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Résumeé

Les plantes médicinales font I’objet de plusieurs études récentes, vue
leurs richesses en composés chimique a effet thérapeutique. Pour cela, ce travalil
s’inscrit dans le cadre de [I'étude des proprietés physico-chimique, [lactivité
antimicrobienne et anti-oxydante d’une huile essentielle extraite des feuilles d’une
plante aromatique et medicinale ; Laurusnobilis L. L’extraction a été réalisé par
clevenger en se basant sur le principe de 1’hydro-distillation. Cette séparation nous a
permis des rendements de 1 %. L’HE obtenue a été caractéris¢é a fin de déterminer
son indice d’acide, d’ester, de saponification...... En plus, une évaluation du
pouvoir antioxydant et antimicrobien a révéler que cette plante posséde un pouvoir
antioxydant pour le radical libore de DPPHe avec une IC50 de 4.98 pL/mL et une
activité  antimicrobienne  vis-a-vis de plusieurs microorganismes. Les  activités
enzymatiques (lipasique, protéolytique et catalasique) des feuilles de Laurier Noble
ont été évalué dans un extrait brute avec des valeurs de 2866.66 mol/min/mL,
0.840U/mL et 0.1 pKat/g respectivement. Tous cela, nous encourage a approfondir

notre étude et I'introduire dans une application pharmaceutique adéquate.

Mots clés :Hydro-distillation, Huile essentielle, Laurusnobilis L, Activité antimicrobienne,

Activité antioxydante, Pouvoir enzymatique



Abstract

Medicinal plants are the subject of several recent studies, given their richness in
chemical compounds with therapeutic effect. For this, this work is part of the study of the
physico-chemical properties, the antimicrobial and antioxidant activity of an essential oil
extracted from the leaves of an aromatic and medicinal plant; Laurusnobilis L. The extraction
was carried out by Clevenger based on the principle of hydro-distillation. This separation
allowed us yields of 1%. The EO obtained was characterized in order to determine its acid
index, ester, andsaponification index...... In addition, an evaluation of the antioxidant and
antimicrobial power revealed that this plant has an antioxidant power for the free radical of
DPPHe with an IC50 of 4.98 uL/mL and antimicrobial activity against several
microorganisms. The enzymatic activities (lipase, proteolytic and catalase) of leaves were
evaluated in a crude extract with values of 2866.66 mol/min/mL, 0.840U/mL and 0.1 pKat/g
respectively. All this encourages us to deepen our study and introduce it into an adequate
pharmaceutical application.

Keywords: Hydrodistillation, Essential oil, Laurus Nobilis Antimicrobial activity,

Antioxidant activity, Enzymatic power.
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Introduction générale

L'utilisation des plantes médicinales remonte a un passé lointain, a plusieurs siécles et
a plusieurs civilisations. Les plantes médicinales sont utilisées comme remeédes pour les
maladies humaines car elles contiennent des composants naturels ayant un intérét
thérapeutique. Selon des études pharmacologiques plus de 1200 plantes ont été utilisées a
travers le monde en médecine traditionnelle, pour leurs activités biologiques contre diverses
maladies[1, 2].

Ces maladies sont a I’origine du stress oxydatif et sont dues généralement a la
production excessive des radicaux libre et qui pourraient devenir toxiques pour les
composants majeurs de la cellule comme les lipides, les protéines et les acides nucléiques [3].
Ceci provoquerait un dysfonctionnement cellulaire et serait impliqué dans diverses
pathologies telles que les maladies cardiovasculaires, le cancer, le diabete, les maladies neuro-

dégenératives (Alzheimer, Parkinson) et le processus de vieillissement [4].

De facon générale, les plantes médicinales et aromatiques (PAM) sont reconnues
comme une ressource importante pour les soins de santé et la parfumerie depuis l'antiquité
[5]. lls représentent une nouvelle source de composés actifs naturels tels que les composeés
phénoliques, les saponosides, et les huiles essentielles qui font I'objet de nombreuses
recherches in vitro et in vivo [6]. Les métabolites secondaires qui trouvent des utilisations
comme agents aromatisants, parfums, insecticides, colorants et médicaments. La
biotechnologie offre plusieurs choix grace auxquels le métabolisme secondaire des plantes
médicinales peut étre modifié de maniere innovante, pour surproduire des composes
phytochimiques d'intérét, réduire la teneur en composés toxiques ou méme pour produire de

nouveaux produits chimiques [7].

L’Algérie posséde une position géographique particuliére lui accordant une large
bande de végétation tres variée notamment les plantes aromatiques médicinales. La flore
algérienne recéle un patrimoine végétal tres riche, mais peu connu par manque d’études sur
les vertus et les richesses qu’il peut probablement engendrer, celui-ci est malheureusement
trés peu exploité [8]. A leur téte les huiles essentielles, qui par leurs multitudes propriétés

ouvrent le champ pour cette orientation vers la nature.



Introduction générale

Actuellement, preés de 3000 huiles essentielles sont décrites, parmi lesquelles environ 300
présentent une importance commerciale dans le cadre des applications pharmaceutiques,

cosmétiques, alimentaires, agronomiques ou dans le domaine de la parfumerie [9].

Pour cela, nous avons choisi une plante médicinale qui est nommée Laurier Noble
qu’est 'une des espéces des plantes aromatiques les plus utilisée en Algérie. Elle attire
beaucoup I’attention en raison de son importance €conomique, sa richesse en composés

bioactives et ses propriétés thérapeutiques.
Notre travail a été divisé en deux parties :

Nous aborderons dans la premiere partie une étude bibliographique qui regroupe deux
chapitres dont :

X Le premierréservéauxhuiles essentielles et leurs propriétés ;

X Le deuxieme est une recherche bibliographique consacrée a une description de Laurier
Noble en précisant la composition chimique de différentes parties de la plante, sa

classification botanique et sa composition.

La deuxiéme partie est une étude expérimentale consacrée a I’extraction de 1’huile
essentielle de Laurier Noble ainsi que sa caractérisation physico-chimique détaillée en

utilisant les moyens disponibles.

Enfin, nous présenterons les resultats obtenus et leurs discussions et on termine par
une conclusion générale qui englobe I’ensemble des résultats obtenus et les perspectives a

envisager.
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I.1.Introduction :

Les huiles essentielles sont des principes actifs issus du métabolisme secondaire des
plantes médicinales, ils ont été utilisés depuis I’antiquité et ils sont largement employées de
nos jours, pour leurs propriétés biologiques (antimicrobienne, anti-oxydante, analgésique,
anti- inflammatoire, anti-cancérigéne, antiparasitaire, insecticide...)et leurs applications dans

de multiples et diverses industries : alimentaire, cosmétique, parfumerie et pharmacie[10].

L’importance économique que représentent ces essences du fait de leurs propriétés
biologiques, thérapeutiques, odoriférantes..., de leur impact au niveau de I’environnement et
de leur utilisation dans le traitement de certaines maladies infectieuses pour lesquelles les
antibiotiques de synthese sont de moins en moins actifs ou dans la conservation des aliments
contre I’oxydation comme alternatives aux produits chimiques de synthése suscite de plus en

plus ’intérét des biologistes, des médecins et des chimistes[11].
I.2.Historique :

Les premiéres traces d'utilisation de l'aromathérapie remontent a plus de trente mille
ans. Les aborigenes d'Australie, au moyen de la fumigation, étaient de grands utilisateurs de
teatree (arbre a thé), une huile essentielle aujourd’hui tres prometteuse sur les plans

antibactérien, antiviral, antiparasitaire et antifongique.

Les Egyptiens et les Perses étaient experts dans I'art de la distillation. Pour preuve des
inscriptions retrouvées, datant de 4000 ans en Mésopotamie et des écrits égyptiens datant de
3500 ans.

Les Grecs aussi firent grand cas des " huiles a parfum " et s'en sont servi pour guérir

lors de I'épidémie de peste a Athénes.

Les Romains, grands utilisateurs de parfums, utilisaient les aromates sous forme de
graisse aromatique ou huile parfumée. Ils connaissaient les propriétés antibactériennes et

antiseptiques des plantes aromatiques qu'ils cultivaient.

Les civilisations avancées des Azteques, Mayas et Incas connaissaient I'emploi des

drogues végétales aromatiques pour guérir les infections et les plaies.

L'Aromathérapie "moderne” provient directement du monde arabe ou les savants

commenceérent a distiller les plantes a la vapeur d'eau. Le grand savant Avicenne met au point
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l'alambic autour de I'an 1000. Ce n'est qu'au Xllléme siecle que I'aromathérapie arrive en

Europe. De retour des croisades.

Au XIVeme siecle, les appareils distillatoires évoluent et font leur apparition dans les

laboratoires médicaux et alchimiques.

Aprés bien des ouvrages sur l'art de la distillation, le "Liber de distillation™ écrit par
Giovanni Battistadella Porta en 1563, ou il fait la distinction des huiles grasses, des huiles
essentielles et la maniere de séparer les essences des eaux distillées aromatiques. Ce n'est
qu'au cours des XVle et XVlle siécles que les huiles essentielles ont regu leurs premiéres

applications en tant que telles et leur introduction dans le commerce.

A la fin du XIXeme siecle, avec l'avenement de la chimie organique, les essences
livrent peu a peu leurs secrets : elles sont le mélange de nombreux composants, terpénes,

alcools, esters, aldéhydes, cétones, phénols [12].
1.3.Définition de I’huile essentielle :

Les huiles essentielles, appelées aussi essences, sont des mélanges de substances
aromatiques produites par de nombreuses plantes et présentes sous forme de minuscules
gouttelettes dans les feuilles, la peau des fruits, la résine, les bois. Elles sont présentes en

petites quantités par rapport a la masse du végeétal [13].

Selon la commission de la pharmacopée Européenne I'huile essentielle est : « Produit
odorant, generalement de composition complexe, obtenue a partir d'une matiére premiére
vegétale botaniquement definie, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation
séche, soit par un procédé mécanique approprié sans chauffage. L'huile essentielle est le plus
souvent separée de la phase aqueuse par un procédé physique n'entrainant pas de changement

significatif de sa composition ».

1.4.Localisation des huiles essentielles :

Selon plusieurs chercheurs, les huiles essentielles en peuvent étre extraite qu’a partir des
végetaux supérieurs repartie sur 60 familles comme par exemple ; les Lamiacées (thym,
menthe) ; les Myrtacées (Le myrte) : les Lauracées (cannelle). Les huiles essentielles se
trouvent dans tous les organes de la plante : feuilles, fleure, racines, graines, écorces et bois.
La composition de l'huile essentielle (qualitative et quantitative) peut varier selon sa

localisation dans la plante[14,15]. Elles sont élaborées par des glandes sécrétrices qui se
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trouvent sur presque toutes les parties de la plante. Elles sont sécrétées au sein du cytoplasme
de certaines cellules [16].

La synthése et l'accumulation des huiles essentielles sont généralement associées a la
présence des structures histologiques spécialisés, souvent localisées sur ou a proximité de la
surface de la plante qui sont : cellules & huiles essentielles de Lauracées (Lauracea), les poils
sécréteurs des Laminacées, poches sécrétrices des Myrtacées, des Rutacées, et les
Laminacées, et les canaux sécréteurs qui existent dans de nombreuses familles. 1l est
intéressant de remarquer que les organes d'une méme espéce peuvent renfermer des huiles

essentielles de composition différente selon la localisation dans la plante [17].
1.5.Critéres de qualité des huiles essentielles :

Six critéres doivent étre pris en considération pour évaluer la qualité des huiles

essentielles :
L.5.1. L’espéce botanique :

La plante utilisée pour fabriquer une huile essentielle doit étre définie par son genre,

son espece et si possible la sous-espéce a laquelle elle appartient [18].
1.5.2. L’organe producteur :

Selon la partie de la plante (feuilles, fleurs...) distillée ou pressée (pour les zestes de
Citrus), il peut exister plusieurs huiles essentielles pour la méme plante avec des compositions

chimiques et des activités différentes.

Par exemple, pour la cannelle de Ceylan, I’huile essentielle peut étre extraite de ses feuilles et
de son écorce. Ainsi, I’huile essentielle provenant de I’écorce a des propriétés plus marquées

que celle extraite des feuilles[19].
1.5.3. L’origine géographique :

Cela permet de connaitre I’environnement dans lequel grandit la plante et de
caractériser ainsi 1’huile essentielle obtenue. Il y a des différences de composition chimique
selon le pays d’origine. Une méme plante grandissant dans des lieux différents avec
changement de situation géographique (altitude et latitude), avec variation de la nature du sol,

peut produire des huiles essentielles différentes [19].



Chapitre I : Huiles essentielles

1.5.4. Le mode de culture :

I1 définit si la plante est cultivée ou sauvage [19].
1.5.5. Le chimio-type :

Il définit la molécule aromatique révélatrice des principales propriétés thérapeutiques
de I'huile essentielle. Une plante de méme variété botanique peut produire des huiles
essentielles de compositions chimiques différentes selon son origine, son pays, son climat, son
sol.On effectue une chromatographie en phase gazeuse liée a une spectrométrie de masse
(CG-MS) pour identifier et quantifier ces compositions et connaitre ainsi la composition

précise des huiles essentielles [19].
1.5.6. Le mode d’extraction :

Il existe plusieurs modes d’extraction des huiles essenticlles comme la distillation,
I’hydro-distillation, la percolation, I’expression qui peuvent faire évoluer la composition de

I’huiles essentielle[19].
1.6.Composition chimique des huiles essentielles :

Les huiles essenticlles sont dotées d’un trés grand nombre de composants chimiques,
qui leur conférent leurs différentes propriétés et éventuelles toxicités, peuvent comporter plus
de soixante composes différents. Les composants principaux peuvent constituer jusqu'a 85%

de I’huile, tandis que d'autres composants sont présents seulement comme traces[20].
1.6.1. Classification des composés terpeniques et aromatiques :

On peut diviser cescomposants chimiques en deux grands groupes : le groupe majeur
des terpenoides (hydrocarbures terpéniques, terpéniques oxygenés) et le groupe des composés

aromatiques qui sont des dérivés du phénylpropane [20].

Tableau 1.1 : Les composés terpéniques et aromatiques

Groupes chimiques Hydrocarbures Terpéniques Composés
terpéniques OXyQgeneés aromatiques
Composés chimiques Monoterpéenes Alcool La vanilline
Sesquiterpénes Aldéhydes L’eugénol
L’anéthole
L’estragole
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1.6.1.1. Les Hydrocarbures terpéniques :

Ce sont les molécules les plus banales constituant les HE dont le squelette carboné est
composé de molécules d’isoprénes (Figure 1.1) arrangées en cycle ou de facon linéaire. Les
principaux terpenes sont les monoterpénes (C10) et les sesquiterpénes (C15), mais les
hemiterpenes (C5), diterpenes (C20), triterpénes (C30), et tetraterpénes (C40) existe aussi, et
les terpenes contenant 1’oxygene sont appelés des terpénoides[9].La formule générale des
terpénes est [CsHg] n.

Figure 1.1 : Unité d’isopréne[21].

Le point d’¢ébullition des terpeénes augmente avec le nombre d’atomes de carbone dans la
molécule ; les molécules de masse plus élevées sont moins volatiles, ainsi les huiles extraites
par hydro-distillation ou par extraction a la vapeur contiennent plus de monoterpéne.Les
terpenes peuvent facilement polymériser d’ou I’importance d’éviter les facteurs accélérant ce

processus au cours de la conservation des HE (lumiére, air, chaleur)[22].
X Monoterpeénes :

Les composés monoterpéniques sont constitués de deux unités d’isopréne, leur formule
chimique brute est CioH16.Ces composes peuvent étre : monoterpenes acycliques (myrcéne,
ociménes...), monoterpénes monocycliques (o- et y terpinéne, p-Cymene..) et aux
monoterpénes bicycliques (pinénes, A3-caréne, camphene, sabinéne...) et monoterpenes

tricyclique)(Tableau 1.2) [23].
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Tableau 1.2 : Diversité des monoterpenes[24].
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Les monoterpenes sont les plus retrouvés car il faut savoir que plus une molécule contient

d’atomes de carbones, plus elle sera « lourde » et donc difficile a extraire lors de ladistillation.

Ce sont des composeés :

X Anti-infectieux, bactéricides, virucides et fongicides ;

X Stimulent les glandes a mucines « décongestion des voies respiratoires » ;
X Utilisés dans les pathologies oreille, nez et gorge ;

X Antalgiques cutanés, lors de douleurs localisées [25].

2. Sesquiterpenes

Ce sont des derives d'hydrocarbures en CisHz2 (assemblage de trois unités isoprénes). Il
s'agit de la classe la plus diversifiée des terpénes qui se divisent en plusieurs catégories
structurelles, acycliques, monocycliques, bicycliques, tricycliques, polycycliques. lls se
trouvent sous forme d'hydrocarbures ou sous forme d'hydrocarbures oxygénés comme les

alcools, les cétones, les aldéhydes, les acides et les lactones dans la nature [26].1ls sont :
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X/
°e

Antiseptiques et bactericides ;

o
A5

X Puissants anti-inflammatoires ;
X Utilisés dans les pathologies artériocapillaires ;
X Antiallergiques ;

X2 Antihistaminique chez certains asthmatiques (Figure 1.1) [25].

A A e
J= 1 (
HiC™ : —H II\ |
{\:':- -~ “ valérsnons

C:mnp]:nl]gm farnesol
I4 L5 ) = ]

Figure 1.2 : Structures de quelques sesquiterpenes[27].
1.6.1.2. Composes terpéniques 0Xygeneés :

a) Les alcools terpéniques :

Les alcools terpéniques sont utilisés dans de nombreuses pathologies infectieuses. Ils

ont des actions anti-infecticuses a large spectre d’action et également des stimulants

immunitaires[19].Les principales molécules et huiles essentielles contenant des alcools :

CH OH
QL '
1’; OH
H_qﬂ'f R‘"C.H-;

Figure 1.3 : Menthol[19] Figure 1.4: Linalol[19]
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Le menthol contenu dans I’huile essentielle de Menthe poivrée (Mentha x piperita)
apporte un effet vasoconstructeur et anesthésiant.Le linalol présent dans 1’huile essenticlle de

Thym CT linalol (Thymus wvulgaris CT linalol) posséde une action stimulante
immunitaire[19].

b) Les aldéhydes terpéniques :

Les aldéhydes terpéniques conférent despropriétés anti-inflammatoires relaxantes. Ils
comportent le groupe caractéristique —CHO. Les principales molécules et huiles essentielles
contenant des alcools :

CH;
R
H.C CH3
Figure 1.5 : Gérani[19] Figure 1.6 : Lenéral[19]

Les Citrals (general et néral), qui sont des aldéhydes terpéniques,se retrouvent dans

I'huiles essentielle de Citronnelle (Cymbopogon)[19].
1.6.1.3. Composés aromatiques.

Ces composés dérivent du phenylpropane (C6-C3), Ils sont moins fréquents que les
terpénes. Cette classe comprend des composés odorants comme : la vanilline, I’eugénol,

I’anéthole et ’estragole. Ils se distinguent entre eux par :

X Le nombre et la position des groupements hydroxyles et méthoxy ;

X La position de la double liaison de la chaine latérale, allylique ou propénylique ;
o> Le degré d’oxydation de la chaine aliphatique [14].

Ces composés aromatiques constituent un ensemble important, car ils sont généralement

responsables des caracteres olfactifs et organoleptiques des huiles [28].

10
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Eugénal Vaniline Anétole

Figure 1.7 : Structure de quelques composés aromatiques [27].
|.7.Méthodes d’extraction des huiles essentielles :

Les gouttelettes d'huile stockées dans les glandes ou les sacs d'huile peuvent étre
extraites soit par accélération de la diffusion a travers la paroi de la cellule, soit par
écrasement de la paroi cellulaire. Les techniques adoptées dépendent de la partie des plantes
ou l'huile doit étre extraite, de la stabilité de l'huile a la chaleur et de la sensibilité des
constituants de I'huile aux réactions chimiques [29].Les principales méthodes d’extraction

sont :
1.7.1. La distillation :

Selon Benjilalila,la distillation peut étre définie comme étant la séparation des
constituants d’un mélange de deux ou plusieurs composants en fonction de leur température
de passage a 1’état gazeux (ébullition ou sublimation)[30]. La distillation peut s’effectuer avec
recyclage de I’eau de distillation (cohobation), ou sans recyclage. La production des huiles
essentielles se ferait donc en deux étapes : la diffusion de I’huile essentielle de I’intérieur des

tissus vers la surface du matériel végétal, et 1’évaporation et entrainement a la vapeur

d’cau[31].
1.7.2. Hydro-distillation :

L’hydro-distillation est composée de hydro- en grec « eau » et de -distillation qui vient du
latin stilla, « goutte » et de distillare (latin savant), « tomber goutte a goutte » [31]. L’hydro-
distillation est la méthode la plus simple et la plus anciennement utilisée et normée pour

I’extraction d’une huile essentielle, ainsi que pour le contrdle de qualité [32].

11
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Elle se produit dans I’appareil de Clevenger et consiste & immerger directement le matériel
végétal a traiter (entier, coupé ou éventuellement broyé) dans un alambic rempli d’eau qui est
ensuite portée a ébullition [33]. La chaleur permet 1’éclatement et la libération des molécules
odorantes contenues dans les cellules végétales. Ces molécules aromatiques forment avec la
vapeur d’eau un mélange azéotropique (eau + huiles essentielles) et I’huile essentielle est
séparée de la phase aqueuse par différence de densité [34].La durée de la distillation est plus
longue pour les organes de plantes ligneuses que pour les herbacées, cette différence est liée a
la localisation des structures d’¢élaboration ou de stockage des huiles essentielles pouvant étre
superficielles ou internes. De ce fait, elles ont une influence sur le déroulement de 1’hydro-
distillation, c'est-a-dire sur les mécanismes successifs mis en jeu, et par conséquent sur la
durée [35].

1.7.3. Entrainement a la vapeur d’eau :

C’est la technique la plus couramment utilisée pour la fabrication des HEs. C’est la seule
distillation préconisée par la Pharmacopée frangaise, car elle minimise les altérations
hydrolytiques (notamment des esters). Dans cette méthode, la matiere végétale n’est pas en
contact avec 1’eau. Cette opération s'accomplit dans un alambic. Un flux de vapeur d'eau
traverse une cuve remplie de plantes aromatiques disposées sur des plaques perforees. Le but
consiste a emporter avec la vapeur deau, les constituants volatils de la plante

aromatique(Figure 1.8) [25].

Les huiles essentielles sont généralement obtenues par distillation et entrainement a la
vapeur d’eau, cette opération s’accomplit dans un distillateur. Le matériel végétal est soumis a
I’action d’un courant de vapeur sans macération préalable. Ce courant de vapeur entraine les
molécules aromatiques vers un systeme de refroidissement. La vapeur d’eau chargée ainsi
d’essence retourne a I’état liquide par condensation. Le produit de la distillation se sépare
donc en deux phases distinctes : I’huile essentielle et I’eau condensée que 1’on appelle eau

florale ou hydrolat [36].

12
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Figure 1.8 : Schéma du processus de la distillation par entrainement a la vapeur d’eau [29].

1 : Chauffage, 2 : Chaudiere produisant de la vapeur, 3 : Cuve contenant les plantes a distiller,
4 : Vidange, 5 : Col de cygne permettant le passage de la vapeur chargée en huiles
essentielles, 6 : Réfrigérant (ou serpentin), 7 : Sortie de I’eau chaude, 8 : Entrée de I’eau
froide, 9 : Essencier (ou vase florentin) permettant la séparation de I’huile essenticlle et de
I’hydrolat.

1.7.4.Hydro-diffusion :

L’hydro-diffusion est une variante de ’entrainement a la vapeur. Dans le cas de ’hydro
diffusion, le flux de vapeur n’est pas ascendant mais descendant (Figure 1.9). Cette technique
exploite ainsi I’action osmotique de la vapeur d’eau. Le principe de cette méthode réside dans
I’utilisation de la pesanteur pour dégager et condenser le mélange « Vapeur d’eau + huile
essentielle » dispersé dans la matiere végétale. Comme pour I’entrainement a la vapeur d’eau,
I’hydro diffusion présente I’avantage de ne pas mettre en contact le matériel végétal et I’eau.
De plus, I’hydro-diffusion permet une économie d’énergie due a la réduction de la durée de la

distillation et donc a la réduction de la consommation de vapeur [37].

épétal —

® - T —— S e
vapes deau hule cosenticllc
reconsleTne

Figure 1.9 : Entrainement a la vapeur d’eau ascendante et descendante [37].

arrivee a:.
vapenr e
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1.7.5. Distillation séche :

\

Contrairement a I’entrainement a la vapeur d’eau, cette technique est utilisée pour
I’extraction des huiles essentielles a partir d’écorce ou de bois, la distillation est obtenue par
leurs chauffages a température €levée. Elle n’utilise pas d’eau liquide ou sous forme vapeur,
le bois est placé dans une cuve de distillation ou le four est situé autour de la cuve. La chaleur
produite par le four dans le couloir de chauffage permet la combustion du bois. Le distillat est
récupéré dans une cuve de condensation. Le liquide condensé passe ensuite dans une cuve de

décantation afin de séparer 1’eau et I’huile essentielle [38].
1.8. Méthodes industrielles :
1.8.1. Extraction par solvants volatils :

Cette methode est utilisée pour les organes végétaux présentant une concentration en
essence relativement faible ou pour les essences que I’on ne peut extraire par distillation. Elle
est basée sur le pouvoir qu’ont certains solvants organiques a dissoudre les composants des

huiles essentielles[39].

Dans ce procedé, un épuisement des plantes est effectué a I’aide d’un solvant volatil
dont I’évaporation laisse un résidu cireux, tres colore et tres aromatique appelé « concrete ».
Le traitement de cette concrete par ’alcool absolu conduit a « I’absolue » [39,40].Le choix du
solvant est influencé par des parametres techniques et économiques : selectivité (pouvoir
solvant a I’égard des constituants odorants), stabilité, inertie chimique, température
d’ébullition pas trop élevée pour permettre son ¢élimination totale, pas trop faible pour éviter
les pertes et donc une élévation des codts, sécurité de manipulation c¢’est a dire non toxique ou
inflammable. Les solvants les plus utilisés sont les hydrocarbures aliphatiques : I’éther de
pétrole et ’hexane, mais aussi le propane ou le butane liquide (sous pression). Si le benzeéne
est un bon solvant, sa toxicité limite de plus en plus son utilisation. On a également recours
aux solvants halogénés (dérivés chlorés et fluorés du méthane et de 1’éthane) ainsi qu’a
I’éthanol. Aprés I’extraction, le solvant est distillé et en fin de I"opération, le solvant qui

imbibe la masse végétale est récupéré par injection de vapeur d’eau dans celle-ci [41].

En effet,Viaud[42] affirme que des analyses sérieuses, par les méthodes les plus
modernes, montrent que les proportions de solvants résiduaires dans les concrétes se situent
entre 2 et 4% atteignant souvent 6% et méme parfois 25%. Les absolues obtenues par lavage a

I’alcool des concrétes contiennent encore des ppm importantes de ces solvants. De telles
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huiles ne sont donc pas admissibles a 1’usage médical par contre, elles sont admissibles en

parfumerie[42].
1.8.2. Extraction au dioxyde de carbone(CO.) supercritique :

La technique est fondée sur la solubilité des constituants dans le dioxyde de carbone a
I'état supercritique. Grace a cette propriété, le dioxyde de carbone permet I'extraction dans le
domaine liquide (supercritique) et la séparation dans le domaine gazeux. Le dioxyde de
carbone est liquéfié par refroidissement et comprime a la pression d'extraction choisie. 11 est
ensuite injecté dans I'extracteur contenant le matériel végétal, puis le liquide se détend pour se
convertir a I'état gazeux pour étre conduit vers un séparateur ou il sera séparé en extrait et en
solvant [41].

1.8.3. Extraction par micro-ondes :

C’est un procédé utilisant les micro-ondes et les solvants transparents aux micro-ondes
pour extraire de facon rapide et selective des produits chimiques de diverses substances
[43].Le matériel vegétal est immerge dans un solvant transparent aux micro-ondes de maniere
a ce que seul le végétal soit chauffé. Les micro-ondes vont chauffer ’eau présente dans le
systéeme glandulaire et vasculaire de la plante, libérant ainsi les produits volatils qui passent
dans le solvant (non chauffé). On filtre et on récupére ensuite 1’extrait. L’extraction par
micro-ondes a le grand avantage de réduire le temps d’extraction a quelques secondes [44].Ce
procéde, tres rapide et peu consommateur d’énergie, livre un produit qui, est le plus souvent,
de qualité supérieure a celle du produit d’hydro-distillation traditionnelle [41]. Par ailleurs,
I’analyse des huiles essenticlles obtenues par cette méthode,Scheffera montré que la
composition qualitative des huiles essentielles était la méme que celle des huiles obtenues par

distillation mais le pourcentage des constituants variait de maniére significative[45].
1.8.4. Extraction par ultrasons :

Les micro-cavitations, générées par ultrasons, désorganisent la structure des parois
végetales, notamment les zones cristallines cellulosiques. Les ultrasons favorisent la diffusion
et peuvent modifier I'ordre de distillation, des constituants des huiles essentielles.
L’extraction par les ultrasons est une technique de choix, pour les solvants de faible point
d’ébullition, a des températures d’extraction inférieures au point d’ébullition. L’avantage
essentiel de ce procéde est de réduire considérablement la durée d’extraction, d’augmenter le

rendement en extrait et de faciliter ’extraction de molécules thermosensibles [46].
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1.8.5. Méthodes traditionnelles :
a. Expression a froid :

Ce mode d’obtention particulier est réalisé uniquement pour les fruits de la famille
botanique des Rutacées (citron, orange, bergamote, mandarine, etc.). C’est une méthode
simple qui consiste a briser mécaniquement par abrasion les poches oléiféres localisées au
niveau de 1’écorce ou du péricarpe du fruit pour en recueillir le contenu. L’huile essentielle est

séparée du jus de fruit par un procédé mécanique de décantation a froid.

De nos jours, I’expression mécanique reste le procédé le plus simple et le seul ne

modifiant pas le produit obtenu. Ainsi, I’HE recueillie porte le nom d’essence.

Le produit obtenu ne subissant pas de modifications, les essences obtenues par
extraction mécanique possedent une activité thérapeutique nettement supérieure a celle des

HES produites par d’autres procédés[47].
b. Extraction par enfleurage (macération) :

Ce procédé met a profit la liposolubilité des composants odorantsdes vegétaux dans les
corps gras. Il consiste a déposer des pétales de fleurs fraiches sur des plaques de verre
recouvertes de minces couches de graisse (graisse animale type saindoux). Selon les espéces,
I’absorption des huiles essentielles des pétales par le gras peut prendre de 24 heures (Jasmin)
a 72 heures (Tubéreuse). Les pétales sont éliminées et remplacées par des pétales fraiches
jusqu’a saturation du corps gras. On épuise ce corps gras par un solvant que I’on évapore
ensuite sous vide [39, 44]. Pour certaines plantes, on procéde a une immersion des fleurs dans

de la graisse chauffée, c’est ce que ’on appelle enfleurage a chaud ou « digestion » [41].

Cette méthode appelée également macération a chaud par d’autres auteurs est surtout
utilisée pour les fleurs délicates qui perdent leurs aromes tres rapidement apres la cueillette,
comme les violettes et certains lys [44]. Cette technique laborieuse, qui demande une grande
labilité, est de moins en moins employée au profit de I’extraction par les solvants, en raison de

son faible rendement et de I’importante main d’ceuvre qu’elle nécessite [48].
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1.9. Conservation des huiles essentielles :

A cause de leur évaporation rapide, leur sensibilité a I’air et a la lumiére, les huiles
essentielles doivent étre conservees dans des flacons opaques et fermés hermétiquement [49,
50].

Il va de soi que la relative instabilité des molécules constituants les huiles essentielles
rend leur conservation difficile. Les possibilités de dégradation sont nombreuses, facilement
objectivé par les indices (peroxydes, réfraction), par la détermination des caractéres physiques
(viscosité, miscibilité a 1’alcool, pouvoir rotatoire) et/ou par I’analyse en CPG [41].Les
différents types de dégradation sont multiples comme par exemple photo-isomérisation, photo
cyclisation, coupure oxydative, peroxydation et décomposition en cétones et alcools, thermo-
isomérisation, hydrolyse et trans-estérification. Ces dégradations peuvent modifier les

propriétés et/ou mettre en cause I’innocuité de I’huile essentielle [38].

Les huiles essentielles ne devraient pas étre conditionnées dans des flacons
transparents. Elles sont en effet sensibles a la lumiére, a I’air et a la température et doivent par
conséquent étre conservées dans des récipients protecteurs, comme des flacons de verre brun,

bleu ou laiteux par exemple [51].
1.10.Toxicité et précaution d’emploi des huiles essentielles :
1.10.1. Toxicité des huiles essentielles :

Les études scientifiques montrent que les huiles essentielles peuvent présenter une
certaine toxicité. 1l faut cependant remarquer que celle-ci varie selon la voie d’exposition et la
dose prise. Les huiles essentielles semblent n’étre toxiques par ingestion que si celle-ci est
faite en de grandes quantités et en dehors du cadre classique d’utilisation. Les huiles ne seront

toxiques par contact que si des concentrations importantes sont appliquées [52].
1.10.2. Précautions d’emploi des huiles essentielles :

X La durée de conservation des huiles essentielles aprés ouverture est de 2 ans pour les

huiles essentielles a base d’agrumes et de 5 ans maximum pour les autres [53] ;

> I1 faut toujours respecter les voies d’absorption indiquées ainsi que la posologie [54] ;
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Certaines huiles essentielles pures sont dermocaustiques (agressives pour la peau),
comme I’huile essentielle de Thymus vulgaris. Il faudra donc les diluer dans une huile

végétale (amande douce, olive...) [19] ;

Toutes huiles essentielles vendues dans un flacon en plastique, ou dans un flacon en
verre non coloré et foncé, ne doit pas étre considérée comme de qualité
pharmaceutique. Se détourner de ces huiles essentielles qui ne présentent pas d’intérét

thérapeutique [25] ;

Eviter d’utiliser des bouchons ou des emballages en plastique puisque la matiere
plastique peut entrainer une réaction contenant contenu et altérer la qualité de 1’huile

essentielle [53] ;

Il faut veiller a toujours bien se laver les mains apres massage ou application cutanee

pour éviter toute ingestion accidentelle [20] ;

Ne pas utiliser chez la femme enceinte ou allaitante. Mais plus précisément c’est

pendant les 3 premiers mois de grossesse que les HES sont interdites [25] ;

En cas d’ingestion accidentelle, en grande quantité : prendre du charbon végétal en
poudre avec un peu d’eau ou boire de I’huile végétale pour absorber et diluer 1’huile

essentielle et diminuer sa toxicité [55] ;

Ne jamais appliquer 1’huile essentielle pure sur les yeux, le nez, le conduit auditif, les

mugueuses ano-génitales [19] ;

Gardez toujours les huiles essentielles hors de portée et hors de vue des enfants. Et Ne

pas administrer des huiles essentielles par voie orale chez I’enfant de moins de 3 ans

[55] ;

Il est interdit de faire des aérosols d’huiles essentielles aux patients allergiques et
asthmatiques sans contrdle médical, ainsi que chez les personnes ayant des

antécédents épileptiques ou convulsifs [19] ;

Certaines huiles sont photos sensibilisantes, donc Il ne faut pas mettre sur la peau des

huiles essentielles avant toute exposition au soleil [54] ;
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<> Il ne faut pas associer un traitement médicamenteux a un traitement par les huiles
essentielles car cela pourrait provoquer des effets indésirables, potentialiser ou annuler

les effets du traitement médicamenteux [20] ;
I.11. Domaines d’application des huiles essentielles :

En raison de leurs diverses propriétés, les huiles essentielles sont devenues une
matiere d'importance économique considérable avec un marché en constante croissance. En
effet, elles sont commercialisées et présentent un grand intérét dans divers secteurs industriels

comme en pharmacie, en alimentation, en parfumerie et en cosmétiques [14].
1.11.1. En Agroalimentaire :

Les huiles essentielles sont utilisées dans les domaines nutritionnels et agricoles pour
leurs propriétés antibactériennes, antifongiques, antivirales, nématicides, insecticides et
antioxydants rapportés [56].0n les retrouve dans une grande variété de biens de
consommation tels que les produits alimentaires de confiserie, les boissons gazeuses et les
boissons distillées alcoolisees. En plus de leur utilisation répandue comme matiere

aromatisant[57].

Les huiles essentielles sont généralement sres avec un minimum d'effets secondaires.
Plusieurs d'entre elles ont été approuvés comme additifs alimentaires par 1’administration
Américaine des denrées alimentaires et des médicaments (Food and Drug Administration
FDA)[58].1Is n'ont, par conséquent, pas besoin d'autorisation d'emploi dans les aliments, mais
I'évaluation de leurs propriétés antimicrobiennes demeure tres importante pour les exploiter

dans I'industrie comme étant des conservateurs naturels [59].
1.11.2. En parfumerie et cosmétologie :

Les propriétés odoriférantes des huiles essentielles conferent a ces dernieres une
consommation importante en parfumerie et en cosmétique. Elles présentent environ 60% des
matiéres premieres de l'industrie des parfums synthétiques, des savons et des cosmétiques
[60].L utilisation des huiles essentielles dans les crémes et les gels permet de préserver ces
cosmétiques grace a leur activité antiseptique et anti-oxydante, tout en leur assurant leur odeur
agréable [61].
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1.11.3. En pharmacie :

Les huiles essentielles sont utilisées en produits pharmaceutiques pour leur potentiel
en tant qu'agents médicinaux [62].

L'industrie pharmaceutique utilise les huiles essentielles en raison de leurs pouvoirs :
anti- infectieux, antiseptiques, cicatrisant, énergisant, antidouleur et anti-inflammatoire. Les
huiles  essentielles sont  également  utilisées pour l'aromatisationdes  formes
médicamenteusesdestinées a la voie orale. Elles constituent également le support d'une
thérapeutique particuliere : lI'aromathérapie (thérapie par les huiles essentielles des plantes

aromatiques) [63].
1.12. Les activites biologiques des huiles essentielles :
1.12.1. Activité antimicrobienne :

La premiére mise en évidence de I’action des huiles essentielles contre les bactéries a éte
réalisée en 1881 par Delacroix [64]. Depuis, de nombreuses huiles ont été définies comme
antibactériennes [65]. Leur spectre d’action est trés étendu, car elles agissent contre un large
éventail de bacteéries, y compris celles qui developpent des résistances aux antibiotiques. Cette
activité est par ailleurs variable d’une huile essentielle a I’autre et d’une souche bactérienne a

’autre [66].

1.12.2. Activité antifongique :

L’activité antifongique dépend strictement de la composition et des proportions des
composeés chimiques. Kuritaet al.ont classe ces composés purs selon leurs activités
antifongiques vis-a-vis de sept champignons. Cette activité a été estimée selon la durée
d’inhibition de la croissance observée sous microscope, ainsi ils ont déterminé 1’échelle

suivante : Phénols>Alcools>Aldéhyde>Cétone>Ether>Hydrocarbures [67].

Parmi les aldéhydes aliphatiques, le cinnamaldéhyde s’est révélé le plus actif. En ce
qui concerne les composés phénoliques, P’activité antifongique augmente avec
I’encombrement stérique de la molécule (p-n-propylphénol » thymol » isoeugénol > eugénol)

[68].

Pour étudier leurs activités, Janssen et al.ont testé le pouvoir inhibiteur de 53 huiles
essentielles vis-a-vis de trois champignons dermatophytes : Epidermaphytonfloccosum,

Trichophyton metagrophytus et T. rubrum.Les résultats montrent que toutes les huiles
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essentielles riches en thymol, carvacrol, eugénol et cinnamaldehyde sont tres actives sur les 3
microorganismes testés [69,70].

1.12.3. Activité anti-oxydante :

Un antioxydant est une molécule qui diminue ou empéche Il'oxydation d'autres
substances chimiques. Les antioxydants s’utilisent pour réduire 1'oxydation du produit auquel

ils sont mélangés. L effet des antioxydants provient de deux mécanismes :

X2 Ils neutralisent les radicaux libres et empéchent les réactions en chaine initialisées par

ces derniers ;

X2 Les antioxydants détruisent les hydroperoxydes (composés intermédiaires formant des
radicaux libres en interrompant la liaison O-0), diminuant ainsi la vitesse de formation

des radicaux libres [71].

Les huiles essentielles de Cannelle, noix de muscade, gironfle, basilic, persil, origan et
thym sont caracterisées par les propriétes anti-oxydantes les plus importantes, le thymol et le
carvacrol sont les composants les plus actifs. Leur activité est reliée a leurs structure
phénolique qui leurs conferent des propriétés redox, et donc joue un rdle important dans la

neutralisation des radicaux libres et aussi sur la décomposition des peroxydes [72].

L’activité anti-oxydante des huiles essentielles est aussi due a certains alcools, éthers,

cétone, aldéhyde, et des monoterpenes : linalol, 1,8-Cineole, citral ... [73].
1.12.4. Activité anti-inflammatoire :

En plus de la capacité de certaines huiles essentielles a éliminer les radicaux libres, il
existe également des preuves que certaines huiles essentielles possédent une activité anti-
inflammatoire [74]. Les composés actifs agissent en inhibant la libération d'histamine ou en

réduisant la production de médiateurs d'inflammation [72].

Les huiles essentielles (eucalyptus, romarin, lavande, millefolia) ainsi que d'autres
plantes (pin, clouté et myrrhe) qui ont été utilisées comme formulations mixtes comme anti-

inflammatoires dans ’aromathérapie traditionnelle [75].
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1.12.5. Activité anticancéreuse :

Les huiles essentielles pourraient également exercer des effets anticancéreux parce
qu'il existe une relation directe entre la production d'especes réactives d'oxygene (ROS) et les
états oxydatifs et inflammatoires qui peuvent conduire au cancer [76].11 existe plus de cing
cents articles publiés portant sur l'activité anticancéreuse des huiles essentielles, et Plus de

vingt familles de plantes ont été testées pour plus de Vingt types de cancers [77].
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I1.1. Les plantes médicinales :

D’apres la Xéme édition de la Pharmacopée frangaise, les plantes médicinales sont des
drogues végétales dont au moins une partie possede des propriétés médicamenteuses [78,79].
C’est -a-dire qu’elles sont présentées pour leurs propriétés préventives ou curatives a I'égard

des maladies humaines ou animales [80,78].

Actuellement la médication, par les plantes connait un regain d’intérét notable, et c’est
grace aux études scientifiques basées sur les méthodes analytiques et les expérimentations
nouvelles, donnant naissance a des prescriptions empiriques des plantes médicinales [81].

Les grands types de plantes aromatiques et médicinales utiles a I’homme peuvent étre
deéfinis par leur principal usage telles que : les tisanes, les cosmétiques, les condimentaires,

I’alimentaires et les industrielles [82].

Le continent africain regorge de plantes médicinales tres diversifiées. En effet, sur les
300.000espéces végétales recensées sur la planéte, plus de 200.000 especes vivent dans les

pays tropicaux d’Afrique et ont des vertus médicinales [79].

I1.2. Historique du laurier noble :

Le Laurier est une plante tres symbolique, associee le plus souvent a la poésie, la

gloire et a la paix [83].

Consacrée de la beauté masculine et de la lumiere solaire dans la mythologie grecque,
cette plante sacrée est mentionnée plus précisément dans le célébre poéme Métamorphoses
d’Ovide. Un jour Apollon n’a cessé de se moquer d’Eros, Dieu d’amour, au sujet de ses

talents d’archer qui finit par en prendre outrage.

Eros tire alors deux fléches une a pointe d’or, visant Apollon, ce qui le rend fou
amoureux de Daphné, et ’autre, a pointe de plomb, destinée a Daphné, la rend impassible a
ses charmes.Follement amoureux de Daphné, Apollon la suit méme lors de ses parties de
chasse. Elle réussit a s’enfuir grace a Eros avant qu’il ne la saisisse. Afin de s’en sortir de
cette situation, elle demande de I’aide a son pére, le dieu Fleuve Pénée ; le suppliant méme de
lui retirer sa beauté. C’est ainsi que son pere la transforme en un Laurier qui refléte encore sa
beauté originelle.Apollon, profondément attristé, implore Daphné de devenir son arbre pour

I’éternité. Elle finit par accepter la proposition en agitant son merveilleux feuillage.Le Laurier
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devient alors le symbole d’Apollon représenté avec une couronne de laurier sur la téte ainsi

que sur sa lyre et son carquois [84].
11.3. Classification botanique :

11.3.1. Famille des lauracées :

Laurier (Laurusnobilis L) appartient a la famille des Lauracées (Lauraceae), famille
botanique importante souvent aromatiques, ses espéces peuvent étre reconnues par leur odeur

aromatique. Celle-ci comprennent 32 genres et environ 2000 a 2500 especes [85, 86].

Le laurier, ou laurier-sauce (laurusnobilis L.) est un arbuste ou un arbre de la famille
des Lauraceaes, a feuilles persistantes et coriaces [87]. Etymologiquement, le nom latin laurus
signifiant « toujours vert » fait allusion au feuillage persistant de la plante et nobilis du latin «
fameux » [88]. Son nom et aussi symbole du succés dans nos jours a travers le baccalauréat
du latin « Bacca Lauri » soit baies de laurier [89]. La classification botanique de
LaurusNobilis L. d’apreésQuezel et Santa[90] :

Régne : Plantes.

Sous regne : Plantes vasculaires.
Embranchement : Spermaphytes.
S/Emb : Angiospermes.

Classe : Dicotylédones.

S /classe : Dialypétales.

Ordre : Laurales.

Famille : Lauracées.

Genre : Laurus.

Espéce : Laurusnobilis L.
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11.3.2. Le nom vernaculaire :

Tableau 1.1 : Dénomination internationale de Laurusnobilis L. [51].

Pays Dénomination vernaculaire
Frangais Laurier commun,lauriersauce, laurierfranc, laurier noble.
Allemand Bay, lorbeebaum,gewurzlorbee.
Anglais Bay,sweetbay,baylaurel,truelaurel, roman laurel,noble laurel.
Arabe Rand (x:),warakatesidnamousa(s s« LB 48 ) 5) El ghar (L&),

11.3.3. Origine et distribution géographique du Laurier Noble :

Le laurier est la seule espéce représentant la famille des lauracées dans la
régionméditerranéenne en particulier en (Turquie, Gréce, Espagne, Italie, France). IL Pousse
dans les lieux humides et ombragés, également dans les jardins, ou il est cultivé comme
condiment. Actuellement, la plante est largement cultivée comme plante ornementale dans le
sud et l'ouest de 1'Europe, I’Amérique centrale et aux Etats-Unis. Il fait I'objet de production
commerciale dans beaucoup de pays tels que la Turquie, 1’ Algérie, la France, la Grece, le

Maroc, I’Amérique centrale et les Etats-Unis Méridionaux [80,86,91].

C’est une espece affectionnant particulierement les hivers doux avec des températures
ne descendant pas sous les -5°C. Les conditions idéales sont les endroits ensoleillés et
protégés du vent, méme si elle est tolérée ’ombre. Concernant ’humidité, la plante ne
supporte pas la sécheresse prolongeée : il lui faudra au minimum 600 mm de précipitations par
an [51].

Exceptés les sols trop acides, le laurier peut s’adapter a tout type de sol. Il se
développe aisément dans les sols profonds et humides toute I’année. Le sol type doit étre riche

en nutrimentset en bases avec un pH proche de la neutralité [51].
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Figure 11.1 : Distribution des Lauracées a travers le monde [92].
I1. 4. Caractéres botaniques et morphologiques de Laurier Noble :

11.4.1. Les caracteres botaniques :

Le laurier est un arbuste ou arbre aromatique de 2 a 10m de hauteur a croissance lente,
et au tronc droit, ramifié dés la base avec un sommet conique, et s’arrondissant en fil du
temps. L’écorce est noire a gris foncé et lisse. Ces branches remontent en oblique avec des
jeunes pousses fines, glabres et brun rougeatre dont les bourgeons sont étroits, verts

rougeatres et longs de 0,2 a 0,4cm [93].

RERACU R STy ]

Figure 11.2. : Laurier Noble [94].
11.4.2. Caracteres morphologiques :

Laurusnobilis L. est caractérisé par :

X Les feuilles :Simples, alternes et coriaces, longues de 5 a 12cm et large de 2 a 6¢cm et
dont le pétiole mesure de 2 a 5cm. Elles sont lancéolées, légerement ondulées et

entaillées au bord, de couleur vert foncé, brillantes sur la face supérieure et verte clair
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au-dessous avec des nervures latérales pennées et rougeétres [93]. Elles ont une odeur
aromatique, surtout apres froissage, une saveur un peu amere [95].

Figure 11.3 : Feuille de Laurier NobleL[94].

Au niveau cellulaire, le caractére lignifié des parois et I’enfoncement des stomates
augmentent la résistance de la plante aux températures basses comme élevées. Les
feuilles présentent également une odeur aromatique caractéristique lors de leur
froissement, due a la présence de grandes cellules sécrétrices situées dans le
parenchyme palissadique [51,83].

=

Y30 )

Figure 11.4:Coupe de feuille de LaurusnobilisL.montrant les grandes cellules
sécrétrices [96].
X Les fleurs:Dioiques (fleurs méles et femelles sur des pieds séparés), de 0,4 a 0,8 cm
avec une couleur jaune verdatre, a périanthe simple soudé a la base. Groupées en 4 a 6

ombelles. Elles apparaissent en mois de mars-avril de I’année [93,97].
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Figure 11.5 : Fleurs de Laurusnobilis L. [94].

Les fleurs méles sont composées de 8 a 12 étamines dont deux sont pourvues de
nectaires. Les anthéres s’ouvrent par deux pores au moyen de clapets afin de libérer

les grains de pollen [83].

X Les fruits:Une baie ovoide, soutenue par le tube périanthaire peu dilaté de 2cm de

longueur a 1cm de largeur, il est noir vernissé [98].

Elles contiennent une seule graine formée de deux cotylédons riches en lipides et parfumés.
Les matiéres grasses s’oxydent rapidement ce qui limite la capacité germinative de la graine.
Trés souvent, les baies restent présentes tout 1’hiver sur I’arbre, voire méme jusqu’au

printemps suivant. L’huile peut en étre extraite pour fabriquer des savons [93,99].

$

Figure 11.6 : Graines de laurier Noble [96].

X Ecorce:Ecorce gris foncé a trés foncé, mate plus ou moins lisse chez les jeunes sujets

et s’écaillant chez les trés vieux arbres [93].
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11.5. Compositions chimiques de Laurier Noble :

De nombreuses études ont été realisees pour la détermination de la composition
chimique des feuilles de Laurusnobilis L. et plusieurs ont prouvé la richesse de ses feuilles en
substances actives. Par hydro-distillation les feuilles fournissent environ 10-30 ml/Kg (1-3%)
d’huile essentielle [91,96].

Dans I'ensemble, 30 constituants de I'HE, soit 99,0 % de la teneur totale en huile, ont
été trouvés dans I'HE de laurier grec. Quatorze des constituants de I'HE avaient des
concentrations supérieures a 1 %. Les principaux constituants de I'HE étaient : 1,8-cinéole
(30,8 %), acétate d'a-terpinyle (14,9 %), a-terpinéol (8,0 %), sabinéne (7,9 %), terpinéne-4-ol
(6,0 %), o -pinéne (5,3 %), B-pinéne (3,6 %), méthyléugénol (3,6 %) et y-terpinene (3,3 %).
Trente-trois constituants, soit 97,8 % de I'huile totale ont été identifiés dans I'HE de laurier
géorgien. Onze de ces constituants de I'HE avaient des concentrations supérieures a 1 %. Les
principaux dans I'HE de laurier géorgien étaient : 1,8-cinéole (29,2 %), acétate d'a-terpinyle
(22,6 %), sabinéne (12,2 %), methyl eugénol (8,1 %), a-pinene (5,5 %), linalol (3,7 %) et B-
pinene (3,7 %).

Certaines différences dans la composition chimique des HE de feuilles de laurier dans
cette étude et dans certains rapports peuvent étre dues a des facteurs environnementaux et

génétiques.

Des rapports antérieurs ont montré que les HE de feuilles de laurier produites a partir
de différentes régions étaient riches en 1,8-cinéole (5,7-6,3 %), acétate d'a-terpinyle (5,9-
25,7 %), linalol (3,7-16,4 %), sabinéne(2,3-14,1 %), méthyleugénol (3,1-12,5 %), terpinéne-
4-ol (3,4-11,1 %), limonéne (5,3 %), a-pinéne (3,00-7,4 %) et B-pinene (1,6-13,4 %) [100-
105].

11.6. Usage et propriétés thérapeutiques :

Les feuilles de Laurusnobilis L. sont parmi les assaisonnements les plus connus dans
tous les pays, elles sont généralement utiliseées comme épice valable en culinaire (en potages,
ragolts, 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 [106].
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La saveur aromatique des feuilles est & I’origine des propriétés apéritives et digestives
de laurier, en cas de perte d’appétit et de troubles digestifs, traditionnellement les feuilles de
laurier sont employées comme carminatif, expectorant, diurétique, antispasmodique,
emmenagogue et sudorifique. Utilisé également dans le cas de flatulence, et de bronchites
chroniques[107-110].Le laurier a une action antiseptique, antivirale et bactériostatique, grace
a ses propriétés antibactériennes, antifongiques, et anti-oxydantes, ainsi, il est un reméde

efficace pour les plaies, les aphtes et les abces dentaires [111-113].

Dans la médecine traditionnelle iranienne, les feuilles de cette plante ont été

employées pour traiter 1’épilepsie [108].

L’huile essentielle obtenue des feuilles de cette plante a été employée pour le

soulagement d’hémorroides et des douleurs rhumatismales [114].

En outre, I’huile essentielle est employée par ’industrie cosmétique en parfumerie et
dans la fabrication des savons. Elle compte parmi les meilleurs moyens d’éloigner les insectes
génants [91,98].

Par ailleurs, l'infusion aqueuse obtenue a partir des feuilles de laurier Noble a été
utilisé pendant de nombreuses années chez les femmes européennes pour soulager les
douleurs du placenta. En outre, le laurier favorise ’apparition des régles et agit contre les

regles douloureuses [115].
11.7. Propriétés pharmacologiques et activités biologiques :

Laurusnobilis L. est une plante médicinale aromatique abondante, bénéficiant de
propriétés thérapeutiques qui attribuant a la médecine traditionnelle et la pharmacologie,

diverses propriétés anti-inflammatoire et antiseptique grace a ses composants [115].
11.7.1. Activité anti — inflammatoire :

L'extrait méthanolique (80%) des feuilles de laurier séchées, administré par intubation
gastrique a des rats a une dose de 100 mg/kg, a entrainé une inhibition de 19% de I'eedéme
induit. L’acétate d'éthyle et I’extraits d'hexane des feuilles, appliquée extérieurement
[inflammation de l'oreille] sur des souris a une dose de 20,0 microlitres /animal, étaient actifs

comparativement au tétradécanoyl acétate de phorbol [116].
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11.7.2. Effet antibactérien :

En général, I'huile essentielle de feuille de laurier de Géorgie a montré une faible
activité bactericide [117]. Il a également été demontré contre les espéces bactériennes Gram-

positives et Gram-négatives [118].
11.7.3. Effet antioxydant :

Des recherches faites sur les extraits aqueux et éthanolique ont montré qu'ils

présentent une forte activité antioxydant en émulsion d'acide linoléique [110].

Aussi dans une autre étude, les extraitsphénoliquesont présenté un pouvoir antioxydant
(jusqu’a 75%) da a ’eugénol et au méthyleugénol. a-terpinol et élémicine étaient également
identifié [119],les flavonoides non polaires, les lactones [120].De plus, les flavonoides et leurs
dérivés ont été détectés dans des extraits de Laurier comme : O-glycosides, un flavonoide

Cglycoside, catéchine et cinnamtannin B1 [121].
11.7.4. Effet antifongique :

Cette activit¢ semble également liée a la teneur du constituant majeur de I’huile
essentielle : Le 1,8 cinéol. De cette facon les huiles essentielles a haute teneur en 1,8-cinéol
présentant des activités antifongiques plus faibles que les huiles avec de plus petites quantités

de cemonoterpene [122].
11.7.5. Effet gastro-protectif :

Une seule étude a été réalisée a ce sujet par [123]. Cingq plantes aromatiques dont
Laurusnobilis L. usuellement employées pour traiter le mal d’estomac. Une décoction et un
extrait méthanolique ont éte préparés a partir des fruits du Laurier pour déterminer leurs effets
sur un modele 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.
11.7.6. Effet de rééquilibrage de la glycémie :

Une étude prouve que I'huile essentielle de LaurusnobilisL.a une capacité d'inhiber 1'a-
glygosidase intestinale (a plus de 90% a la concentration, de 7,5 g/mL par, inhibition

compétitive) peut étre mise a profil pour réguler la glycémie [124].
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Les feuilles de LaurusNobilisL.ont été rapporté d'avoir un effet antidiabétique et de renforcer
en glutathion S-transférase hépatique. L'administration de 200 et 600mg/kg de doses de
I'extrait méthanolique des feuilles de Laurusnobilis L. produit une diminution significative de

la glyceémie [125].
11.7.7. Autres effets :

L’activité fumigéne de certains composés qui se produisent naturellement dans les
huiles essentielles des plantes aromatiques dont cinéol, eugénol et linalol, composés
principaux de I’huile essentielle de Laurusnobilis L, a été évaluée contre espéces d’insectes
parasites des produits entreposés (Sitophilusoryzae,
RhyzoperthadominicaetTriboliumcastaneum). L’activité insecticide a changé avec 1’espece
d’insecte, le composé et le temps d’exposition. Les résultats ont prouvé que ces COmMpPOsés
peuvent convenir comme fumigéne en raison de leur volatilité élevée, efficacité et leur sureté
[126].
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I11.1. Introduction :

Notre travail a éte realisé aux endroits suivants :
X Les laboratoires de la faculté de Technologies, Université Yahia farés de Médéa,
Algérie ;
X GroupeSaidal de Médéa.
Il a pour objectif la caractérisation de I’huile essentielle duLaurier Noble. Pour ce faire,
nous avons suit les points suivants :
X2 Extraction de I’huile essentielle a partir des feuilles de Laurusnobilis L. ;
<> Analyse physicochimique de I’essence extraite ;

®,

> Analyse microbiologique de I’huile essentielle et de I’extrait brut.

I11.2. Matériels et produits utilisés :

111.2.1. Les produits chimiques et appareillages utilisés
Les différents matériels et produits chimiques utilisés sont rassemblés dans les
Tableaux I11.1 et 111.2.

Tableau I11.1 : Le matériel utilisé.

Matériels Fournisseurs et caractéristiques
Etuve MEMMERT
Four a moufle LINNELEKTROTHERM
Clevenger JOANCABBORO 3.3
Chauffe ballon HEATING MENTLES
Ballon JOANCABBORO 3.3
Reéfrigérant JOANCABBORO 3.3
Refractometre SHANGHAI
Spectrophotometre UV-visible SHIMADZU, WATERS 2489
Balance électronique DENVER instrument (max=1000g, d=0.19)
Burette SCHNELLERAUSFAUF (max=100ml)
Micro pipette JOANLAB (max=1000ul)
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Centrifugeuse MIKRO 200
Séparations module WATERS 2695

Tableau 111.2 : Les produits utilisés.

Formule M
Nom Pureté (%)
Générale (9/mol)
Sulfate de sodium anhydre Na2SO4 142,04 99.99
Potasse alcoolique KOH 56,1056 90
Ethanol C2HeO 46,07 96
Phénophtaléine C20H1404 318,32 98.5
Acide chlorhydrique HCI 36,458 36.46
Hydroxyde de sodium NaOH 39,997 99
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
4.32
(DPPH) C18H12N506 394.3 1
Peroxyde d'hydrogene H202 34,0147 35
Phosphat.e de potassium KH, PO, 136,086 g5
monobasique
Chlorure de calcium CaCl 110,98 96
Acide trichloracétique CoHCI302 163,38 99
Permanganate de potassium KMnOg4 158,034 99
Acide sulfurique H2SO4 98,079 95
Agar (C12H1800) x 306.265g/mol /
Amoxicilline C16H19N305S 365.404g/mol 99
Amidon (CeH1005) n / 97
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Caséine / / /
Huile d’olive / / /
Extrait de viande / / /
Peptone / / /

111.2.2. Matiéres biologiques :

Le matériel biologique (bactérie, levure et champignon) utilisé pour la mise en évidence
du pouvoir antimicrobien des différents extraits de Laurier Noble ont été fournie par le groupe
Saidal de Médéa. Les références des différentes souches avec lesquelles Tactivité
antimicrobienne ont été évaluées sont représentees dans le tableau ci-contre :

Tableau 111.3 : Les souches.

Espéce Coloration Code
Staphylococcus Epidermidis Gram + ATCC 12228
Staphylococcus aureus Gram + ATCC 6538
Bacillus subtilis Gram + ATCC 6633
Bactéries
Escherichia Coli Gram - ATCC 8739
Pseudomonas Aeruginosa Gram - ATCC 9027
Salmonella typhimurium Gram - ATCC 14028
Champignons Aspergillus Brasiliensis / ATCC 16404
Candidat Albicans / ATCC 10231
Levures
Saccharomyces Cerivisiae / ATCC 9763
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111.2.3. Matiére végétale :

0,

% Site d’échantillonnage :

Nos études ont été réalisées sur des feuilles de Laurusnobilis L, récoltées d’un jardin
situé¢ dans la région d’EL-Kouala de Médéa en fevrier 2023. La récolte des plantes est
effectuée avec beaucoup de soin afin de ne pas détruire les éléments organiques et

minérauxprésents.

Ishak cosmitiQ
VNagasin de cosmeétiques

®

pharmacie terras

pharmacie terras

’Kouala

mosque - 2=>—«o

Figure I111.1 : Localisation par satellite du lieu de la récolte (Google Maps).

L’identification de la plante a été réalisée au niveau de la Direction des Services
Agricoles (DSA) de la Wilaya de Médéa (Algérie), Département des foréts.La plante fait

partie de la variété du Laurier Noble (LaurusNobilis L).

Variété Partie utilisé Région et date de récolte

EL-Kouala Médéa

Laurier Noble Les feuilles
Février 2023
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111.3. Caractérisations physiques des feuilles de Laurier Noble.
111.3.1. Taux d’humidité :

Afin de déterminer la teneur en eau (taux d'humidité) du Laurier Noble (lauriernobilis
L), une quantité de feuilles fraiches de masse m; a été séchée dans une étuve a 105 °C
pendant 24 heures (jusqu'a la fixation de la masse). La masse des feuilles séchées mg a été
mesuré a l'aide d'une balance de précision [132]. La teneur en eau est donnée par la formule

ci-dessous :

myg—mg

Tequ (%) = * 100 1.1

Avec :

Tequ : Taux d’humidité (%) ;
m;: Masse vegetale fraiche (g) ;

mg . Masse végetale seche (g).
111.3.2. Taux de cendres :

Une masse de laurier a été incinéré dans un four a moufle a 600°C pendant 4h, puis
refroidie et stockée dans un dessiccateur. Le taux de cendre T est exprimé en pourcentage, et

il est donné par la formule suivante [133]:

Tc(%) = ﬁ—i* 100 1.2

Avec :
Tc : Taux de cendre (%) ;

P,: Masse initiale de laurier en (g) ;

P, : Masse de laurier aprés incinération en (g).
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111.4. Méthodes utilisées :

111.4.1. Préparation du matériel végeétal :
X Séchage :

Apreés la récolte, les feuilles de Laurier Noble (Laurusnobilis L), sont nettoyées et rincées
a I'eau courante pour éliminer toutes les poussieres et matieres étrangéres telles que le sable,
la boue, etc. elles sont ensuite séchées pendant 7 jours dans un endroit sec a l'abri de la

lumiere afin de préserver au maximuml'intégrité moléculaire.

Figure 111.2 : Feuilles de laurier séchées

111.4.2. Procédé d’extraction de I’huile essentielle des feuilles de Laurier Noble par

Clevenger :

Lamatiere végétale séchée a été hydro-distillée a l'aide d'un appareil d'extraction de
type Clevenger. Latechnologie d’extraction estbaséesur lacapacitédela vapeur d'eau
adélivrer des huiles essentielles. L'opération consiste a mettre 50 grammes de matiere
veégétale dans un ballon en verre de 1000 mL, puis ajouter 500 mL d'eau distillée sauf qu’il
ne faut pasremplir le ballon apres immersion de la matiere végétale
pourévitertoutdébordement. Ensuite, porterlemélangeaébullitiona l'aide d'un chauffe-ballon.
Les vapeurs chargées d'huiles essentielles voyagent atraversdes tuyauxverticaux puis
dansdes serpentins derefroidissementou se produitdela condensation. Les gouttelettes

ainsiproduites s'accumulent dansdestubespréremplis d'eau distillée.

L’huileessentielle, moins denses que l'eau, flotte alasurfacede celle-ci. L'huile
ainsiobtenueest  récupérée  puis  traitée avec lesulfate  desodium  anhydre
pouréliminerlespetitesquantités d'humidité quipeuventresterdans I'huile etenfinla stocker
abasse température (4 — 5°C) dansdes flacons opaques hermétiquement fermés pour éviter
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toute dégradation. Une huile altérée perd ses caractéristiques. L'opération d'extraction dure

trois heures aprés ébullition [127].

Feuilles de Laurier Noble

Le ballon contenant les feuilles

Réfrigérant

Chauffe ballon

Extraction par Clevenger

Figure 111.3: Photo du montage d'extraction de I’huile essentielle du Laurier Noble.

111.4.3. Détermination du rendement :

Lerendement en huile essentielle (RHE) est défini comme étant le rapport entre la
masse de I’huile essentielle obtenue aprés ’extraction (m) et la masse de la matiere végétale
utilisée (m,). Le rendement est exprimé en pourcentage, et il est calculé par la formule

suivante [128] :

RHE (%) = mﬂo*mo 1.3
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111.4.4. Les méthodes de caractérisation d’une huile essentielle :

11.4.4.1. Les critéres organoleptiques :

Les huiles essentielles ont des propriétés organoleptiques :

X/

X2 La couleur : généralement incolore ou jaune pale a ’exception de quelques huiles
essentielles telles que 1’huile de I’Achillée et I’huile de la Matricaire. Ces derniéres se
caractérisent par une coloration bleue a bleue verdatre, due a la présence de 1’azuléne

et du cham azuléne [129] ;

X/

X2 L’odeur : Les huiles essentielles sont aisément remarquables par leur odeur qui peut

étre trés agréable (Lavande, Romarin...) ou repoussante (Barbote dite « Fétide »)

[130] ;

X L’aspect : Les huiles essentielles sont liquides a température ambiante mais aussi
volatiles, ce qui les différencie des huiles dites fixes. Elles sont liposolubles et

solubles dans les solvants organiques usuels ainsi que dans 1’alcool [131].
111.4.4.2. Caracteérisations physico-chimiques d’une huile essentielle :
<> L’indice de réfraction :

La réfraction est le changement de direction subi par un rayon lumineux lorsqu’il passe
d’un milieu optique donné (I’air) a un autre milieu (HE). L’indice de réfraction d’un milieu
est le rapport entre la vitesse de la lumiére dans le vide et dans la substance a analyser, il n’a

donc pas d’unité[134].

Mode opératoire

X MettreenplaceunréfractometreSHANGHAIpourmesurerl'indicederéfractiondel'eaudisti
l1ée. Il devraitétredel.333a 20 °C ;

X Ouvrez le prisme secondaire et placez 2 a 3 gouttes de I’échantillon liquide sur la

partie centrale du prisme primaire ;

K/
°e

Fermez en suites soigneusement le prisme secondaire ;
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X L’échantillon s’étale comme un film mince entre le prisme principal et le sous-

o
A5

prisme ;

<> Attendez que la température se stabilise avant de mesurer [134].

L)

Figure 111.4: Réfractométre

Selon la norme AFNOR (AFNOR : NF T 75 — 112. 2000)[135], I’indice de réfraction

est calculé par la relation suivante :

nD,o = nDy + 0.00045 (T — 20) 1.4
Avec :
nD,,: Indice de réfraction a 20 °C ;

nDy : Indice de réfraction a la température de mesure ;

T : Température de mesure (°C).
X Densiteé relative :

La densité relative est le rapport de la masse d’un volume de liquide par la masse du

méme volume d’eau. La densité n’a pas d’unité, elle varie avec la température [136].

Mode opératoire

A une température de 20°C, on pese a I’aide d’un pycnometre, des volumes égaux d’'HE et
d’eau distillée : on peése successivement le flacon vide, puis le flacon remplie d’eau distillée.

Apres essuyage, on le remplit avec I’HE et on note leurs poids exacts [15].

La densité de I’huile essentielle est calculée par la formule (111.5) :
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d = 22" 1.5

mi_my

m,: Masse du pycnomeétre vide (g).
m,:Masse du pycnométre rempli d’eau distillée (g).

m, :Masse du pycnomeétre rempli d’HE (g).
X2 Potentiel d’hydrogene pH :

Le potentiel hydrogéne pH mesure l'activité chimique des ions hydrogénes H* en
solution. Il traduit ainsi la balance entre acides et base sur une échelle de 0 & 14[14].

Mode opératoire

La mesure du Ph est effectuée a l'aide d'un papier de pH. Quelques gouttes d'HE sur un

coté de la bande et comparer l'apparence de la couleur a un nuancier audossuffisent.
< Indice d’acide :

L’indice d’acide I, représente le nombre en milligrammes d’hydroxyde de potassium
(KOH) nécessaire a la neutralisation des acides libres contenus dans 1g d’huile essentielle

[136], selon la réaction :
RCOOH + KOH —— RCOOK+ H,0

Mode opératoire

> On pése 280 uL de corps gras, et on ’introduit dans un Erlen Meyer en verre ;
X On ajoute 1.25mL d’éthanol a 957 et 5 gouttes de phénolphtaléine (PP) ;

X On neutralise en ajoutant grace a une burette la solution éthanolique de KOH (0.1
mol/L) jusqu’a I’obtention d’une couleur rose [137].
Le calcul de I’1 4 est donné par la formule ci-contre :
__ NxVx56.11

Iy = 1.6

Avec :

I, : Indice d’acide ;
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N : Normalité de KOH ;
V : Volume de la solution de KOH (mL) ;
56,11 : Masse molaire du KOH

Le milieu réactionnel Le titrage

Figure I11.5 : Protocole de I'indice d'acide.

X Indice de saponification :

L'indice de saponification I correspond a la masse d'hydroxyde de potassium KOH
(exprimée en milligrammes) nécessaire pour saponifier les esters et neutraliser les acides non

estérifiés contenus dans un gramme de I'huile essentielle [138].

Mode opératoire

<> Peser 280 pL de corps gras dans un ballon ;

< Ajouter 6.25mL de potasse alcoolique de concentration 0.5 mol/L ;
< Mettre au bain marie bouillant pendant 30 min ;

X Ajouter 0.25 mL de solution de phénolphtaléine ;

X8 Doser I’excés de potasse par 1’acide chlorhydrique de concentration 0.5 mol/L en

agitant constamment jusqu’au virage a 1’incolore de la phénolphtaléine ;

X Effectuer dans les mémes conditions un essai a blanc [137].

Le calcul de I’'I5 est donne par la formule suivante :
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I = [(Vo—V1)*f':cz *MgoH ] 1.7

Avec :

V, : Volume versé au témoin en mL ;

V4 : Volume de I’essai en mL ;

m : Masse de I’huile exactement pesée en g ;

Cya - Concentration de la solution d’acide chlorhydrique en mol/L ;

Mgon : Masse molaire du KOH en g/mol.

Le titrage

° Chauffage

Figure 111.6: Protocole d'indice de saponification.

o Indice d’ester :

Il correspond au nombre de milligrammes d’hydroxyde de potassium KOH nécessaire

pour saponifier les esters contenus dans un gramme d’HE [136], selon la réaction :
RCOOR' + KOH - RCOOK + R'OH

Le calcul de I’I est donné par la formule 111.8:
IE:IS-IA 111.8
X Activité anti-oxydante :
Les antioxydants sont des substances permettant de prévenir ou de retarder I’oxydation

catalytique. Par conséquent, les antioxydants aident & contréler les niveaux d'especes réactives
pour minimiser les dommages oxydatifs. Méme si les antioxydants de synthese sont efficaces




Chapitre 111 : Matériels & méthodes

et que leurs doses autorisées sont largement limitées pour éviter tout probleme de toxicité, on
a assisté depuis les années 1980 a un engouement pour les produits naturels, et au
développement d’extraits végétaux a usage antioxydant, qui auraient des propriétés

biologiques pouvant contribuer a réduire le risque de certaines pathologies.

Pour évaluer l'activité anti-oxydante des extraits naturels in vitro, différentes méthodes
ont été utilisées. Ces procédés font intervenir des mélanges d’espéces oxydantes telles que les
radicaux libres ou les complexes métalliques oxydés, et des échantillons contenant

I’antioxydant qui inhibe la production de radicaux libres[139].

Méthode de DPPH

Cette méthode utilise le 2,2-diphenyl-1-picryhydrazyl (DPPH-), un radical libre,
coloré, stable, facile a doser et capable d’arracher les atomes hydrogeéne labiles des
groupements OH les plus réactifs. Il présente un maximum d'absorption a 517 nm. En
présence d'un antioxydant, le DPPH* est piégé et donc réduit en DPPH. Cette réduction se
traduit par le passage de la couleur violette de la solution a la couleur jaune. Ceci conduit a la
diminution de l'absorbance du radical libre a 517nm. La structure ainsi que la réaction

impliquant le DPPH se résument dans la Figure 111.7[139].

M = Antioxydant-Ci e e 4= Antioxydant-Cr

DFPH-H (jauna)

LH-"FH {walesl )

Figure 111.7: Réaction d’une molécule anti-oxydante avec le radical DPPH [140].

Mode opératoire

X Préparation de DPPH.

Dissoudre 39.4 mg de DPPH dans 100mL de méthanol absolu pour obtenir une solution
meére de DPPH de concentration 1mM (voir figure 111.8). La solution doit étre conservée a

une température de 4°C et a I’abri de la lumiere pour éviter sa dégradation.
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Figure 111.8 : Préparation de la solution de DPPH.

XS Préparation du blanc :

Mélanger 3mL de méthanol absolu avec 1mLde solution DPPH.

X3

%

Préparation des extraits :

Introduire 3 mL dhuile essentielle, d’hydrolat et d’extrait brut a différentes
concentrations (1,2,3,4,5,6,7,8,9 uL/mL) diluées dans le méthanol, et 1mL de la solution
DPPHe préparée a ImM dans le méthanol dans les tubes a essai, ensuite mettre les

solutions en 1’obscurité pendant 30min (voir figure 111.9 et 111.10).

Figure 111.9 : Préparation des dilutions de I’huile essentielle du Laurier Noble.

Le taux du DPPH est exprimé en pourcentage suivant la formule suivante [103] :

1(%) = %* 100 .11

Avec :
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A, : Absorbance du blanc ;

A, : Absorbance de 1’échantillon.

3 mL de D’extrait a différents
Concentrations

\v/

Ajouter 1 mL de solution DPPH

~———

Homogénéisation et incubation 30
min a ’abri de la lumiére et a
température ambiante.

| |
0

Lectures a 517 nm par un spectrophotometre
UV-Visible

I — R R . B TR

Figure 111.10: Schéma représentatif du protocole expérimental de I’activité antioxydant

< Activité enzymatique :

Les activités enzymatiques recherchées et caractérisées incluent les activités : lipasique,
protéolytique et catalasique. Cette caractérisation enzymatique a été effectuée en utilisant des
extraits bruts obtenus a partir du broyage des feuilles de Laurier Noble homogénéiser dans un
tampon phosphate (0.5 M, pH = 6). Le mélange obtenu subie une centrifugation a 4 °C
pendant 10 min a 5000 rpm. Le surnageant obtenu est conservé dans des flacons opaques a 4

°C pour des études ultérieures (figure 111.11).
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Figure 111.11 : L’extrait brut.

Recherche de activité lipasique

Dans cette étude la recherche de I’activité lipasique est effectuée par quantification des
acides gras libérés sous 1’action des lipases (preésentent au niveau des feuilles de Laurier
Noble) sur I'huile d'olive, en se basant sur la méthode de titration Acide (les acides gras) /Base
(NaOH) [141].

Les lipases catalysent la réaction suivante :

L
Triglycéride + H,0 e Diglycéride + acide gras

Le milieu réactionnel est constitué de 3 mL huile d’olive, 2,5 mL d’eau distillée, 1mL
de tampon phosphate a 0,2 M et pH 7,0 et ImL de la solution de I’extrait brut. Le mélange
réactionnel est incubé a 37°C pendant 30 min. Aprés incubation, 3mL d’éthanol a 95 % (Vv/v)
sont ajoutés pour stopper la réaction. La quantité des acides gras libérés sous I’action des
lipases est determinée par titration avec du NaOH a 200 mM, jusqu’au virage de I’indicateur
de pH, le volume du NaOH alors ajouté va servir a quantifier les acides présents dans le

milieu réactionnel [141].

Dans cette expérience le NaOH va servir a neutraliser les acides gras (observée par
virage de couleur). La phénolphtaléine est utilisée comme indicateur de virage de pH (Figure
111.12)[142].

Les mémes conditions sont réalisées pour le blanc, sauf que I’enzyme estajoutée aprés

que la réaction soit stoppée. La titration est effectuée (comme décris précédemment), jusqu’au
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virage de I’indicateur de pH. Le volume du NaOH alors ajouté va servir a quantifier les acides

présents dans le milieu réactionnel.

Le titrage

Le milieu réactionnel

Figure 111.12: Protocole de I’activité lipasique.

L’activité lipasique est calculée par la formule ci-dessous [141] :

(V2—-V1)%0.02%10°
304V enz

Activité lipasique(umol/min/mL d'extrait) = 1.9

Avec
V,: Volume versé au témoin en L.
V41: Volume de I’essai en L.

Venz: Volume de 'extrait brut mL.

Recherche de activité protéolytique

La plus connue est I’hydrolyse enzymatique de la caséine permettant la libération
d’acides aminés aromatiques détectés sous UV a 280 nm. L’activité est évaluée comme étant
la quantité¢ d’équivalent Tyrosine libérée par unité de temps. L’activité protéolytique a été
mesurée dans I’extrait brut, en déterminant la concentration des peptides solubles dans I’acide
trichloro-acétique (TCA) a la concentration finale de 6,6%. L’activité protéolytique est

estimée selon la méthode de Kembhavi.Elle est évaluée selon le protocole suivant [143] :
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X/
°e

Mélanger 0,5 mL d’une solution de caséine (1% p/v) dans un tampon désiré en

présence de 2 mM CaCl; avec 0,5 mL de I’extrait brut préalablement diluée ;
% Incuber, la réaction enzymatique, a une température appropriée pendant 15 min ;

% Arréter la réaction par addition de 0,5 mL de TCA a 6.6% (p/v) (le TCA précipite la
caséine non hydrolysée) ;

% Incuber a température ambiante pendant 15 min ;

% Centrifuger le milieu réactionnel a 15000 rpm pendant 15 min ;

¢ Mesurer I’absorbance a 280 nm (correspond au maximum d’absorbance des Aa).
L’activité protéasique (U/mL) est déduite a partir de I’équation ci-dessous [143] :

DO*Dxd
t+0.0055

Activité protéolytique (U/mL) = 111.10

Avec :

DO : Densité optique ;
D : Dilution de I’enzyme.
d : Dilution de I’enzyme dans le volume final du milieu réactionnel.

t : Temps de la réaction en minute.

Recherche de activité catalasique

La catalase est une enzyme qui catalyse la réaction de la dégradation du peroxyde
d’Hydrogéne en eau et en oxygene [144], Pour mesurer cette activité nous allons mettre
I’extrait brut en contact avec de I’eau oxygénée pendant une durée déterminée. Nous
¢valuerons alors I’activité enzymatique de la catalase en déterminant la quantité restante d’eau
oxygenée. Pour cela, nous effectuerons un dosage au permanganate de potassium en milieu
acide suivant les réactions suivantes :

2H,0, — 0, + 2H* + 2e~

Mno; + 8H* + 5¢~ - Mn?* + 4H,0

L’ion permanganate ainsi obtenu (Mn?*) est de couleur rose. Il permet donc de
déterminer 1’équilibre au moment du dosage. Cette coloration n’est pas stable car il se suit une

autreréaction :
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2Mnog + 3Mn; +2H,0 — 5Mno, + 4H*
Mais toutefois la coloration reste une période de 15 secondes au moment de 1’équilibre.

Pour la mesure de I’activité de la catalase nous allons a température ambiante, mettre
ImL d’extrait brut dans 10mL d’ H,0, a 0.01N (solution qui est tamponnée) pendant
5minutes. Nous arréterons la réaction en introduisant 25mL de H,SO, & 2% puis nous
effectuerons le dosage pour mesurer 1’ H,O,restant. Nous allons effectuer un témoin qui
permet d’obtenir le volume de permanganate sans réaction enzymatique pour cela nous allons
mesurer 1’H,0, dans une solution comprenant 10 mL d’cau oxygénée a 0.01N et 25mL
d’H,50, a 2%(Figure 111.13)[144].

L’activité catalasique (1 Kat/g) est déduite a partir de 1’équation ci-dessous [144] :

nX(Vt—Vx)XVE
tXPpXMFp

Activité catalisique (" I;at) = .11

Avec :

n : Nombre de moles de H,0, oxydées par 1ImL de KMnO,

V. Volume moyen de permanganate de potassium pour le dosage de témoins (en mL).

Vx : Volume moyen de permanganate de potassium pour le dosage des extraits bruts (en mL).
Vi : Volume de I’extrait brut.

P : Volume d’extrait brut qui est introduit dans la réaction mesurée.

t : Temps de réaction.

M : Masse de matiere fraiche en grammes.

A

Le milieu réactionnel Le titrage

Figure 111.13: Protocole de I’activité catalasique.

111.4.4.3. Caractérisations microbiologiques :
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< Activité antimicrobienne :

Pour I’évaluation de ’activité antibactérienne de ’huile essentielle et I’extrait brutde

Laurusnobilis L. nousavons utilisé la méthode de diffusion en milieu solide.

La méthode de diffusion sur gélose solide ou I’aromatogramme est une méthode qui
permet de déterminer I’activité inhibitrice de croissance des huiles essentielles et de 1’extrait
brutpar la mesure du diamétre d’inhibition autour d’un disque imprégné des solutions a
explorer [145]. Nous avons utilisé la méthode d’aromatogramme pour mettre en évidence la
sensibilité ou la résistance du microorganisme vis-a-vis de I'HE testée. Cette méthode

regroupe les étapes suivantes :

D Préparation de ’inoculum

Une colonie bien isolée issue d’une culture de 18-24 heures a été introduite dans 5mL
d’eau physiologique contenue dans un tube a essai. La densité optique obtenue doit étre
comprise entre 0,08 et 0,1 ce qui correspond a une concentration de 107 a 108 UFC/mL selon
Mc Ferland. La standardisation se fait avec spectrophotometre réglé sur une longueur d’onde
de 620 nm [146].

o Aromatogramme :

Cette méthode est préconisée par Kheyar et al. et Mouaset al., elle consiste a tester la
sensibilité des souches bactériennes par la diffusion de I’extrait sur le milieu solide dans une
boite de Pétri [145,147].

Dans des boites de Pétri, le milieu de culture gélosé (Mueller Hinton pour les bactéries
et Sabouraud pour les levures et les champignons) en surfusion a été coulé aseptiquement a
raison de 20mL par boite. Apres sa solidification, un écouvillon stérile a été imbibé dans la
suspension bactérienne et étalé a la surface de la gélose a trois reprises, en tournant la boite a
environ 60° aprés chaque application dans le but d’avoir une distribution égale de I’inoculum.
On dépose, a I’aide d’une pince stérile, sur la surface des géloses des disques stériles de 6mm
de papier Whatman n°2 imprégnés de 50 uL de I’HE. Et on dépose des disques d'antibiotiques
comme témoins positifs. Et des disques imprégnés d’eau physiologique comme témoins
négatifs. On incube a température ambiante pendant 20 min, ensuite dans une étuve a 37 °C
pendant 24h[145,147] (voir figure 111.14 etl11.15).
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Figure 111.14 : Evaluation de I’activité antibactérienne d’HE de Laurier Noble L sur les
bactéries, les champignons et les levures avant I’incubation.

> Lecture

A T’aide d’un pied a coulisse, on mesure les diamétres des zones d’inhibition autour
desdisques imprégnés d’HE et d’extrait brut pour toutes les souches testées et le résultat sera
exprimé en mm.

o Détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI :

Elle consiste a déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) et la concentration
minimale bactéricide (CMB) ou fongicide (CMF) en utilisant la technique de dilution en

milieu solide.
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La CMI est définie comme étant la plus faible concentration en extrait pour laquelle,
aucune croissance visible a I’ceil nu n’est observée [148]. Cette technique consiste a disperser
I’HE et les extraits bruts a des concentrations variables dans le milieu gélosé avant sa
solidification, donc une gamme de concentrations de I’huile essentielle diluée dans le milieu
MH est obtenue a raison de 20mLdans chaque boite de pétri (voir tableau 111.4 et figure
II1.15). Apres solidification du milieu, I’ensemencement aété exécuté par des spots a I’aide
d’une micropipette. L’ensemble a été incubé a 37°C pendant 24h [149]. L’observation de la

gamme permet d’accéder a la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI).

Tableau 111.4 : Différentes concentration d’HE dans la gélose.
Volume de ’'HE mL 1 0.5 0.25 0.125

Volume de la gélose en mL 19 19.5 19.75 19.875

Figure 111.15 : Détermination de la CMI sur Staphylococcus Epidermidis.

111.4.4.4. Identification de la présence des polyphénols et les Flavonoides par HPLC :

La chromatographie est un procédé de séparation des constituants d’un
meélange. Elle permet la séparation ou la purification d’un ou de plusieurs composés
d’un mélange en vue de leur identification et de leur quantification, Elle est devenue
une méthode analytique de tout premier plan pour identifier et quantifier les

composés d’une phase liquide ou gazeuse homogéne [150].
Principe

Les composés a séparer (Solutés) sont mis en solution d’abord, puis elle sera
introduite dans la phase mobile liquide (éluant). Grace a la répartition sélective des

solutés entre la phase mobile et la phase stationnaire, chaque soluté est donc soumis

D



Chapitre 111 : Matériels & méthodes

a une force de rétention exercée par la phase stationnaire, et une force de mobilité
due a la phase mobile. Suivant la nature des molécules, elles interagissent plus ou
moins avec la phase stationnaire dans un tube appelé colonne chromatographique.

La phase mobile, poussée par une pompe sous forte pression, parcourt le
systeme chromatographique. Le mélange a analyser est injecté puis transporté a
travers le systeme chromatographique. Les composés en solution se répartissent
alors suivant leur affinité entre la phase mobile et la phase stationnaire. En sortie de
colonne, grace a un détecteur approprié, les différents solutés sont représentés par

des pics. L’ensemble des pics enregistrés est appelé chromatogramme [150].

X Mode opératoire

La détermination qualitative et quantitative des acides phénoliques et les
flavonoidesest realisée par Chromatographie Liquide a Haute Performance (HPLC) en
utilisant une colonne standard C8 (25 cm x 4.6mm, 5um) a 25°C.La composition de la phase
mobile et le programme d’élution est similaire a celui proposé par Marchev et al. Ainsi que
Ivanov et al. [151,152].

Détermination des acides phénoligues

Pour la détermination des acides phénoliques, la phase mobile contient deux solvants :

X Solvant (A) : est composé de I’acide acétique 2% (v/v) ;

X Solvant (B) : est composeé de 0.5% (v/v) acide acétique : acétonitrile (1 :1) (V/v).
Le programme d’¢élution de la phase mobile est le suivant :

o 1-30min : 95% de solvant A + 5%de solvant B, le débit est de 0.8mL/min ;

o 30-45min : 65% de solvant A+ 35% de solvant B, le débit est de 0.4mL/min ;

o 45-50 min : 30% de solvant A+ 70% de solvant B, le debit est de 0.4mL/min ;

o 50-60 min : 20% de solvant A+ 80% de solvant B, le débit est de 1.2mL/min ;

o 60-65 min : 100% solvant B, débit de 1.2mL/min ;

X8 65-70min : 95% solvant A+ 5% solvant B, debit 0.8 mL/min.

La longueur d’onde pour la détection des acides phénoliques est de 280nm.
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Détermination des flavonoides

Pour la détermination des flavonoides, la phase mobile contient deux solvants :

X2 Solvant (A) : est composé de I’acide acétique 2% (v/V) ;

X Solvant (B) : est composé de méthanol.

Le programme d’¢lution de la phase mobile est le suivant :

X2 1-10min : 70% de solvant A + 30%de solvant B, le débit est de 1mL/min ;

x5 10-16min : 50% de solvant A+ 50% de solvant B, le débit est de 1mL/min ;
X 16-30 min : 48% de solvant A+ 52% de solvant B, le débit est de 0.8mL/min ;
<> 30-35 min : 20% de solvant A+ 80% de solvant B, le débit est de 0.8mL/min ;

X 35-40 min : 70% solvant A+ 30% solvant B, débit de ImL/min.

La longueur d’onde de  détection des  flavonoides est de  380nm.

56



Résultats et Discussions

« Ce que voient les yeux n’est pas le reméde ; lorsque la distillation aura transformé le
végétal, alors le remede deviendra manifeste »

Paracelse (1493 — 1541)
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IVV.1. Introduction :

Les feuilles de Laurier Noble sont caractérisées pardes propriétés physicochimiques et
enzymatiques. Dans cette etude, les feuilles ont été collectées de la ville de Médéa

précisément de la région d’El Kouala.

Pour cela, nous présentons dans ce chapitre, le procédé d’extraction de I’huile
essentielle ainsi que les résultats obtenus aprés sa caractérisation. En plus, une étude
comparative caractéristique de 1’activité anti-oxydante et antibactérienne a été réalisée sur :

I’huile essentielle, I’hydrolat et brut.

IV.2. La zone de récolte de la matiere végétale :

La wilaya de Médéa se situe dans I'Atlas tellien, a environ 88 km au sud d'Alger, entre la
latitude nord 35°25'28" et les longitudes est 2°07'54" et 3°42'13"et occupe une superficie de

8700 km2, a une altitude de 900 m du niveau de la mer.

Le relief de Médéa est diversifié, la situation géographique de la région lui confere un
climat humide caractérisé par des précipitations importantes, plus de 600 mm par an, assez
bien reparties sur toute I'année avec un nombre de jours supérieur a 75 jours, une saison
séche de trois (03) a quatre (4) mois, ’enneigement persiste environ 20 jours, durant la
période hivernale. Cet étage humide est caractérisé par un hiver froid et humide a hiver frais
[153]. En plus, I’étude pédologique de cette région montre que son sol est caractérisé par un
horizon de surface a texture équilibrée, poreux et riche en matiere organique. Le taux

d’humus est relativement satisfaisant [153].
IV.3. Caracteérisation physiques des feuilles du Laurier Noble.
% Taux d’humidité de la matiere végétale :

Le taux d’humidité correspond a la fraction massique de la quantité d’eau perdue aprés
la dessiccation compléte a 105 °C pendant 3 h de I’échantillon. Les feuilles fraiches de
Laurier Noble renferment une quantité importante d’eau. Elle est estimée a 47.36 % (Figure

IV.2), le reste représente ’extrait sec de la matiére végétale.

57



Chapitre 1V : Résultats et discussions

extrait sec
53%

Figure 1V.1:Taux d’humidité des feuilles du Laurier Noble.

Des travaux dans ce contexte ont éte déterminés par GOUDJIL.M[103]. Ce ci exprime
que les feuilles de Laurier Noble perdaient 47 % de leur poids au cours du séchage. Donc ce
dernier est préconis¢ avant le procédé d’extraction a fin d’augmenter le rendement en huile
essentielle. Sauf qu’il faut tenir compte que le séchage a haute température peut altérer les

propriétés des huiles essentielles.
X Taux de cendre de la matiere végétale :

L’extrait sec est constitué de matiére organique et minérale. Aprés incinération a 600 °C
dans un four a moufle, la partie organique est perdue sous forme de gaz (CO, et H,0). Quant
a la partie minérale, elle subit une calcination. Cette derniére nous permet de déterminer le
taux des cendres dans la matiere végétale qui est de 2.35 %. Ce qui inclut que les feuilles de

Laurier Noble sont pauvres en minéraux.

Avant incinération.

Apres incinération.

Figure 1V.2: Incinération des feuilles de LaurierNoble.
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1VV.4. Rendement :

L’extraction des huiles essentielles des feuilles de Laurier Noble (Laurusnobilis L) par
Clevenger, aprés séchage a I’air libre et a ’abri de la lumiére, a permis d’avoir une huile
liquide d’odeur caractéristique du Laurier. Le rendement obtenu en HEest de ’ordre de 1 %.
Les résultats obtenus dans ce travail sont similaires aux résultats cités dans la littérature
scientifique. En effet,Ouledtaarab et al ont rapporté une teneur moyenne de (1.7%) par
rapport a la matiére séche[154],Ferhat et al ont obtenu un rendement de 0.7% par hydro
distillation [155].11 est a signaler que les rendements en huiles essentielles dépendent de
plusieurs paramétres notamment : la nature de 1’espéce, I’endroit de culture (région

géographique et climat), la période de la récolte, le procédé de nettoyage et d’extraction.
IV.5. Caractérisation des huiles essentielles du Laurier Noble :

IV.5.1. Criteres organoleptiques :

L’huile essentielle obtenue par extraction au clevenger a été soumise a un examen
visuel et organoleptique tel que : ’aspect, la couleur, I’odeur et I’homogénéité. La figure 1V.1
montre que I’huile essentielle obtenue est homogeéne et constituée d’un liquide de nature
visqueuse, de couleur jaune pale a jaune tres claire avec une odeur épicée et cinéolée. Les

critéres organoleptiques de notre huile coincident avec ceux trouvés par Camille Briot [94].

Figure 1V.3: Huile essentielle du laurier noble
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IV.5.2. Caractérisation physicochimique :
X L’indice de réfraction de I’huile essentielle :

C’est la déviation de la direction de propagation d’une onde lorsque celle-ci change de
milieu. Plus précisement, la réfraction a lieu lors d’un changement de 1’impédance du milieu.

Donc chaque milieu transparent est caractérise par son indice de réfraction.

70 75

lmhnhuluuu;(u;‘)“,u;
l]l[!'l[!’l;l[.‘umw\;‘n‘:\{l

60 1470 1480 1

‘.!‘wlmlmlm
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Figure 1V.4: Indice de réfraction de I'huile essentielle de Laurier Noble.

La figure 1V.4 montre que I’indice de réfraction de I’huile essenticlle de Laurier
Noble mesuré a 19°C est de 1.4744. Et d’apres la formule I11.4, I'indice de réfraction est
estimé a 1.4739, ceci a 20°C. Les résultats trouvés sont compatibles avec les normes
francaises relatives aux huiles essentielles [103]. En plus, la propriété d’un liquide qui
contient du sucre a dévier de la lumiere est utilisée pour estimer la teneur en sucre. De ce fait,

on confirme la présence de sucre dans les feuilles de laurier Noble.

X3 Densité relative :

La densité est un critére trés important pour évaluer la qualité d'une huile essentielle
dans différents domaines de vie (cosmétique, pharmacie, agroalimentaire, chimie, etc.) [156].
L’huile essentielle du Laurier Noble a une densité moyenne égale a 0.918. Selon I'AFNOR
2000, la densité des huiles essentielles est généralement inférieure a celle de 1'eau(d’eau=1)
[135]. De plus, Hadjloum H [157] et Goudjil M [103] ont trouvés des valeurs de 0.912 et

0.924 respectivement pour I’HE de la méme plante.
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<> Le potentiel d’hydrogeéne :

Les résultats de mesures du pH de I’huile essenticlle montrent qu’il tend vers la
neutralité. 11 est de 6.5. D’aprés la norme AFNOR 2000[135], le pH des huiles essentielles

varie entre 5 et 6.5. Donc notre huile essentielle répond aux normes.

N

Figure IV.5: pH de I’huile essentielle du Laurier Noble.

o L'indice d'acide :

L’indice d’acide représente la quantité en mg de KOH nécessaire pour neutraliser les
acides gras libres présents dans 1g de corps gras. Il permet de reconnaitre la qualité du produit
et la conservation des huiles. Une huile a faible indice d'acide est une huile fraiche. En plus, il
peut aussi nous renseigner sur la susceptibilité de I'huile a subir des altérations, notamment
l'oxydation [13].

Dans notre cas, la valeur de I’indice d’acide est de 2.24mg KOH/g. Notre résultat
confirme 1’étude de Haddadi. | qui a démontré que ce dernier ne peut pas étre supérieur a 2.5

ce qui renforce notre étude [137].

R

X L’indice de saponification :

Il indiqgue combien de milligrammes de KOH sont nécessaires pour saponifier
complétement 1g d'un acide gras. Dans notre étude, il faut 22.44 mg KOH/g HE de soude

pour saponifier 1 g d’huile essentielle de Laurier Noble. Haddadi. la trouvé des valeurs de
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19.635 et 23 mg KOH/g HE pour I’'HE de la méme plante [137], notre huile essentielle répond
a cette étude.

®,

< L’indice d’ester :

Les esters sont des molécules a faible toxicité aux doses physiologiques normales.
D’apres les résultats obtenus, notre huile essentielle contient 20.20mg KOH/g HE d’ester. Par
contre, Haddadi. | ont trouvé des indices d’ester de 20.75 mg KOH/g HE [137]. Ce qui traduit
que notre HE a un indice d’ester inférieur aux résultats précédemment obtenus. Ce qui signifie

que notre huile a un faible pouvoir de toxicité.

Tableau IV.1 : Tableau récapitulatif des indices d’HE du Laurier noble
Huile I4(mg KOH/gHE) Iz (mg KOH/gHE) Ig (mg KOH/ g HE)

Laurier Noble 2.24 20.20 22.44

X Activité anti-oxydante :

Dans cette étude, la méthode de piégeage des radicaux par DPPH"a été utilisée pour
évaluer l'activité anti-oxydante des différents extraits des feuilles de Laurier Noble (huiles
essentielles, I’hydrolat et I’extrait brut). L’activité anti-oxydante du radical DPPH a été
évaluée par un spectrophotometre UV-Visible en suivant la réduction du radical DPPH qui
se manifeste par le changement de la couleur violette (correspond au DPPH) a la couleur
jaune (correspond au DPPH-H) et ceci a 517 nm. Les résultats obtenus sont représentés sur
la figure 1V.6.

L’analyse de la figure IV.6 montre que I'extrait brut et I'hydrolat des feuilles de Laurier
Noble ont présenté un pouvoir antioxydant moins important par rapport a celui de 1’huile
essentielle. Ces résultats préliminaires ont confirmé que I'utilisation traditionnelle des feuilles
de Lauru nobilis dans I’industrie alimentaire est reliée non seulement a I’odeur et a 1’ar6me
plaisant, mais probablement aussi a des possibilités préservatives des substances présentes

dans les feuilles ; et d’autres parties de cette plante.

62



Chapitre 1V : Résultats et discussions

80.00%

000% | e 1

° . ®
60.00% | e
y = 0.0536x + 0.2329 .
o* |n HE
2 50.00% R?=0.9762 o ® 1%(HE)
S o ® 1% (hydolat)
= e, .-
+ 0, ),
2 oo 1% (solution enzymatique)
< L.
= @
£ 30.00% e
°
20.00% y = 0,076x + 0,093 .
RE=0,9134 o eerergrereeee PO PR ®.....oe
10.00% @t [ JPP @-ccoene o ®
| y = 0.0087x + 0.0009
0.00% R?=0.9585
. (]

° 2 4 6 8 10

concentraction pl/ml

Figure 1V.6 : Efficacité des extraits naturels (laurusnobilis L) a piéger le radical libre de
DPPH en fonction de la concentration.

<> Calcul d’IC50 :

Les courbes de tendances pour les trois échantillons : HE, hydrolat et 1’extrait brut
possédent une forme linéaire (équation IV.1) avec des coefficients de R? de 0.9762, 0.9154

et 0.9585 respectivement.

y=aX+b V.1

Avec :
Y : pourcentage de réduction des radicaux DPPH

X : concentration de 1’échantillon

Les résultats du test DPPH sont exprimés en 1C50. La valeur IC50 est définie comme
étant la concentration du substrat nécessaire & diminuer de 50% l'absorbance de la solution
initiale du DPPH. Les IC 50sont inversement proportionnelles a l'effet scavenger dont les
valeurs faibles refletent un effet anti-radicalaire important. L’huile essentielle présente une
activité anti-oxydante plus importante que celle de I’hydrolat et I’extrait brut, avec des 1C50
de 4.98, 5.39 et 5.73uL/mL respectivement. Le modeste résultat de ’activité antiradicalaire

qu’a présenté le laurier est compatible avec ceux trouvés par GOUDJIL[103].
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Des travaux antérieurs réalisé par Dammak et al [158]Jont montré une importante
activité anti-oxydante de I’HE de Laurier Noble (IC50 =0.35 mg/mL). Cette activité peut
étre expliquée par la présence d’une quantité importante de composés cineolé qui renferme
des radicaux libres de scavenger. En plus, cette activité est liée aussi a I’existence des

composeés phénoliques.

Il est & signaler que la composition des huiles essentielles varie selon le lieu
géographique d’implantation, les conditions climatiques, I’espece, I’age de la plante, les

méthodes de séchage et d’extraction [159,160].

X2 Activité enzymatique :
Le Laurier Noble est caractérise par ses activités enzymatiques. Dans cette etude, les
activités enzymatiques recherchées sont celles des lipases, des protéases et des catalases (les

oxydoréductases).
Activité lipasique :

Les lipases (tri acyle glycérol acyle hydrolase) font partie de la famille des hydrolases qui
agissent sur les liaisons esters carboxyliques [161]. Elles permettent I'nydrolyse des

triglycérides en acides gras et glycérol [141]. Selon I’équation suivante :

i
Triglycérides + H,0 ik Diglycéride + acide gras

L'activité lipasique est recherchée dans les extraits de feuilles de Laurier Noble par la
méthode de titration des acides gras libérés lors de la réaction de lipolyse. La quantité des
acides gras (acide) libérés est déterminée par le NaOH (base) selon le principe de la réaction
de neutralisation d’un acide par une base. Apres virage de la couleur vers le rose, le volume

du NaOH ajouté va nous permettre de calculer la concentration d’acide gras libéré.

Apreés calcul, la valeur de [Dactivité lipasique dans Dextrait brut est de
2866.66pumol/min.mL d’extrait. Ceci confirme que les lipases sont omniprésentes dans la
nature et sont produites par les différents organismes vivants (plantes, animaux et
microorganismes). Ces enzymes présentent plusieurs caractéristiques tres intéressantes, telles
qu'un faible colt de production et une purification facile [162]. Aussi leurs caractéristiques

comme par exemple, leur efficacité, leur stabilité [162] et leur spécificité [163], leur
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permettent d’étre utilisees en industries des aliments, des détergents, du cuir, du textile, du

cosmétique, et des industries pharmaceutiques [164].

Activité protéolytique :

Il existe plusieurs préparations coagulantes (coagulation de la caséine) provenant du
regne veégétal. Elles sont extraites par macération de divers organes de plantes supérieures.
Les protéases sont des enzymes qui hydrolysent les liaisons peptidiques d’une protéine pour
donner des acides aminés et des peptides. L'activité protéolytique est recherchée dans les
extraits enzymatiques des feuilles de Laurier Noble selon la méthode Kembhavi.

Les résultats obtenus révelent une activité protéolytique des extraits bruts traduits par
la dégradation de la caséine. Cette activité est de 1’ordre de 0.84 U/mL. Ceci nous permet de
constater que notre extrait contient des protéases mais a faible activité, cela nous laisse penser
que le substrat d’étude n’est pas adéquat ou bien il faut revoir les conditions d’étude. Puisque
chaque enzyme naturel (qui est en réalité un complexe enzymatique) exerce son action dans
des conditions différentes de pH et de température, et sur des substrats dont la constitution des

proteines n'est pas toujours identique.

Activité catalasique :

Les dosages ainsi réalisés donnent la valeur du permanganate de potassium sans
réaction enzymatique (témoins) et la valeur de lapport enzymatique. En calculant la
différence entre la valeur du témoin et la valeur de l'extrait brut, on obtient le volume de
permanganate de potassium qui correspond a la quantité de peroxyde dhydrogene qui a
disparu apres l'action de la catalase. Par conséquent, il suffit de calculer I'activité enzymatique
de la catalase en wunit¢é (uKat) par gramme de solution enzymatique, tel que

’activitécatalysique0. 1 p Kat/g.

L’étude que nous avons faite montre une capacité pour Laurier Noble a catalyser I’eau
oxygénée. Ce phénoméne traduit la production d’H,0,durant la photosynthese des plantes. En
effet ’eau oxygénée étant toxique pour la plante il faut qu’elle soit catalysée rapidement. On
retrouve néanmoins en plus une production d’ H,0, des plantes lors de la respiration
mitochondriale qui doit comme pour la photosynthese étre liminée. Nous avons donc une

activité enzymatique de la catalase pour les feuilles de Laurier Noble.
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L’activité des catalases peut étre affectée comme toutes les protéines enzymatiques,

par, entre autres, la température, le pH et les ions métalliques [165].

La catalase est une enzyme commune présente dans tous les organismes vivants. Les
catalases ont été exploitées dans de nombreuses applications telles que la transformation des
aliments, le textile, le papier, l'industrie pharmaceutique [144...168] et ceci grace a leurs
caracteristiques : haute spécificité [169], mécanismes de réaction bien définis [170], ne

nécessitant pas de réducteur [169].
IVV.5.3. Caractérisation microbiologique :
X2 Activité antimicrobienne :

L’activité antimicrobienne se traduit in vitro par ’apparition d’une zone d’inhibition
autour des puits imprégnés de 1’agent antimicrobien étudié sur culture microbienne menée
dans une boite de Pétri. Le diamétre des zones d’inhibition autour de ces puits détermine
’action antimicrobienne. Les résultats de ’activité antibactérienne de 1’huile essentielle et de

I’extrait brut de Laurusnobilis L sont illustrés dans la figure IV.7 et IV.8.

Figure IV.7 : Pouvoir antibactérien de I’huile essentielle de Laurusnobilis sur :
a:Bacilus subtilis ; b:Staphylococcus Epidermidis ; ¢: Salmonella Typhimurium ;
d:Staphylococcus aureues ;e:Escherichia Coli ; f:Pseudomonas Aeruginosa.
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Figure 1V.8 : Pouvoir antibactérien de I’extrait brut de Laurusnobilis sur :
a:Bacilus subtilis ; b:Staphylococcus Epidermidis ; ¢: Salmonella Typhimurium ;
d:Staphylococcus aureues ; e:Escherichia Coli ; f:Pseudomonas Aeruginosa

L’examen des photos du pouvoir antibactérien aprés incubation a permis de constater
que les boites de Pétri contenant des puits imprégnés d’antibiotique (Amoxicilline) et d’HE ne
montrent pas de zone d’inhibition de la croissance bactériennes au tour des disques imprégnés
d’huile essentielle ce qui montre la présence d’un pouvoir inhibiteur de I’antibiotique, ce qui
n’est pas le cas pour ’HE sur Staphylococcus aureues, Escherichia Coli et Pseudomonas
Aeruginosa. Ainsi, ’effet antimicrobien éventuel est positif sur le reste des bactéries avec des
pourcentages de 65.45, 112.40 et 50 %.

Par contre, on observe une activité¢ antibactérienne différente de celle de 1’huile
essentielle par rapport a celle de I’extrait brut. On a un effet positif seulement sur Bacilus
subtilis et Staphylococcus aureues avec des pourcentages de 56.5 % et 62.32 %
respectivement. Tandis que I’effet est négatif sur le reste des bactéries.

L’évaluation du pouvoir antibactérien des deux solutions, nous permet de conclure
qu’elles ont un effet différent sur certaines bactéries. L’huile essentielle a un effet positif sur
Bacilus subtilis, Staphylococcus Epidermidis, Salmonella Typhimurium et Staphylococcus
aureues par contre I’extrait brut a un effet positif seulement sur Bacilus subtilis et
Staphylococcus aureues. Ceci peut étre expliqué par une différence au niveau de la

composition ou bien au niveau de la concentration des deux solutions.
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En plus, T’activité antimicrobienne a prouvé un effet sur la croissance et le
développement des levures. On remarque que I’huile essenticlle a un effet positif sur

Candidat Albicans et Aspergillus Brasiliensisavec des taux d’inhibition de 90.2 et 109.1 %
(Figure 1V.9).

Figure 1V.9 : Pouvoir antimicrobien de I’huile essentielle de Laurusnobilis sur les levures ;
A:Candidat Albicanset,B : Aspergillus Brasiliensis

L’examen de la figure IV.10 montre que ’extrait brut n’a pas d’effet positif sur les

levures. Ce qui prouve I’inexistence de substance inhibitrice de développement et de
croissance de levures.

Figure 1V.10 : Pouvoir antimicrobien de I’extrait brut sur les levures :
A : Candidat AlbicansetB Aspergillus Brasiliensis.

De méme pour le champignon, on observe une zone d’inhibition autour du disque

imprégné de I’HE avec une efficacité de 100% (Figure IV.11)
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Figure 1V.11: Pouvoir antiphonique de I’huile essentielle de Laurusnobilis
sur Saccharomyces

Figure 1V.12 : Pouvoir antiphonique de I’extrait brut de Laurusnobilis sur : Saccharomyces

L’extrait brut ne représente aucune activité antiphongique.

Suite a I’ensemble des tests d’activité antimicrobienne effectués, on constate que 1’huile
essentielle du Laurier Noble possede un pouvoir antibactérien important qui inhibe la
croissance et le développement de bactéries et levures dont nous avons cité quelques-unes
précédemment. Ce pouvoir est di a la présence des monoterpenes qui sont responsables de
I’activité antimicrobienne. De méme, les cinéolés qui représentent la fraction majoritaire des
huiles essentielles, en association avec d’autres composés en faible quantité ont une action
aussi efficace voire meilleur que les monoterpénes et les cinéolés seules. Ce qui leur confére
la qualité de synergigue ou antagoniste.

La détermination de la CMI est basée sur I’observation de la présence ou absence d’une
croissance microbienne dans le milieu Muller Hinton enrichi d’agent antimicrobien a
différentes concentrations, étant donné que la CMI est la plus petite concentration du produit
testé qui présente une inhibition significative de développement de microorganismes. La
meilleure activité antimicrobienne obtenue est celle réalisée sur Staphylococcus Epidermidis.

Les résultats dégagés sont rapportés dans le tableau 1V.2.
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Thbleau V.2 : Valeurs des CMI pour la soucheStaphylococcus Epidermidis.

\ CMI Laurier Noble

Volume de ’'HE en mL 1 0.5 0.25 0.125

Staphylococcus Epidermidis + - - -

Les valeurs de la CMI varient en fonction de la souche testée. Les Staphylococcus
Epidermidissont inhibées a des concentrations de 1 %. Donc la plus petite valeur de la CMI
est enregistrée chez Staphylococcus Epidermidis est 1 %. Au-dela de cette valeur, on

remarque une croissance sur le milieu de culture.

IV.3.4. Détermination de la composition chimique de ’HE par HPLC

La réalisation des analyses par HPLC a été effectuée au niveau du complexe
AntibioticalSaidal de Médéa, les chromatogrammes obtenus sont traités en utilisant le logiciel
Empower 2 Software avec un volume d’injection de 100 uL et un temps d’analyse de 70 min.
Les figures 1V.13 et 1V.14 présentent les résultats obtenus. Ces derniers sont inexploitables
car les chromatogrammes obtenus présentent un chevauchement des pics ce qui rends leur
identification difficile. Ce chevauchement revient a la présence de plusieurs fonctions
chimiques induisant plusieurs composes chimiques qui possédent des valeurs de temps de
rétention trés proches. Afin de déterminer avec précision la composition de I’HE de Laurier
en polyphénols et en Flavonoides, on suggere de faire une analyse par chromatographie

gazeuse couplée a la spectroscopie de masse CG-MS.
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Conclusion genérale

La phytothérapie a tellement pris de I’envergure dans les temps actuels au point
d’attirer séricusement 1’intention des scientifiques et des chercheurs en les induisant dans des
explorations importantes et pas minimes des plantes médicinales et aromatiques dans le

domaine pharmaceutique.

L’objectif de ce travail s’articule autour de I’extraction de I'huile essentielle des
feuilles de Laurier Noble par hydro-distillation et leurs caractérisations physicochimiques et

biologiques ainsi que 1’évaluation du pouvoir enzymatique et antimicrobien d’un extrait brut.

Par I'utilisation du Clevenger le rendement obtenu en huile essentielle est de 1%. La

qualité de I’huile essenticlle repose sur trois criteres :
X Les propriétés organoleptiques (aspect, consistance, couleur et odeur) .

X Les propriétés physico chimiques (taux d’humidité, taux des cendres, indice de

réfraction, densité relative, indice d’acide, indice de saponification et indice d’ester).

X Les propriétés microbiologiques (activité anti oxydante, activités enzymatiques et

activité anti microbienne).
Les résultats obtenus se rapprochent de ceux trouvés par Mr.Goudjil.

Les feuilles de Laurier récoltées de la région d’El Kouala Médéa ont un taux
d’humidité de 47.36 % et un taux de cendre de 2.35 %.

L’huile essentielle extraite de ces dernicres est d’un aspect homogene de couleur jaune
pale et d’odeur épicée et cinéolé caractéristique du Laurier Noble. L’indice de réfraction de
HE et sa densité¢ son relatifs aux normes, quant aux indices d’acide et de saponification

dépendent de la région géographique d’implantation, les conditions climatiques, I’espece ...

L’analyse microbiologique de I’extrait brut a montré la présence de lipases, de
protéases et de catalases ; ainsi qu’un pouvoir anti oxydant et anti microbien, aussi bien pour
I’HE et D’extrait brut, impliquant la présence des composés phénoliques, céniolés et
monoterpenes. Ces derniers nécessitent des analyses plus approfondies afin de déterminer leur

présence et leur teneur dans I’HE et I’extrait brut.
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