesactives. Par hydrodistillation les feuilles fournissent environ 10-30 ml/Kg (1-3%)
d’huile essentielle (Bruneton 1999, Demir et al., 2004) dont les constituants majoritaires
inclut : cinéol,a et B pinéne, sabinene, linalol, eugénol, terpinéol, plus d’autres esters et
terpenoides, mais dontles proportions varient selon I’origine géographique (Iserin 2001 ;
Sayyah et al.,2002 ; Demir etal., 2004).

Les feuilles de Laurus nobili scontiennent aussi des flavonoides polaires (dérivées

glycosylées de quercétine, kaempferol et de catéchine) et apolaires (quatre dérivés acylés de
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kaempferol) (Fiorini et al., 1998 ; Kivcak et Mert, 2002), sesquiterpenes lactones,
alcaloidesd’isoquinoline (Kivgak et Mert, 2002 ; Simi et al., 2003 ), en plus Demo et al.
(1998) et etGOmez-Coronado et al. (2004) ont montré la richesse de ses feuilles en vitamine
E.

1.1.5. UTILISATION DES FEUILLES DE Laurus nobilis

Les feuilles de Laurus nobilis sont parmi les assaisonnements les plus connus dans
tous les pays, elles sont généralement utilisées comme épice valable en culinaire (en potages,
ragodts, sauce,...) et aromatisant en industrie alimentaire. Cette plante a aussi des applications
importantes en médecine traditionnelle et représente récemment un sujet de recherche
scientifique intéressant (Siniet al., 2003), le laurier est principalement utilise, par voie orale,
dans le traitement symptomatique des troubles de I’appareil digestif supérieur tels que le
ballonnement épigastrique, lenteur de la digestion, éructations et flatulence (Iserin, 2001).

L’extrait aqueux est utilisé dans la médecine traditionnelle turque en tant
qu’antihémorroidal, antirhumatismal, diurétique et comme un antidote dans des morsures de
serpent et pour le traitement du mal d’estomac (Kivgak et Mert, 2002).

Dans la médecine traditionnelle iranienne, les feuilles de cette plante ont été
employées pour traiter I’épilepsie et le parkinsonisme (AqgiliKhorasani, 1992).

L’huile essentielle obtenue des feuilles de cette plante a été employée pour le
soulagement d’hémorroides et des douleurs rhumatismales (Sayyah et al., 2002). En outre,
I’huile essentielle est employée par I’industrie cosmétique en parfumerie et dans la fabrication
des savons. Elle compte parmi les meilleurs moyens d’éloigner les insectes génants (Demir et
al., 2004 ; Beloued, 2005).

1.1.6. PROPRIETES PHARMACOLOGIQUES ET RECHERCHE EN COURS
a) Effets antioxydants

L’activité anti-oxydante des extraits éthanoliques (bruts et dégraissés) des feuilles,
d’écorce et des fruits de Laurus nobilis a été étudiée au niveau de la peroxydation des lipides
(LP) dans les liposomes, induite par le systtme Fe'?/ascorbate et mesurée
spectrophotométriqguement a 533 nm. Les résultats ont montré que tous les extraits de
recherche possédaient une activité anti-oxydante.

L’extrait dégraissé des feuilles montre une inhibition plus élevée du LP que I’extrait
brut et que tous les autres extraits et le maximum de son activite (68,4%) a été atteint avec une

plus petite quantité (2,0 mg) (Simicet al., 2003).
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Ferreira et al. (2006) ont etudié I’activité anti-oxydante de trois extraits (huile essentielle,
extrait éthanolique et décoction) de dix especes de plantes médicinales dont Laurus nobilis,
cette espece a montré des valeurs élevées pour I’activité anti-oxydante pour chacun des trois
extraits et elle est plus haute pour les extraits polaires. Dans le laurier, I’isoquercitrin et les
glycosides flavonol peuvent expliquer I’activité exhibée.

Dans une autre étude, Demo et al. (1998) ont démontré la présence des tocophérols
(vitamine E), principalement laa- tocophérol, dans les feuilles de Laurus nobilis obtenues
dans la fraction apolaire par extraction a I’hexane. Dans cette étude on rapporte que le
contenu tocophérol est strictement correlé avec I’activité anti-oxydante de I’extrait hexane des
feuilles.

Ces résultats préliminaires ont confirmé que I’utilisation traditionnelle des feuilles de
Laurus nobilis dans I’industrie alimentaire est reliée non seulement & I’odeur et a I’ardbme
plaisant, maisprobablement aussi a des possibilités préservatives des substances présentes
dans les feuilles etd’autres piéces de cette plante.

b) Effet cytotoxique

Certains composés isolés a partir des feuilles et des fruits de Laurus nobilis se sont averés
cytotoxiques, il s’agit essentiellement de ces deux sesquiterpenes; lactones et lauroxe pines,
qui selon ces expériences sont fortement cytotoxiques vis-a-vis d’une lignée cellulaire
cancéreuse ovarienne; la A2780. (Barla et al., 2007).

c) Effet antimicrobien

Des huiles essentielles de plusieurs plantes ont été évaluées pour leur potentiel dans le
control du myceéte aflatoxino génique Aspergillus parasiticus CFR 223 et de la production
d’aflatoxine. L huile des feuilles de laurier a stimulée in vitro la croissance des mycéliums du
mycete mais a réduit la concentration de son aflatoxine de 55.21% (Atanda et al. 2007).

d) Effet gastroprotectif

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

oralement ont significativement protégé I’estomac contre les ulcérations.
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1.2. METABOLITES SECONDAIRES
1.2.1. LES FLAVONOIDES
1.2.1.1.VUE D’ENSEMBLE SUR LES POLYPHENOLS

Les polyphénols sont des phytomicronutriments synthétisés par les végétaux et
quiappartiennent a leur métabolisme secondaire. Ils participent a la défense des plantes contre
les agressions environnementales (Gee et Johnson, 2001).

Les polyphénols, qui forment une immense famille de plus de 8000 composes naturels,
sont divisés en plusieurs catégories : les flavonoides qui représentent plus de la moitie
despolyphénols ; les tanins qui sont des produits de la polymérisation des flavonoides ; les
acides
phenoliques, les coumarines, les lignanes et d’autres classes existent en nombres
considérables (Dacosta, 2003).

De nombreuses études sont en faveur d’un impact positif de leur consommation sur la
santé. En effet, les polyphénols pourraient permettre de prévenir de nombreuses pathologies
comme le cancer (Brown et al., 1998) , les maladies dégéneratives et cardio-vasculaires
(Paganga et al., 1999). Un encouragement a la consommation d’aliments d’origine végétale
richent en polyphénols constitue désormais une des principales recommandations en santé
publique. Parmi les antioxydants végétaux, les polyphénols apparaissent parmi les plus
efficaces quant a leurs effets protecteurs dans I’organisme (Gee et Johnson, 2001).

L’elément structural fondamental qui caractérise les composes phénoliques est la
présence d’au moins un noyau benzénique auquel est directement lié au moins un groupement
hydroxyle ainsi que des groupes fonctionnels (ester, méthyle ester, glycoside...) (Bruneton,
1999). Les composés phénoliques sont commodément classés selon le nombre d’atomes de
carbone dans le squelette de base (Dacosta, 2003).

Notre intérét est essentiellement focalisé sur les flavonoides, substances que nous
avons pu identifier dans tous nos extraits bruts et qui en particulier s’averent des composants
phénoliques sur possédant une action biologique tres diversifiée.
1.2.1.2. GENERALITES SUR LES FLAVONOIDES

Le terme flavonoide provenant du latin “flavus”, signifiant "jaune”, désigne une tres
large gamme de composés naturels appartenant a la famille des polyphénols. lls sont
considérés comme des pigments quasi universels des végétaux. Ce groupe comprend comme
son nom I’indique des composés jaunes mais aussi d’autres couleurs ou incolores.
Structuralement, lesflavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules. En effet plus
de 6500 structures ontété identifiées (Bruneton, 1999 ; Harborne et Williams, 2000).
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1.2.2. STRUCTURE CHIMIQUE ET CLASSIFICATION

Leur structure de base est celle d’un diphénylpropane a 15 atome de carbone (Cs-Cs-
Ce) constitué de deux noyaux aromatiques (ou anneaux), que désignent les lettres A et B,
reliés par un hétérocycle oxygéné, que designe la lettre C (Harborne et Williams, 2000)

comme le montre la figure 2.

b d
Figure 2 : Structure de base des flavonoides.

L hétérocycle C est attaché au noyau B par une liaison carbone-carbone. De fagon
génerale, les flavonoides peuvent étre hydroxylés en position 3, 5, 7, 3’, 4’, 5’et/ou 6°. Un ou
plusieurs de ces groupes hydroxyles sont fréquemment méthylés, acétylés, ou sulfatés
(Bruneton, 1999).

Ils existent soit a I’état libre (dans ce cas ils sont dits aglycones ou génines), soit sous
forme de C- ou O- glycosides, ce qui tend a les rendre hydrosolubles (ils sont alors liés a des
sucres tels que le glucose, le rhamnose, I’arabinose, le plus souvent aux positions 3 et 7). lls
peuvent en outre étre des monomeéres ou des oligomeres (Dacosta, 2003).

Les flavonoides se différencient par le degré d’oxydation de I’hétérocycle C et par les
modes d’hydroxylation des anneaux A et B. Dans toutes les classes de flavonoides
mentionnées cidessous, la biosynthése justifie la présence frequente d’au moins trois
hydroxyles phénoliques en C-5, C-7 et C-4’ de la génine ; cependant, I’un d’entre eux peut
étre absent. Six grandes classes de flavonoides peuvent étre mentionnées.

Les flavones et les flavonols sont les composés flavonoidiques les plus répandus,
alors que les flavanones, les flavanols, les chalcones et les anthocyanidines sont considerés
comme des flavonoides minoritaires en raison de leur distribution naturelle restreinte
(Bruneton, 1999 ; Harborne et Williams, 2000 ; Havsteen, 2002 ;Dacosta, 2003) :
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I.2.3. BIOSYNTHESE DES FLAVONOIDES

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétiqgue commune et, de ce fait, possedent
le méme élément structural de base, a savoir I’enchainement phényl-2 chromane. L’étape clé
de la formation des flavonoides est la condensation, catalysee par la chalcone synthase, d’une
unité phényle propanolide (4-coumaroyl-CoA) avec trois unités malonyl-CoA, la structure de
base en C-15 sous forme d’une chalcone soit 4,2°,4’,6’-tetrahydroxychalcone (Bruneton,
1999) figure 3.

HO_ & 6 A,
i [y ROy

+ = e S e e
J Chalcone synihase ET \"
- CoAS,
. e (CHS) - 3
malenyiCod C o ommaniCod 4.2' 4' ' <tétrahydroxy chalcone

Figure 3 : L’étape clé de la formation des flavonoides (Bruneton, 1999).
Cette chalcone est I’intermédiaire caractéristique de la synthése des divers flavonoides.
Elle est en équilibre avec les flavonoides. Cet équilibre étant contrélé par une enzyme « la
chalcone isomérase », cette derniére induit une fermeture stéréospécifique du cycle
conduisant a une flavanone. Il est le précurseur de toutes les classes de flavonoides comme le

montre la figure 4(Remesy et al., 1996).
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Figure 4 : Voie de biosynthése des flavonoides (Remesy et al., 1996)
1.2.4. LOCALISATION ET DISTRIBUTION DES FLAVONOIDES :

Les flavonoides sont largement rencontrés dans le regne végétal. On signale environ
2% de la proportion du carbone photosynthétique global incorporé dans la biosynthése
flavonique. Ils sont cependant rares chez les végétaux inférieurs. De plus, leur localisation au
sein de la plante est caracteristique. En effet, les flavonoides sont omniprésents dans les
organes aeriens jeunes ou ils sont localisés dans les tissus superficiels (Remesy et al., 1996).

Au niveau cellulaire, on a observé que les flavonoides, sous forme d’hétérosides, sont
dissous dans le suc vacuolaire ou localisés dans les chloroplastes et les membranes des
végétaux. Lorsque les flavonoides sont présents dans la cuticule foliaire, il s’agit presque
toujours de génines libres dont la lipophilie est accrue par la méthylation partielle ou totale
des groupes hydroxyles (Brunton, 1993).
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En définitive, les flavonoides possédent une large répartition dans le monde végétal.
IIs sont largement abondants dans les légumes feuilles (salade, choux, épinards, etc.), ainsi
que dans les téguments externes des fruits. On les trouve principalement dans les agrumes :
citrons, orange, pamplemousses et dans une moindre mesure : abricots, cerises, mdres, raisins,
papayes, tomates et sarrasin. On en trouve également en quantité importante dans nombreuses
plantes médicinales et trés spécifiquement dans les herbes aromatiques comme le thym, le
persil, le romarin et le céleri (Bronner et Beecher, 1995 ; Remesy et al, 1996).

1.2.5. ACTIVITES BIOLOGIQUES DES FLAVONOIDES

De nos jours, les propriétés thérapeutiques des flavonoides sont largement étudiees
dans le domaine médical ou on leur reconnait des activités biologiques et pharmaceutiques :
a. Effets antioxydants

Les flavonoides sont reconnus pour leurs nombreuses activités biologiques, ces
activités sont attribuées en partie aux proprietés anti-oxydantes de ces composés naturels. Les
flavonoides sont susceptibles de réagir avec la plupart des espéces réactives oxygénées
(Fuhrman et al., 1995).

L’action antioxydante de ces phytonutriments ne s’exerce pas Seulement par
I’inhibition et la désactivation des radicaux libres, elle se manifeste aussi par la neutralisation
d’enzymes oxydantes et par la chélation des traces d’ions métalliques responsables de la
production de ROS (Halliwell, 1994 ; Cotelle, 2001).

A cause de leurs faibles potentiels redox, les flavonoides (FI-OH) sont
thermodynamiquement capables de réduire les radicaux libres oxydants (R), comme le
superoxyde, le peroxyle, I’alkoxyle et I’hydroxyle, par transfert d’hydrogéne et le
radicalflavonoxy (FL-O-) qui en résulte peut réagir avec un autre radical pour former une

structure quinone stable (Jovanovic et al.,1998) :

oH . o- 0 0
R FH r~ FEH
0H 0H 0H 0
o
Fhv-OH Flav-0Q quinone

Figure 5 : Piégeage des ROS (R) par les flavonoides.
D’autres études ont montré que les flavonoides sont des bons inhibiteurs
d’enzymes responsables de la production des radicaux libres comme la xanthine

oxydase qui est une source biologique importante du radical superoxyde (Hansaki et
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al.,, 1994 ; Cos et al.,, 1998). Les flavonoides sont aussi considérés comme de bons
chélateurs d’ions meétalliqgues (Brown et al.,, 1998 ; Dacosta, 2003), comme les ions
du fer (Fe2+) et du cuivre (Cut+) qui sont essentiels pour certaines fonctions
physiologiques, mais ils sont aussi responsables de la production du radical

hydroxyle par la réduction du peroxyde d’ hydrogéne selon la réaction suivante:

H.O, +Fe™ (Cu”j— "OH+ "OH+Fe™ (Cu®")

La quercétine est la plus active des flavonoides étudiés. La Fig.6résume les
sites essentiels pour la chélation des ions metalliques : (a) un noyau catéchol sur le
cycle B, (b) les groupes 3- hydroxyle et 4-oxo du cycle C, et (c) les groupes 4-oxo et
5-hydroxyle entre les cycles A et C (Van Acker et al., 1996).

Figure 6 : Flavonoides et leurs sites proposés pour la chélation
des ions métalliques (Men+) (D’ aprés Van Acker et al., 1996)

Plusieurs travaux décrivent les relations structures-activités des flavonoides (Rice-
Evans et al., 1996 ; Van Acker et al., 1996 ; Harborne et Williams 2000 ; woodman et al.
2005). Ces travaux permettent de connaitre les activités anti-oxydantes de ces molécules en
fonction de leurs caractéristiques structurales. En fait, leur activité antiradicalaire nécessite :
a- Les molécules possédant une double liaison entre les carbones Cz et Cs et un groupement
carbonyle en Casont les flavonoides dont les activités anti-oxydantes sont les plus marquees,
ainsi I’activité de la quercétine (un flavonol) est deux fois plus éelevee que celle de la
catéchine (un flavan-3-ol). Ceci est di au fait que la quercétine possede une double liaison
C2-C3 et une fonction 4-oxo (Van Acker et al., 1996 ; Harborne et Williams 2000).
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Figure 7 : Comparaison entre deux pentahydroxyphenols
(Harborne et Williams 2000).

b- La structure ortho-diphénolique du cycle B (=les groupements hydroxyles en position Cs-
C#) ainsi qu’un nombre important de résidus hydroxyles augmenteraient le potentiel
antioxydant des flavonoides possédant un hétérocycle saturé (Fuhrman et al., 1995 ;woodman
et al. 2005 ). Rice-Evans et ses collaborateurs (1996) ont développé un testbasé sur la capacité
d’un antioxydant a piéger le radical cation chromophore, I’activitédes flavonoides est
comparée avec celle du Trolox (une forme soluble de I’a-tocophérol),et exprimée en TEAC
(Trolox Equivalent AntioxidantCapacity). Il est a noter que plus la valeur de TEAC est élevée
plus la molécule est active. Les résultats de cette étude ont montré que la morine avec deux
groupements hydroxyles en méta et le kaempférol avec un seul groupement hydroxyle sont
moins actifs que la quercétine (deux groupements hydroxyle en ortho).

O

oy, HO.._

=

e OH
e, ~OH v

HO. o~ _O. /I\ P T . H #]
\]’ “n/ "OH [ ] l r M

) “H ._,. OH O
Crueroétine Morine hasmpiiral
TEAC 4,72 £ 0,10 TEAC 2,85 = 0,02 TEAC 1,34 £ 0,08

Figure 8: Valeurs de TEAC montrant I'importance du groupement catéchol au
niveau du cycle B pour I’activité antioxydante des flavonols(Rice-Evans, 1996).

C- Les flavonoides inactivent et stabilisent les radicaux libres grace a leur groupement
hydroxyle (C3-OH) fortement réactif. Rice-Evans et ses collaborateurs (1996) ont démontré
I’importance ce dernier. En effet, La glycosylation du groupe 3-OH de la quercétine (cas de la
rutine) ou sa suppression (cas de la lutéoline) diminue I’activité antioxydante.

En analysant tous ces résultats concernant la capacité des flavonoides a piéger les
radicaux libres on peut conclure que la quercétine satisfait a tous ces critéres, elle dérive du

motif flavonol, sa structure particuliére lui confére les caractéristiques les plus souvent mises
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en avant dans I’activité d’un flavonoide. Elle est le composé le plus actif de la famille des

flavonoides (Rice-Evans et al., 1996).

Figure 9: Eléments essentiels pour I'activité anti-oxydante
des flavonoides (Rice-Evans et al., 1996).
b. Effets antimicrobiens

Les propriétés antimicrobiennes des flavonoides vis-a-vis de différents micro-
organismes pathogenes ont été mises en evidence (Jassim et Naji, 2003 ; Taguri et al., 2004 ;
Takahashi etal., 2004 ; Yadava et Tiwari, 2005). Les extraits de plantes et beaucoup d'autres
préparations phytochimiques riches en flavonoides ont été rapportés posséder une activité
antimicrobienne (Tereschuk et al., 1997 ; Essawi et Srour, 2000). Beaucoup de groupes de
recherche ont franchiune étape plus loin, ils ont isolé et identifié la structure des flavonoides
qui possedent l'activité antimicrobienne ou ont mesuré l'activité des flavonoides disponibles
dans le commerce (Sakar 1992 ; Kono et al., 1994 ; Verma et al. 1997 ; Hamilton-Miller et
Shah, 2000).

Les propriétés antibactériennes de propolis ont été attribuées a sa teneur élevée en
flavonoides (Grange et Davey, 1990). Sato et ses collaborateurs (1995), ont démontré I’effet
bactéricide de différentes flavanones sur un staphylococcus aureus. Une étude plus récente a
montré le pouvoir antibactérien d’un flavonoide glycoside contre des souches de bactéries
gram (+) et gram (-) (Harikrishna et al., 2004),

En raison de la capacité répandue des flavonoides d'inhibé la germination des spores
pathogénes des plantes, on leur a proposé pour l'usage contre les microbes fongiques
pathogénes de I'hnomme (Harborne et Williams, 2000). Deux nouveaux flavonoides, un
flavone et un flavanone, respectivement isolés des fruits de Terminaliabellericaet de I'arbuste
Eysenhardtiatexanaont été montré comme posséder l'activité contre le microbe pathogene
opportuniste Candida albicans(Valsaraj et al., 1997 ; Wachter 1999). Deux autres flavones
isolés de la plante Artemisiagiraldiont était rapportés exhibé une activité contre I’espéce

Aspergillus flavus, une espece de mycéte qui cause la maladie envahissante chez les patients
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immunosuppressifs (Zheng, 1996). Galangin, un flavonol généralement trouvé dans des
échantillons de propolis a été montré avoir I'activité inhibitrice contre Aspergillus tamarii, A.
flavus, Cladosporiumsphaerospermum, Penicillium digitatumet Penicillium
italicum(Afolayan et Meyer, 1997).

Des travaux ont mis en évidence un impact des flavonoides sur le rétrovirus HIV
responsable du syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA). Récemment, des chercheurs
ont montré que les flavonoides pouvaient avoir une action plus sélective en interagissant avec
une glycoprotéine de surface du virus HIV, empéchant ainsi la liaison du virus a la cellule
hote (Mahmood et al., 1993).

Le mécanisme des effets antimicrobiens des flavonoides est sans doute trés complexe.
Parmi les hypotheses avancées, on va citer :

- Inhibition de la synthése d'acide nucléique (Hilliard, 1995),
- Inhibition des fonctions de la membrane cytoplasmique (Tsuchiya et linuma, 2000),
- Séquestration de substrat nécessaire a la croissance microbienne,

- Inhibition du métabolisme énergétique microbien (Haraguchi et al., 1998).

c. effets anti-inflammatoires

Sous I’action de la cyclooxygénase et la lipooxygénase, I’acide arachidonique (acide
gras C20 : 4) se métabolise respectivement en prostaglandines + thromboxane et en
leucotrienes, molécules fortement impliquées dans le processus inflammatoires. In vitro,
plusieurs flavonoides sont capables de modifier le métabolisme de I’acide arachidonique
plaquettaire (Middleton, 1998 ; Pelzer et al., 1998 ; Yeon, 2001). Ils ont méme reporté que les
effets de la quercétine et la myricétine sont dose-dépendants. A de fortes concentrations, ils
inhibent la cyclooxygénase et la lipooxygénase. Cependant a de faibles concentrations, seule
la lipooxygénase est affectée. En outre, d’autres flavonoides tels que la lutéoline, la morine,
I’apigénine et la chrysine agissent principalement sur I’activité de la cyclooxygénase
(Laughton, 1991 ; Read, 1995 ; Sanchez de Medina et al., 2002).

COOH

CH3>

Scide
arachidomique

\ quercétine, myricétine

e . _ - - 2
T e =2 Nhpoxygeénases cyclo-oxygeéenases (=2 Iutéeoline, morine
b - ACcetine apigénine, chrysine

Leucotnénes Prostaglandines

Thromboxanes

Figure 10 : Inhibition de la lipoxygénases et de la cyclo-oxygénasessous I’action de
différents flavonoides.
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d. Autres effets biologiques

Les flavonoides sont capables de moduler le fonctionnement du systeme immunitaire,
mais leur action est complexe et demeure encore mal élucidé. A doses élevees, les flavones et
flavonols sont de puissants inhibiteurs de la prolifération des lymphocytes B et T, mais, a
concentrations plus faibles, ils pourraient agir comme immunostimulants chez les sujets
immunodéprimés (Namgoong et al., 1994 ; Middleton, 1998).

Les flavonoides peuvent prévenir le diabéte ou au mois le réduire en inhibant I’enzyme
aldose réductase. Une étude récente montrée que la myricétine possede un effet hypoglycémiant
chez des animaux diabétiques (Ong et Khoo, 2000).

Les flavonoides ont été également étudiées pour leurs propriétés anti-tumorales (Birt et al.,
2001). Parmi les flavonoides naturels anticancéreux, la catéchine témoigne d’une activité remarquable
(Bracke,1991).

Les flavonoides sont capables de protéger la muqueuse gastrique contre divers agents
ulcérogénes. La naringine et la quercétine exercent egalement une activité anti-ulcérogene
mise en évidence chez le rat dont I’ulcere gastrique a été induit par I’éthanol (Martin et al.,
1994).
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CHAPITRE Il : MATERIELS ET METHODES

L’ensemble de ce travail a été réalisé au laboratoire des micro-organismes bénéfique,
des aliments fonctionnels et de la santé (LMBAFS, site INES), de I’université Abdelhamid
Ibn Badis, Mostaganem.

11.1.Matériels

11.1.1. Matériel vegétal

Les feuilles (seches) d’especes de la plante Laurus nobilis L. ont été achetées au
marchélocal de Mostaganem (marché couvert), en février 2018.

Les feuilles ont été nettoyées, lavées avec de I’eau du robinet et séchées a I’ombre. Elles ont
étéensuite pesées, broyées grossiérement et récupérées dans des sacs propres

11 .1.2. Modele animal

Des souris Swiss albinos males adultes fournies par I’ Institut Pasteur d’Alger ont été
utilisées dans cette expérimentation. Leurs poids corporel moyen est de 20 a 30g.

Les cages métaboliques abritant les souris ont été placées dans des conditions
favorables d’élevage a un cycle de lumiere/ obscurité de 12 h, une température constante a
25C° et un taux d’humidité de 55+ 10%. L’acceés a la nourriture et a I’eau était ad libitum.

L’éthique générale d’utilisation des animaux de laboratoire a été respectée (ECRA/AIBUM)
(figure 11).

Figure 11: Modéle animal étudié
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11.1.3. Réactifs chimiques et instrumentations

Plusieurs réactifs chimiques et solvants ont été utilisés dans nos expériences, parmi ces
produits:  acide  chlorhydrique(HCI), acide acetique(CH3COOH),Hydroxyde de
sodium(NaOH),Chlorure de sodium(NaCl), dimethylsulphoxide (DMSO),éthanol (C2HgO),
méthanol (CH3OH), eau distillé, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl(DPPH), Diclofénac sodique,
papier filtre, Boites pétris, Bovine serum albumine (BSA), Hydrogén-phosphate de sodium
(Na2HPO4), Phosphate de potassium monobasique (KH2PO4), Peptone, Diméthyle sulfoxide
(C2H6OS), Extrait de viande,Chlorure de potassium (Kcl), Foline-ciocalteu(FCR), Carbonate
de sodium (Na2CO3s), gélose nutritive (GN), Formol, bleu d’Evans, Hydroxytoluénebutylé
(BHT), Chlorure de fer Il (FeCl2), Chlorure de fer Il (FeCI3), Magnesium (Mg2+),

Trichlorure d’aluminium (AICI3), Carraghénane.
11 .1.4. Appareillage utilisé

Spectrophotometre UV-Visible double faisceau (JENWAY 7305 UV/VIS), Chambre
D’observation UV « 264/3645 nm »(VILBERCOURMAT), Bain Marie (KOTTERMANN),
Etuve universelle de 5 a220°C, Agitateur magnétique (VELP scientifica), vortex (Stuart),
Balance (KERN) Max 421g d= 0.01g, Balance (KERN) Max 6100g d= 0.1g PH métre
(WTW Ph 330), Micro pipette (Smart) « 100 -1000 pl », Micro pipette (Unique) « 10 — 50
uL », Centrifugeuse (ROTOFIX 32 A), Evaporateur rotatif (HAHN SHIN SH-3001).

11.2. Méthodes

11.2.1. Méthode d’extraction
11.2.1.1. Principe

La méthode d’extraction est basée sur le fait que les essences aromatiques sont solubles
dans la plupart des solvants organiques. L'extraction se fait dans des extracteurs de
construction variée, en continu, semi-continu ou en discontinu. Le procédé consiste a épuiser
le matériel végétal par un solvant a bas point d'ébullition qui par la suite, sera éliminé par
distillation sous pression réduite. L'évaporation du solvant donne un mélange odorant de
consistance pateuse dont I'huile est extraite par I'alcool. L'extraction par les solvants est trés
colteuse a cause du prix de I'équipement et de la grande consommation des solvants. Un autre
désavantage de cette extraction par les solvants est leur manque de sélectivité ; de ce fait, de

nombreuses substances lipophiles (huiles fixes, phospholipides, caroténoides, cires,
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coumarines, etc.) peuvent se retrouver dans le mélange pateux et imposer une purification
ultérieure (Brian, 1995)

11.2.1.2. Protocole

Une prise d’essai de 9.19 g de poudre des feuilles a émétise a macérer dans 950 ml d’éthanol
absolu dans un récipient en verre fermé et a été recouverte d'une feuille d'aluminium et
maintenue dans un agitateur a mouvement alternatif pendant 24 heures pour une agitation
continue & 150 tr / min pour un mélange complet et également une élucidation complete des
matieres actives a dissoudre dans le solvant respectif. Ensuite, I'extrait a été filtré en utilisant
un tissu de mousseline suivi de papier filtre Wattman n ° 1 et finalement filtré 3 fois et en
utilisant une pompe a vide et a pression (AP-9925 Auto Science) (figure 11). Le solvant de
I'extrait a été éliminé en utilisant I'évaporateur sous vide rotatif (HAHN SHIN SH-3001)avec
la température du bain-marie de 50 ° C (figure 12). Finalement, I’extrait éthanolique de

Laurus nobilis (EELN) obtenu a été conservé a 4°C jusqu’a utilisation (Nagappan, 2012).

Figure 12 : Macération des feuilles de Laurus nobulis L.
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11.2.2. Rendement d’extraction

Nous pouvons déterminer le rendement de I’extrait éthanolique des feuilles broyées de Laurus
nobilis en calculant le rapport suivant :
Rdt (%) = (P1-P2) /P3 x 100
P1 : Poids du ballon aprés évaporation ;

P2 : Poids du ballon avant évaporation (ballon vide) ;

P3 : Poids de la matiére végétale de départ.

Figure 13 : Appareillage d’extraction sous vide
11.2. 3. Dosage des polyphénols totaux
11.2.3.1. Principe

La teneur phénolique totale est habituellement déterminée colorimétriqguement avec un
spectrophotometre en utilisant I’essai de Folin-Ciocalteu. Les composés phénoliques
réagissent avec le réactif de folin-ciocalteu. Le mélange d’acide phosphotungstique
(HsPW12040) et d’acide phospho-molybdique (H;PMO12040) est réduit, lors de I’oxydation
des polyphénols, en un mélange d’oxyde bleu de tungsténe (WsgQO23) et molybdene (MOgO2s3).
La coloration produite, dont I’absorption maximum est comprise entre 725 et 750 nm est
proportionnelle a la quantité des polyphénols présents dans I’extrait végétal (Boizot et
Charpentier, 2006).
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11.2.3.2. Protocole
Un volume de 0,2 mL d’extrait pur a éte meélangé avec 1,5 mL de Folin-Ciocalteu (10 %).

Aprés 5 minutes, on rajoute 1,5 mLd’une solution de carbonate de sodium (6 %). Le mélange
est incubé a température ambiante a I’obscurité pendant 2h et I’absorbance est lue a 765nm
sur un spectrophotometre. L’acide gallique est utilise comme standard de reférence. Les
résultats sont exprimés en microgramme d’équivalents d’acide gallique par gramme d’extrait
sec (Mg EAA/g ES) (Singleton et Rossi ,1965)

11 2.3.3 Expression des résultats

L’ acide gallique est le standard le plus souvent employé dans la méthode au Folin-
Ciocalteu (Maisuthisakul et al., 2008). La concentration des polyphénols totaux est calculée
a partir de I’équation de régression de la gamme d’étalonnage, cette derniere est établie avec
le standard étalon d’acide gallique (0,01-0,1 mg/ml), les résultats sont exprimés en

milligrammes d’équivalents d’acide gallique par gramme de matiere séche (mg EAG/g).
11 .2.4. Dosage des flavonoides
I1.2.4.1 Principe

La formation d’un complexe jaunatre, lors de I’ajout du chlorure d’aluminium, est due a
la fixation des ions Als* sur les atomes d’oxygeéne, présents sur les carbones 4 et 5 des
flavonoides. La quantité de flavonoides dans un extrait devrait étre déterminée selon le
flavonoide prédominant, cependant la quercétine est largement utilisée comme standard pour

la détermination de la teneur des flavonoides dans un échantillon (Bahorun et al.,1996).
11.2.4.2 Protocole

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICI;) cité par (Chang et al., 2002 et Djeridane
et al., 2006) est utilisée pour quantifier les flavonoides dans nos extraits. Le protocole du
dosage consiste a mélanger, dans des tubes a essai, 1000uL d’extrait dilué avec 1000 pL de
solution d’AICI3 (2%). Aprés 10 mn d’incubation a température ambiante et a I’abri de la
lumiere, la lecture des absorbances est faite a 430 nm. Le témoin est préparé de la méme

maniére en remplagant I’extrait par 1000 pL d’éthanol.
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11.2.4.3 Expression des résultats

La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage
linéaire realisée par la quercétine a différentes concentrations (0,001-0,01mg/ml) dans les
mémes conditions que [I’échantillon. Les résultats sont exprimés en milligrammes

d’équivalent de quercétine par gramme de matiére séche (mg EQ/g).
I1.2.5 Détermination de I’activité antimicrobienne

L’étude de I’activité antimicrobienne de ’EELN a été effectuée par les méthodes suivantes :
= Technique de diffusion en puits
= Détermination minimale inhibitrice (CMI)

11.2.5.1 Milieux de culture et conditions d’incubation

Les milieux de culture utilisés sont:
= Bouillon nutritif (BN) et Mueller Hinton (MH).
L’incubation se fait a 37°C pendent 24 H (Remmal et al., 1993).

11.2.5.2 Souches bactériennes et fongiques utilisées

Les 10 souches pathogenes utilisées sont présentées dans le tableau 3.

Tableau 2 : liste des souches bactériennes et fongiques étudiées

ATCC: American Type Culture Collection.

Souches Code Famille
Aspergillus niger ATCC 106404 Trichocomaceae
Escherichia coli ATCC 25922 Enterobacteriaceae
Staphylococcus aureus ATCC 33862 Staphylococcaceae
Bacillus cereus ATCC 10876 Bacillaceae
Bacillus subtilis ATCC 6633 Bacillaceae
Pseudomonas aeruginosa | ATCC 27853 Pseudomonadaceae
Candida albicans ATCC10231 Saccharomycetaceae
Shigellaboydii ATCC 8700 Enterobacteriaceae
Enterobacter cloacae ATCC 13047 Enterobacteriaceae
Carnobacterium ATCC 35586 Carnobacteriaceae
Maltoaromaticum

25
Laboratoire des micro-organismes bénéfiques, des aliments fonctionnels et de la santé (LMBAFS)



Chapitre Il : Matériels et méthodes

11.2.5.3 Reéactivations et I’inoculum les souches bactériennes

100 pL de chaque souche ont été inoculés dans 10 mL de bouillon nutritif (figure 6). Apres
24h d’incubation a 37C°, les inoculums ont été ajustés a 0,5 MC Ferland (107 UFC/ml) soit
a une D.O qui s’étend de 0,08 a 0,10 a 620 nm.

; (
= A \ Bec Bunsen pour
I A zone stérile

Pipette Pasteur

Culture de

bactéries

«—— Bouillon

nutritif

Figure 14: Réactivation les souches (Institut Pasteur )

11.2.5.4 Technique de diffusion en milieu solide (méthode de puits)
11.2.5.4.1 Méthode de diffusion en puits :

La méthode de diffusion trés utilisée en microbiologie (antibiogramme et antifongigramme),
repose sur la diffusion du composé antimicrobien en milieu semi solide (gélose molle), I’effet
du produit antimicrobien sur la cible est apprécié par la mesure d’une zone d’inhibition, et en
fonction du diametre d’inhibition la souche du microorganisme sera qualifiée de sensible,
d’intermédiaire ou de résistante. Dans la technique de diffusion il y a compétition entre la

croissance du microorganisme et la diffusion du produit testé (Broadasky et al, 1976)
11.2.5.4.2 Ensemencement :

15 ml de la gélose MH ont été coulés dans des boites de Pétri. Apres le refroidissement et
solidification du milieu de culture sur la paillasse, 100ul de suspension bactérienne a tester
ont été étalées en surface de la gélose pour chaque boite par la méthode de versement d’un
tapis puis les boites ont été laissées sur la paillasse pendant 30 minute. Des puits ont éeté
creusés a I’aide D’un embout stérile. Des puits de 6mm de diametre ont été realises. Un

volume de 80ul de I’extrait brut est mis dans les puits.
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Les boite de pétri ont été incubées a 37°C pendant 24h pour permettre la bonne diffusion de la
substance antibactérienne (pré-diffusion) (Doumandji et al, 2010).La présence de zone
d’inhibition formée autour des puits est examinée aprés 18 a 24h d’incubation (Hwanhlem et
al, 2011)

La lecture des résultats se fait par la mesure des diameétres des zones d’inhibition apparaissant.
11.2.5.5 Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI).

Pour I’extrait, on prépare par la méthode de double dilution, une gamme de
concentrations stérile, allant de 80 a 1,25 mg/mL avec I’eau distillée. On prépare également
pour chaque souche bactérienne ou fongique, un inoculum dont la turbidité est ajustée a 0,5
Mc Farland (soit 108 UFC/mL) et ramené & 10° UFC/mL dans du bouillon Mueller-Hinton
deux fois concentré. Ensuite, on ajoute dans des tubes a hémolyse, 1 mL de chaque
concentration et 1 mL d’inoculum bactérien. La gamme de concentration de chaque extrait
subit alors une dilution de moitié et s’étale comme suit: 40 ; 20 ;10 ;5; 2,5; 1,25 et 0,625
mg/mL. On prépare également un tube témoin de croissance contenant 1 mL d’eau distillée
stérile et 1 mL d’inoculum ; puis un tube témoin de stérilité contenant 1 mL d’eau distillée
stérile et 1 mL de bouillon stérile. Ainsi que les deux témoins sont incubés a 37 °C pendant 24
heures. Aprés I’incubation, on examine la croissance bactérienne, dans chaque tube, qui se
traduit par une turbidité. La CMI d’un extrait vis-a-vis d’une souche donnée sera la plus petite

des concentrations ne montrant aucune croissance visible de germe (Bolou et al., 2011)
11.2.6 Détermination de I’activité anti-inflammatoire (in vitro)

L’activité anti-inflammatoire in vitro de ’EELN a été effectuée selon la méthode d’inhibition
de la dénaturation des protéines. La méthode consiste a préparé trois solutions.

- La solution d’échantillon :(0,5 mL) composé de 0,45 mL de la solution aqueuse de
sérum bovine albumine (SBA) 5 % et 0,05 mL d’extrait éthanolique.

- La solution témoin : (0,5 mL) composé de 0,45 mL de la solution aqueuse de BSA 5
% et 0,05 mL d’eau distille.

- La solution standard (0,5 mL) compose de 0,45 mL de la solution aqueuse de BSA 5
% et 0,05 mL de la solution de standard diclofénac sodium avec une concentration de
100mg.
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Toutes les solutions ont été ajustées a un pH de 6,3 par une solution d’HCI (1N). Les
échantillons ont été incubés a 37 ° C pendant 20 min, ensuite la température était augmentée
pour garder les échantillons a57° cependant 3 min, aprés refroidissement des tubes, 2,5mL de
la solution tampon phosphate saline (PBS) a (pH=6,3) ont été ajoutés aux solutions préparées.
L’absorbance a été lue par le spectrophotométre a660 nm

. Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation des protéines a été calculé comme suit :

% d’inhibition = 100- [(D.O de I’échantillon — D.O du témoin /D.O du témoin)] x 100
11.2.7 Activités biologiques in vivo
11.2.7.1 Etude de I’activité analgésique (Test de torsion)

Les expériences ont été réalisées sur un modele de douleur induit par I’acide acétique
chez des souris mises & jeun 16 heures avant I’expérimentation. L’injection intra-péritonéale
(ip) d’acide acétique a 1% chez la souri provoque un syndrome douloureux qui se manifeste
par des contorsions caractéristiques avec étirement des pattes postérieures et de la
musculature dorso-ventrale. Le nombre d’étirements est comptabilisé 20 minutes apres
injection de I’acide acétique (Sy et al, 2009).

Figure 15 : Injection intra-péritonéale d’acide acétique a 1% chez les souris.

= Lot témoin : Les souris de ce lot ont recu 1mL de I’eau physiologique par voie oral .

= Lot référence : Les souris de ce lot ont regu un analgésique utilisé en thérapeutique le
paracétamol a la dose de 200 mg/ kg, 30 minutes avant I’injection oral de I’acide
acétique.

= Le lot essai : Les souris recoivent, par voie ip 0,5mL d’EELN a raison de 780mg/kg,
et ceci 30 minutes avant I’injection de I’acide acétique.

Le pourcentage d’inhibition des crampes est calculé selon la formule suivante :
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Avec :

[ % d’inhibition des crampes = [(Ncte — Nctr) / Ncte]x 100 ]

NcTe: nombre moyen des contorsions dans le lot témoin.

NcTr: nombre moyen des contorsions dans le lot traité.

11.2.7.2 Etude de I’activité anti-inflammatoire in vivo
11.2.7.2.1 Test de I’cedeme plantaire induit par carragénine

L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire a été réalisée selon la méthode décrite par
Winter et al. (1962). Pour ce faire, les souris ont été soumises a un jeun 16 heures avant
I’expérimentation avec un acces libre a I’eau. Elles ont été réparties en 3 lots de 3 animaux

chacun.

= Le Lot témoin : Les souris de ce lot ont recu la solution véhicule (eau
physiologique) par voie oral , 30 mn avant I’injection de carragénine.

= Le Lot référence : Les souris de ce lot ont été traités par voie oral (le
diclofénac dose 50 pL/kg.) un anti-inflammatoire utilisé en thérapeutique, 30
mn avant I’injection de carragénine.

= Le Lot essai : L’EELN a tester a été administré aux souris par voie ( ip) a

raison de 780 mg/kg ; 30 mn avant I’injection de carragenine.

Trente minutes apres le traitement par administration orale, I’cedéme a été induit par
injection de 50 pL de carragénine (1% p/v) au niveau de la voute plantaire de la patte

postérieure droite (figure 15).

L’epaisseur de la patte (mm) a été mesurée a I’aide d’un pied a coulisse digital avant
injection (Vo) et toutes les 60 min pendant 6 H apres induction de I’inflammation (figurel6)
(Vasudevan et al., 2006).

Le pourcentage d’inhibition de I’cedeme a été calculé selon la formule suivante (Lanhers et
al., 1992):

Pourcentage d’inhibition = [(Vi— Vo) témoin — (Vi — Vi) traire] ¥ 100/ (Vi — Vo) témoin

Nous considérons :
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Vo : Volume de la patte avant injection de la carragénine ;

V¢ : Volume de la patte a un intervalle de temps déterminé aprés injection de la carragénine.

Figure 16 : (c) Mesure de I’épaisseur de la patte a I’aide d’un pied a coulisse digital
11.2.7.3 Perméabilité vasculaire induite par I’acide acétique

La perméabilité vasculaire chez la souris a été évaluée selon la méthode de Kou et ses

collaborateurs (2006). Trois groupes de neuf souris sont utilisés.

= Le Lot témoin : Les souris du groupe témoin ont recu 0,2 mL d’une solution
de NaCl 0,9 %.

= Le Lot référence : Les souris de ce lot ont été traitées par 50 mg/Kg
d’indométacine, par voie orale.

= Le Lot essais : L’EELN a tester a été administré aux souris par voie (ip) a

raison de 780 mg/kg.
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Une heure aprés, les souris ont une injection intraveineuse de 10 mL/kg d’une solution de
bleu d’Evans 1%, suivie d’une injection intra-péritonéal de 10 mL/kg d’acide acétique 0,7%
(figure 17).

X3 'g_t

Figure 17: (a) injection intraveineuse de bleu d’Evans ; (b) injection intra-péritonéal de

I’acide acétique

Trente minutes apres, les souris ont été sacrifiées par dislocation cervicale. Apres lavage
de la cavité péritonéale par 3 mL d’une solution physiologique. L’exsudat a été récupéré puis
centrifugéet I’absorbance du surnagent a été mesurée a 610 nm contre une solution NaCl 0,9%
(blanc) Kou et ses collaborateurs (2006) (figure 18).

Le pourcentage d’inhibition de la perméabilité vasculaire est calculé selon la formule :

% d’inhibition = [(Atémoin —Atraité)/Atémoin] x 100

Figure 18 : Dissection des souris et récupération de I’exsudat
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Chapitre 111 : RESULTATS ET DISCUSSION

I11.1 Extraction

La préparation de I’extrait & partir des feuilles du laurier (Laurus nobilis) broyées été
effectuée par I’éthanol. Cette extraction a permis d’obtenir un extrait brut: I’extrait
éthanolique de Laurus nobilis(EELN).

Aprés extraction et récupération del’extrait, le rendement, la couleur et I’aspect

physique sont déterminés et représentés dans le tableau 3.

Tableau 3 : Caractéristiques de I’extrait étanolique de Laurus nobilis

Extrait Aspect Couleur

EELN Pateux Vertfoncé

111.1.1 Teneur en polyphénols totaux

Le dosage des phénols totaux a été effectué par la méthode spectrophotométrique

adaptée de Singleton et Ross (1965) avec le réactif de Folin-Ciocalteu.

Afin de caractériser I’extrait préparé a partir des feuilles de Laurus nobilis, la
quantification des composes phénoliques a été faite en fonction d’une courbe d’étalonnage
linéaire (y=ax) réalisé par une solution étalon (I’acide gallique) a différentes concentrations
(figure 19).

La quantité des polyphénols correspondante a I’extrait étudié a été rapportée en

milligramme équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (tableau 4).

Le résultat obtenu indique que la quantité des composés phénoliques est de 35,86+0.05
mg d’acide gallique/mg d’extrait. La teneur en polyphénols est relativement grande dans notre

extrait.

Ce taux est significativement plus élevé que celui obtenu par Mufiz-Marquez et al.
(2014) qui ont comparé les teneurs en phénols totaux des extraits de feuilles de Laurus nobilis

obtenus par différentes méthodes d’extraction.

De nombreux rapports indiquent que les parameétres d'extraction ont une forte

influence sur la récupération de composeés bioactifs (Mufiz-Marquez et al.,2014).
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Figure 19 : Droite d’étalonnage de I’acide gallique.
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Figure 20 : Droite d’étalonnage de la quercétine.
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Tableau 4 : Teneur en phénols totaux dans I’extrait éthanolique de Laurus nobilis

Echantillon dosé Teneurs en phénols totaux
(Mg d’Equivalent d’Acide Gallique par Gramme
d’Extrait)
L’extrait éthanolique de Laurus nobilis 35,86+0.05

111.1.2. Teneur en flavonoides :

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium
(AICI3) (Chang et al.,2002). La quecétine a éte utilisé comme etalon. L’absorbance a éte lue
dans une longueur d’onde de 430 nm. Les résultats obtenus sont représentés dans une courbe
d’étalonnage, d’ou on a calculé la teneur en flavonoides de I’extrait éthanolique qui est
exprimée en mg equivalent de la quercétine (EQ) par gramme d’extrait (Figure20).

Tableau 5 : Teneur en flavonoides dans I’extrait éthanolique de Laurus nobilis

Echantillon dosé Teneurs en Flavonoides
(Mg d’Equivalent de la
Quercétine par Gramme d’Extrait)

L’extrait éthanolique de Lepidium sativum 122,25+0.02

La teneur en flavonoides de I’extrait de Laurus nobilisétudie est égale a 122,25+0.02
mg EQ/g d’extrait. Ce résultat est comparable a d’autres études qui s’intéressent a la
détermination des teneurs en flavonoides et les profils phénolique des extraits des feuilles de
Laurus nobilis & savoir I’étude de Skerget et al. (2005)Laurus nobilis de la Slovénie,
Dall’acqua et al. (2009) qui ont identifié les flavonoides de I’infusion de L. nobilis de I’ Italie.

De méme pour I’étude de Lu et al. (2011) qui ont déterminé la teneur des flavonoides dans

I’extrait éthanolique de Laurus nobilis de la Chine.

111.2 Etude de I’activité antimicrobienne
111.2.1 Méthode des puits

L activité antibactérienne se traduit par I’apparition d’une zone d’inhibition autour du
puit contenant I’EELN étudié. Le diametre de la zone d’inhibition différe d’une bactérie a une

autre. D’apres le tableau 6 qui présente les résultats, nous remarquons que la souche la plus
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sensible a I’extrait est Staphylococus aureuspar un diameétre d’inhibition de 16mm, suivie de
Bacillus subtilis, Carnobacteriummaltoaromaticum, Bacillus serius, Shigellaboydiiet la levure
Candida albicans qui ont affiché des diameétres d’inhibition de 10mm. Une sensibilité moins
importante a été affichée parAspergilusniger. Tant dis que les deux souches Escherichia coli
etPseudomonas aeruginosa n’ont pas affichées une sensibilité pour I’extrait.

Tableau 6 : Résultats de I’activité antimicrobienne de I’'EELNexprimés par le diamétre de la

zone d’inhibition en mm

Souches diameétres Aspects
Bacillus subtilis
ATCC 10876 10 mm
Pseudomonas aeruginosa 4 mm
ATCC 27853
Shigellaboydii
ATCC 8700 10 mm

36
Laboratoire des micro-organismes bénéfiques, des aliments fonctionnels et de la santé (LMBAFS)



Chapitre Il : Résultats et discussion

Carnobacterium
maltoaromaticum 10 mm
ATCC 35586

Enterobacter cloacae
ATCC 13047 10 mm

Aspergillus niger 09 mm
ATCC 106404

Escherichia coli

ATCC 25922 01 mm
Staphylococcus aureus 16 mm
ATCC 33862
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Bacillus cereus 10 mm
ATCC 10876

Candida albicans
ATCC10231 10 mm

111.2.2 Détermination de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

La détermination du paramétre antimicrobien (CMI) de I’extrait éthanolique de Laurus
nobilis a été effectuée sur les mémes souches qui été utilisées dans la méthode de disque.Les
résultats obtenus sont résumés dans le tableau 7 en terme de (+) et (-) :

(+) : Présence des bactéries.

(-) : Absence des bactéries.

Nous remarquons que I'extrait de Laurus nobilis a exercé une grande activité contre 8 des
souches testées. Les valeurs ont été obtenues a une gamme allant de 0,08 a 3,12 pl/ml de
CMI.Par contre les souches les moins sensibles a I’extrait éthanolique de laurus nobilis sont
CandidaalbicansATCC10231, Staphylococcus aureus ATCC 33862, Enterobacter cloacae
ATCC 13047 et Escherichia coliATCC 25922 (CMI= 0,08).
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Tableau 7 : Détermination de la CMI de I’extrait ethanolique de laurus nobilis

Les concentrations | 1/200 | 1/100 | 1/50 | 1/25 | 1/12,5 1/6,25 1/3,12 | 1/1,56 | 1/0,78 | 1/0,39 | 1/0,19 1/0,09 CMmI

Les souches

Enterobacter cloacae - - - - - + + + + + + + 0.08
Bacillus subtilis - - - - - + + + + + + + 0.08
Pseudomonas - - - - - - + + + + + + 0.16
aeruginosa
Shigella boydii - - - - + + + + + + + + 0.04
Aspergillus niger - - - - - - + + + + + + 0.16
Candida albicans - - - - - + + + + + + + 0.08
Carnobacterium - - - - - - + + + + + + 0.16

Maltoaromaticum

Staphylococcus aureus - - - - - + + + + + + + 0.08
Bacillus cereus - - - - - - - - + + + + 0.16
Escherichia coli - - - - - + + + + + + + 0.08
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111.3 Etude de I’activité anti-inflammatoire (in vitro)
111.3.1 Test de dénaturation des protéines

Le tableau 9 montre les résultats de I’activité anti-inflammatoire in vitro de I’extrait
éthanolique de Laurus nobilis qui consiste a évaluer les pourcentages d’inhibition de la

dénaturation de sérum albumine bovin (BSA).

Tableau 8: Effets anti inflammatoire de I’EELN in vitro

EELS Diclofenac
Concentration (ug/ml) 1000 1000
% d'inhibition 94,64 1184

Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation I’EELNétait efficace avec une
inhibition égale a 94,64%. Les résultats obtenus pour cetextrait sont comparables a ceux
obtenus pour le diclofenac, un médicament anti-inflammatoire utilisé comme standard qui

exercé un pourcentage d’inhibition a la méme concentration.

La dénaturation des protéines est parmi les causes de I’inflammation (Barros et al.,
2008) (Bagad et al., 2011). La production d’auto-antigénes dans les maladies inflammatoires
peut étre due a la dénaturation des protéines in vivo. Le mécanisme possible de la dénaturation
consiste a I’altération des liaisons électrostatique, hydrogene, hydrophobe et disulfure qui
maintien la structure tridimensionnelle des protéines(Barros et al., 2008 ; Mizushima et
Kobayashi., 1968).

Il est prouvé que les anti-inflammatoires non stéroidiens comme le phénylbutazone et
L’indomethazine inhibent pas seulement la synthése des prostaglandines pro-inflammatoires,
mais inhibent aussi la dénaturation des protéines (Mizushima et Kobayashi., 1968).

D’apres les résultats, on constate que I’extrait éthanolique de Laurus nobilisest capable

de contr6lé la production d’auto-antigéne par I’inhibition de la dénaturation des protéines.

L activité inhibitrice de la dénaturation de BSA est peut étre attribuée a la présence de
différents composés bioactifs tels que les flavonoides dans I’EELN trouvés lors des criblages
phytochimiques. De nombreuses études ont évalué I’effet inhibiteur de différents extraits de
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plantes sur I’activité anti-inflammatoire in vitro par la méthode de la dénaturation des
protéines (Sangeetha et al., 2011 ; Barros et al., 2008 ; Mizushima et Kobayashi., 1968).

I11.4 Activités biologiques (in vivo)
111.4.1 Etude de I’activité analgésique (Test de torsion)

Le criblage de I’effet analgésique est réalise par le test de I’acide acétique, trés répandu
pour sa haute sensibilité et sa capacité de mettre en évidence les molécules aussi bien a effet
périphérique que central. On injecte une solution d’acide acétique a 17 par voie ip, 5min
apres, on compte pour chaque souris le nombre de contorsion (NC) sur une durée de 20
minutes (figure 19).

= Le groupe témoin ayant recu de I’eau physiologique présente aprées injection
intrapéritonéale de I’acide acétique a 1%, une moyenne de contorsions de 15 fois
pendant 15 secondes.

= L’administration par intrapéritonéale de Paracétamol a la dose de 200 mg/kg, présente
un nombre de contorsions qui est égale a 2 fois lié a I’administration de I’acide
acétique.

= Apres I’administration de I’acide acétique et I’extrait de Laurus nobilis a 780mg/kg

par voie ip, présente un nombre de contorsions qui est égale a 9 fois.

Figure 21 : une souris avec une crampe.

41
Laboratoire des micro-organismes bénéfiques, des aliments fonctionnels et de la santé (LMBAFS)



Chapitre Il : Résultats et discussion

= P, N N W W B b
o uu o uun o uu o u

Pourcentage d'inhibition (%)

(6]

EELN Paracétamol

Figure 22: Les pourcentages d’inhibition des contorsions de I’extrait ethanolique de Laurus
nobilis(EELN) et du paracétamol

Les résultats obtenus montrent que I’extrait éthanolique de Laurus nobilis présente un
effet analgésique en réduisant le nombre de contorsions abdominales. Ceci suggere que
I’extrait posséderait des composés qui agiraient selon le méme mécanisme que le paracétamol,
et par ce fait, inhiberait la COX-1 et la COX-2, empéchant la synthése des prostaglandines
(Le Bars et al, 2001).

A I’issu de ces résultats, il ressort que I’extrait éthanolique de L.nobilis possederait des

propriétés analgesiques.
111.4.2 Etude de I’activité anti-inflammatoire in vivo
111 4.2.1 Test de I’cedeme plantaire induit par la carragénine

L’evaluation de I’activité anti-inflammatoire de Laurus nobilis a été réalisée par le test
de I’cedéme plantaire induit par injection de la carragénine chez les souris. Les résultats

obtenus sont présentés dans la figure 21.

La figure 21 montre I’effet inhibiteur exercé par I'extait ethanolique de Laurus
nobiliset le diclofénac sur le développement de I’inflammation en fonction des heures. Nous
remarquons que le seuil maximal a été atteint a 6 heures. En effet, le pourcentage d’inhibition
obtenua été a raison de 98,6817% pour I'EELNa la dose de 780 mg/kg.L’cedeme plantaire est
I’un des principaux facteurs utilisés pour I’évaluation du degré d’une inflammation aigue et de
I’efficacité des nouveaux medicaments anti-inflammatoires (Begum et Sadique, 1988). Son

induction par injection de la carragénine est utilise comme modéle expérimental standard
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(Banerjee et al., 2000). Ce phénomene se caracterise habituellement par une réponse
biphasique. La premiére phase (1 - 2 heures) dépend de la libération de médiateurs chimiques
tels que, I’histamine, la sérotonine et la bradykinine. La deuxiéme phase (3 — 6 heures) est
soutenue par la libération de prostaglandines, leucotrienes, lysozymes, protéases et oxyde
nitrique (NO) (DiRosa et al., 1971; Olajide et al., 1999; Posadas et al., 2004).

A travers nos résultats, nous avons constaté que I'extrait de Laurus nobilis, possédait
un effet anti-inflammatoire considérable, ce qui lui a permis, a partir des premieres heures,

d’inhiber I’inflammation de fagon hautement significative par rapport au groupe témoin.

On conclue que I'extrait de Laurus nobilis auraient empéché la libération des
médiateurs pro-inflammatoires de la phase tardive (3 — 6 heures) en inhibant I’expression des
principaux précurseurs (iNOS et COX-2)(Vigo et al., 2004).
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Figure 23 : Inhibition de I’cedeme plantaire (en %) par I’extrait ethanolique de Laurus
(EELN) et le diclofénac (D)
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11 4.2.2. Perméabilité vasculaire induite par I’acide acétique chez la souris

L’evaluation de I’activité anti-inflammatoire del’lEELNa été déterminée aussi par
I’effet de I’extrait de Laurus nobilissur la perméabilité vasculaire induite au niveau péritonéal
par I’acide acétique chez les souris (Kou et al., 2006).Les résultats obtenus sont présentés
dans la figure 22.
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Figure 24: Le pourcentage d’inhibition de I’extrait ethanolique de Laurus nobilis(EELN) et

indométacine.

Les résultats obtenus montrent que les groupes ayant recus un traitement avec I’extrait
éthanolique de Laurus nobilis, ou I’indométacine une heure avant I’induction de
I’inflammation par I’acide acétique affichent une réduction significative (p<0.05) dans la
perméabilité vasculaire au niveau péritonéal. Le traitement par 50 mg/kg d’indométacine
induit une inhibition de la perméabilité vasculaire de 46 %. Le traitement par 780 mg/kg
d’extrait éthanolique de Laurus nobilispar voie orale provoque une inhibition de 85.9 % de la

perméabilité vasculaire, cette inhibition est supérieure a celle obtenue avec I’indométacine.

Le prétraitement des souris par I’extrait éthanolique entraine une inhibition
significative de la perméabilité vasculaire. Cette inhibition est statistiquement supérieure a

celle exercée par I’indométacine.
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La permeabilité vasculaire est derriere I’exsudation plasmatique qui contribue a
enrichir le milieu extravasculaire en facteurs destinés a entretenir et a amplifier la réponse
inflammatoire (Regnault, 1992). La capacité de I’extrait d’inhiber la perméabilité vasculaire
indique qu’il peut moduler I’amplitude de la réaction inflammatoire, ce qui peut expliquer

I’effet anti-cedemateux observé dans le test précédent.

45
Laboratoire des micro-organismes bénéfiques, des aliments fonctionnels et de la santé (LMBAFS)






Conclusion générale

CONCLUSION

L’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie asuscité un grand intérét dans la
recherche biomédicale, une telle thérapie prévient [I’apparition des effets secondaires
observés lors de I’utilisation des médicaments de synthése chimique.

Le présent travail vise a I'évaluation des effets antibactériens, antioxydant et anti-
inflammatoire in vivo et in vitro, et analgésique de I'extrait éthanolique de Laurus nobilis
(EELN).

Tout d’abord, nous avons commencé par I’estimation quantitative des polyphénols totaux et
des flavonoides totaux dans I’extrait, les résultats obtenus montrent qu’il est riche par ces
métabolites. La teneur en polyphénols est égale a 35,86+0.05mg d’acide gallique/mg
d’extrait, et celle des flavonoides est égale a 122,25+0.02mgd’Equivalent de quercetine/g

d’extrait.

Apres I’étude de I’activité antimicrobienne par la technique des puits, les diamétres des zones
d’inhibition affichés varient entre 00 et 16 mm. La comparaison entre les souches, les souches
les moins sensibles a I’extrait éthanolique de laurus nobilis sont Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 et Escherichia coli ATCC 25922.Tandis que le plus grand diametre d’inhibition
a été affiché par la souche Staphylococcus aureus ATCC 33862.

En outre, la méthode de macrodilution en milieu liquide a permis d’obtenir les concentrations

minimales inhibitrices dont les valeurs varient entre 0,08 a 3,12 pl/ml.

L’activité anti-inflammatoire (in vitro)d’EELN a été effectuée par la méthode d’inhibition de
la dénaturation des protéines. Les résultats obtenus montrent quel pourcentage d’inhibition de
la dénaturation P’EELN était significativement trés efficace avec une inhibition égale a
94.64%. Les résultats obtenus pour cet extrait sont comparables a ceux obtenus pour le

diclofenac.

Par ailleurs, I’activité anti-inflammatoire a été réalisée in vivo via le test d’cedéme plantaire
induit par injection de la carragénine.Les souris ont été réparties en trois lots recevant de
I'EELN (780 mg/kg),le diclofénac (50 pl/kg)et le groupe temoin, les résultats obtenus
montrent que I’EELN posséde un effet anti inflammatoire considérablement significatif qui
s’est manifesté par une réduction de 98,68% d’cedéme .
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Quant a I’activité analgesique, les souris ont été réparties en trois lots recevant de I'EELN
(780 mg/kg),le paracétamol (200 mg/ kg) respectivement, et le groupe témoin ayant recu de
I’eau physiologique. Aprés 20 min injection intrapéritonéale de I’acide acétique a 1%, Les
résultats obtenus montrent que I’EELN présente un effet analgésique comparable a celui du

paracétamol qui s’est prononceé par la réduction de 40% des torsions.

Derniérement, I’effet de ’EELN sur la perméabilité vasculaire induite au niveau péritonéal
par I’acide acétique a été exploré. Les souris ont été reparties aussi en trois lots recevant de
I'EELN (780 mg/kg), I'indométacine (50 mg/kg),et le groupe témoin ayant recu de I’eau
physiologique. Une heure aprés, les souris des trois derniers lots ont recu une injection
intraveineuse de 10 ml/kg d’une solution de bleu d’Evans 1%, suivie d’une injection intra-
péritoneale de 10 ml/Kg d’acide acétique 0,7%. Les reésultats obtenus montrent que I’EELS
possede une inhibition de 85.9 % de la perméabilité vasculaire, cette inhibition est supérieure

a celle obtenue avec I’indométacine.

En fin, L'ensemble des resultats obtenus au cours de notre investigation, constitue une

premiere étape dans la recherche des substances de source naturelle biologiquement active
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Annexe

ANNEXE N° 01

1 - Bouillon nutritif (BN)

= 1000 mL d’eau distillée
= 100 g de peptone
= 05 g d’extrait de viande
= 0. 5gde chlorure de sodium
2 — Milieu Mueller Hinton (MH)
Les proportions ci-dessous sont calculées pour 1000 mL d'eau distillée.
= Infusion de 300 grammes de viande de beeuf déshydratée.
= Hydrolysat acide de caséine : 17,5 g
= Amidondemais:15g
= Agar:10ailbg
= pH final du milieu : 7,4

Porter le tout & ébullition et verser le milieu dans les tubes avant qu'il ne se solidifie.

3 - Tampon PBS

= 1000 ml d’eau distillée
= 8gNaCl

= 0.2gKCl

= 1.44 gNaz HPO4

» 0.24gKH2PO4

pHa 7, 4.

Laboratoire des microorganismes bénéfiques, des aliments fonctionnels et de la santé (LMBAFS)



Annexe

ANNEXE N°02

Tableau : Détermination de la CMI de I’extrait éthanolique de laurus nobilis

Les concentrations |1 | 2 | 3 4 5 6 7 8 9 10 [ 11 | 12
Les souches bactériennes
(1) Enterobacter

cloacae

(2) Bacillus subtilis

(3) Pseudomonas
aeruginosa

(4) Shigella

(5) Aspergillus niger

(6) Candida albicans

(7) Carnobacterium
maltoaromaticum

(8) Staphylococcus
aureus

(9) Bacillus cereus

(10) Escherichia coli

Laboratoire des microorganismes bénéfiques, des aliments fonctionnels et de la santé (LMBAFS)
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