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Résumé

Plus connu sous le nom du Laurier noble ou bien Laurier sauce, Laurus nobilis L est une plante
a feuillage persistant, originaire du bassin méditerranéen. Cet arbuste appartenant a la famille
des Lauracées est trés utilise dans la médecine traditionnelle pour ses diverses vertus
thérapeutiques et préventives.

Notre étude porte principalement sur 1’évaluation de ’activité antioxydante des feuilles de
Laurus nobilis ainsi que la determination de la teneur en composés phénoliques et en
flavonoides, accompagnée d’un screening phytochimique pour pouvoir distinguer les
biomolécules et les composés d’intérét biologique, capables d’étre a I’origine des multiples
propriétés curatives de notre plante.

Les tests du screening phytochimique ont montré une présence notable en tanins dans les deux
fractions hydroacétonique et hydrométhanolique de notre plante.

Les résultats obtenus lors de 1’analyse quantitative des polyphénols et des flavonoides totaux
ont démontré que 1’extrait hydrométhanolique des feuilles de Laurus nobilis est doué¢ d’une
teneur considérable en composés phénoliques (422.22 + 0,05 mg Eq AG/g en polyphénols et
320.89 = 0.01 mg Eg C/g en flavonoides) contrairement a la deuxieme fraction
hydroacétonique, qui a manifesté une teneur plus au moins inférieure par rapport a 1’autre
(259.61 + 0.02 mg Eq AG/g en polyphénols et 206.14 + 0.003 mg Eq C/g en flavonoides).

En ce qui concerne la détermination du pouvoir antioxydant, deux méthodes ont été mises en
place, celle de la reduction du fer FRAP et une autre reposant sur 1’activité antiradicalaire
DPPH. Les résultats ont montré que la fraction hydrométhanolique est douée d’une activité
antioxydante plus puissante que celle associée a la fraction hydroacétonique.

En conclusion, nous pouvons considérer que les polyphénols et les flavonoides sont les acteurs

clé influengant I’activité antioxydante de la plante Laurus nobilis L.

Mots-clés : Laurus nobilis, Activité antioxydante, polyphénols, flavonoides.



Abstract

Mostly known as bay laurel or sweet bay, Laurus nobilis L is an evergreen plant, native to the
Mediterranean basin, this shrub belonging to the Lauraceae family is widely used in traditional
medicine for its various therapeutic and preventive properties.

Our study is mainly focused on the evaluation of the antioxidant activity of the leaves of Laurus
nobilis as well as the determination of the content of polyphenols and flavonoids, accompanied
by a phytochemical screening to distinguish the biomolecules and the compounds of biological
interest, able to be at the origin of the multiple curative properties of our plant.

Phytochemical screening tests have shown a significant presence of tannins in the two
hydroacetone and hydromethanolic fractions of our plant.

The results obtained during the quantitative analysis of total polyphenols and flavonoids content
demonstrated that the hydromethanolic leaves extract of Laurus nobilis is endowed with a
considerable sum of phenolic compounds (422.22 + 0,05 mg GAE/g in polyphenols and 320.89
+ 0.01 mg CEQ/ g in flavonoids) unlike the second hydroacetone fraction, which showed a
more or less low content compared to the previous one (259.61+ 0.02 mg GAE/g in polyphenols
and 206.14 + 0.003 mg CEQ/g in flavonoids).

As for the determination of the antioxidant power, two methods have been implemented, that
of the reduction of iron FRAP and another based on the antiradical activity DPPH, the results
showed that the hydromethanolic fraction has a considerably higher antioxidant activity than
the hydroacetonic fraction.

In conclusion, we can consider that polyphenols and flavonoids are the key players influencing

the antioxidant activity of the plant Laurus nobilis L.

Keywords: Laurus nobilis, Antioxidant activity, polyphenols, flavonoids.
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Introduction générale

Depuis la nuit des temps, I'humanité a utilisé diverses plantes rencontrées dans son
environnement, pour ses besoins médicaux et alimentaires afin de traiter et soigner toutes sortes
de maladies (Boumediou et Addoun, 2017).

A ce jour-13, ces plantes jouent a travers le monde un rdle capital dans I’art de soigner et de
guerir, avec environ 3000 especes appartenant a plusieurs familles botaniques (Bouzid et al.
2016).

Actuellement, malgré le développement de la chimie de synthése, 1’utilisation des plantes
médicinales a conservé une large place du fait de leur efficacité dans diverses procédures
thérapeutiques. Leur utilisation occupe une place primordiale dans la vie de I’homme. En effet,
les connaissances ancestrales sont transmises de générations en générations permettant ainsi la

conservation de ce savoir (Lazli et al., 2019).

Les propriétés redox de I’activité antioxydante des composés phénoliques présents dans ces
plantes permettent d’agir en réduisant les agents donneurs d’hydrogéne et d’extinction de
I’oxygene singulet. Les composés phénoliques peuvent aussi avoir des propriétés de chélation

des métaux (Cheurfa et Allem, 2016).

Dans ce contexte, nous avons choisi la plante médicinale Laurus nobilis L, I’une des espéces
des plantes médicinales et aromatiques les plus utilisée en Algérie en raison de son importance

économigue, sa richesse en composition bioactive et ses propriétés curatives et thérapeutiques.
Notre travail a été divisé en deux parties dont :

e La premiere est consacrée a des généralités bibliographiques sur Laurus nobilis L.

e La deuxieme concerne 1’étude de son activité antioxydante ainsi qu’une détermination
de sa teneur en composés phénoliques (composés phénoliques et flavonoides)
accompagnée d’une réalisation d’un screening phytochimique afin de révéler quelques
composés biologiquement actifs susceptibles d’étre a ’origines de ses propriétés

caractéristiques.

Enfin, nous présenterons les données obtenues et leurs discussions et une conclusion générale

qui englobe 1’ensemble des résultats du notre travail.
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Partie Bibliographique Chapitre 01 : Laurus nobilis L

I.  Laurier Noble, ses légendes et sa botanique
1. Histoire culturelle du Laurier
1.1. Le Laurier d’Apollon

Consacree au Dieu la musique et du chant, 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 cess¢ 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 I’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 1’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 reflete 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 devient alors le symbole d’Apollon représenté avec une couronne de laurier sur la

téte ainsi que sur sa lyre et son carquois (Collognat, 2012).
Figure 01 : Apollon et Daphné, Tiepolo G. B., XVllle siecle. Paris, Musée du Louvre.
1.2.  Laurier Noble et symbolisme

Le Laurier est une plante trés symbolique, associée le plus souvent a la poésie, la gloire et a la

paix.

Le laurier évoquait également 1’éternité et la santé dans 1’ Antiquité, car cette plante garde son
feuillage vert méme durant I’hiver, les médecins grecs recommandaient d’ailleurs son

utilisation pour se protéger de la peste ou d’autres maladies (Geerts et al., 2002).

Etude phytochimique et évaluation du pouvoir antioxydant des feuilles de Laurus nobilis



Partie Bibliographique Chapitre 01 : Laurus nobilis L

1.3.  Appellations

Connu largement sous le nom de Rend dans la région maghrébine Nord-Africaine, le Laurier

Noble a plusieurs d’autres appellations (Tableau 01).

Tableau 01 : Dénomination internationale de Laurus nobilis L. (Teuscher et al, 2005 ; Ballabio
et Goetz, 2010).

Langue Appellation
) Laurier d'Apollon, Laurier commun, Laurier
Francais :
franc, Laurier noble.
Allemand Lorbeersamen, lorbeer.
_ Laurel oil, sweet bay, bay tree, roman Laurel,
Anglais
noble Laurel.
Italien Olio di alloro
Portugais Louro
Arabe Rend
Berbeére Taselt

2. Classification botanique et taxonomie

1.1. Taxonomie

Les Angiospermes, aussi appelés plantes a fleurs, sont une division de plantes vasculaires du
groupe des Spermatophytes, rassemblant ainsi, les plantes terrestres (Embryophytes) dont les
graines sont protégées par une enveloppe sont le plus souvent ordonnés selon la classification
de Cronquist et APG 1, révisée en 2009.

La classification APG IIl, est basee essentiellement sur la phylogénie moléculaire,
contrairement a celle de Cronquist qui focalise plutot sur la morphologie, I’anatomie et les

caractéres biochimiques des especes (Tableau 02).

Etude phytochimique et évaluation du pouvoir antioxydant des feuilles de Laurus nobilis



Partie Bibliographique Chapitre 01 : Laurus nobilis L

Tableau 02 : Classification botanique du Laurier Noble selon APG IlI

Classe Angiospermes
Sous-Classe Magnolidées
Ordre Laurales
Famille Lauraceae
Genre Laurus
Espéce nobilis

1.2.  Ordre des Laurales

Les laurales constituent un grand ordre qui regroupe 9 familles et environ 3000 espéces. Elles
sont apparentées aux Magnolidées, considérées comme un groupe primitif, qui possedent un
pollen monoapperturé. Les principales familles de cet ordre sont les Calycanthacées, les

Lauraceae et les Monimiacées (Judd et al., 2002).
1.3.  Famille des lauracées

Le laurier (Laurus nobilis L) appartient & la famille des Lauracées, famille botanique importante
souvent aromatique, ses espéces peuvent étre reconnues par leur odeur aromatique. Celle-ci
comprennent 32 genres et environ 2000 a 2500 espéeces (Spichiger et al., 2002 ; Barla et al.,
2007 ; Bouloufa et Chetioui, 2018).

Avant I’¢ere glaciaire, les Lauracées étaient plus présentes en Europe que dans les régions
tropicales, en témoignent notamment les fossiles de feuilles retrouvés sur place. Le seul
représentant des Lauracées que 1’on retrouve naturellement en région méditerranéenne est le

laurier (genre Laurus) originaire d’Asie mineure (Geerts et al., 2002).

Cette famille est caractérisée en gros par la présence des feuilles alternes et spiralées avec

absence de stipule.

Les fleurs sont de petite taille, généralement vertes ou jaunes, uni- ou bisexuées. Elles peuvent
étre présentées en inflorescences compactes selon leur groupe. Les fruits sont généralement des
drupes (Geerts et al., 2002 ; Ballabio, Goetz, 2010).

La formule florale est la suivante : (3+3) T + 3 x 3E + 1-2 St + 1 C (Botineau, 2010).
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3. Description de I’arbre

3.1.  Description générale

Le laurier est un arbuste ou arbre aromatique de 2 a 10 m de hauteur a croissance lente, et au
tronc droit ramifié¢ dés la base avec un sommet conique, s’arrondissant en fil du temps (Quezel

et Santa, 1963) (Anonyme 01).
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Figure 02 : Arbuste de Laurus nobilis L (Anonyme 01)
3.2.  Ecorce et tiges

Ecorce grise foncée a trés foncée, mate plus ou moins lisse chez les jeunes sujets et s’écaillant
chez les tres vieux arbres (Quezel et Santa, 1963). Avec une tige droite et grise dans sa partie
basse, verte en haut (Iserin, 2001 ; Demir et al., 2004 ; Beloued, 2005).

3.3.  Feuilles

Simples, alternes et coriaces, longues de 5 a 12 cm et large de 2 a 6 cm, dont le pétiole mesure
de 2 a 5cm. Elles sont lancéolées, 1égérement ondulées et entaillées au bord, de couleur vert
foncé, brillantes sur la face supérieure et verte clair au-dessous avec des nervures latérales
pennées et rougeatres (Quezel et Santa, 1963). Elles ont une odeur aromatique, surtout apres

froissage, une saveur un peu ameére (Myose et Paris, 1976) (Anonyme 02).
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3.4. Inflorescence

Laurus nobilis a un caractére dioique, signifiant que les deux fleurs males et femelles sont portés
par des pieds distincts, Elles apparaissent en mois de mars-avril de I’année (Quezel et Santa,
1963 ; Reynaud, 2002). :

Le stigmate est court et gluant ce qui lui permet de fixer le
pollen. L’ovaire est en position supére et est uni-carpellé

Les fleurs femelles portent des staminodes munis de nectaires. @
A

(Botineau, 2010) (Figure 04).
Figure 04 : Diagramme floral d'une fleur femelle de Laurus nobilis (Balfour ; 2011)

Les fleurs males 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 (Geerts et
al., 2002) (Figure 05).

Figure 05 : Diagramme floral d'une fleur méle de Laurus nobilis (Balfour ; 2011)
3.5.  Fruits

Une baie ovoide, soutenue par le tube périanthaire peu dilaté de 2 cm de longueur et de 1 cm

de largeur. Il est noir vernissé et renferme une seule graine libre (Beloued, 2005).
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Le mésocarpe charnu renferme de 1’huile et des cellules a huile essentielle. Les cotylédons épais

sont également riches en lipides. D’abord vert, devenant noir bleuté a maturité (Myose et Paris,

-

)

Figure 06 : Baies de Laurier (Botineau, 2015).

3.6.  Reproduction

Etant le plus souvent pollinisées par des insectes (abeilles ou bien des mouches) attirées par le

nectar des fleurs, les fleurs de Laurus nobilis sont considérées comme entomogames de base.

Quant aux baies, leur dissémination est assurée aprés un transit intestinal chez les oiseaux et les

mammiferes. C’est ce que 1’on appelle le mode de dispersion endozoochore (Judd, 2002).

4. De laculture a la récolte
4.1. Ecologie
a. Caracteristiques climatiques : C’est une espéce affectionnant particuliérement 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 tolere I’ombre. Concernant
I’humidité, la plante ne supporte pas la sécheresse prolongée : il lui faudra au minimum

de 600 mm de précipitations par an (Teuscher et al., 2005).

b. Caractéristiques du sol : 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 nutriments, en humus et en bases avec un pH proche de la
neutralité (Teuscher et al., 2005).

4.2.  Répartition géographique

Le Laurier est la seule espece representant la famille des Lauracées dans la région
méditerranéenne en particulier en Turquie, Gréce, Espagne, Italie, France. Il pousse dans les

lieux humides et ombragés, également dans les jardins, ou elle est cultivée comme condiment.
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Figure 07 : Localisation naturelle du Laurier noble (Geerts et al., 2002).

La plante est largement cultivée comme plante ornementale dans le sud et I'ouest de I'Europe,
I’Amérique centrale et aux Etats-Unis. Il fait I'objet de production commerciale dans de
nombreux pays tels que la Turquie, 1’ Algérie, la France, la Gréce, le Maroc, I’ Amérique centrale

et les Etats-Unis Méridionaux (Iserin, 2001 ; Demir et al., 2004 ; Barla et al., 2007).

En Algérie il est retrouvé dans les foréts et ravins humides et commun dans le tell algérois et

constantinois (Beloud ,2005).
4.3. Croissance et récolte

Tous les hivers, la plante subit une taille réguliere. En cas de gel persistant en-dessous de - 5°C,
la plante devra étre protégée a I’abri. Un rempotage tous les 3 a 4 ans est recommandé

(Teuscher et al., 2005).

La récolte des feuilles peut avoir lieu toute I’année. Les feuilles sont séchées a plat aprés avoir
éte détachées de leur tige pour éviter qu’elles ne s’enroulent. La pulvérisation des feuilles leur

fait perdre leur caractere aromatique (Teuscher et al., 2005).
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5. Composition Chimique de Laurus nobilis

5.1.  Composition chimique des feuilles

Les feuilles de Laurus nobilis sont caractérisées par une composition chimique tres diversifiée
distinguée surtout par la présence de plusieurs familles des meétabolites secondaires,

particulierement les acides phénoliques et les flavonoides.
Tableau 03 : Composition chimique principale des feuilles de Laurus nobilis.

Classes Composés chimiques Références

Acide phénylacrylique, carbonique : libres ou

. . e . R (Barlaetal.,
Acide Phénolique estérifiés, acides p-coumarique, fénulique, 2007)
sinapique, gentisuque et vanillique '
Principalement la rutine, 1’isoquercitrine, S
(Fiorini et

I’hypéroside et kaempférol-3 rhamnoside et3-
Flavonoides o ) al.,1998 ; Kang
arabinoside. Le kaempfeérrol-3- rhamnoside, 2-p-

et al., 2002).
coumaroyles
Hétérosides de Méthoxyisolarecirénol -9-0-xylosides, -0- (Uchiyama et al.,
lignanes sécoisolariciresinol-9-0-xylosides. 2002).

Actinodaphonine, isodomesticene, launobine,N- o
(Brigittpee et

Alcaloides méthylactinodaphonine, nandigérine , néolitsine
Bruneton, 1982).

etréticuline

La déhydrocostuslactone, artémoreine, )
Lactones o _ o o (Yoshikawa et
) o érémanthine, désacétyllaurénobiolide,
sesquiterpéniques R ) ) al., 2000).
laurénobiolide, reynosine, santamarine.

5.2, Composition chimique de I’huile essentielle

Selon les travaux de Flamini et al. (2007) (Tableau 04), I’huile essentielle de Laurus nobilis
est considérablement riche en oxydes terpéniques, notamment le 1,8-cinéole a une
concentration de l’ordre de 48,38%, en monoterpénes comme la Sabinéne (9.46%) et
caractérisée par une présence intéressante des composés phénoliques dont le : Méthyl-eugénol
(2.22%) et eugénol (0.08%).
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Tableau 04 : Composition phytochimique de 1’huile essentielle de Laurus nobilis L (Flamini et
al., 2007).

Classes chimiques Composés chimiques
Oxydes terpéniques 1,8-cinéole (48.38%).

Linalol (3.50%), terpinén-4-ol (2.84%),

Monoterpénols o
alpha-terpinéol (2.46%).

Phénols Méthyl-eugénol (2.22%), eugénol (0.08%)

Acétate d'alpha-terpényle (8.52%), acétate de

Esters terpéniques
bornyle (0.16%).

Sabinene (9.46%), béta-pinéne (4.99%),
alpha-pinene (5.77%), limonene (4.10%),
para-cymene  (2.38%), gammaterpinéne
(2.12%), myrcene (0.64%), camphene
(0.32%), alpha-phellandréne (0.24%), alpha-
terpinéne (0.28%).

Monoterpenes

6. Activités biologiques de Laurus nobilis L

6.1.  Activité antioxydante

L’activité antioxydante de I'huile essentielle et 1’extrait méthanolique d'huile de graines de L.
nobilis a été déterminée par Ozcan et al. (2010), en employant le piégeage des radicaux libres
DPPH (diphenylpicrylhydrazyle) et le test a l'acide (-carotene / acide linoléique. L'huile
essentielle et I'extrait méthanolique d'huile de graine de Laurus nobilis L., ont montré tous les

deux des propriétes antioxydantes significatives pour les deux tests réalisés.

En 2006, I’activité antioxydante de trois extraits (huile essentielle, extrait éthanolique et
décoction) de dix especes de plantes médicinales dont Laurus nobilis L, ont été étudiés par
Ferreira et al., cette espéce a montré des valeurs élevées pour 1’activité antioxydante relative

a chacun des trois extraits, étant plus élevée pour les extraits polaires.
6.2.  Activité anti-inflammatoire

L’extrait méthanolique des feuilles de Laurus nobilis est capable d’inhiber 1’activation de

I’inflammasome NLRP3 (Lee et al, 2018), qualifié de plateforme multiprotéique
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intracytoplasmique, activée par le stress cellulaire ou bien par ’infection et servant de foyer
pour la maturation et la libération des cytokines pro-inflammatoires notamment le 1L-1p. 1l est
impliqué aussi dans des pathologies inflammatoires telles que la maladie de Crohn, la
polyarthrite rhumatoide ou I’arthrite goutteuse (Gicquel et al, 2016).

En 2005, Fang et al., ont pu identifier six composes actifs isolés des feuilles du Laurus nobilis
L, s’agissant tous de lactones sesquiterpenes, doués de différentes propriétés pharmacologiques

et thérapeutiques y compris 1’effet anti-inflammatoire.
6.3.  Activite antibactérienne

L’huile essentielle extraite de L. nobilis possede une capacité inhibitrice vis-a-vis des souches

buccales de S. aureus avec une activité anti-biofilm importante (Annelise et al., 2017).

Yakhlef et al. (2011) ont montré que les extraits de Laurus nobilis L sont caractérises par une
capacité antimicrobienne méme si faible en comparaison avec d’autres extraits végétaux (celui
de Thymus vulgaris par exemple), mais avec un spectre antimicrobien plus large et a des

concentrations plus faibles.
6.4.  Activité antifongique

Une étude portait sur I’effet antifongique de 1’huile essentielle de Laurus nobilis L vis-a-vis des
souches de Fusarium sporotrichoide par méthode d’hydrodistillation, a montré que cette huile
essentielle est caractérisée par une activité antifongique significative sur cette souche avec un
indice d’inhibition de 100 % & une concentration de 0.5% (Salhi et al., 2015).

6.5.  Effets toxicologiques et cytotoxiques

A cause de leur teneur importante en lactones sesquiterpéniques dont le principal est la
Costunolide, les feuilles ainsi que 1’huile essentielle de Laurus Nobilis sont bien capables
d’induire des réactions allergiques (dermatites lors du contact par exemple) méme s’ils ne

possedent pas d’effets toxiques importants (Bruneton, 2002).

Selon les expériences de Barla et al., (2007) certains composés extraits a partir des feuilles et
des fruits de Laurus nobilis, dont deux sesquiterpénes plus précisément (lactones et lauroxe
pines) sont extrémement toxiques par rapport a A2780, une lignée cellulaire humaine

cancéreuse ovarienne.
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7. Utilisations du Laurier Noble

Le laurier est principalement utilisé, par voie orale, dans le traitement symptomatique des
troubles de 1’appareil digestif supérieur tels que le ballonnement épigastrique, lenteur de la

digestion, éructations et flatulence (Iserin, 2001).

Les feuilles de cette plante ont été employées pour traiter 1’épilepsie et le parkinsonisme dans
la médecine traditionnelle iranienne (AqiliKhorasani, 1992). Au méme titre I’extrait aqueux
est utilisé dans la médecine traditionnelle turque en tant qu’antihémorroidal, antirhumatismal,

diurétique et comme un antidote dans le cas de morsures de serpent (Kivgak et Mert, 2002).

L’huile essentielle obtenue de Laurus nobilis a été employée pour le soulagement
d’hémorroides et des douleurs rhumatismales (Sayyah et al., 2002). En outre, dans la
fabrication des savons et en parfumerie. Elle compte parmi les meilleurs moyens d’éloigner les

insectes génants (Demir et al., 2004 ; Beloued, 2005).

Parmi d’autres effets bénéfiques du Laurier Noble, I'infusion aqueuse obtenue a partir des
feuilles de laurier Noble a été utilisée pour soulager les douleurs du placenta, comme pour

favoriser I’apparition des régles et agir contre les régles douloureuses (Bouchaale et al., 2015).

Les feuilles de Laurus nobilis L sont parmi les assaisonnements les plus connus dans tous les
pays, généralement utilisées comme épice valable dans le domaine culinaire et aromatisant en

industrie alimentaire (Simic et al., 2003).
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Il.  Stress oxydatif et antioxydants
1. Stress oxydatif
1.1. Généralités

D'abord employé dans un contexte biologique par I'endocrinologiste Hans Selye en 1936, le
stress oxydant est un terme genéral qui a été adopté pour décrire la réponse physiologique
inadéquate d'un organisme (Schiavone et al., 2013). La définition de ce type de stress se réfere
a une rupture de I’équilibre homéostatique normalement maintenu entre la production des
especes réactives de l'oxygeéne et de ’azote et la défense antioxydante de I’organisme

(Anderson, 1997).

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

de radicaux, I'exces de ces radicaux est appelé stress oxydant (Favier, 2003).

Systémes antioxydants
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Figure 08 : Déséquilibre de la balance entre pro-oxydant et antioxydant (Nkhili, 2009).

Chaque individu ne possede pas le méme potentiel antioxydant selon ses habitudes alimentaires,
son mode de vie, ses caractéristiques génétiques ou I’environnement dans lequel il vit (Diallo,
2005). L'importance des dommages du stress oxydant dépend de la cible moléculaire, de la

sévérite de I'effort et du mécanisme par lequel I'effort oxydant est imposé (Aruoma, 1999).
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A long terme, ceci peut contribuer a I’apparition de diverses pathologies liées au vieillissement
comme les cancers, diabete, Alzheimer, les rhumatismes ou les maladies cardio-vasculaires
(Gammoudi et al., 2013).

1.2. Radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique "libre", contenant un ou plusieurs électrons non
apparies dans son orbitale atomique sur la couche électronique la plus externe. Les électrons
sont des corpuscules chargés électriquement et qui par un mouvement de rotation sur eux-

mémes, induisent un champ magnétique appelé Spin (Pillou, 2014).

Electron

Figure 09 : Formation des radicaux libres (Pillou, 2014).

Cette propriété lui confére une grande instabilité et par |a méme une extréme réactivité chimique
(Gutteridge et Halliwell., 1990).

De ce fait, les radicaux libres doivent donner un électron non apparié ou arracher un électron a
une molécule avoisinante, afin de tendre vers un état moins excité, donc plus stable (Fang et
al., 2002).

Un radical libre peut-étre aussi le résultat d’un phénomeéne de réduction, donc par gain d’un ou

de plusieurs électrons egalement.

Une fission homolytique, désignant la rupture d’une liaison chimique covalente, ou les deux
électrons de la liaison A—B sont répartis équitablement peut aussi conduire a la production de
deux radicaux libres a la fois contenant chacun, un électron non apparié sur leur couche externe
(Gutteridge et Halliwell., 2008).

Les réactions de transfert d’électrons qui produisent les radicaux libres (réactions

d’oxydoréduction, redox) conduisent souvent a la formation d’un nouveau radical, car la
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molécule agressée par le radical libre devient a son tour radicalaire (Goto et al., 2008). Ce

phénomeéne pouvant donc se propager par des réactions en chaine (Carine et al., 2006).
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Figure 10 : Stabilite des radicaux libres (Asmus et Bonifacic, 2000).

1.3.  Origine des radicaux libres

a. Origine exogéne

Selon Favier, 2003 les radicaux libres peuvent résulter de plusieurs facteurs environnementaux,
dont :

e Lesrayons UV : Les rayonnements ultraviolets (UV) induisent la synthése de radicaux
libres et de molécules génératrices de radicaux libres par I’intermédiaire d’agents photo-
sensibilisant (Afonso et al., 2007). Ces rayons sont absorbés par des chromophores de
la peau qui vont alors étre excités pour fournir un oxygene singulet (Gambini et
Granier., 2013). IIs réduisent également 1’02 en anion superoxyde Oze- qui Sera
rapidement transformé par I’enzyme antioxydante la superoxyde dismutase (SOD) en
peroxyde d’hydrogéne (H20-). Ce dernier, sera réduit a son tour en radical hydroxyle
(OH) par la réaction de Fenton. Le radical hydroxyle réagit alors avec les protéines, les
lipides et I’ADN (Gambini et Granier., 2013).

e [’alcool : L’ingestion d’alcool est suivie de la formation de radicaux libres selon divers
mécanismes. La xanthine oxydase et 1’aldéhyde oxydase peuvent oxyder le principal
métabolite de 1’éthanol, I’acétaldéhyde, avec la production de I'Oze- (Albano et al., 1994
; Albano et al., 1999). Selon ces mémes auteurs, 1’éthanol stimule également la
production d’anion superoxyde par induction de la synthése des NADPH oxydases,

NADPH cytochrome réductases et du cytochrome Paso.

e Les métaux lourds : Certains métaux apportés de maniére exogéne, mais pouvant étre

aussi endogenes (Halliwell et Gutteridge., 1990), tels que le mercure, le fer, le
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cadmium, le nickel, I’arsenic et I’amiante (Mena et al., 2009 ; Wanges et al., 2014)
sont nécessaires a 1’organisme mais peuvent a des taux élevés générer des ROS, en

participant a la réaction de Fenton.

e Pesticides : L’exemple le plus connu est le paraquat, utilisé comme herbicide. Il s’agit
d’une molécule stable comprenant deux pyridiniums (Houze., 1990). En présence de
NADPH-cytochrome P450 réductase, ce composé toxique passe sous forme radicalaire
qui est stabilis¢ par la délocalisation de I’électron célibataire sur les structures
pyrimidiques composant le paraquat. Ensuite il y aura une production du radical
superoxyde par la régénération qui se fait par un transfert de 1’¢lectron libre a une

molécule d’oxygene (Bus and Gibson., 1984 ; Bus et al., 1994).
b. Origine endogene

Les radicaux libres sont formés le plus souvent a partir de 1’oxygéne d’ou leur appellation :
espéces réactives oxygénées ERO. Les origines endogénes des ERO sont principalement les
chaines respiratoires mitochondriales des cellules des organismes aérobies (environ 2 % de
I'oxygene consommé au niveau mitochondrial sont transformés en ERO particulierement
réactionnelle), le dysfonctionnement du systéme enzymatique ou par manque d'antioxydants
dans l'organisme et la réaction inflammatoire qui est une source importante de radicaux
oxygénés produits directement par les cellules phagocytaires activées, qui sont le siege d'un
phénomene appelé " Explosion oxydative " consistant a I'activation du complexe NADPH

oxydase (Puppo et Halliwell, 1988).
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Figure 11 : Origine extra- et intracellulaire des radicaux libres dérivés d 1I’oxygene (Afonso et
al., 2007).
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2. Antioxydants
2.1. Définition

Un antioxydant est defini comme toute substance ou molécules capables de réduire les effets
de I’oxygene, significativement retarde ou empéche 1'oxydation (Defraigne et Pincemail,
2008).

Les antioxydants sont capables de piéger les radicaux libres en captant I'électron célibataire,

en les transformant en molécules ou en ions stables (Favier, 2003).
2.2. Principaux antioxydants

Les antioxydants se distinguent par leur nature biochimique. lls sont divisés en deux types
différents, les antioxydants enzymatiques d’origine endogéne et les antioxydants de nature non-

enzymatique d’origine exogéne (tableau 05).
Tableau 05 : Différents types d’antioxydants (Haleng et al., 2007).

Antioxydants exogenes (Non-

Antioxydants endogénes (Enzymatiques) )
Enzymatique)

Catalase (CAT) Vitamine C (Acide Ascorbique)
Superoxyde dismutase (SOD) Vitamine E (a-tocophérol)
Glutathione peroxydase (GPx) Caroténoides
Glutathione réductase (GRXx) Composés phénoliques

a. Les antioxydants endogenes enzymatiques :

Reconnus comme étant les plus performants (Lehucher-Michel et al., 2001). Il s’agit
principalement de trois enzymes : la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la

glutathion peroxydase (GPXx).

e Les Superoxydes Dismutases (SOD) : Chez I'homme, trois isoformes compartimentées
de I'enzyme SOD : SOD1, SOD2 et SOD3 qui utilisent le cuivre et le zinc comme
cofacteurs sont nécessaires a l'activité enzymatique. Alors que la SOD2 mitochondriale
utilise le manganése, dont le réle est la dismutation de deux anions superoxyde O2* ~ en
espéces oxygenées moins réactives qui sont H20> et O selon la reaction (Afonso et al.,
2007).

2H++202"" — H202+ O2
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Les Catalases : Etant I'une des principales enzymes du systeme antioxydant biologique,
elle joue un réle tres important dans les voies de défenses antioxydantes. Principalement
présente au niveau des érythrocytes et des hépatocytes, elle est capable de transformer
le peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygeéne moléculaire (Arockiaraj et al., 2012).
2 H202— 2 H20 + O2
Les Glutathions Peroxydases et Réductases (GSHPX) : Les glutathions peroxydases et
réductases sont localisées dans le cytosol et dans les mitochondries. Le role de la
glutathion peroxydase (GPx) est de réduire d’une part le peroxyde d'hydrogéne en
molécule d’eau, et d’autre part, les hydro-peroxydes organiques (ROOH) en alcools.
Elle catalyse la réduction des hydro peroxydes (H202) et des peroxydes lipidiques en
utilisant le glutathion réduit (GSH) comme donneur d’hydrogene selon la réaction ci-
dessous (Marfak, 2003).
2 GSH + H202— GSSG+ 2 H20
b. Les antioxydants exogénes non-enzymatiques

Contrairement aux agents antioxydants enzymatiques, ils ne sont pas synthétisés par

I’organisme mais apportés par notre alimentation. Dans cette catégorie, nous retrouvons les

antioxydants comme les vitamines E et C, les polyphénols, les oligoéléments et la glutathion
réduit (GSH) (Kanoun, 2011).

Vitamine C : L’acide L - ascorbique ou vitamine C est considéré comme une molécule
soluble dans 1’eau. La vitamine C présente un pouvoir antioxydant élevé, aidant a
prévenir des dommages cellulaires et la contribution au bon fonctionnement du systéme
immunitaire, vis-a-vis des radicaux libres générés au cours d’un exercice intense. Il est
impliqué dans un certain nombre de processus métaboliques dans le corps humain, y
compris ceux qui peuvent étre importantes pour le fonctionnement optimal du systeme

d'énergie a I'oxygene (Cholewa et al., 2008).

Vitamine E : Sa forme naturelle inclut quatre tocophérols isoméres a, f3, v, 6, avec une

activité antioxydante variable (Carr et al., 2002).

Le caractere hydrophobe de la vitamine E lui permet de s'insérer au sein des aides gras
de la membrane cellulaire et des lipoprotéines ou elle joue un rdle protecteur en
empéchant la propagation de la peroxydation lipidique induite par un stress oxydant (El-
Sohemy et al., 2002).
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La vitamine E désigne un ensemble d’isoméres, les a-, -, y- et o-tocopherols et
tocotriénols. La vitamine E et particuliérement 1’a-tocophérol, est un antioxydant
liposoluble. Elle est capable d’empécher la propagation de la peroxydation lipidique qui

réagit directement avec les espéces réactives de 1’oxygene (Haleng et al., 2007)

Composés phénoliques : Ils constituent une famille de molécules largement présente dans le
régne végétal. Globalement, ce sont d’excellents piégeurs des espéces réactifs oxygéné et de

tres bons chélateurs des métaux de transition comme le fer et le cuivre (Haleng et al., 2007).
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I. Matériel et Méthodes

Dans cette deuxiéme partie dite expérimentale, les travaux réalisés au niveau des laboratoires
pédagogiques de Biochimie n° 02 et 05 — Pdle Biochimie, département de Biologie, Faculté des
sciences de la nature et de la vie et sciences de la terre et de 1’univers, Université de Abou Bekr
Belkaid, Tlemcen, Algérie.

Cette étude est devisée en quatre parties :

Préparation des extraits végétaux bruts a partir des feuilles de Laurus nobilis L.
e Analyse phytochimiques.

Analyse quantitative des composes phénoliques, comportant a la fois un :

Dosage des composés phénoliques totaux.
Dosage des flavonoides totaux.

Evaluation des activités antioxydantes des extraits précédents selon deux techniques :
- Laréduction de fer (FRAP).

Le piégeage du radical libre DPPH.
1. Matériel végétal

Cette étude a été réalisée sur un échantillon de feuilles de Laurus nobilis L, récolté durant le

mois de Mars 2022, dans la région de Kiffen, plus précisément a Ain Nedjar, au centre-ville de
la Wilaya de Tlemcen.
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Figure 12 : Localisation par satellite du lieu de la récolte (Google Maps)

2. Traitement du matériel végétal

Cette récolte a été exécutée soigneusement, afin de préserver au maximum 1’ensemble des
éléments organiques et minéraux présents.
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Les feuilles récoltées ont été délicatement rincée a I’eau du robinet afin de se débarrasser de
toute matiere étrangere, impuretés, sol, poussiére... etc. Puis, séchées pour une période de 15
jours, a température ambiante, dans un endroit sec et a I’abri de la lumiére, de maniere a

préserver I’intégrité des molécules d’intérét.

Aprés séchage, les feuilles sont par la suite moulues en poudre, en utilisant un moulin électrique

pour plus d’efficacité.

La poudre végétale des feuilles de Laurus nobilis L servira par la suite, a préparer les différents

extraits bruts qui seront étudiés dans ce travail.

Figure 13 : feuilles séches de Laurus Figure 14 : Feuilles en poudre apres
nobilis L ,
séchage
Il.  Méthodes

1. Extraction

Pour la réalisation de ces manipulations choisies mentionnées ci-dessus, et qui serons bien
évidemment discutées plus tard, nous avons opté pour une méthode d’extraction solide-liquide,

dite : par macération.
1.1.  Extraction solide-liquide (par technique de macération)
Deux extraits bruts sont préparés de la facon suivante :

A. Extrait hydrométhanolique : 20 g de la poudre végétale sont mis en contact avec
200 ml d’une solution hydrométhanolique (30 : 70) (v : v).

B. Extrait hydroacétonique : 20 g de la poudre végétale sont mis en contact avec
200 ml d’une solution hydroacétonique (30 : 70) (v : v).
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Figure 15 : Pesée de la poudre végétale  Figure 16 : Filtration des extraits apres

macération

Figure 17 : Conservations des macérats Figure 18 : Evaporation des extraits bruts

a I’abri de la lumiere a l’étuve

Les deux solutions subissaient par la suite, une macération sous agitation pendant 24h. Les
extraits bruts sont filtrés ensuite sur papier filtre Whatman (0,5 um). Les macérats obtenus sont
évaporés en utilisant un évaporateur rotatif (rotavapor) sous pression a 50°C, pour éliminer la
phase organique présente dans chaque solution.

Et comme étape complémentaire, un séchage a I’étuve a 35°C est indispensable pour éliminer
les phases aqueuses. Enfin, les résidus obtenus sont conservés dans des flacons sombres et a

’abri de la lumiere a + 4°C jusqu’a leur utilisation.
1.2.  Rendement de I’extraction

Le rendement d’extraction correspond au pourcentage des métabolites secondaires dissouts

dans un solvant organique et/ou aqueux utilisé pour I’extraction (Abe et al., 2010). Ce n’est
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donc, que le rapport entre la masse de 1’extrait sec obtenu aprés évaporation totale et la masse
initiale de la poudre végétale utilisée au début. Calculé tout simplement en utilisant la formule

ci-dessous :
M,
R (%) =—x100
(%) = 31

Dont :

R (%) : Rendement de I’extrait exprimé en pourcentage ;
Mo : La masse initiale de la poudre végétale ;

M1 : La masse de I’extrait brut obtenue aprés évaporation.

1.3.  Récapitulatif de I’extraction

Extraction par Technique de Maceration

20g de la Poudre 20g de la Poudre
Végétale Végétale

Solution Macération Solution
Hydro- méthanolique (Sous Agitation) Hydro-acétonique
(30:70) (v:v) (30:70) (v:v)
V=200ml V=200ml

Durée : 24h

Filtration sur Papier Whatman
Elimination de la Phase Organique au Rotavapor a 50°C

Elimination de la Phase Aqueuse a I’étuve
35°C
Extrait Brut Extrait Brut
Hydro Acétonique

Préserveés a I’abri de la lumiere et a + 4°C

Figure 19 : Processus d’extraction en schéma récapitulatif

Hydro Méthanolique
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2. Analyse quantitative des composés phénoliques

2.1. Quantification des composés phénoliques totaux

Les composés phénoliques totaux sont quantifiés de la maniére suivante selon le protocole
experimental de Vermerius et Nicholson, (2006) :

Un volume de 0,1 ml de de chacun des deux extraits ou d’acide gallique est mélangé avec 2 ml
de la solution de carbonate de sodium a 2 %. Apres agitation et incubation pendant 5 minutes,
100 pl du reactif Folin-Ciocalteu 1 N est ajouté. Le mélange obtenu est incubé a la température
ambiante et a I’abri de la lumicre pendant 30 minutes.

L’absorbance est ensuite mesurée au spectrophotometre a 700 nm contre un blanc.

Une courbe étalon est réalisé en paralléle dans les mémes conditions opératoires en utilisant
I’acide gallique comme contrdle positif a différentes concentrations.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent acide gallique par gramme de 1’extrait mg Eq
AG/g.

2.2. Quantification des flavonoides totaux

Le dosage des flavonoides est réalisé par colorimétrie selon le protocole de Zhishen et al,
1999 :

500 pul de chacun des deux extraits ou de catéchine est mélangé avec 2 ml d’eau distillée, puis

150 pl d’une solution de nitrite de sodium NaNO2 15 % est ajouté.

Apres 6 minutes d’incubation a température ambiante, 150 pl de chlorure d’aluminium AICls
10 % est ajouté. Et, a 6 minutes, 2 ml d’hydroxyde de sodium 4 % est ajouté. Le volume total

est complété a 5 ml d’eau distillée.

Apres agitation et incubation pendant 15 minutes, 1’absorbance est mesurée au

spectrophotometre a 510 nm contre un blanc.

3. Détermination de P’activité antiradicalaire par technique de piégeage du
radical libre DPPH
3.1. Principe

Le principe de cette méthode est la réduction du DPPH (2,2-diphenylel-picrylhydrazyl) de
couleur violette en 2,2 diphenyl-1-picrylhydrazine de couleur jaune. Le DPPH absorbe a 517
nm, mais lors de la réduction par un antioxydant son absorption diminue graduellement
(Bensouici, 2015).
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2 2 A

! ™
I + Antioxydant -OH * l + Antioxydant-Oe
MNa MH ’
NO: NO, NO, NO,
DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure 20 : Schématisation du Mécanisme réactionnel de la technique du DPPH (Bensouici,
2015).

3.2. Procédure

D’aprés le protocole de Atoui et al. (2005), la détermination de I’activité antioxydante est

réalisée comme suit :

A 1950 ul d’une solution méthanolique de DPPH 4 6,34 x 10> M, sont ajouté 50 pl des extraits
bruts ainsi que 1’acide ascorbique (contréle positif) a différentes concentrations. Le contréle
négatif est préparé, en paralléle, en mélangeant 50 pl de méthanol avec 1950 pl de la solution

méthanolique de DPPH (les différents essais sont réalisés en triplicate).

Apres incubation a I’abri de la lumiére et a température ambiante pendant 30 min, I’absorbance

est mesurée a 515 nm.
3.3. Expression des résultats

On calcule par la suite le pourcentage d’inhibition PI (%) pour chacun des deux extraits, en

utilisant la formule suivante :

Pl (%) = [(Ac) - (AE) / (Ac)] x 100
Dont :
Ac : absorbance du contrdle et Ae : absorbance d’extrait.

Un calcul des concentrations inhibitrices 50 (ClI so) est également effectué, graphiquement, par

régression logarithmique, en utilisant 1’équation suivante :

Clso=(Y-b) /a
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4. Détermination de I’activité antioxydante par technique de Réduction du
Fer FRAP
4.1.  Principe

Le pouvoir réducteur d’une molécule est relatif a sa capacité de transfert des €électrons et peut

servir comme indicateur significatif de son activité antioxydante.

Dans cette technique, la couleur jaune de la solution change au vert et bleu selon le pouvoir
réducteur de I’échantillon testé. Et, une absorbance élevée a 700 nm indique un pouvoir

réducteur élevé (Zovko Konci¢ et al, 2010).
4.2.  Procédure
La méthode FRAP est réalisée selon le protocole de Yen et Chen, 1995.

Les extraits hydromethanolique et hydroacétonique a différentes concentrations sont dissout
dans 1 ml d’eau distillée et mélangés avec 2,5 ml de tampon phosphate 2 M (pH 6,6) et 2,5 ml
de ferricyanure de potassium 1 %. Le mélange est incubé a 50° C pendant 20 min. Apres
incubation, 2,5 ml d’acide trichloracétique 10 % est ajouté pour stopper la réaction. Ensuite, les
solutions sont centrifugées pendant 10 min. 2,5 ml du surnageant est ajouté a 2,5 ml d’eau
distillée et 0,5 ml de la solution de chlorure de fer 0,1 % (les différents essais sont réalisés en

triplicate). L absorbance est mesurée par un spectrophotometre a 700 nm.

L’acide ascorbique a été utilisé comme témoin positif avec les mémes concentrations et dans

les mémes conditions expérimentales.

4.3.  Expression des résultats

Nous avons determiné par la suite, les différentes concentrations dites efficaces 50 (CEso),

graphiquement et par méthode de régression linaire.

5. Traitement et analyse statistique des données

Tous les calculs et les valeurs de Clso/CEsp ainsi que les représentations graphiques ont été
réalisées par le logiciel EXCELSTAT 2016 sur Windows 10.
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I. Rendement d’extraction

Dans cette étude, les rendements ont été déterminés par rapport a une masse initiale équivalente
a 20g de la poudre végétale de Laurus nobilis, la couleur ainsi que I’aspect et la masse pour

chaque extrait sont présentés dans le tableau 06.

Une extraction par macération a été réalisée sur un échantillon de feuilles de Laurus

nobilis pendant 24h, sous agitation continue.

Deux solvants différents ont été utilisés, eau distillée / méthanol (30 / 70) et eau distillée /
acetone (30/ 70).

Les résultats obtenus et représentés dans la figure 21, révelent que le rendement de 1’extrait

hydroacétonique est meilleur par rapport a celui de I’extrait hydrométhanolique.

Tableau 06 : Couleur, aspect et masse pour chaque extrait de Laurus nobilis.

Extrait Masse Couleur Aspect
Hydrométhanolique 0,759 Vert foncé Visqueux
Hydroacétonique 2,679 Marron clair Visqueux

Rendement des Extraits par Macération

14
12
S 10
o
g 8
S 6
&
2
0 - z - - s .
Extrait Méthanolique : Extrait Acétonique :
m Sériel 3,75 13,35

Extraits de Laurus nobilis

Figure 21 : Rendements des extraits de Laurus nobilis par la technique de macération.
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e Discussion des résultats

Nos résultats sont inférieurs a ceux rapportes par Ayman et al. (2019) qui ont trouvé a partir
de la méthode d’extraction solide et liquide réalisée par macération des feuilles de Laurus
nobilis L avec le méthanol (80 %) un rendement d’extraction faible de I’ordre de (MeOH :
15,49 %) et également par rapport a ceux obtenus par Humaira et al. (2019) de I’ordre de
(MeOH 52% et BUOH 12 %).

La méthode d’extraction utilisée, le solvant utilisé, la température, le temps d’extraction et la
composition de 1’échantillon ainsi que la polarité sont des conditions qui influencent sur le

rendement de 1’extraction (Quy-Diem et al. 2014).
Il.  Analyse phytochimique

Les tests phytochimiques réalisés sur les deux extraits hydrométhanolique et hydroacétonique,

ont donné les résultats montrés dans le tableau 07.
Tableau 07 : Résultats de 1’analyse phytochimique.
Familles chimiques Extrait hydrométhanolique = Extrait hydroacétonique

Tanins +++ +++
Saponosides - -

Mayer - -
Alcaloides
Wagner - -

Sucres réducteurs - -
Terpénoides - -
(+++) : Fortement présent ; (++) : Moyennement présent ; (+) : Faiblement présent ; (-) : test négatif

L’ensemble des tests phytochimiques de caractérisation, réalisés sur les deux extraits
hydromethanolique et hydroacétonique ont montrés une teneur importante en tanins dans
chacun de ces deux extraits, Contrairement a celui-ci, les tests de recherche des saponosides,
d’alcaloides, des sucres réducteurs et de Terpénoides ont été négatifs pour les deux extraits

bruts.
e Discussion des résultats

Munfiz-Marquez et ses collaborateurs, ont réalisé une extraction assistée par ultrasons de

composés phénoliques a partir de feuilles de Laurus nobilis L. Les auteurs de cette étude ont
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obtenu des quantités en composés phénoliques allant de 3,52 + 0,52 4 17,32 £ 1,52 mg Eq AG
/ g de matériel végétal. De plus, I’analyse par HPLC a détecté la présence de deux acides
phénoliques : coumariques et 2-hydrocinnamique ainsi que d’autres composés phénoliques non
identifiés (Mufiz-Marquez et al, 2013).

L’analyse par chromatographie liquide a ultra haute pression couplée a la spectrométrie de
masse UPLC/ESI-MS? (ionisation par électro-spray / spectrométrie de masse en tandem) des
composes phénoliques des feuilles de Laurus nobilis L., a caractérisé plusieurs composés
phénoliques dont les flavonols (quercétine-3-glucoside et kaemférol-3-O-hexoside, composés
majoritaires), les flavan-3-ols (épicatéchine comme composeé majoritaire), les flavones
(lutéoline) et les acides hydroxy-benzoiques (acide protocatéchique et acide 4-

hydroxybenzoique) (Culina et al, 2021).
I11.  Dosage des composés phénoliques totaux et des flavonoides

Les résultats obtenus pour le dosage des composés phénoliques et des flavonoides sont
exprimés en mg équivalent acide gallique par gramme d’extrait (mg Eq AG/g), et mg équivalent

catéchine par gramme d’extrait (mg Eq C/g) respectivement (tableau 08).

La quantification des composés phénoliques totaux a été déterminée par une méthode
spectrophotométrique utilisant le Folin-Ciocalteu, avec I’acide gallique comme étalon, ce qui

nous a permis d’obtenir la courbe d’étalonnage présenté ci-dessous, dans la figure 22.

1,6 PY
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R2=0,9792
1,2
3 °
[
I
20,38
2
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<
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Concentrations (mg/ml)

Figure 22 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique.
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Nous remarquons que nos deux extraits ont montré une teneur différente, I'un par rapport a
I’autre en composés phénoliques, de sorte que I’extrait hydrométhanolique est plus riche en
composés polyphénoliques que 1’extrait hydroacétonique, avec des concentrations de 422,22 +
0,05 mg Eq AG/g et 259,61 + 0,02 mg Eq AG/g pour chacun, respectivement.

Tableau 08 : Valeurs de dosage des composés phénoliques pour chaque extrait de Laurus
nobilis.

Extraits Hydrométhanolique Hydroacétonique

Quantité de composeés
phénoliques en (mg Eq 422,22 £ 0,05 259,61 £ 0,02
AG/g)

En ce qui concerne le dosage des flavonoides totaux, les résultats obtenus ont été moins
variables que ceux des composés phénoliques (tableau 09).
Suivant le protocole de Zhishen et al, 1999, un dosage colorimétrique en triplicate a été

effectué avec la catéchine comme standard de référence, dont les valeurs acquises nous a permis

de réaliser la droite d’étalonnage illustrée dans la figure 23.
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Figure 23 : Courbe d’étalonnage de la catéchine.
Tableau 09 : Valeurs de dosage des flavonoides pour chaque extrait de Laurus nobilis.
Extraits Hydrométhanolique Hydroacétonique

Flavonoides En (mg Eq C/g) 320,89 + 0,01 206,14 £ 0,003
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Selon nos résultats présentes dans la figure 23 ainsi que dans le tableau 09, nous constatons
que la teneur en flavonoides est presque la méme pour chacun des deux extraits, avec une légére
variation entre ces deux derniers, de ’ordre de 114,75 mg Eq C/g manifestée par I’extrait

hydrométhanolique.
e Discussion des résultats

Les composés phénoliques sont des classes de molécules caractérisés comme I’indique son nom
par la présence de plusieurs groupes phénoliques associés en structures plus au moins
complexes, sont solubles dans les solvants organiques polaires et peu solubles dans les solvants
moins polaires (Macheix et al., 2005), ainsi, 1’extrait contenant la plus grande teneur en
composés phénoliques s’agit de 1’extrait hydrométhanolique avec une concentration de
422,22mg Eq AG/g.

Cette variation du taux de composés phénoliques, notamment entre nos deux extraits, peut étre
due a la diversité des différents procédés d’extraction tels que : le type de solvant, la température

et le temps d’extraction (Popovici et al., 2009).

La teneur en polyphénols manifestée par notre extrait hydrométhanolique est supérieure a celle
trouvée par Boutoumou et Ziat (2020) sur le méme extrait de Laurus nobilis de I’ordre de
31,18 + 0,02 mg Eq AG/g. Par contre, elle est inférieure par rapport a ceux obtenus par Biljana
et Djendji. (2019), ayant travaillés sur les extraits d’acétate d’éthyle, butanol et éther di-

éthylique des feuilles de Laurus nobilis avec la méthode de Folin-Ciocalteu.

En paralléle, les différences des teneurs en flavonoides entre les extraits peuvent s'expliquer
d’une part, par le nombre différent des structures sécrétées dans les divers tissus végétaux,
d’autre part, par la sélectivité de chaque solvant utilisé pour le fractionnement, car les
flavonoides constituent le groupe le plus hétérogéne des composés phénoliques, dont certaines
classes sont solubles dans les solvants polaires tandis que, d’autres (les flavonoides aglycones)
sont solubles dans les solvants apolaires (Macheixet al.,2006 ; Kaurinovic et al., 2010 ;
Gulcin, 2020).

Une étude réalisée par Yakhlef et al. (2011) sur les feuilles de la méme espéce, a trouvé une
faible teneur en flavonoides pour les extraits méthanolique MeOH, aqueux AQ et éther de
pétrole EtPe avec des teneurs (4,75 £ 0,03 ; 0,77 £ 0,07 ; 0,14 £ 1,01 mg Eq Q/g d’extrait,

respectivement) par rapport a nos extraits.
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Nos extraits ont manifesté également des teneurs en flavonoides plus importantes que celles des
extraits de Kaurinovic et al. (2010) sur les feuilles de la méme espéce avec des teneurs de 1,56
+0,24;1,07£1,12 et 0,76 £ 2,14 mg Eq Q/g d’extrait, respectivement.

IV. Reduction du fer FRAP

Dans un premier temps, 1’activité antioxydante des feuilles de Laurus nobilis a été étudiée en
utilisant la méthode de réduction du fer FRAP, qui s’intéresse principalement a la réaction de
réduction des ions de fer ferrique (Fe*" en fer ferreux (Fe?*) par I’action des espéces
antioxydantes contenues dans les extraits végétaux. Une couleur verte tres caractéristique est

obtenue en fin de la réaction.
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Figure 24 : Pouvoir réducteur des extraits hydrométhanolique et hydroacétonique de Laurus

nobilis testés par la méthode FRAP.

L’analyse statistique des résultats révele une relation proportionnelle entre les absorbances et
leurs concentrations respectives. Plus 1’absorbance est ¢levée, plus le pouvoir réducteur est

important.

D’aprés les graphes de la figure 24, nous remarquons que I’extrait hydrométhanolique a

manifesté un pouvoir antioxydant plus important que celui de 1’extrait hydroacétonique.

Dans les mémes conditions expérimentales, I’acide ascorbique a montré une activité supérieure

par rapport a celle des deux extraits précédents figure 25.
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Figure 25 : Pouvoir réducteur I’acide ascorbique testé par la méthode FRAP.

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

précédents comme suit :

lAcide ascorbique > Extrait hydrométhanolique > Extrait hydroacétonique.\

Nous avons également déterminé les différentes concentrations efficaces 50 (CEso) pour chaque
extrait, ainsi que notre antioxydant de référence (1’acide ascorbique). Les résultats obtenus sont

récapitulés dans le tableau 10.
Tableau 10 : Valeurs des CEso en mg/ml pour chaque extrait.

Extraits Acide ascorbique Hydrométhanolique Hydroacétonique

Concentration
efficace 50 0,32 + 0,09 0,48 + 0,07 0,68 + 0,05

(CEs0) en mg/ml

Une CEsp est définit comme la concentration en extrait végétal pour laquelle 1’absorbance est
égale a une valeur de 50. Ce parametre est inversement proportionnel a I’efficacité de la

réduction de fer et donc de I’activité antioxydante.

Selon les résultats trouvés et représentés dans le tableau 10 ainsi que les graphes des figures

24 et 25, nous constatons que les deux extraits végétaux montrent une activite antioxydante trés
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intéressante mais toujours relativement inférieure a celle de notre antioxydant de référence, qui

s’agit de I’acide ascorbique.

L’extrait hydrométhanolique est doué d’une CEsp plus faible (de 1’ordre de 0,48 + 0,07), donc
un pouvoir antioxydant plus important par rapport a celui de I’extrait hydroacétonique (CEsp =

0,68 + 0,05).
e Discussion des résultats

Selon les résultats obtenus précédemment, nous constatons que 1’extrait hydrométhanolique
posséde une activité plus importante pour la réduction du fer (Fe**) par rapport a I’extrait
hydroacétonique, ce qui est probablement di a sa teneur en différents composés phénoliques
(tanins hydrosolubles, tanins condensés, flavonoides... etc.) qui jouent, grice a leurs

groupements hydroxyles le role de donneurs d’électrons (Siddhuraju et Becker, 2007).

Le pouvoir réducteur des extraits de la plante est dépendant également de leur concentration,
plus que I’extrait est riche en composés phénolique, plus qu’il a un pouvoir réducteur élevé

(Amarowicz et al., 2004).

A titre comparatif, notre extrait méthanolique est doué d’une activité FRAP inférieure a celle
trouvée par Boutoumou et Ziat (2020) qui ont obtenu une CEso égale a 54,35 + 0,07 pg/ml et
également a celle trouvée par Brahmi et al. (2015) sur un méme extrait de Laurus nobilis, avec

une valeur de I’ordre de 6,99 + 0,01 pg/ml.

Cette différence pourrait étre expliquée par les possibles fluctuations qu’on peut observer dans
la composition qualitative et quantitative d’une méme plante (Rice-Evans et al.,1996 ;
Bahorun et al., 2004).

V. Piégeage du radical libre DPPH

Les résultats obtenus nous ont permis de tracer les courbes de régression logarithmiques ci-
dessous (figures 26, 27 et 28).

Nous remarquons que 1’augmentation du pourcentage d’inhibition est directement

proportionnelle a celle de la concentration des extraits.

L’extrait hydrométhanolique montre un pourcentage d’inhibition plus important par rapport a

celui de I’extrait hydroacétonique, par contre, cela reste inférieur a celui de 1’acide ascorbique.
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Figure 26 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations de I’extrait hydrométhanolique.
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Figure 27 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations de I’extrait hydroacétonique.
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Figure 28 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations de I’acide ascorbique.

A une concentration égale a 25 pg/ml, I’extrait hydrométhanolique manifeste un pourcentage
d’inhibition de l’ordre de PI (%) = 83,83 % et a cette méme concentration [’extrait

hydroacétonique montrera lui un P1 (%) = 72,63 %.

Pour mieux comprendre les diverses activités antioxydantes et antiradicalaires de nos deux
extraits, nous avons poursuivi avec le calcul d’un autre paramétre, qui s’agit de la concentration

nécessaire pour réduire 50 % du radical libre DPPH ou bien la Clso (tableau 11).
Tableau 11 : Valeurs des Clso en pg/ml pour chaque extrait.
Extrait Acide ascorbique Hydrométhanoligue  Hydroacétonique

Cl soen (pg/ml) 1,55 + 0,06 5,36 £ 0,1 6,40 + 0,08

D’apreés les résultats du tableau 11, nous remarquons que 1’extrait hydrométhanolique est doué
d’une Clso plus élevée que celle de I’extrait hydroacétonique, ce qui signifie une activité
antiradicalaire plus importante. Ceci, pourrait étre expliqué par la présence des composés
phenoliques totaux et flavonoides quantifiés dans I’extrait hydrométhanolique, et qui pourraient

étre impliqués dans le pouvoir antioxydant.
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La Clso obtenue pour I’acide ascorbique, utilisé comme molécule de référence, est bien
inférieure a ceux des extraits, est donc, 1’acide ascorbique posséde une activité antioxydante

tres élevée.

Les deux extraits hydrométhanolique et hydroacétonique, ainsi que 1’acide ascorbique peuvent

étre classés alors selon leur activité antioxydante et antiradicalaire comme suit :

lAcide ascorbique > Extrait hydrométhanolique > Extrait hydroacétonique.\

e Discussion des résultats

L’activité antiradicalaire manifestée par notre extrait hydrométhanolique est clairement
supérieure a celle trouvée suite a I’étude menée par Kaurinovic et al. (2010) sur les feuilles de

la méme espéce avec des Clso de 181,35 + 3,14 pg/ml et 83,24 + 2,22 pg/ml, respectivement.

Ces résultats trouvés peuvent étre mis en relation avec les expériences dans lesquelles la
quantité totale des phénols et des flavonoides a été déterminée (tableaux 08 et 09), qui montrent
nettement que ’extrait hydrométhanolique des feuilles de laurier contient la plus grande
quantité en polyphénols et flavonoides. Ceci est indiqué par le fait que les composés
phénoliques jouent un rdle clé dans la neutralisation des radicaux libres qui se produit par le

mécanisme du transfert d’hydrogeéne (Kaurinovic et al., 2010).
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Conclusion générale et perspectives

Depuis ’antiquité, le monde végétal a été toujours consideré comme un réservoir illimité de
matieres premicres essentielles pour la découverte de nouvelles molécules d’origine naturelle
nécessaires a 1’¢laboration de futurs médicaments qui contribuent de maniere significative a la

prévention de diverses maladies.

Aujourd'hui, on ne cesse d’assister a un retour a la nature et a la thérapeutique par les plantes

en raison des effets néfastes de nombreux traitements conventionnels.

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a 1’étude phytochimique par le dosage des
polyphénols et des flavonoides totaux, accompagnée par un screening phytochimique suivi par
I’évaluation de I’activité antioxydante selon deux méthodes différentes et complémentaires, qui
s’agissent de I’activité antiradicalaire DPPH et celle de la réduction de fer FRAP des différents

extraits des feuilles de la plante Laurus nobilis L.

Apres la réalisation d’une extraction solide — liquide afin d’obtenir deux extraits différents,
hydrométhanolique et hydroacétonique, nous avons poursuivi a faire un screening
phytochimique pour le but d’avoir un apercu général des différentes molécules d’intérét

biologiques présentes dans notre échantillon.

Les tests du screening photochimique ont révélé que notre plante est notablement riche en

tanins.

Concernant I’analyse quantitative des polyphénols et des flavonoides totaux dans nos deux
extraits, les résultats obtenus, indiquent que I’extrait hydromeéthanolique est plus riche en ces

COMpOSES.

Deux méthodes complémentaires, ont été réalisées en parallele pour déterminer 1’activité
antioxydante dans les feuilles de notre plante de choix, elles s’agissent de D’activité
antiradicalaire DPPH accompagnée de celle de la réduction du fer FRAP, les résultats obtenus
ont pu montrer que notre plante est douée d’une activité antioxydante trés intéressante liée a sa

composition en polyphénols et flavonoides.

En perspectives, nous envisageons de réaliser un ensemble d’autres tests supplémentaires qui
peuvent nous aider pour mieux évaluer les activités biologiques restantes et par la suite nous

renseigner davantage sur d’autres molécules d’intérét biologique, citons par exemple :

e [’utilisation d’autres méthodes d’analyse chimique (Chromatographie sur Colonne,

HPLC).
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e [’évaluation biologique approfondie : activité anti-inflammatoire, évaluation de
I’activité anticholinestérase, activité de réduction du complexe cuivre-néocuproine
CUPRAC.. .etc.

e Des tests biologiques in vivo chez les rats.

e La réalisation d’autres activités biologiques telles que ; les activités antifongique,

antimicrobiennes, antivirales, analgésiques et anti-carcinogénes. ..
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