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INTRODUCTION

La valorisation des ressources naturelles est une préoccupation qui devient de plus en
plus importante dans de nombreux pays. Ainsi, depuis son assemble générale, ’'OMS
recommande 1’évaluation de I’innocuité et de I’efficacité des médicaments a base de plantes
en vue de standardiser leur usage et les intégrer dans les systéemes de soins conventionnels
(OMS, 2000). Selon cette organisation, 80% de la population ont recours a des plantes
médicinales pour se soigner, par manque d’acces aux médicaments prescrits par la médecine
moderne mais aussi parce que ces plantes sont d’une réelle efficacité (Koul et Khair-Eddine,
2019).

Les plantes médicinales possédent des propriétés biologiques tres importantes qui
trouvent de nombreuses applications dans divers domaines a savoir en médecine, en
cosmétologie et en agriculture grace a leur richesse en composés naturels bioactifs : les
métabolites secondaires (Bouhadjera, 2005; Boudjouref, 2011). Ces propriétés
thérapeutiques sont dues a la présence de centaines, voire de milliers de composés naturels
bioactifs. Ainsi, les plantes produisent déja 70% de nos médicaments, ou environ 170 000

molécules bioactives ont été identifiées a partir de ces produits végetaux (Chabbi, 2008).

Le stress oxydatif a été décrit réellement comme un facteur étiologique crucial
impliqué dans diverses maladies chroniques humaines telles que le cancer, les maladies
cardiovasculaires et neuro dégénératives, le diabete et le vieillissement (Uttara et al, 2009).
Ces dommages oxydants sont réalisés par I’attaque des radicaux libres sur de divers
biomolécules, en particulier les protéines, les lipides et ’ADN, ayant finalement comme

conséquence la dégradation et la mort des cellules (Moon et al, 2009).

Plusieurs antioxydants synthétiques peuvent étre inadéquats pour la consommation
humaine chronique car les publications récentes ont mentionné leurs propriétés toxiques
possibles pour la santé humaine et I’environnement (Edziri et al, 2012). De ce fait, les
médicaments phytothérapeutiques contenant des principes actifs sont actuellement développés

pour protéger contre les radicaux libres (Samout et al, 2016).

L’Algérie posséde une flore végétale riche et diversifiée. Pour contribuer a la
valorisation de cette flore Algérienne, qui n’a pas encore livré tous ses secrets dans les
domaines de la phytothérapie et de la chimiothérapie, nous inscrivons notre présente étude qui
se propose d’approfondir les connaissances sur deux plantes algériennes jouissant de grandes

propriétés :
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e Lawsonia inermis (Henné) caractérisé par ses multiples usages contre I’eczéma, les
mycoses, astringent, antiseptique, antifongique, leshmanicide, cicatrisant des plaies et des
blessures (Hseini et Kahouadji, 2007 ; Serakta al, 2013).

e Juglans regia (Swak) montrant une utilisation thérapeutique non négligeable dans les
soins du squelette, astringent, antiseptique, antifongique et kératinisant antibactérien et
fongicide (Hseini et Kahouadji, 2007 ; Benhammou et al, 2008).

Pour y parvenir, nous avons procédeé a :
= L’évaluation phytochimique des extraits bruts aqueux de Lawsonia inermis et de
Juglans regia.
» La détermination des activités anti-oxydantes anti-diabétique antialzaheimer et
antibactérienne in vitro de ces extraits bruts obtenus aprés les différents processus

d’extraction.

Avant d’aborder cette partie expérimentale et de discuter les résultats obtenus, nous avons
passé en revue le principe de la phytothérapie et 1'usage des plantes médicinales ainsi que

1’étude botanique, phytochimique et les activités biologiques de nos deux plantes étudiées.
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1. Généralités sur Juglans regia

1.1. Historique

Les noix sont la nourriture d'arbres la plus vieille connue a I'nomme, datant 7000 av. J.-C les

Romains appelaient des noix Juglans regia "le gland royal de Jupiter".

La premiére histoire indique que des noix anglaises sont venues de la Perse antique, ou elles
ont été réservées pour la redevance. Ainsi, on connait souvent la noix comme "la Noix
persane”. On a négocié des noix le long du parcours de Route de la soie entre I'Asie et le
Moyen-Orient. Les caravanes ont porté des noix a loin des pays et finalement par le

commerce de mer, étendant la popularité de la noix dans le monde entier.

Des marines marchandes anglaises ont transporte le produit pour le commerce aux ports dans
le monde entier et sont devenues et connues comme “des Noix anglaises.” L'Angleterre, en
fait, n'a jamais cultive des noix commercialement. La coquille extérieure a fourni une couche
protectrice naturelle aidant la maintenance la qualité de la noix.

Aujourd'hui le commerce de noix continu a étre un bien établi, ordonné et la noix de
Californie est bien connu comme la noix de qualité supérieure pour le monde. (Tajamul
Islam Sahah .et al 2019).

Figure 01 : les feuilles de Juglans regia  Figure 02 : les fruits de Juglans regia

(Sasha W.2013).
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1.2. Description botanique de Juglans regia

Juglans regia, Noyer cendré encore appelé arbre a noix longues ou Noyer tendre est un
arbre de petite & moyenne taille : il atteint une hauteur d'environ 25 meétres, et dépasse
rarement les 30 metres. Son diametre peut atteindre 80 a 90 cm, a feuilles caduques
atteignant les hauteurs, généralement avec un tronc court et une large couronne, quoique plus

grand et plus étroit & compétition forestiere dense. (Tajamul Islam Sahah .et al 2019).

Le noyer cendré fleurit davril a juin selon les localités. C'est un arbre monoique et la
pollinisation est anémophile. Les fleurs des deux sexes arrivent a maturité & des moments
différents. Cet arbre possede un tronc court qui se divise en quelques grosses branches
ascendantes a grande propagation. Les petites branches ont, quant a elles, tendance a se

recourber vers le bas, peuvent retourner vers les extrémités (Bonhomme, M. (2019).

C'est une espece claire exigeante, surtout la lumiére solaire pour bien grandir. L'écorce est
lisse, olive-brune quand I’arbre est jeune et argentée-grise sur des branches plus
vieilles, et montre de larges fissures avec une texture plus lourde. . Les fleurs masculines sont
dans des chatons penchants de 5 a 10 cm de long, les fleurs féminines sont terminales et dans
les groupes de deux a cing, madrissant en automne dans un fruit avec une cosse verte, semi
charnue brune et ondulée, Le fruit entier, y compris la cosse, tombe en automne ; la graine est
grande, avec une coquille relativement mince et comestible, avec une saveur riche (Ram S
Verma .et al ; 2013),( Tajamul Islam Sahah).

Les noix restent généralement sur l'arbre jusqu'a la chute des feuilles. Le fruit arrive a
maturité au cours des mois de septembre ou d'octobre. L'embryon peut demeurer a
I'état dormant pendant 2 ans, cependant, il germe habituellement au printemps suivant la chute
des noix. (Bonhomme, M. (2019).
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Figure 03 : Fleur male de noyer Figure 04 : Fleur femelle de noyer
(Boukhari, F. (2017).

1.3. Taxonomie

Nous avons adopté la classification de Cronquist (Boukhari, F. (2017).
Superclasse : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous classe : Hamamelidae

Ordre : Juglandales

Famille : Juglandales

Genre : Juglans

Espece : regia

Figure 05 : Juglans regia (Seghir birem, K.(2014 / 2015)
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1.4. Répartition géographique

Juglans regia est natal aux chaines de montagnes de I'Asie Centrale, s'étendant de la
province Xinjiang de Chine occidentale , les parties du Kazakhstan, Ouzbékistan et le
Kirghizistan du sud et de chaines de montagnes inférieures au Népal, Bhoutan, le Tibet, I'Inde
du nord, le Pakistan et Sri Lanka, par I'Afghanistan, le Turkménistan et I'lran aux parts de

I'Azerbaidjan, I’ Arménie, la Géorgie et la Turquie orientale.

Dans ces pays, il y a une grande diversité génétique, en formes héréditaires
particuliéres avec la latérale fruitiére. Pendant sa migration en Europe occidentale, la noix
commune a perdu ce caractére et est devenue de grands arbres avec le terminal fruitier
(Sabatier, S.1998).

1.5. Composition et valeur nutritionnelle de la noix

La noix a été utilisee globalement dans la nutrition humaine depuis I'Antiquité. La
quantité haute en protéine et le contenu d’huile des grains de Juglans regia (Juglandaceae)
font ce fruit indispensable pour la nutrition humaine. Donc, la noix est classifiée comme une
espece stratégique pour la nutrition humaine et est incluse dans la liste de FAO (Food and
Agriculture Organisation) de plantes prioritaires. La partie de graine du fruit (le grain) est

consommeée fraiche, grillée, ou meélangée avec d'autres confiseries.

Les noix sont riches en substances nutritives (graisses, protéines, vitamines et des
minéraux.). Elles sont aussi la bonne source de flavonoides, stérols, des substances pectiques
des acides phénoliques et des polyphénols liés. Le contenu nutritionnel differe d'une variété
cultivée a une autre qui peut étre influencé par le génotype, le cultivateur, I'écologie différente
et le sol différent (Santos, A.2013).

Les composants majeurs d'huile de noix sont triacylglycérols (980 huile /kg), dans
lesquels des acides gras mono insaturés (principalement l'acide oléique) et (polyinsaturés ;
Linoléique et des acides linoléiques) sont présents dans de grandes quantités (dans tous les
génotypes, en général, la composition d’huile de noix ressemble a celle d'huile de soja, mais
I'huile de noix contient une concentration plus grande d'acide linoléique parmi des huiles
végetales. L'huile de noix a la quantité la plus haute de PUFAS (polyinsaturés acides gras) en
hausse de 78 % du total FA (acide gras) (Sabatier, S.1998).



Partie bibliographique LES PLANTES MEDICINALES ETUDIEES

Les noix ont une quantité haute d'oméga 6 et d'oméga 3, PUFA (polyinsaturé acide
gras) qui est des acides gras diététiques essentiels.

Des études cliniques suggerent que I'oméga 3 PUFA aurait le réle significatif dans la
prévention d'insuffisance coronarienne. Huile riche en acide oléiqgue montre une stabilité
oxydative plus grande donc ; il pourrait &tre largement utilisé comme huile de friture. Selon
une enquéte conduite par plusieurs chercheurs, Il a été trouvé que la valeur moyenne pour la
protéine était 18.1 % lIs sont principalement composés de gluten (environ 70 % des protéines
de graines totales) ensemble avec les quantités moindres de globulines (18 %), des albumines
(7 %) et (5 %) prolamines.

La composition de farine de noix d'aspartate et glutamate ensemble avec relativement
haut niveau d'arginine. Les protéines de noix contiennent tout I'élément essentiel AA exigé
pour les besoins d'un adulte humain. Le ratio lysine/arginine dans des protéeines de noix est
inférieur a ceux observés dans d'autres protéines végetales communes et de ce fait a été
identifie comme une caractéristique positive dans la réduction de développement
d’athérosclérose. Les noix contiennent une quantité haute de potassium, de phosphore et de
magneésium et une petite quantité de sodium. Ces éléments jouent un role important pour

beaucoup d'activités d'enzymes d'autant plus que cofacteur (Sabatier, S.1998).

1.6. Utilisation Populaire de Juglans regia

Traditionnelles mondiales comme antimicrobien, anthelminthique, astringent,
kératolytique, anti diarrhéique, hypoglycémique, dépuratoire, tonifiant, carminative et pour le

traitement de sinusite, le froid et le mal d'estomac (Santos, A.2013).

Dans la médecine populaire turque, des feuilles fraiches appliquées sur le corps nu ou
le front pour réduire la fievre ou sur le joint gonflé pour soulager la douleur rhumatismale
(Santos, A.2013).

Le grain de Juglans regia a été utilisé pour le traitement de la maladie d'intestin incendiaire
(inflammatoire) dans la médecine traditionnelle iranienne. En Palestine, il est utilisé pour le

traitement de diabete, de I'asthme et traite la prostate et la perturbation vasculaire.

En médecine chinoise traditionnelle, son péricarpe extérieur vert séché nommé 'Qinglongyi'

en chinois, a été rapporté pour traiter la douleur (Sabatier, S.1998).
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La plante est utilisée comme un reméde d'actualité & l'inflammation dermique et la
transpiration excessive des mains et des pieds. C'est aussi un reméde domestique commun au
traitement d'eczéma chronique et scrofule. Les feuilles de cette plante sont utilisées
actuellement pour traiter la démangeaison de cuir de scalp et des pellicules, le coup de soleil
et des brilures superficielles aussi bien qu'un émollient complémentaire dans des affections
cutanées. Il a aussi un haut pouvoir anti-atherogénique et un potentiel et une activité
ostéoblaste remarquable qui ajoute a I'effet avantageux d'une noix le régime enrichi sur cardio

protection et la perte osseuse (Labuckas, D. O.2008).

L'écorce est utilisée comme miswaks pour le nettoyage de dents. Dans Le Népal la
pate d'écorce est utile dans l'arthrite, les maladies de peau, le mal de dent et la croissance de
cheveux. Le manteau de graine est utilisé pour guérir des blessures. La coquille de Juglans
regia est utilisée dans la médicine de gens de la Calabre pour guérir la malaria (Labuckas, D.
0.2008).

1.7. Composition chimique de Juglans regia

1.7.1. Fruits
Ils sont consommables et sont riches en acides gras insatures (Nabavi et al. 2011).

En effet le constituant principal des fruits est la matiére graisseuse qui représente un taux
allant de 78,83% a 82,14%, soit la valeur nutritionnelle autour de 720kcal pour 100g de fruits.
L'acide linoléique est le principal acide gras avec une valeur maximale de 60,30%, pour

certaines souches, suivi d'acides oléique, linoléique et d'acide palmitique (Pereira et al.2008).

Figure 06 : Fruit de noyer (Boukhari, F. (2017).
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1.7.2. Feuilles

Elles laissent échapper une odeur aromatique et possédent une saveur ameére et astringente.
Elles contiennent une huile essentielle de couleur jaune verdatre, une matiére acre appelée
"Juglandine™ et une matiére sucrée (Lessourd, 1920). Des Naphtoquinones dont la Juglone
(5-hydroxy-1,4naphtoquinone) engendrée par oxydation de I'hydrojuglone est le principe actif
le plus important pour ce végétal et il s’apparente a la Lawsone (Ait Youssef. 2006).

La Juglone existe dans la plante fraiche (feuilles, brou) sous forme de glucoside du 1,4, 5-
trihydroxynaphtaléne (2 % dans le brou, 0,6 % dans les feuilles). Mais aussi sous forme libre,
notamment dans la cire épicuticulaire (Bruneton, 1993). Les feuilles sont aussi riches en
tanins hydrosolubles (3 a 4 % de tanins gallique et catéchiques) (Hazebroucq et Dorvault
1993 ; Ait Youssef. 2006). On note aussi la présence des hétérosides de flavonols
(hypéroside, junglanoside), des acides phénols, des sérotonines graines : acides gras insaturés
- acide linoléique et linolénique, Inosite, carotene, pyrogallol (Chiej, 1982).

Figure 07 : Feuille de Juglans regia (Boukhari, F. (2017).

1.8. Activité pharmacologique et effets therapeutiques de Juglans regia

L'espéce Juglans regia a été abondamment utilisée en médecine ; les feuilles ont été
utilisées traditionnellement dans le traitement des inflammations cutanées, des ulcérations,
elles ont un effet anti diarrhéique, antihelminthique, antiseptique et astringent (Erdemoglu et
al. 2003) ; Almeida et al, 2008).
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En Algérie les feuilles ou folioles sont traditionnellement utilisées comme remede
antiscrofuleux (censé traiter les écrouelles, ou guérir de la scrofule, lésion tumorale a type
d’adénite cervicale chronique trés souvent d’origine tuberculeuse : cette 1ésion torpide de la
peau, des ganglions lymphatiques et des os, forme des abces froids, qui ont tendance a
provoquer des fistules (Ait Youssef 2006). Les feuilles de noyer sont aussi utilisées contre le

rachitisme, I’anémie car elles possédent des actions fortifiantes et tonifiantes.

Les composés chimiques retrouvés dans les feuilles de noyer et pouvant expliquer ces
actions sont les tanins et 1’inositol (Hazebroucq et Dorvault 1993). Ce dernier joue un réle
essentiel dans les communications intracellulaires en modulant la concentration de calcium et

intervient dans la mobilisation lipidique.

Paudel et al. (2013) confirment que la présence d'eugénol et du salicylate de méthyle
dans les feuilles sont compatibles avec les utilisations traditionnelles de cette plante pour
traiter les maux de dents, les rhumatismes et les infections fongiques. L’écorce des racines de
cette espece (dite Souak), est employée partout dans le monde arabe en usage externe, en
mastication ou friction, pour blanchir les dents et pour rougir les levres et les gencives et pour

combattre aussi les mauvaises haleines (Ait Youssef. 2006).

Tandis que ses fruits verts confits sont employés pour combattre la constipation. Les
usages externes de la plante sont tres impressionnants tout particulierement par leur nombre.
On I'a employé pour soigner toutes sortes d'affections cutanées - eczéma, impétigo, psoriasis,
abcés froids, plaies atones, de méme que la transpiration excessive des mains et des
pieds (Vanier, 1999).



Partie bibliographique LES PLANTES MEDICINALES ETUDIEES

2. Généralités sur Lawsonia inermis

2.1. Historique

Lawsonia inermis est une espéce native d'Afrique du Nord et du Sud Est Asiatique
(Malekzadeh, 1968). Il serait originaire d’une région allant du sud de I’Iran et de la
Mésopotamie au Béloutchistan. De 13, il aurait gagné, dés I’antiquité, le nord de I’'Inde ou ses
usagers sont tres anciennement attestés et vers ’ouest, la Palestine, la Syrie et 'Egypte

suivant en cela la migration des peuples (Lebert, 2005).

L’utilisation du henné est donc trés ancienne, en méme temps que le sens a lui donner
demeure souvent obscure. Puis I'Islam I’a faite sien, au point de lui étre, de nos jours,
associée dans les représentations les plus courantes. Ainsi, la nuit du henné, I'un des temps
forts des cérémonies de mariage dans les societes musulmanes, est-elle devenue

emblématique de ce rituel (Oueida, Non daté).

Par contre, pour ce qui est de I’Afrique du Nord, il semble bien que I’emploi du henné soit
effectivement lié a son islamisation. La plante y croit dans les régions présahariennes et
Sahariennes, les seules qui soient propices a sa culture. 1l a fait, et fait encore de nos jours,
I’objet d’importantes transactions commerciales a partir des oasis productrices ainsi que

depuis la Libye et I’Egypte (Tauzin, 1998).

Figure 08 : Poudre et feuilles du henné (Hettab benhassane , H.(2018).
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2.2. Distribution morphologique

Le Henné est un arbuste odoriférant de 2 & 6 métres de la famille des Lythraceae (Singh et
al.2005). Possédant une écorce blanchatre a grandes panicules de fleurs de type 4, blanches ou
rose pale (Ghedira et Goetz, 2017). Présentant des feuilles persistantes, étroites et effilées
(Lattab, 2012). Ses feuilles opposées décussées, simples et entiéres, sont presque sessiles a
stipules minuscules ; limbe elliptique a oblong ou largement lancéolées inflorescence
(Fagbohoun, 2014).et sont ovales, acuminées de 2 a 3cm de long sur 1 a 1.5cm de large. Les
fleurs de couleur variable (Ghedira et Goetz, 2017) d’odeur suave de rose, souvent épineux.
Les branches pres de la base, trés ramifiées, gréles a écorce blanchatre (Ghedira et Goetz,
2017).

Les fleurs de couleur variable, souvent blanches de type 4, petites, parfumées a odeur de rose.
Les capsules sont sphériques de 5mm de diametre avec un vestige de style présentant au
sommet 4 loges renfermant de nombreuses graines (Ghedira et Goetz, 2017). Les capsules
sont sphériques 4-8 millimetres de diameétre, avec 32-49 graines par fruit, de 6 mm de
diamétre avec un vestige de style présentant au sommet quatre loges renfermant de

nombreuses graines (Kumar et al. 2005).

Figure 09 : Aspect général du henné (Catherine Cartwright-Jones Ph, 2015)



Partie bibliographique LES PLANTES MEDICINALES ETUDIEES

Figure 10 : Partie aérienne avec fruit Figure 11 : Arbuste de Lawsonia inermis
(Hettab benhassane, H. (2018)

2.3. Taxonomie

D’aprés Roques (1960) ; Joy (2001) et Rahmoun (2009), la classification botanique de la

Lawsonia inermis est la suivante :

Régne : Plantae

Embranchement : Phanerogames
Sous-embranchement : Angiospermes
Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Myrtales

Famille : Lythraceae

Genre : Lawsonia

2.4. Répartition géographique

La zone géographique d'ou est originaire le henné est la savane tropicale et les zones arides
tropicales (Malekzadeh, 1968). En général, cette plante est cultivée dans les latitudes entre
150 et 25° N et S de I'Afrique a la bande pacifique occidentale. Elle supporte bien le climat

subtropical. Originaire d'Inde occidentale, la plante Lawsonia inermis s'est répandue aussi
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bien vers I'Ouest que vers I'Est au point qu'on la trouve maintenant cultivée dans la plupart

des régions tropicales et subtropicales du monde (Wikipédia, 2008).

En Asie, Lawsonia inermis est cultivée dans tout le Proche Orient, Iran, Perse, I'Inde
Occidentale et en Chine. En Afrique, elle est cultivée dans le Maghreb, le Sénégal, le Mali et
le soudan (Lekouch et al. 2001).

La plante ne grandit pas lorsque les températures minimales sont inférieures a 1 1°C. La
molécule responsable des propriétés colorantes de la plante, la Lawsone est produite a son
haut niveau la ou la température est entre 35°C et 45°C. Ses feuilles sont récoltées au cours de

la saison du printemps (Badri et Burkinshaw, 1993 ; Paul, 2001).

@ optimal growing conditions for henna: Ihigh temperatures and dry soil
moderate growing conditions for henna: moderate temperatures or damp soil

areas where henna does not grow: low minimum temperatures or wet soil

Figure 12 : Répartition géographique des cultures de henné
(Lemordant et Forestier, 1983)

2.5. Composition et valeur nutritionnelle des feuilles de Lawsonia Inermis

* |_es feuilles de henné

La Lawsone existe dans les feuilles de Lawsonia inermis a des proportions variant entre 0,4 a
1,5% de matiére seche. Cette molécule est libérée aprés hydrolyse des hétérosides
précurseurs. (Talaat et Hanke, 1961 ; Wichtl, 1999 ; Kiildand et Marzin, 2003 ;

Mc Millan et al. 2004).

Ce sont des feuilles simples, lancéolées ovales, aigués, munies d'un pétiole tres réduit. Les

tiges rameuses portent des feuilles coriaces et simples (Bruneton, 1987). Les feuilles sont
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odoriférantes, de saveurs non caractéristiques, un peu astringentes et ameres. Le limbe est
glabre, ovale, aigu avec une bordure lisse et évoluée (Herraouya, 1862 ; Delaveau, 1985).
Selon les conditions climatiques et 1’age, leur taille est variable. Les dimensions moyennes les
plus souvent rencontrées sont les suivantes : 2 a 3 centimetres de longueur par 1 centimetre de
largeur. Elles peuvent cependant mesurer de 0,5 a 6,5 centimétres de long sur 0,6 a 3
centimétres de large. (Lemordant et Forestier., 1983).

Les analyses phytochimiques des feuilles de Lawsonia inermis ont mis en évidence en plus de
la Lawsone la présence d'autres constituants chimiques : les dérivés hydroxylés du naphtaléne
(1 ,2-dihydroxy-4-glucosyloxy-naphtalene), 1' isoplumbagin (2-methyl-8- hydroxy ,4-
naphthoquinone), le luteoline et ces 7-0-glucoside, acacetin-7-0-glucoside, des petites
quantités de stérols (beta-sitosteroiglucoside), les xanthones, le glucose, le mannitol, la résine
et le mucilage (Gupta et al. 1993 ; Ahmed et al. 2000 ; Dasgupta et al, 2003 ; Botros et al.,
2004 ; SCCP., 2005 ; Khare, 2007 ; Shivananda Nayak et al., 2007). En plus, il a été
montré que les feuilles de la plante sont riches en composés phénoliques a un taux de 11,07
mg équivalent d'acide gallique/g de matiére seche (Sadaoui et al. 2004).

D'autres études montrerent la présence des flavonoides (Gupta et ai. 1992), des coumarines
(SCCP., 2005) principalement la 7,7-diacétoxycoumarine (Bharadwaj et al 1976) et des
tanins (5 a 10 %) principalement l'acide gallique (Cowan, 1999 ; Wichtl, 1999).

Dans une étude récente, les analyses par OC et GC/MS de I’huile essentielle des feuilles de
Lawsonia inermis d'origine nigérienne ont permis d'identifier trente-six eléments qui
constituent 80,4% de l'huile. Les principaux composants sont : I'hexadécanoate d'éthyle
(24,4%), le (E) méthyle cinnamate (11,4%), l'isocaryophylléne (8,1%), le (E)-3-ionone (5,8%)
et le méthyle linolenate (4,1%) (Oyedeji et ai, 2005). Une autre étude a montré la présence de
la cinéole (58,6%), I'a-pinene (18.2 %) et du p-cymene (14.7%) (Ogunbinu et al,

2007).

Il a été rapporté que l'extrait chloroformique des feuilles de la plante contient la Lawsone, la
2-methoxy-3-methyl-1,4-naphthoquinone, I'apigenin, le luteolin, et le cosmosiin, alors que

I'extrait d'acétate d'éthyle contient l'acide para-coumarique et I'apiin (Botros et ai, 2004).
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6. Utilisation populaire de Lawsonia inermis

Certaines etudes scientifiques récentes ont également découvert qu'il y a un effet qui abaisse
la fréquence cardiaque, réduit la tension artérielle et soulage les spasmes musculaires et les
douleurs fébriles, car il peut étre utilisé comme analgésique.

Il utilise également ses articles pour traiter les maladies de la peau telles que les furoncles,
I’acné et les maladies fongiques mensuelles, augmente les contractions utérines, et son extrait
d’eau tue les bactéries et s’est également avéré étre un médicament utile dans le traitement de
tout ce qui affecte les jambes et agit comme un agent antiviral ainsi que pour traiter la fievre
qui affecte les organes génitaux comme une infection, qui est une maladie résistante au
traitement, et ceux-ci peuvent se développer pour une utilisation dans le traitement du sida.
(Boukafla, 2013).

2.7. Etude chimique de I’espéce Lawsonia inermis
2.7.1. Fruits

Les fleurs donnent une huile essentielle. Les graines contiennent 5.6 % d’une huile fixe
renfermant 10.5 % de cire et d’insaponifiable, 37.7 % d’acides solides avec une matiere
colorante. Les acides de cette huile sont les acides béhénique (1.69 %), arachidique (9.6 %),
stearique (15.78 %), palmitique (9.07 %), oléique (34.66 %), et linoléique (29.31 %). La
distillation des graines a la vapeur d’eau conduit & 1’obtention de 0.01 a 0.02 % d’huile
essentielle brune formées a 90 % d’ionone (Paris et Moyse, 1965). Des coumarines et des

xanthones sont aussi présents (Bruneton, 1993).

& Henna Page @ 2004

Figure 13 : Schéma de la transformation de la fleur fécondée en fruits
(Hettab benhassane, H. (2018).
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Figure 14: Fruits de Lawsonia inermis Figure 15: jeunes feuilles de Lawsonia inermis
(Lebert, 2005)

2.7.2. Feuilles

La phytochimie des feuilles de Henné a été largement étudiée. Déja en 1920 la structure
chimique de la Lawsone : C10H603 ou 2 hydroxy 1,4 naphthoquinones et son activité
tinctoriale ont été découvertes (EI Babili et al., 2013), la Lawsone qui représente le principe
actif le plus important des pigments flavoniques, et surtout naphtoquinoniques (196 environ),
a la forme d’un glucoside et représente un taux de 0.5 a 1 % de la composition des feuilles
(Goetz et Busser 2007), elle se forme par hydrolyse enzymatique des glycosides (hennosides
A, B et C) et auto oxydation de 1’aglycone libéré. Cette substance cristallise en aiguilles rouge
orangé, sublimables, trés peu solubles dans I’eau froide, plus solubles a chaud, solubles dans
les solvants organiques, et dans les solutions aqueuses alcalines en donnant une coloration

rouge orangé.

Parmi les autres constituants principaux, nous trouvons aussi des acides organiques dont
I’acide gallique (Nakhala et al., 1980), des coumarines (Dzhuraev et al., 1982), des
polysaccharides (mucilages 11%) dont la B- sitosterol glucoside (Mahmoud et al., 1980), des
pigments flavoniques (Afzal, 1980), des quinoides (Nakhala et al., 1980), des dérivés
naphtalains (Afzal, 1980), et des xanthones (Bhardwaj et al., 1978). De plus les feuilles de
henné renferment 8 a 10 % d’eau, 10 % de matieres minérales (Paris et Moyse, 1965), 7 & 8%

de tanins, 6 % de lipides, 2 % de résine.



CHAPITRE 2 :

PHYTOTHERAPIE ET
METABOLITES SECONDAIRES



Partie bibliographique PHYTOTHERAPIE ET METABOLITES SECONDAIRES

1. Phytothérapie
1.1. Définition

Par définition la phytothérapie est le traitement curatif ou préventif des maladies et des
troubles subjectifs par I'usage des plantes. Le mot phytothérapie provient de deux mots grecs

qui signifient essentiellement soigner avec les plantes (Tarabet, 2017).

La phytothérapie fait partie des médecines paralléles, ou médecines douces et c’est I'une des
sciences médicales les plus anciennes (Larousse Médical, 2006). Cette thérapie se veut
naturelle et respectueuse de la santé du patient. Le but recherché en phytothérapie est le retour

a I’équilibre, en renforgant les défenses de I’individu (Walker, 2006).

D’aprés I'O.M.S (2000), la phytothérapie est la somme des connaissances, compétences et
pratiques qui reposent sur les théories, croyances et expériences propres a une culture et qui
sont utilisees pour maintenir les étres humains en bonne santé ainsi que pour prévenir,

diagnostiquer, traiter et guérir des maladies physiques, mentales ou le désequilibre social.

Elle est reliée a une experience pratique et a des observations faites de génération en

génération, et transmises de facon orale ou écrite (Adouane, 2016).

1.2. Les différentes thérapies a base de la plantes
D’apres Strang (2006) ; la phytothérapie comporte différent types :

1.2.1. Aromathérapie

L’aromathérapie est une branche de la phytothérapie, qui étudie les propriétés médicales
des plantes aromatiques et des huiles essentielles qu’elles fournissent. Il s’agit de produits
complexes extraits généralement par distillation des fleurs, des fruits et des autres parties de la
plante. Leur usage est trés ancien notamment comme antiseptique, antispasmodique,
antalgique et tonique (Chiej, 1982 ; Fabrocini, 1999 ; Zeghad, 2009).
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1.2.2. L’herboristerie

C’est la thérapie la plus classique et ancienne. L'herboristerie se sert de plante fraiche ou
séchée, elle utilise la plante entiére ou une partie de celle-ci, écorce, fruits, fleurs (Adouane,
2016). La préparation repose sur l’utilisation de décoctions, infusions et macérations de

plantes

1.2.3. Phytothérapie pharmaceutique

Thérapie qui utilise des produits d’origine végétale obtenus par extraction et qui sont dilués
dans I’alcool éthylique ou un autre solvant (Tarabet, 2017). Ces extraits sont utilisés & des
doses optimales sous diverses formes galéniques (Mansour, 2014). 1lls sont présentés sous

forme de sirop, de gouttes, de gélules, et de lyophilisats.

1.2.4. La Pharmacopée
En phytothérapie, il faut distinguer deux types de produits :
- Les produits phytopharmaceutiques.

- Les plantes en vente libre et utilisables directement en tisanes ou décoction.

1.3. Les avantages de la phytothérapie

1L'avantage essentiel de la phytothérapie est d'éviter les effets secondaires grace aux faibles
concentrations et parce que les éléments n'y sont ni dissociés ni épurés. Généralement, les

plantes médicinales d'usage courant ne provoquent que trés peu d’effets

Indésirables.
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2. Métabolites secondaires

Tous les étres vivants ont un métabolisme primaire qui fournit les molécules de base : acides

nucléiques (ARN, ADN), lipides, protéines, acides amines et carbohydrates.

Ces métabolites primaires sont produits en quantité élevée par les plantes et sont a faible prix
de revient. Il existe aussi un métabolisme secondaire, chez les plantes : C’est une exclusivité
du monde végétal. Ces substances ne paraissent pas essentielles a la vie de la plante. Elles
sont produites en tres faible quantité et sont a des prix élevés.

On les appelle, les métabolites secondaires. Ce sont des produits, a structure chimique souvent
complexe. Selon les espéces, ces métabolites sont trés disperses et tres différents. Ce n'est
seulement qu’a partir de la deuxiéme moitié du 20e siécle, qu'il y a eu explosion des

recherches en ce domaine grace a I'evolution du matériel d'analyse chimique.

Il existe plus de 200 000 métabolites secondaires (Bouhadjera, 2005) classés selon leur
appartenance chimique en plusieurs grands groupes: parmi ceux-ci, les composés
phénoliques, les terpenes et stéroides et les composes azotés dont les alcaloides. Chacune de
ces classes renferme une tres grande diversité de composeés qui possédent une tres large

gamme d’activité.

2.1. Composés phénoliques

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des metabolites secondaires largement

répandues dans le regne végétal. Ils sont présents dans tous les fruits et légumes
(Waksmundzka-Hajnos et Sherma, 2011).

Selon Diallo, (2005), les polyphénols sont des groupes de molécules de structures variées.
L’¢lément structural fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un noyau
benzénique auquel est directement lié des groupements hydroxyles, ces molécules

représentent une famille de plus 8000 composés (Dacosta, 2003).

Ces molécules constituent la base des principes actifs trouvées au niveau des plantes

médicinales.

Ils possedent un effet antioxydant, antibactérien et antifongique et ils sont des protecteurs

contre l'apparition de certains cancers (Macheix et al., 2005). En effet, une alimentation
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¢équilibrée fournit a ’homme environ un gramme de polyphénols chaque jour, soit dix fois
plus que de vitamine C et100 fois plus que de caroténoides ou vitamine E (Scalbert et al.
2005).

Les polyphénols peuvent se regrouper en deux grands groupes ; les non flavonoides dont les
principaux composés sont les acides phénoliques, stilbénes, lignanes, lignines et coumarines
(Hoffmann, 2003), et les flavonoides dont on caractérise principalement les flavones,
flavanones, flavonols, isoflavonones, anthocyanines, pro anthocyanidines et flavanols
(Pincemail et al. 2007).

2.1.1. Flavonoides
Le terme flavonoide signifie jaune en latin flavus (Ribereau-gayon, 1968).

Les flavonoides appartiennent a la classe des composés phénoliques, sont des pigments

donnant la coloration aux fleurs et dans certains cas aux feuilles.

Ces substances peuvent étre jaunes (origine du mot flavo), rouges, bleues ou violettes.
Exemple de plantes médicinales comprenant des flavonoides : ginkgo, coriandre, café ; lls
varient quantitativement et qualitativement selon le stade de développement du végétal
(Fritch et Griesbach, 1975), ce qui explique une grande part de leur intérét commercial dans
I’industrie alimentaire et des colorants. Ils possédent en outre un intérét médical considerable
(Vauzour et al, 2001).

Les flavonoides se répartissent en fonction de la structure de molécules. En effet, plus de 6400
structures ont été identifiees (Harborne et Williams, 2000). Ce groupe comprend plusieurs
classes subdivisées selon le degré d’oxydation du noyau pyranique central (Bruneton, 1999 ;
Marfak, 2003 ; et al., 2004 ; Skerget et al., 2005) et dont les plus importantes sont :

- Flavones,

- Flavanols,

-Flavanones,

- Dihydroflavonols, Isoflavones,
- Isoflavon,

- Flavanes,
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- Flavanols et anthocyanines,

Récemment de nombreux travaux ont montré que les fruits, les légumes, le thé, le soja

constituent les sources alimentaires des flavonoides les plus étudiées (Gervais, 2001 ; Pelli et

Lyly. 2003 ; Cabrera et al. 2007).
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Figure 16 : Structure de base des classes les plus répandues des flavonoides

2.1.2. Tanins

(Kim et al. 2004).

On appelle communément "tanins "des substances d'origine végétale de saveur astringente,

non azoteées, de structure polyphénolique, soluble dans I'eau, I'alcool, I'acétone et peu soluble

dans I'éther (Paris et Moys, 1976) et ayant, outre les propriétés habituelles des phénols, la

capacité de précipiter les alcaloides, la gélatine et autres protéines (Frutos et al. 2004 ;

Sahpaz, 2013). Chez les végétaux supérieurs on distingue deux groupes de tanins de

structures différentes : les tanins hydrolysables et les tanins non hydrolysables, ou tanins

Condensés (Traoré, 1999 ; Frutos et al. 2004).

'
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2.1.3. Coumarines

Les coumarines tirent leur nom de « coumarou », nom vernaculaire de feve tonka (Dipterix
ordorota Wild. Le squelette de base des coumarines est constitué de deux cycles accolés

avec neuf atomes de carbone (Ford et al. 2001).

R;= OH. R,= H, Ombelliféres,

R;=H, Ry= OH, . =
R,=0-Gle, R,= OH, Hippocastanacées
R,=0H, Ry= 0-Gle,
R,=0-Gle,R,=0H. Composées

Figure 17 : Structure de bases des classes les plus répandues des coumarines (Ford et al.
2001).

Les coumarines constituent une classe importante de produits naturels, elles donnent une
odeur caractéristique semblable a celle du foin fraichement fauché. A ’exception des algues,
Ces composés sont les constituants caractéristiques du regne végétal chlorophyllien. Les
familles les plus riches en coumarines sont : Légumineuses, Rutacées, Apiécées et
Thymeleacées. Elles se trouvent dans toutes les parties de la plante et notamment dans les
fruits et dans les huiles essentielles des graines (Guignard ,1998 ; Deina et al., 2003 ; Booth
et al., 2004).

Les coumarines ont des effets différents sur le développement des plantes suivant leur
concentration et aussi selon ’espéce. Dans la cellule végétale elles sont principalement
présentes sous forme glycosylée (Hoffmann, 2003), Cette glycosylation est une forme de
stockage permettant d’éviter les effets toxiques de ces molécules. Elles sont considérées

comme des phytoalexines, c'est-a-dire des métabolites que la plante synthétise en grande
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quantité pour lutter contre une infection causée par des champignons ou par des bactéries. Les
coumarines peuvent également se trouver dans le régne animal (les glandes a sécrétion

Odoriférante du castor) et chez certains microorganismes (Hofmann, 2003).

2.2. Composé terpéniques
2.2.1. Stéroides, stérols

Les stéroides, les stérols et les terpénoides constituent sans doute le plus vaste ensemble
connu de métabolites secondaires des végétaux, ils regroupent plusieurs sous familles. Les
stérols jouent un role important dans la qualité des graisses et des huiles. lls se présentent sous
forme d’alcool libre (sitostérol), ou sous forme des esters associ€s par le glucose (glucoside

stérols).

Les stérols vegétaux possedent généralement une double liaison ou plus ; ils sont alors
appelés les phytostérols par contre leurs analogues saturés sont appelés les phytostanols
(Tanya,1997;Robertetal,2002).

R : chaine latérale (C=0-10)

Figure 18 : Structure chimique du noyau stérane des stéroides (Tanya, 1997;Robertetal,
2002).

Parmi les stérols ou phytostérols les plus fréguemment rencontrés chez les végétaux on cite :
le stigmastérol et le R-sitostérol. Ils représentent 80% des stérols bio synthétisés a la surface
du globe terrestre. Les stéroides et les tris terpénes peuvent étre considérés comme formes par

I’assemblage d’un nombre entier d’unités penta carbonées ramifiées dérivées du
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2méthylbutadiene. Chaque groupe de terpénes est issu de la condensation a queue d’un

nombre variable d’unités isoprénes.
2.2.2. Huiles essentielles

Les huiles essentielles parfois appelées essences, sont des mélanges complexes de
substances odorantes et volatiles. Elles sont obtenues par deux procédés, soit par distillation
ou entrainement & la vapeur d’eau. Pour améliorer la qualité aromatique des huiles
essentielles, I’extraction se fait a basse température et pression. La teneur des huiles

essentielles est généralement faible, elle est de ’ordre de 1% a 5 %.

Il existe quelque exception, exemple : Badiane de Chine, ou la teneur en essence est
supérieure a 5%, clou de girofle qui renferme plus de 15% d’essence (Kouno et al., 1988).

2.3. Composés azotés
2.3.1. Alcaloides

Les alcaloides constituent avec les hétérosides, la majorité des principes actifs des
plantes médicinales. Leur extréme importance tient d’une part a leur activité et d’autre part a
leur toxicité (Cordell 1981).

Le terme d’alcaloides a été introduit par W. Meissner au début du XI1Xe siecle ; pour désigner
les substances naturelles réagissant comme des bases, comme des alcalis (de 1’arabe al kaly, la
soude et du grec eidos, I’aspect), il rappelle le caractére alcalin de ces substances, mettant a

profit leur extraction et leur dosage.

Les alcaloides sont donc des substances organiques, le plus souvent d’origine végétale, a
caractére alcalin et présentant une structure complexe (Hemingway et Phillipson, 1980 ;
Bruneton 2009). La présence d’azote confére a la molécule un caractére basique plus au
moins prononcé, de distribution restreinte et douée d’activité pharmacologique significative
(Roberts et Vink 1998, Waller et Nowacki 1978). Les alcaloides existent sous forme de sels

(malates, méconates, isobutyrates) et sous forme d’une combinaison avec les tanins.




CHAPITRE 3 :

Activités biologiques de Lawsonia

Inermis et de Juglans regia



I. Les activités biologiques de Juglans regia et Lawsonia inermis

I.1. Activité antioxydante

Le potentiel antioxydant des extraits d'acetate d'éthyle, butanol, méthanol et d'éther de pétrole
a été mesuré par différentes méthodes telles que la réduction d’activité, la méthode des
radicaux de DPPH et la méthode de I’inhibition d'oxydation des lipides par le systeme -
Caroténe. Tous les extraits ont montré une forte activité antioxydante (Alm al., 2008;
Oliveira et al., 2008; Pereira et al., 2008; Zhang et al., 2009; Abbasi et al., 2010;
Carvalhoe et al.,, 2010; Rahimipanah et al., 2010; Qamar et al., 2011). Plusieurs
composeés phénoliques isolés a partir de la plante comme le pyrogallol, I'acide p-hydroxy
benzoique, I’acide vanillique, I’acide protocatéchique, 1’acide gallique, les tanins, les
glansrins, adénosine, adénine pourrait fournir une base chimique de certains des avantages
pour la santé et exactement contre les maladies liées au stress oxydant (Zhang et al.,
2009).

1.1.1. Définition de I’activité antioxydante

Un antioxydant est une molécule capable d'inhiber, de ralentir ou d’empécher 'oxydation
d'autres molécules qui se produisent d’une espéce réactive oxygénée ou sous I’influence de

I’oxygeéne atmosphérique (Pisoschi et Negulescu, 2011).

Les antioxydants peuvent également protéger le corps humain contre les radicaux libres et les
effets des ROS (especes réactives de 1’oxygéne). Ils retardent la progression de nombreuses

maladies chroniques ainsi que la peroxydation lipidique (Gulgin, 2012).

La majorité des antioxydants naturels sont des composés phénoliques tels que les tocophérols,

les flavonoides et les acides phénoliques (Gulgin, 2012).
I. 1.1.1. Les radicaux libres

Les radicaux libres (RL) sont des atomes, des molécules ou des ions (dérivent de lI'oxygene,
de l'azote et du soufre) avec un ou plusieurs électrons sur sa couche externe non appariés qui
sont tres instables et actifs vis-a-vis des réactions chimiques (Carocho et Ferreira, 2013).Ces
atomes vont tenter de rapparier leurs électrons célibataires en agressant toute molécule

susceptible de se faire arracher un électron (Afanasev, 2009). Ces radicaux libres a des



concentrations physiologiques élevées induisent la mort cellulaire et 1’apoptose (Salido et

Rosado, 2009).

Il existe des facteurs oxydants responsables de I'augmentation de la production de radicaux
libres par l'organisme qui sont les facteurs endogénes tel que la chaine respiratoire, les
réactions immunitaires, la traduction de signaux, le systeme NADPH oxydase et des sources
exogenes telles que I’alimentation (Morena et al., 2002).

I. 1.1.2. Stress oxydatif

Le stress oxydant correspond a un déséquilibre entre la génération d’especes oxygénées

activées (EOA) et les défenses anti-oxydantes de I’organisme.

Parmi les causes de stress oxydant; notre mode de vie (tabagisme, alcoolisme, obésité,
exercice physique intense...) mais aussi nos mauvaises habitudes alimentaires, 1’augmentent
de facon anormale la production des EOA dans notre organisme (Halenget al, 2007).Ceci qui
déclenche des Iésions des molécules biologiques tel que ’oxydation de I'ADN, des protéines,
des lipides, des glucides et des leésions secondaires dues au caractere cytotoxique et mutagene
des métabolites libérés lors de I'oxydation des lipides (Favier, 2003; Koechlin, 2006; Colas,
2010; Bennamara, 2017).

Ces lésions moléculaires provoquent avec le temps des pathologies nombreuses comme
I'atherosclérose, le cancer, les maladies inflammatoires et I'infertilité masculine (Ait baziz et
Chemali, 2017).

I. 2. Activités antibactériennes

Les extrais organiques ainsi que les extrais aqueux des feuilles, d'écorces de différents pays a

montré un large spectre d’activité antibactérienne contre des bactéries Gram positifs et Gram
négatifs a savoir, Bacillus aureus, Bacillus subtilis,Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus epidermidis,
Micrococcus luteus, Salmonella typhimurium, Enterococcus faecalis, Bacillus thuringiensis,
Protomonas extroquens, et Proteus sp; en utilisant la méthode de diffusion sur
disque(Citoglu et al., 2003; Shah et al., 2003 ; Qa’dan et al., 2005a ; Qa’dan et al.,2005b
;Oliveira et al.,2008 ; Poyrazolu et al.2010 ; Deshpande et al.2011).

1.2.1. Définition de P’activité antibactérienne



L’activité antibiotique correspondant a une activité d’une molécule ou composé présent au
sein d’un végétal qui a trés faible concentration, inhibe le développement d’une bactérie ou la
tue. La sensibilité d’une bactérie peut étre différente selon la souche d’appartenance (Nicole

et Daniel, 1998).

1.2.2. Effet antimicrobien

Ces dernieres années, il y a eu un grand intérét pour la découverte de nouveaux agents
antimicrobiens, due a une augmentation alarmante du taux des infections causées par des

microorganismes résistant aux antibiotiques (Athamena, 2009).

Une des approches courantes pour la recherche des substances biologiquement actives est le
criblage systématique des micro-organismes ou les plantes, qui sont des sources de beaucoup

d'agents thérapeutiques utiles.

En particulier, I'activité antimicrobienne des huiles et des extraits de plantes qui ont formé la
base de beaucoup d'applications, y compris, pharmaceutiques, medecine, thérapie naturelle et

la conservation des aliments (Sagdic et al., 2002).

Le premier rapport des propriétés antimicrobiennes des épices est apparu en 1880 dont lequel
les activités de la moutarde, clou de girofle et de la cannelle et leurs huiles ont été décrites

(Prasad et Seenayya, 2000).

1.2.3. Métabolites secondaires responsables de I’activité antimicrobienne

Les métabolites secondaire de plantes sont presque des polyphénols, qui forment une
immense famille de plus de 8000 composés naturels, sont divisés en plusieurs catégories : les
flavonoides qui représentent plus de la moitié des polyphénols ; les tanins qui sont des
produits de la polymérisation des flavonoides ; les acides phénoliques, les coumarines, les

lignanes et d’autres classes existent en nombres considérables (Dacosta, 2003).

1.2.3.1. Flavonoides

Les flavonoides sont des composés naturels appartenant a la famille des polyphénols (Fig. 2).

Ils sont responsables de la coloration des fleurs et des fruits car ils sont considérés comme des



pigments quasi universels des végétaux (Ghestem et al. 2001). Sont présents dans toutes les
plantes vasculaires dans divers organes : racines, tiges, bois, cuticule foliaire et dans les
cellules épidermiques des feuilles (Marfak, 2003 ; Hadi, 2004).
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Figure 19 : Squelette de base des flavonoides (Bruneton, 1999)

On a six classes principales des flavonoides ; les flavones et les flavonols sont les composés
flavonoidiques les plus répandus, les flavonoides minoritaires qui compris les flavanones, les
flavanols, les chalcones et les anthocyanidines, sont considérés comme minoritaire a cause de
leur distribution naturelle restreinte (Bruneton, 1999 ; Harborne et Williams, 2000 ;
Havsteen, 2002 ; Dacosta, 2003).

I. 2.3.1.1. Activité antibactérienne des flavonoides

Les extraits de plantes et beaucoup d'autres préparations photochimiques riches en
flavonoides possedent une activité antimicrobienne qui est attribuée a la fonction phénolique
des flavonoides, cette activité est sensée augmenter avec le nombre de substituants
hydroxyles, méthoxyles ou glucosyles. Les structures les plus efficaces étant les flavones et

les flavanones.

Selon (Harikrishna et al. 2004), les bactéries Gram positif et Gram négatif sont trés
sensible au flavonoide glycosidé grace a leur pouvoir antibactérien. Récemment des
chercheurs ont prouvé le pouvoir des flavonoides contre le rétrovirus VIH responsable
du syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA); une étude plus récente sur le virus VIH a
montré que les flavonoides peuvent avoir une action plus sélective en interagissant avec une
glycoprotéine de surface de ce virus ce qui empéche la liaison du virus a la cellule héte
(Mahmood et al., 1993).



Les flavonoides ont une forte activité antifongique a cause de leur capacité d’inhiber la
germination des spores pathogénes. Une étude sur les flavones et les flavanone, qui sont des
dérivés flavonoides a montré une activité contre Candida albicans ; les flavones ainsi exhibé
une activité contre Aspergillus flavus, une espece de mycéte qui cause une maladie
envahissante chez les patients immunosuppressifs. L’activité inhibitrice de flavonol a été
montrée contre Aspergillus tamarii, A. flavus, Cladosporium sphaerospermum, Penicillium

digitatum et P. italicum (Afolayan et Meyer, 1997).

Plusieurs hypothéses sont proposées pour I’explication de D’effet antimicrobien des
flavonoides. Parmi eux on peut citer les I’inhibition de la synthése d'acide nucléique
(Hilliard, 1995), I’inhibition des fonctions de la membrane cytoplasmique (Tsuchiya et
linuma, 2000), la séquestration de substrat nécessaire a la croissance microbienne et

I’inhibition du métabolisme énergétique microbien (Haraguchi et al. 1998).

1.2.3.2. Tanins

Les tanins sont des composés d’origine végétale non azotée poly phénoliques de structures
variées, la propriété commune des tanins c’est de précipiter les alcaloides, la gélatine et les
proteines (Ghestem et al. 2001 ; Atefeibu, 2002). La masse moléculaire des tanins est
comprise entre 500 et 3000 (PM) (Boudjellal, 2009).
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Figure 20 : Structure de base des tanins condensés (Li, 2004).



I. 2.3.2.1. Activité antibactérienne des tanins

Les études du potentielles antimicrobiennes des tanins ont montré un grand spectre d’activité

sur différentes bactéries, virus et champignons (Bruneton, 1999 ; Peronny, 2005).

L’activité bactériostatique de ces molécules a été également rapportée sur différentes
bactéries; Bacillus anthracis, B.subtilis, Staphylococcus aureus, et Clostridium Bolulinum.
Des études récentes ont démontrées une forte activité antifongique contre des souches
fongiques dont Aspergillus Niger, Penicillium species, et Colletotrichum Graminicola
(Chung et al. 1998).

1.2.3.3. Coumarines

Les coumarines sont des métabolites secondaires représentés principalement dans les
plantes, trés repandues dans les Légumineuse, Rutacées, Apiécées et Thymeleacées. lls
constituent une classe importante de produits naturels, ils sont présents dans les fruits et
les graines des plantes. Les coumarines peuvent étre trouvé aussi dans les glandes a
sécretion odoriférante du castor et chez certains microorganismes (Guignard, 1998 ; Deina et
al., 2003 ; Hofmann, 2003 ; Booth et al., 2004).

Les coumarines sont des hytoalexines, c'est-a-dire sont synthétisés en quantité élevée
comme un mécanisme de défense contre les infections causées par des champignons ou par
des bactéries mais sont stockés sous forme glycosylée pour éviter les effets toxiques de ces

molécules (Hofmann, 2003).
1.2.3.3.1. Activité antibactérienne des coumarines

Les coumarines sont des molécules biologiquement actives, un potentiel antibactérien a été
reporté pour certaines coumarines contre des bactéries a Gram positif. Une étude in vitro
montre une activité antifongique contre Saccharomyces cerevisiae (Cottiglia et al., 2001 ;
Khan et al., 2005 ; Laure, 2005).



1.2.4. Souches utilisées
2.4.1. Notions sur les espéces étudiées

La plupart des bactéries ont été étudiées a cause de leur pouvoir pathogene naturel et de
leurs résistance naturel ou acquise a certains antibiotiques ce qui cause plusieurs

problémes d’infections et d’antibiothérapie.

I. 2.4.2. Bactéries Gram négatif
1.2.4.2.1. Escherichia coli

C’est le germe principal de contamination fécale, ¢’est un commensal de l'intestin de I'hnomme
et des animaux, Il représente a lui seul la plus grande partie de la flore bactérienne aérobie de
I'intestin a raison de 108 par gramme de feces. Leur mode physiopathologique est induit par

des facteurs d'adhésion et/ou la réduction d'entéro-toxines (Leclerc et al. 1995).

Les colibacilles sont des pathogenes opportunistes, certains pathotypes sont responsables
d'infections intestinales sous forme de gastro-entérites et diarrhées, Escherichia Coli entéro-
pathogene et Escherichia Coli entéro-toxinogene provoquent des diarrhées infantiles,
I’invasion des cellules intestinales c’est le mécanisme pathologique spécifique d’E. Coli
entéro-invasif, et Escherichia Coli entéro-hémorragique 1’agent principale des diarrhées
sanglantes. Certains ecotypes sont responsables de méningites néonatales, des infections du

tractus urinaire, ou encore des septicémies (Leclerc et al. 1995).

1.2.4.3. Bactéries Gram positif
I. 2.4.3.1. Staphylococcus

Les staphylocoques sont des bactéries sphériques a Gram positif, groupés en amas ayant la
forme de grappes de raisins, ils sont aérobies ou anaérobies facultatifs, immobiles, non
sporulés. Les staphylocoques sont des germes ubiquistes largement distribués dans
I'environnement naturel de I'hnomme, sont des commensaux de la peau et les surfaces cutano-

muqgueuses des mammiféres. Les staphylocoques sont des pathogenes opportunistes et



pyogénes par excellence, avec une haute fréquence en milieu hospitalier, plusieurs infections

nosocomiales sont causées par S.epidermidis (Leclerc et al, 1995).

Staphylococcus aureus est I'espece prédominante chez I'homme et les autres mammiféres ; la

cavité nasale de I'nomme est sa niche préférentielle (Leclerc et al, 1995).

Staphylococcus aureus est responsable d'infections pyogénes de la peau et des muqueuses

mais aussi osseuses sous forme d’ostéomyélite (Leclerc et al., 1995).

1.2.4.4. Propriétés des souches étudiées

Espece Gram | Forme Caractéres Habitat Pouvoir pathologique
biologiques
Staphylococcus | Positif | Sphériques. | Aérobies ou | Sont des | Infections nosocomiales.
(Leclerc et al, Forme de | anaérobies commensaux | Infections pyogeénes de la
1995). grappe de | facultatifs. de la peau et | peau et des muqueuses.
raisin. Immobiles. les surfaces
Non sporulés. | cutano-
Germes mugqueuses
ubiquistes. des
mammiferes.
Escherichia coli | Négatif | Bacilles. Aérobie. L’intestin de | Contamination fécale.
(Leclerc et al, Pathogenes I'nomme et | Infections intestinales.
1995). opportunistes. | des animaux. | Diarrhée infantiles.

Diarrhées sanglantes.

Méningites néonatales.
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MATERIELS ET METHODES

Notre présente étude a pour but d’évaluer in vitro quelques activités biologiques rattachées au
genre Lawsonia et Juglans. A cet effet, une investigation phyto-chimique est réalisée sur les
feuilles de Lawsonia inermis et les écorces de Juglans regia, afin d’extraire les métabolites
secondaires responsables du pouvoir antioxydant, antibactérien et enzymatique.

Pour cela, un suivi des paramétres physico-chimiques et biologiques a été réalisé au niveau du
laboratoire de Pharmacologie Toxicologie de I’Institut des sciences vétérinaires et au niveau
du laboratoire de biochimie et de productions animales du Centre National de Recherche en
Biotechnologie (CRBT) de Constantine.

1. Matériel végétal

Le matériel utilisé dans notre étude est constitué de feuilles de Lawsonia inermis et des
écorces de Juglans regia. La premiere plante a été recueillie au de niveau de la région de

Biskra et la deuxieme au niveau de la région de Constantine (Hamma Bouziane).

1.1. Broyage et tamisage

Les feuilles de Lawsonia inermis et les écorces de Juglans regia ont été cueillies, nettoyées et
débarrassées de la poussiére et d’autres impuretés, puis séchées a I’ombre et dans un endroit
bien aéré, a I’abri de I’humidité et a une température ambiante pendant 15 jours pour mieux

conserver les molécules sensibles a la chaleur et a la lumiére.

Apres sechage, les feuilles et les écorces sont broyées a 1’aide d’un mortier jusqu'a I’obtention

d’une poudre fine, la poudre ainsi obtenue, est utilisée pour la préparation des extrais aqueux.
Au cours de notre travail, nous nous sommes intéressés a évaluer les parameétres suivants :

- Extraits bruts obtenus par macération des feuilles de Lawsonia inermis et des écorces de

Juglans regia.

- Evaluation de IPactivité anti-oxydante, anti-alzhmeir et antibactérienne des feuilles de

Lawsonia inermis et de I’écorce de Juglans regia.
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2. Méthode d’extraction
2.1. Macération et extraction
2.1.1. Préparation du décocté aqueux

Une masse de 100 g de poudre végétale fine a été ajoutée a 1L d’eau distillée et le mélange
est porté a ébullition pendant 15 minutes.

Figure 21 : Préparation du décocté aqueux

Apreés refroidissement, le produit de décoction (le mélange) a été essoré dans un carré de tissu
propre. Puis filtrée successivement deux fois sur du coton hydrophile et une fois sur du papier

filtre (papier Whatman®3mm).
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Figure 22 : Filtration des extraits bruts

Le filtrat obtenu a été ensuite séché lentement dans une étuve a 50°C pendant 72h. La poudre

obtenue ou le décocté aqueux a été conservé dans un flacon stérile et sec.
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Figure 23 : Séchage des extraits aqueux

3. Activités biologique de Lawsonia inermis et Juglans regia

3.1. Détermination du contenu total en polyphénols et en flavonoides
3.1.1. Contenu total flavonoique (TFC)

Le dosage des flavonoides dans les extraits est basé sur la formation d’un complexe entre
Al et les flavonoides. La méthode de Topcu et al. (2007) est utilisée avec quelques

modifications pour une détermination sur microplaque 96 puits.

- Préparation des produits

Pour 1 M Potassium acétate (CH3;COOK) on dissolve 9.80 gramme de (CH3COOK) dans 100

ml d’eau distillée pour obtenir la solution (S1).

Pour 10% nitrate d’aluminium (AI(NO3)3, 9H,0) on pese 10g de ce produit dans 100ml d’eau

distillée.

- Préparation de I’extrait de plante

Une masse de 1 milligramme d’extrait est dissoute dans un volume de 1 ml de méthanol pour

obtenir la solution (S2).
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On prend un volume de 50 pl d’extrait de plante (1mg d’extrait de plante dissout dans 1 ml de

méthanol) et ajouté & 10 pl de potassium acétate diluée, puis, un volume de 10 pl de

potassium d’aluminium est ajouté selon 1’équation suivante :

50 pl (S2) (extrait de plante) + 130 pl (MeOH) +10 pl (S1) (CH3COOK) + 10 pl (AI(NO3)2,

9H20) + attendre 40 mn + lecture a 415 nm.

. Un blanc échantillon est préparé en remplacant les réactifs par le méthanol (50ul extrait +
1501 méthanol).

Le mélange est incubé pendant 45 min a température ambiante. La lecture est réalisée a 415

nm.

-Préparation de la gamme d’étalon de la Quercétine ;

On prend 1 mg de la Quercétine et on le dissolve dans 5 ml de méthanol pour obtenir la

solution 0,2mg/ml Sm.

Les dilutions sont préparees dans des eppendorfs comme la suite :

Tableau 01 : Les dilutions de la gamme d’étalon de la Quercétine

Dilutions | 25pg/ml | 50pg/ml | 75pg/ml | 100pg/ml | 125pg/ml | 150pg/ml | 175pg/ml | 200pg/ml
SM () 25 50 75 100 125 150 175 200
Méthanol
( 175 150 125 100 75 50 25 0
nl)

50 ul de chaque dilution sont transférés dans une microplaque a 96 puits, avec 130ul de
méthanol (MeOH), 10ul de la solution 1(S1) et 10 pl de la solution 2 (S2).Attendre40 minutes

puis effectuer la lecture a 415 nm.
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Figure 24 : La courbe d’étalonnage de la quercétine

3.1.2. Contenu total phénolique (TPC)

La teneur en polyphénols totaux est determinée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu
(Singleton et Rossi, 1965) selon une méthode de dosage sur microplaque décrite par Muller
et al. (2010).

Préparation des produits :

-Préparation de Carbonate de sodium (Na,COg3) a 7,5% :

7,5 gramme de Na2CO3 et sont dissouts dans 100 ml d’eau distillé.
-Préparation de Folin Ciocalteu (FCR) dilué 10 fois :

Iml de la solution FCR concentré (2M) est complété a 10ml avec 1’eau distillée (9ml).

-Préparation de I’extrait de plante :

Une masse de 1 mg d’extrait est dissoute dans un volume de 1 ml de I’eau distillée (ou

Méthanol).

Un volume de 20ul d’extrait de plante (1mg d’extrait dissout dans 1 ml de méthanol) est
ajouté a 100ul de FCR dilu¢ .Ensuite, un volume de 75ul de carbonate de sodium est ajouté

selon I’équation suivante :
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20 pl d’extrait de plante + 100l de FCR dilué (1 :10) + 75 ul de carbonate de sodium (7,5%)

Un blanc est préparé de la méme maniére en remplagant I’extrait par le solvant utilisé

(Méthanol).

Le mélange est incubé dans I’obscurité pendant 2h. La lecture est réalisée a 765 nm.

- Préparation de la gamme d’étalon de I’acide gallique :

On prend une quantité de 0,5 mg de I’acide gallique qui est dissoute dans Sml de méthanol

pour obtenir la solution S1. Le tableau suivant représente les dilutions préparées pour la

solution étalon.

Les dilutions sont préparees dans des eppendorfs comme la suite :

Tableau 2 : Les dilutions de la gamme d’étalon de ’acide gallique

Dilutions | 25pg/ml | 50pg/ml | 75pug/ml | 100pg/ml | 125pg/ml | 150pg/ml | 175ug/ml | 200pg/ml
SM (ul) 25 50 75 100 125 150 175 200
Méthanol
) 175 150 125 100 75 50 25 0
n

20ul de chaque dilution sont transférés dans une microplaque avec 100ul FCR (1:10) et 75ul

de Na2CO3 (7,5%). L’incubation dure 2 heures suivie par la lecture sur microplaque a

765nm.
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Figure 25 : La courbe d’étalonnage de I’acide gallique

3.2. Activité anti-oxydante :

L’activité anti oxydante des extraits des feuilles de Lawsonia inermis et des écorces de

Juglans regia est réalisée a ’aide de plusieurs méthodes :
. Piégeage du radical libre DPPH.
. Piégeage du cation radical ABTS.

. Pouvoir réducteur (FRAP) (Reducing power).

Activité phénanathroline.

-Préparation d’une gamme de dilution :

On a pesé 1mg d’extrait et on le dissout dans 1ml de méthanol (solution mére)
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Figure 26 : Préparation d’une gamme de dilution d’extraits bruts

3.2.1. Activité anti radicalaire au DPPH

La capacité des extraits a réduire les radicaux libres de la DPPH est déterminée par la

méthode spectrophotométrie décrite par Blois (1958).

Dans une microplaque a 96 puits, 40ul de I’extrait préparé a plusieurs concentrations (une
masse de 1mg d’extrait est dissoute dans un volume de 1ml de méthanol) a été mélangé avec

une solution de 160 pl du DPPH (0,7), cette étape est répétée 3 fois.

Le mélange est incubé pendant 20 min a I’abri de la lumiére. Lecture par spectrophotométre

des microplaques et I’absorbance est mesurée a 517 nm.

Un blanc est préparé de la méme maniére en remplagant I’extrait par le solvant utilisé

(Méthanol).

3.2.2. Activité du piégeage du cation radical ABTS

L’activité d'élimination des radicaux libres des extraits de 1’écorce Juglans regia et des

feuilles de Lawsonia inermis est déterminée selon la méthode de Reetal. (1999).
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Dans une microplaque a 96 puits, 40ul de I’extrait préparé a plusieurs concentrations (une
masse de Img d’extrait est dissoute dans un volume de 1ml de méthanol) a été mélangé avec
une solution de 160 pl de ’ABTS, cette étape est répétée 3 fois. Le mélange est incubé
pendant 10min a P’abri de la lumicre. Lecture par spectrophotométre des microplaques et

I’absorbance est mesurée a 734 nm.

Un blanc est préparé¢ de la méme mani¢re en remplacant ’extrait par le solvant utilisé

(Méthanol).

3.2.3. Pouvoir réducteur (FRAP) (Reducing power)

L’activité Reducing power est déterminée par la méthode d’Oyaizu (1986) avec une légere

modification.
-Préparation des produits

e Potassium ferricyanide (1%) K3Fe(CN) 6 : 1g de KzFe(CN) 6 dans 100 ml H20
e Tri-chloro acide acétique (TCA) (10%) :1 g de TCA dans 10 ml H20
e 10 ul ferrique chloride FeCls (0.1%) : 0,1 g de FeCl; dans 100 ml H,O

Dans une microplaque a 96 puits, 10ul de I’extrait préparé a plusieurs concentrations (une
masse de 1mg d’extrait est dissoute dans un volume de 1ml de méthanol) a été mélangé avec
une solution de 40 pl phosphate buffer (pH 6.6) et 50 ul potassium ferricyanide (1%), cette
étape est répétée 3 fois. Le mélange est incubé a 500C pendant 20mn, ensuite on ajoute 50 ul
tri-chloro acide acétique (TCA) (10%) et 40 ul H20 + 10 pl ferrique chloride FeCI3 (0.1%).

lecture a 700 nm.

Un blanc est préparé de la méme maniére en remplagant I’extrait par le solvant utilisé
(Méthanol).
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3.2.4. Activité phénanathroline

L’activit¢ de phénanthroline est déterminée par la méthode de Szydlowska-Czerniaka
(2008).

-Préparation des produits :

e Phénanthroline (0.5%) : 0.05g de 1,10-Phenanthroline dans 10ml de MeOH
e Ferric chloride FeCls (0.2%) :0.02g de FeCl; dans 10ml de H,O

Dans une microplaque a 96 puits, 10ul de I’extrait préparé a plusieurs concentrations (une
masse de 4mg d’extrait est dissoute dans un volume de 1ml de méthanol) a été mélangé avec
une solution de 50 pl de Ferric chloride FeCl; et 30 pl Phénanthroline (0.5%) plus 110ul de

méthanol cette étape est répétée 3 fois. lecture a 510 nm.

Un blanc est préparé de la méme maniére en remplagant ’extrait par le solvant utilisé

(Méthanol).

3.3. Activité de I’acétylcholine estérase

Dans une microplaque a 96 puits, 10ul de I’extrait préparé a plusieurs concentrations (une
masse de 4mg d’extrait est dissoute dans un volume de 1ml de méthanol) a été mélangé avec

une solution de 20 pl d’enzyme et 10ul de tampon, cette étape est répétée 3 fois.

Incubation a I’obscurité pendant 15min a 25°C, ensuite on ajoute 10 pl DTNB plus 10 pl
d’ACI (substrat), lecture en TO, puis incubation pendant 15min et faire une autre lecture en
T15.

Un blanc est préparé de la méme maniére en remplagant I’extrait par le solvant utilisé

(Méthanol).

3.4. Activité Antibactérienne

3.1. Méthode

L’évaluation de I’activité bactérienne des extraits bruts aqueux de Juglans regia et Lawsonia
inermis a é€té réalisé vis-a-vis de deux souches bactériennes : Staphylococcus aureus et

Esherichia Coli provenant du laboratoire de microbiologie de 1'université de Skikda.
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Les deux souches utilisées sont :

v' Bactéries a Gram négatif: Escherichia coli : souche de référence (ATCC 25922) isolée
de d’examen cytobactériologique urinaire ECBU.
v' Bactéries a Gram positif : Staphylococcus aureus : souche de référence (ATCC 25923)

isolée a partir d’une plaie de diabétique.

Pour étudier I’activité antibactérienne des extraits aqueux bruts obtenus, on a choisi la
méthode de diffusion sur disques, appelée aussi méthode de Vincent ou technique de
I’aromatogramme mise au point par Schroeder et Messing en 1949 et cité par (Rhayour,
2002). Dans cette méthode, on a utilisé des disques de papier Wattman de 6 mm de diametre,
imprégnés par un volume connu de I’extrait brut a évaluer et déposés a la surface d’un milieu
gélosé (Agar de Muller Hinton « AMH »), préalablement ensemencé par écouvillonnage en
surface par la suspension bactérienne. Aprés incubation pendant 24 h a 37° C, la lecture des
résultats a été faite par la mesure du diamétre de la zone d’inhibition en mm (Ponce et al.,
2003). L’activité anti bactérienne des extraits des feuilles de Lawsonia inermis et des écorces

de Juglans regia est réalisée a 1’aide de plusieurs étapes :

a- Repiquage des souches bacteriennes

Les souches bactériennes a tester ont eté repiquées par la méthode des stries dans des boites
de pétri contenant de la gélose nutritive, puis incubées pendant 24 h a 37°C afin d'obtenir des

colonies isolées.
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b- Préparation de I'inoculum

Des colonies bien séparées des souches bactériennes étudiées ont été prélevées a l'aide d'une

pipette pasteur et homogénéisées dans 5 ml d'eau physiologique.

Figure 28 : Préparation de I'inoculum

c- Préparation des milieux de culture

La gélose de Muller Hinton est coulée et répartie dans des boites de pétri stériles. Ces
derniéres sont séchées pendant 30 min a une température ambiante avant leur emploi.

Figure 29 : Préparation des milieux de culture
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d- Ensemencement

L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage en stries serrées. En tournant la boite

d’environ 60°, I'ensemencement s'effectue de telle sorte a assurer une distribution homogene

des bactéries sur les boites.

Figure 30 : Ensemencement des souches bactériennes choisies
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RESULTATS ET DISCUSSION

Dans la présente partie, nous présenterons et traiterons les résultats obtenus de 1’¢tude de

’activité biologique des extraits bruts de plantes Juglans regia et Lawsonia inermis.

Il s’agit de I’étude phyto-chimique des écorces de Juglans regia et les feuilles de Lawsonia
inermis. Ceci dans le but d’extraire les métabolites secondaires et 1’analyse quantitative par
dosages  colorimétriques  ainsi  que I’évaluation de [I’activité  anti-oxydante,

anticholinesterase et de I'activité antibactérienne.

1. Le rendement de ’extraction

La mesure d’un rendement de I’extrait est une étape importante dans le but de savoir la

quantité et le pourcentage d’extrait obtenus par une extraction.

Le rendement est le rapport entre le poids de I’extrait sec (apres 1’évaporation) exprimé en g
et le poids de 1’échantillon initial (poudre végetale en g) qui est exprime en pourcentage par la

formule suivante : % Rendement = (Pa—Pv)/(Pex100)

Pa : Poids de ballon contenant I’extrait (g).

Pv : Poids de ballon Vide (g).

Pa-Pv : Poids de I’extrait sec (g).

Pe : Poids de I’échantillon (poudre végetale(g).

Tableau 3 : Rendement des extraits des deux plantes

Juglans Regia Lawsonia Inermis
Poids de I’échantillon (g) 100 100
Poids du ballon vide (g) 295.81 115
Poids de I’extrait sec (g) 301.3 120
Rondement (%) 5.49 5
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Le tableau ci-dessus représente les rendements massiques des extraits bruts aqueux de

Lawsonia inermis et Juglans regia.

A Tobservation du tableau 3 nous remarquons que les rendements de chaque plante :

Lawsonia inermis et Juglans regia sont presque similaires.

2. Détermination du contenu total en polyphénols et la teneur des

flavonoides

Le dosage quantitatif en polyphénols et en flavonoides des extraits de Lawsonia inermis et
Juglans regia réalisées par deux méthodes respectives : la méthode de Folin-Ciocalteu (FCR)

et la méthode de trichlorure d’aluminium.

Tableau 4 : Le contenu total en polyphénols et la teneur des flavonoides des extraits

Extrait agueux Total phenolique Flavonoide
(ng GAE/mg) (hg QE/mg)
Juglans regia 300,96+24,56 161,59+57,59
Lawsonia inermis 146,25+5,18 51,73+17,08

Dosage des flavonoides par la méthode de trichlorure d’aluminium

La quantité¢ des flavonoides a été rapportée en pug d’équivalent de la quercétine par mg de
poids sec de I’extrait (ug EQ/mg PS).Les résultats de ces deux méthodes sont regroupés dans

le tableau 4 suivant :
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Figure 31 : Plaque de dosage des flavonoides des extraits Lawsonia inermis et Juglans

regia (C : Juglans, D : Lawsonia)

On observe dans le tableau (4), les valeurs de variation de la teneur en flavonoides par les
extraits aqueux des écorces de Juglans regia et les feuilles de Lawsonia inermis sont de
I’ordre de (161,59+57,59) et (51,73+17,08).

D’apres le tableau (4) représentant la variation de la teneur en polyphénols et en flavonoides
des extraits bruts et des fractions des extraits aqueux. Les résultats du dosage des flavonoides
sont obtenus par extrapolation de 1’absorbance des extraits sur la courbe d’étalonnage de la
quercétine. On remarque que la teneur des flavonoides de 1’extrait des écorces de Julans regia

(161,59+57,59) est inférieure a celle des feuilles de Lawsonia inermis (51,73+£17,08).

les feuilles de Lawsonia inermis riches en flavonoides et contiennent plus de teneur en

flavonoides par rapport a la teneur des écorces de Juglans regia. .

Dans une autre étude récente, la teneur totale en flavonoides de I’extrait de Juglans regia
varie de (9.76+0.23) (Rusu, M.2018),qui est supérieure par rapport a nos résultats
(161,59+57,59 ), aussi dans une autre recherche, la teneur totale en flavonoides de 1’extrait de
feuille de noix variait de 5,52 a 28,48 mg QE /g (Shah, U.N.2018).en recherchant Prunus
domesticaleaves, ont trouvé des valeurs de TFC comprises entre (36,60 +2,90 et 60,32 + 4,12)

mg d’extrait de feuilles gE /g (Mocan, A.).

Cependant, une comparaison objective entre les résultats est tres difficile, en raison de

matrices et de protocoles d’extraction différents.
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Par comparaison, On constate que la plante de Lawsonia inermis de la région de Chenin
Gabés (Sud Est de la Tunisie) a une teneur en flavonoides (20.5+1.4) proche de notre
recherche (51,73£17,08) (Enneb, H.2015).

2.2. Dosage des polyphénols par la méthode de Folin-Ciocalteu (FCR)

Cette méthode été utilisée pour la détermination du contenu total des polyphénols. L’acide
gallique a été utilisé comme étalon et les résultats obtenus sont représentés dans une courbe
d’étalonnage. L’équation suivante détermine la teneur en polyphénols totaux (exprimée en ug
équivalent d’acide gallique par mg du poids d’extrait ou pg GAE/mg d’extrait) :
y=0,0034x+0,1044 avec R?=0,9972

La quantité des polyphénols a été rapportée en pug d’équivalent de I’acide gallique par mg de
poids sec de I’extrait (ug EQ/mg PS).Les résultats de ces deux méthodes sont regroupés dans

le tableau 4 suivant :

Figure 32 : Plaque de dosage des polyphénols (TPC) des extraits Lawsonia inermis (D)et
Juglans regia (C)

On observe dans le tableau (4), les valeurs de variation de la teneur en polyphénols par les
extraits aqueux des écorces de Juglans regia et les feuilles de Lawsonia inermis sont de
Iordre de (300,96+24,56) et (146,25+5,18).
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D’aprés le tableau (4) représentant la variation de la teneur en polyphénols et en flavonoides
des extraits bruts et des fractions des extraits aqueux. Les résultats du dosage des polyphénols
sont obtenus par extrapolation de I’absorbance des extraits sur la courbe d’étalonnage de
I’acide gallique. On remarque que la teneur des polyphénols de I’extrait des écorces de
Juglans regia (300,96+24,56) est inférieure a celle des feuilles de Lawsonia inermis
(146,25+5,18).

On observe aussi que les résultats de la variation de la teneur en polyphénols et en flavonoides
des extraits bruts et des fractions des extraits aqueux montrent que les écorces de Juglans
regia sont plus riches en flavonoides qu’en polyphénols. Les feuilles de Lawsonia inermis

sont aussi riches en flavonoides qu’en polyphénols.

Dans une autre étude récente, la teneur en polyphénols de 1’extrait de Juglans regia variait de
(31.27£5.24) qui est supérieure par rapport a nos résultats (300,96+24,56). (Rusu, M. 2018).

En comparant les résultats obtenus avec les résultats d’une autre recherche réalisée sur la

méme plante Lawsonia inermis (récoltés de Chenin Gabés (Sud Est de la Tunisie)

On constate que la plante Lawsonia inermis de la région de Chenin Gabés (Sud Est de la
Tunisie) renferme plus de polyphénols (20.61+1.71), que celle de notre recherche de la région
de Biskra (146,25+5,18). (Enneb, H.2015).

3. Les activités biologiques

3.1. Activité anti-radicalaire au DPPH

Le dosage au 2,2-diphényl-1 picrylhydrazyle est I'un des plus largement utilises. .( Musa,
K.2016)

Activité anti-radicalaire au DPPHL & concentration inhibitrice CI50est inversement
proportionnelle a la capacité anti-oxydante d'un composé. Elle exprime la quantité
d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre DPPH a 50 %. Ceci en
suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette a la

couleur jaune.
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Figure 33 : plaque de dosage de ’activité anti radicalaire (DPPH) des extraits de

Lawsonia inermis et Juglans regia

Les résultats de I’activité anti-radicalaire au DPPH sont comparés aux standards Trolox et
acide ascorbique. Les résultats sont représentés dans le tableau (5) suivant :

Tableau 5 : Valeurs des C150du test DPPH pour les extraits bruts de Lawsonia inermis et

Juglans regia

ncentration Inhibition %
(Hg/ml) A
Extraits € ;
standards 3.125 6.25 125 25 50 100 200 (ug/ml)

Juglans regia 4,49+316 | 4,61+0,31 | 16,80+2,64 | 43,95+1,43 | 80,51+0,27 | Saturation Saturation | 29,1240,81

Lawsonia

inermis Na Na Na 13,50+2,14 | 36,4143,85 | 69,44+1,51 | 78,04+1,48 | 70,32+2,37

Trolox 6.42+0.91 | 13.33+2.14 | 30.19+0.67 | 61.48+2.98 | 87.16+0.28 | 88.46+0.11 | 87.72+0.47 | 5.12+0.21

Acm_le 0.31+1.02 | 12.90+0.28 | 29.69+0.39 | 76.67+0.37 | 84.94+0.84 | 87.78+0.49 | 86.36+0.21 | 4.39+0.01
ascorbique

Na : Pas d’absorbance, Pas d’activité

On observe dans le tableau (5), les valeurs d’inhibition du radical DPPH (IC50) par les
extraits aqueux des écorces de Juglans regia et les feuilles de Lawsonia inermis sont de
I’ordre de 29,12+0,81 et 70,32+2,37.
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Ont manifesté respectivement une activité anti-radicalaire au DPPH (CI50) de I’extrait de
Juglans regia plus forte que celle de I’extrait de Lawsonia inermis. D’apres les valeurs des
IC50 du test DPPH pour les extraits des écorces de Juglans regia et les feuilles de Lawsonia
inermis, on constate que I’extrait de Juglans regia a un IC50 supérieure presque 3 fois
(29,12+0,81) a celle de I’extrait de Lawsonia inermis (70,32+2,37).

Les valeurs des IC50 du test DPPH pour I’extrait des écorces de Juglans regia (29,12+0,81)

est inférieure a celle des standards Trolox et acide ascorbique (5.12+0.21) (4.39+0.01).

Cette activité est presque 5 fois plus faible que celle des standards. Donc, ces valeurs des
IC50du test DPPH des écorces de Juglans regia représentent une activité anti radicalaire

modérée.

Les valeurs des IC50du test DPPH pour I’extrait des feuilles de Lawsonia inermis
(70,32£2,37), inferieure a celle de standard trolox (5.12+0.21) et aussi a celle de standard
acide ascorbique (4.39+0.01),ont manifeste respectivement une activité anti-radicalaire au
DPPH (CI50)inférieure a celle des deux standards, donc cette activité est 10 fois plus faible a
celle de trolox et acide ascorbique.

Alors, ces valeurs des 1C50du test DPPH les feuilles de Lawsonia inermis indiquant une

activité anti radicalaire modérée.

En comparant les résultats obtenus avec les résultats d’une recherche ultérieure réalisée sur la

méme plante de Juglans regia, on constate que nos résultats sont plus significatifs.

Notre extrait a une activité anti radicalaire au DPPH supérieure (29,12+0,81) a celle avancée
par (Nabavi, S.2011). (674+27.6).

Par comparaison avec d’autre variété de la méme plante Lawsonia inermis, nos résultats
(70,32+2,37) sont en accord avec les résultats retrouvés par (Enneb, H.2015), qui a rapporté

que l’activité anti radicalaire au DPPH de ’extrait de Lawsonia inermis est de (67,67 + 5,48).
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3.2. Activité du piégeage du cation radical ABTS

L’ABTS ou acide 2,2'-azino-bis-3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique est un composé
organique stable utilis¢é dans I’évaluation de l'activité anti radicalaire. ABTSe+réagit avec

I’antioxydant et passe de la couleur bleu-vert a un état incolore.

Figure 34 : plaque de dosage du cation radical ABTS des extraits Lawsonia inermis et

Juglans regia

Cette transformation est suivie par la mesure de 1’absorbance & 734 nm et la détermination de
la concentration inhibitrice des différents extraits en comparaison avec les standards Trolox et

acide ascorbique. Les résultats sont représentés dans le tableau (6) suivant :
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Tableau 6 : Valeurs des C150 du test ABTS pour les extraits bruts Lawsonia inermis et

Juglans regia

ncentration Inhibition %

(Hg/ml) A
Extraits & 0.5
standards 3.125 6.25 125 25 50 100 200 (hg/ml)

Juglans regia | 11,433,67 | 25,691,590 | 44,32+2,17 | 70,1621,19 | 89,5620,21 | 90,93+0,27 | Saturation | 15,22+0,87
L;"g’?%rl‘;a 13,4620,72 | 18,3522,42 | 25,75+0,83 | 45,93+1,24 | 72,66+1,76 | 90,81%0,27 | Saturation | 28,82+1,25
Trolox 14.74+0.37 | 26.1520.65 | 51.70+1.51 | 89.72+0.67 | 92.89+0.19 | 92.89+0.19 | 91.84+1.19 | 3.21+0.06
Acide 13.43+0.82 | 28.7620.67 | 52.94+0.94 | 93.21+0.11 | 93.08+0.19 | 92.40+0.88 | 92.96+0.11 | 3.04+0.05
ascorbique

On observe dans le tableau (6), les valeurs d’inhibition du radical ABTS (IC50) par les
extraits aqueux des écorces de Juglans regia et les feuilles de Lawsonia inermis sont de
I’ordre de (15,22+0,87) et (28,82+1,25).

Ont manifesté respectivement une activité anti-radicalaire au ’ABTS (CI50) de I’extrait de
Juglans regia plus forte que celle de I’extrait de Lawsonia inermis. D’aprés les valeurs des
IC50 du test ABTS pour les extraits des écorces de Juglans regia et des feuilles de Lawsonia
inermis, on constate que I’extrait de Juglans regia a un IC50 supérieur presque 2 fois
(15,22+0,87) a celui de I’extrait de Lawsonia inermis (28,82+1,25).

Les valeurs des IC50 du test ABTS pour I’extrait des ecorces de Juglans regia (15,22+0,87)

est inférieure a celle des standards Trolox et acide ascorbique (3.21+0.06) (3.04+0.05).

Cette activité est presque 5 fois plus faible que celle des standards. Donc, ces valeurs des
IC50du test ABTS des écorces de Juglans regia représentent une activité anti radicalaire

modérée.

Les valeurs des IC50du test ABTS pour I’extrait des feuilles de Lawsonia inermis
(28,82+1,25), inférieure a celle de standard trolox (3.21+0.06) et aussi a celle de standard
acide ascorbique(3.04+0.05),ont manifesté respectivement une activité anti-radicalaire au
ABTS (CI50)inférieure a celle des deux standards, donc cette activité est 10 fois plus faible a

celle de trolox et acide ascorbique.

Alors, ces valeurs des IC50du test ABTS des feuilles de Lawsonia inermis indiquant une

activité anti radicalaire modérée.
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Par comparaison avec d’autre variété de la méme plante Juglans regia , nos résultats

(15,22+0,87) sont inférieurs a ceux avancés par (Bhatia, K.2006) (0.700 + 0.020).

Par comparaison avec d’autre variété de la méme plante Lawsonia inermis, nos résultats

(28,82+£1,25) sont inférieurs a ceux rapportes par (Chaibi, R.2017). (3.0£1.6).

3.3. Activité du pouvoir réducteur (FRAP)

Le dosage du pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP) repose sur la capacité des
antioxydants a réduire le fer (III) en fer (II). L’évaluation est basée sur la réaction de
réduction du (Fe+3) présent dans le complexe ferrocyanure de potassium en (Fe+2), la
réaction est révélée par le virement de couleur jaune du fer ferrique (Fe+3) en couleur bleu
vert du fer ferreux (Fe+2). (Jones, A.2017), (Li, H.B.2008),( Amarowicz, R.2008).
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Figure 35 : plaque de dosage du pouvoir réducteur (FRAP) des extraits aqueux de

Lawsonia inermis et Juglans regia

L’intensité de cette coloration est mesurée par spectrophotometre a 700 nm. Le test FRAP est
appliqué a une large gamme d’antioxydants, mais sa vitesse de réaction et son rendement final
peuvent varier pour chaque composé antioxydant. (Jones, A.2017), (Li, H.B.2008),(

Amarowicz, R.2008). Les résultats sont représentés dans le tableau (7) :
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Tableau 7 : Valeurs des A0.5 du test FRAP pour les extraits bruts aqueux de Lawsonia

inermis et Juglans regia

ncentration Inhibition %
(ng/ml) A
Extraits € 05
standards 3.125 6.25 125 25 50 100 200 (ug/ml)
Juglans regia | 0,05:0,00 | 0,070,02 | 0,09+0,00 | 0,15+0,02 | 0,31x0,04 | 0,58+0,08 | 0,700,03 | 92,99+0,50
Lawsonia 0,05+0,00 | 0,05+0,00 | 0,05£0,00 | 0,07+0,01 | 0,12+0,02 | 0,21+0,06 | 0,22+0,01 >200
Inermis
Trolox 0.07+0.00 | 0.08+0.00 | 0.09+0.01 | 0.13+0.00 | 0.19+0.02 | 0.28+0.05 | 0.60£0.04 | 5.25+0.20
Acide 0.07+0.00 | 0.09+0.01 | 0.12+0.01 | 0.17+0.01 | 0.25:0.02 | 0.47+0.03 | 0.79:0.09 | 3.62+0.29
ascorbique

On observe dans le tableau (7), les valeurs du pouvoir réducteur (A0.5) par les extraits aqueux
des écorces de Juglans regia et les feuilles de Lawsonia inermis sont de l’ordre de
(92,99+0,50) et (>200).

Ont manifesté respectivement une activité du pouvoir réducteur (A0.5) de I’extrait de Juglans
regia plus forte que celle de I’extrait de Lawsonia inermis. D’apres les valeurs des A0.5 du
test de pouvoir réducteur pour les extraits des écorces de Juglans regia et les feuilles de
Lawsonia inermis, on constate que I’extrait de Juglans regia a une AOQ.5 supérieure
(92,99£0,50) a celle de I’extrait de Lawsonia inermis (>200).

Les valeurs des IC50 du test du pouvoir réducteur pour I’extrait des écorces de Juglans regia
(92,99+0,50) est inférieure a celle des standards Trolox et acide ascorbique (5.25+0.20)
(3.62+0.29).

Cette activité est plus faible que celle des standards. Donc, ces valeurs des 1C50du test du
pouvoir réducteur des écorces de Juglans regia représentent une activité anti radicalaire
faible.

Les valeurs des A0.5 du test du pouvoir réducteur pour ’extrait des feuilles de Lawsonia
inermis (>200), inférieure a celle de standard trolox (5.25+0.20) et aussi a celle de standard
acide ascorbique (3.62+0.29), ont manifesté respectivement une activité du pouvoir réducteur
(A0.5) inférieure a celle des deux standards, donc cette activité est 100 fois plus faible que

celle de trolox et acide ascorbique.

Alors, ces valeurs des IC50du test du pouvoir réducteur des feuilles de Lawsonia inermis

indiquant une activité tres faible de pouvoir réducteur.
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Dans ce cas au lieu de préparer I’extrait de cette activité avec une masse de 1mg d’extrait est
dissoute dans un volume de 1ml de méthanol on le préparé avec une masse de 0.5mg d’extrait

est dissoute dans un volume de 1ml de méthanol.

En comparant les résultats obtenus avec les résultats d’une autre recherche réalisée sur la

méme plante de Juglans regia on constate que nos résultats sont mieux que 1’autre étude.

Donc I’extrait de note recherche a un pouvoir réducteur (92,99+0,50) supérieur a celui de
I’étude réalisée par (Rusu, M. 2018) (418.92 +1067.94)

Par comparaison avec d’autre variété de la méme plante Lawsonia inermis, nos résultats
(>200) sont inférieurs a ceux cités par (Nounah, I. 2017). (1.840.01).Nos s’avérent trées

faibles par rapport a cette recherche.
3.4. Activité de réduction par la formation du complexe Fe+2 phénantroline :

Le fer aqueux, sous sa forme ferreuse réduite (Fe+2), peut étre déterminé par
spectrophotomeétrie a partir de son complexe intensément coloré avec la 1,10-phénanthroline
en solution acide (pH 3-4). (Belcher, R. 1973)

Seul le fer ferreux Fe(ll) ou Fe2+ forme un complexe stable avec l'orthophénantroline et

donne une couleur orangée. On nomme ce complexe ferroine. (Belcher, R. 1973)
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Figure 36 : plaque de dosage de réduction par la formation du complexe Fe+2

phénantroline des extraits agueux de Lawsonia inermis et Juglans regia
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Suite a une réaction d’oxydoréduction, un complexe Fe+2 phénantroline de couleur rouge-
orangé est formé. Cette réduction est déterminée par la mesure de valeurs d’A0.5 des extraits
des plantes et celles des standards Trolox et Acide ascorbique ce qui a permis d’obtenir les
résultats suivants dans le tableau (8) suivant :

Tableau 8 : Valeurs des A0.5 du test Fe+2 pour les extraits bruts aqueux de Lawsonia

inermis et Juglans regia

ncentration Inhibition %
(Mg/ml) A
Extraits € ,
standards 3.125 6.25 125 25 50 100 200 (ng/ml)

Juglans regia | 0.33¥002 | 0,424000 | 0,65$0,03 | 0,93+0,09 | 144012 | 2,33:0,14 | 3424020 | 8500,21

Lawsonia | 0,31+0,31 | 0,330,00 | 0,39+0,00 | 0,49+0,01 | 0,69+0,04 | 0,93+0,08 | 1,51%0,36 | 2590+1,27

inermis
Trolox 0.25+0.01 | 0.24+0.01 | 0.26+£0.01 | 0.26+0.00 | 0.32+0.01 | 0.38+0.01 | 0.56+0.02 5.21+0.27
Acide 0.26+£0.01 | 0.29+0.00 | 0.29+0.02 | 0.31+0.01 | 0.37+£0.01 | 0.50+0.00 | 0.80+0.00 3.08+0.02
ascorbique

On observe dans le tableau (8), les valeurs de la réduction par la formation du complexe
Fe+2-phénantroline (A0.5) par les extraits aqueux des écorces de Juglans regia et les feuilles
de Lawsonia inermis sont de 1’ordre de (8,50+0,21) et (25,90+1,27).

Ont manifesté respectivement une activité de réduction par la formation du complexe Fe+2-
phénantroline (A0.5) de I’extrait de Juglans regia plus forte que celle de /’extrait de Lawsonia
inermis. D’aprés les valeurs des A0.5 du test de réduction par la formation du complexe
Fe+2-phénantroline (A0.5) pour les extraits des écorces de Juglans regia et les feuilles de
Lawsonia inermis, on constate que 1’extrait de Juglans regia a un A0.5 supérieure (8,50+0,21)

a celle de I’extrait de Lawsonia inermis (25,90+1,27).

Les valeurs des A0.5 du test de réduction par la formation du complexe Fe+2-phénantroline
(A0.5), par la formation du complexe Fe+2-phénantroline (AQ0.5), pour I’extrait des écorces
de Juglans regia (8,50+0,21) est proche de celle du standard Trolox et celle de 1’acide
ascorbique (5.21+0.27) (3.08+0.02).
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A partir du Tableau (8) et la Figure (28), on peut déduire que I’extrait de Juglans regia
montre que la réduction par la formation du complexe Fe+2-phénantroline (A0.5) est le plus
important (8,50+0,21) par rapport a I’ autre extrait, et le plus proche au deux standards.

Cette activite est la plus proche de celle des standards. Donc, ces valeurs des 1C50du test de
réduction par la formation du complexe Fe+2-phénantroline (A0.5) de Juglans regia
représentent une activité excellente de la réduction par la formation du complexe Fe+2-

phénantroline.

Les valeurs des A0.5 du test de la réduction par la formation du complexe Fe+2-phénantroline
de I’extrait des feuilles de Lawsonia inermis (25,90+1,27), inférieure a celle de standard
trolox (5.21+0.27) et aussi a celle du standard acide ascorbique (3.08+0.02), ont manifesté
respectivement une activité de réduction par la formation du complexe Fe+2-phénantroline
(A0.5) inférieure a celle des deux standards, donc cette activité est faible par rapport a celle
de trolox et acide ascorbique.

Alors, ces valeurs des A0.5 du test du réduction par la formation du complexe Fe+2-
phénantroline des feuilles de Lawsonia inermis indiquant une activité modeérée de la

réduction par la formation du complexe Fe+2-phénantroline.

En comparant les résultats obtenus avec les résultats d’une autre recherche réalisée sur la
méme plante de Juglans regia on constate que nos resultats (8,50+0,21) sont proches des
résultats de I’autre recherche (03,174 0,02.) (Mirzaei, A.2013).

3.5. Activité de ’acétylcholine estérase :

L’évaluation de I’activité enzymatique des extraits de Juglans regia et Lawsonia inermis a été

réalisée par ’inhibition de I’enzyme Acétylcholine estérase.

Cette inhibition est déterminée par la mesure de valeurs d’IC50 des extraits des plantes et

celles des standards Trolox et Acide ascorbique qui a permis d’obtenir les résultats suivants :




Partie expérimentale

Résultats et discussion

Pe.
m(‘

- TN

Figure 37 : plaque de dosage de I’acétylcholine estérase des extraits aqueux de Lawsonia

Tableau 9 : Valeurs des CIS0 du test de ’acétylcholine estérase pour les extraits bruts

inermis et Juglans regia

aqueux de Lawsonia inermis et Juglans regia

ncentration Inhibition %

(Hg/ml) A
Extraits 0/5 |
standards 3.125 6.25 12.5 25 50 100 200 (ug/ml)

Juglans regia Na Na Na Na Na Na Na Na
Lawsonia Na Na Na Na Na Na Na Na
inermis
Galanthamine 35,93+2,28 | 43,77+0.00 | 68,50+0,31 | 80,69+0,41 | 85,78+1,63 | 91,80+0,20 | 94,77+0,34 6.27+1.15

Na : No Absorbance, Pas d’activité

A partir du Tableau (9) qui présente le pourcentage d’inhibition de I’acétylcholine estérase, on

remarque que les deux extraits étant inactifs pour les différentes concentrations (Na)

Dongc, ils n’ont pas d’activité inhibitrice de 1’acétylcholine estérase.

Activité anti bactérienne

L’évaluation antibactérienne n’a révélé aucune activité. Les résultats obtenus montrent que les

deux souches microbiennes testées s’aveérent

(

'

résistantes aux deux extraits avec une zone
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d’inhibition inferieur & 8mm, cela pourrait s’expliquer peut étre par une contamination de
celles-ci. Nos résultats obtenus sont représentés dans la figure et le tableau suivants

Extrait des écorces de Juglans regia

Staphylococcus aureus (-) Ya pas d’une zone d’inhibition

E. Coli (-) Ya pas d’une zone d’inhibition

I’expression des résultats se fait comme suit (Attala, Nabila.2019).
1 Non sensible (-) ou résistante : diamétre < 8 mm

[J Sensible (+) : diamétre compris entre 8 a 15mm.

[1 Tres sensible (++) : diametre compris entre 15 a 20 mm

[ Extrémement sensible (+++) : diameétre > 20 mm

En comparant les résultats obtenus avec ceux de (Seghir birem, k.2015) obtenus lors de ses
travaux réalises sur la méme plante Juglans regia, on constate que nos résultats sont en
accord pour ce qui est de la souche Staphylococcus aureus. Contrairement a ceux rencontrés
lors des tests réalisés sur la souche Escherichia coli Par (Boukhari, faycal.2017) qui avance

une activité nette pour cette souche.
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Les résultats obtenus de I’extrait de Lawsonia inermis sont présentées dans la figure et le

tableau suivant :

Extrait des écorces de Lawsonia inermis

Staphylococcus aureus (-) Ya pas d’une zone d’inhibition

Escherichia coli (-) Ya pas d’une zone d’inhibition

En 2018, Hettab benhassane H. n’a obtenu aucun effet vis-a-vis de la souche Staphylococcus
aureus et ceci lors de ’évaluation antibactérienne des extraits bruts de Lawsonia inermis, ce

qui concorde avec nos résultats.
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CONCLUSION

A la lumiére des résultats obtenus au cours de notre recherche, nous pouvons conclure que les
extraits bruts aqueux recoltés a partir des feuilles de Lawsonia inermis et des écorces de

Juglans regia constituent une bonne source d’antioxydants.

Cela est observé lors des résultats obtenus par I’évaluation des différentes activités
antioxydantes ; a savoir le piégeage du radical libre DPPH ; le piégeage du cation radical
ABTS ; le pouvoir réducteur (FRAP) et I’activité de réduction par la formation du complexe
Fe+2 -phenanthroline.

Nos plantes en 1’occurrence Lawsonia inermis et Juglans regia ont manifesté une activité
anti-radicalaire au DPPH (CI50), plus forte pour Juglans regia que pour Lawsonia inermis.
L’activité anti radicalaire a été modérée pour les deux plantes, quant a I’activité anti-
radicalaire au I’ABTS (CI50), Juglans regia a manifesté une plus forte activité que celle de

I’extrait de Lawsonia inermis.

L’extrait brut de I’écorce de Juglans regia s’avere plus actif : il montre que la réduction par
la formation du complexe Fe+2-phénantroline est plus importante par rapport a 1’extrait de
Lawsonia inermis. Egalement une activité excellente de la réduction par la formation du

complexe Fe+2-phénantroline.

Cette activité antioxydante ne pourrait étre due qu’a la présence importante des métabolites
secondaires notamment les polyphénols, les flavonoides les stérols, les terpénoides, les
coumarines, ainsi que d’autres molécules, avec une teneur accrue en flavonoides par rapport

a la teneur en polyphénols.

Par conséquent, I’évaluation de I’activité enzymatique des extraits aqueux des feuilles
Lawsonia inermis et de I’écorce de Juglans regia na donné aucun effet, donc I’activité

inhibitrice de I’acétylcholine estérase est presque nulle pour nos deux plantes testees.

Le criblage de I’activité antimicrobienne réalisé par la méthode de diffusion sur milieu solide
et effectué sur deux souches bactériennes pathogénes : Staphylococcus aureus et Esherichia
coli n’a révéle aucun profil d’inhibition contre ces différentes souches Gram positif et Gram

négatif.

Au terme de cette étude nous pouvons conclure que I’utilisation des plantes médicinales dans

les domaines pharmaceutiques est d’un grand intérét dans la recherche des molécules
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bioactives qui sont a l’origine de plusieurs activités biologiques telles que [I’activité

antibactérienne et anti oxydante.

D’aprés nos résultats, nous pouvons avancer que Lawsonia inermis et Juglans regia riches en

substances biologiquement actives, leurs conférant un grand intérét pharmacologique.
Il serait intéressant

- D’approfondir les investigations phytochimiques et biologiques de ces plantes afin
d’isoler les molécules responsables de cette activité observée, ce qui permettra d’élargir

I’arsenal thérapeutique des médicaments a base de plantes.

- D’évaluer les activités biologiques in vivo de ces deux plantes afin d’isoler les substances

responsables des activités biologiques étudiées.
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ABSTRACT

The use of medicinal plants in the pharmaceutical, agrifood and biotechnology fields has
received great interest in the search for bioactive molecules which are the secondary
metabolites at the origin of several biological activities.

The present work is a synthesis of previous work concerning the evaluation of the antioxidant
and antimicrobial activities of extracts from two medicinal plants Lawsonia inermis and
Juglans regia. In this perspective, an extraction by maceration was carried out on the leaves
and bark of Lawsonia inermis and Juglans regia using an aqueous medium. The expected
results of this study showed that our crude extracts developed some antioxidant and anti-
Alzheimer’s activities and little antibacterial effects against two bacterial strains
Staphylococcus aureus and Esherichia coli.

Our literature search summarizes the state of work on antioxidant target molecules from
plants of Lawsonia inermis and Juglans regia. The latter could constitute a useful database in
the field of research for new bioactive molecules.

Keywords: Lawsonia inermis - Juglans regia - Antioxidants - Antibacterials - Extraction.
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Etude phytochimique et évaluation biologique des extraits
aqueux de Lawsonia inermis et de Juglans regia

RESUME
L’utilisation des plantes médicinales dans les domaines pharmaceutiques, agroalimentaires et
biotechnologiques a regu un grand intérét dans la recherche des molécules bioactives qui sont

les métabolites secondaires a 1’origine de plusieurs activités biologiques.

Le présent travail s’est proposé d’une synthese des travaux antérieurs concernant I’évaluation
des activités anti oxydantes et antimicrobiennes des extraits issus de deux plantes médicinales
Lawsonia inermis et Juglans regia. Dans cette perspective une extraction par maceration a ete
réalisée respectivement sur les feuilles et I’écorce de Lawsonia inermis et de Juglans regia

par I'utilisation de milieu aqueux.

Les résultats escompteés de cette étude ont montré que nos extraits bruts ont développé
quelques activités antioxydantes, anti alzheimer et peu d’effets antibactériens vis-a-vis de

deux souches bactériennes Staphylococcus aureus et Esherichia coli.

Notre recherche résume I’état des travaux sur les molécules cibles antioxydantes issues des
plantes de Lawsonia inermis et Juglans regia. Cette derniére pourrait constituée une base de

données utile dans le domaine de la recherche de nouvelles molécules bioactives.

Mots clés : Lawsonia inermis — Juglans regia — Antioxydants — Antibactériens — Extraction.
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